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Presentacion

PRESENTACION

El sindrome de Maroteaux-Lamy o
mucopolisacaridosis de tipo VI (MPS VI)
es una grave enfermedad hereditaria muy
poco frecuente en humanos, provocada
por la deficiencia de un tnico gen, que
codifica la hidrolasa lisosémica N-
acetilgalactosamino-4-sulfatasa o arilsul-
fatasa B.

Esta tesis es wuna contribucién al
conocimiento del sindrome de Maroteux-
Lamy en el terreno de la genética
molecular. Constituye el primer trabajo
de andlisis mutacional y caracterizacién
bioquimica de las mutaciones respon-
sables de la enfermedad en pacientes
espafioles y argentinos con MPS VL
Ademds aborda una forma alternativa de
terapia por supresion de codones
prematuros de terminacién en el gen
ARSB mediante el tratamiento con
antibiéticos aminoglicésidos.

El cribaje mutacional es un paso
indispensable para estudiar la patologia
molecular de una enfermedad here-
ditaria monogénica. No sélo supone
poder ofrecer al paciente un diagndstico
molecular, sino que es necesario para
poder establecer las correlaciones entre el
genotipo y el fenotipo que potencial-
mente permitirfan predecir la severidad

clinica y la probabilidad de éxito de la
terapia para cada paciente. Ademds, abre
las puertas al andlisis funcional de las
nuevas mutaciones identificadas y a
estudios  poblacionales  (frecuencias
alélicas en la poblacién, origen de las
mutaciones mas frecuentes, etc.)

El estudio a nivel molecular de las
causas de la MPS VI se inici6 hace algo
mas de una década y ya ha quedado
relegado a un segundo plano por las
investigaciones dirigidas a la terapia
génica y de restitucion enzimatica.
Ademads, pese a que las enfermedades
monogénicas afectan globalmente a
millones de personas en todo el mundo,
su estudio se estd convirtiendo en un
empefio marginal comparado con el de
las enfermedades complejas, a las cuales
van destinadas actualmente la mayor
parte de los esfuerzos.

Sin embargo, los estudios en el terreno
de la genética molecular de las
enfermedades monogénicas mejora el
diagnoéstico, la caracterizacion y la
apreciacion epidemiolégica de estos
trastornos, en cuyo conocimiento
persisten atin numerosas lagunas. La
coleccion de datos epidemiolégicos,
bioquimicos y moleculares es importante
y debe continuar.
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Introduccion: Clinica

I. CLINICA

1. Las enfermedades de acumulacion
lisos6mica

Las enfermedades de acumulacién
lisosémica (en inglés lysosomal storage
diseases, LSD) constituyen un conjunto
extenso de enfermedades congénitas raras
que se empezaron a caracterizar
clinicamente a finales del siglo XIX y que
estdin causadas por la deficiencia de
alguna de las proteinas del sistema
lisosémico de degradacion (por ejemplo,
hidrolasas, transportadores de membrana
o activadores enziméticos). La progresiva
acumulaciéon de macromoléculas sin
digerir en el interior de los lisosomas da
lugar a una disfuncién celular (Figura 1-
1). A nivel clinico los pacientes presentan
deformaciones esqueléticas y dafios en el
cerebro, higado, pulmones vy otros
6rganos internos. Pese a que su rango de
severidad es variable, todas se consideran
enfermedades graves y suponen normal-
mente una reduccién importante en la
esperanza de vida de los pacientes.

Hasta la fecha se han descrito mas de
40 enfermedades de acumulacién liso-
sOmica, que se suelen clasificar en funcién
del sustrato acumulado. Las principales
se resumen en la Tabla 1-1 (pdgina
siguiente). Actualmente se incluyen bajo
este nombre las enfermedades provo-
cadas por deficiencias de las enzimas
lisosémicas, proteinas lisosémicas no
cataliticas y otras anormalidades de la
funciéon lisosémica. Todas ellas se
consideran enfermedades monogénicas y
la mayoria presentan wuna herencia
autosomica recesiva.

Aunque las LSD constituyen uno de
los grupos de enfermedades genéticas
mas prevalentes en humanos, son
desérdenes raros con una incidencia
individual muy baja. La incidencia
conjunta puede ser de 1 caso cada 4000 a
12500 nacimientos vivos, segun la
poblacién (Coelho et al., 1997; Poorthuis et
al., 1999; Applegarth et al., 2000; Dionisi-
Vici et al., 2002; Poupétovd 2003; Pinto et
al., 2004; Hopwood, 2006). En Espafa se
han diagnosticado alrededor de 1000
pacientes con alguna LSD desde 1973
(Chabas y Coll, 2006).

Causa primaria de una
enfermedad de acumulacion
lisosomica

Defecto genético que conduce a una
actividad proteica alterada y a la
acumulacion de metabolitos en los lisosomas

4

M

Cambios en los

Causa secundaria
procesos celulares

Via(s) bioquimicas
secundarias

Vias afectadas por las
causas primarias y
secundarias

Patologia celular

\ e

Expresion génica alterada

Via(s) bioquimicas
terciarias

L | Dartio celularftisular y muerte

A

Figura 1-1. Posible esquema de la patologia de las enfermedades de acumulacién lisosémica. La
causa primaria de la enfermedad es la acumulacién intralisosémica de sustratos sin metabolizar, pero
el amplio rango y variedad de sintomas indica que debe haber vias bioquimicas y celulares secundarias
activadas que provoquen la patologia celular, la alteracién de la expresién génica y la activacién de las
vias bioquimicas terciarias. (Adaptado de Futerman y van Meer, 2004).
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Tabla 1-1. Principales enfermedades de acumulacién lisosémica

Enfermedad | Proteina defectiva | Principales materiales almacenados
Esfingolipidosis
Fabry a-Galactosidasa A Globotriaosilceramida
Lipogranulomatosis de Farber Ceramidasa Ceramida
Gaucher B-Glucosidasa Glucosilceramida
Activador Saposina-C Glucosilceramida
Niemann-Pick A y B Esfingomielinasa Esfingomielina
Deficiencia de activador de esfingolipidos | Activador de esfingolipidos Glicolipidos
Gangliosidosis GM1 B-Galactosidasa Gangliésido GM1
Gangliosidosis GM2 (Tay-Sachs) B-Hexosaminidasa A Ganghoﬁdo GM2y glicolipidos
relacionados
Gangliosidosis GM2 (Sandhoff) B-Hexosaminidasa A y B Ganghoﬁdo GM2y glicolipidos
relacionados
Gaygliosidosis GM2 (deficiencia de Protefna activadora de GM2 Gangliésido GM2 y glicolipidos
activador de GM2) relacionados

Mucopolisacaridosis (MPS)

MPS I (Hurler, Scheie, Hurler/Scheie)

a-Iduronidasa

Dermatan sulfato y heparan sulfato

MPS I (Hunter)

Iduronato-2-sulfatasa

Dermatan sulfato y heparan sulfato

Heparan N-sulfatasa

MPS HIA (Sanfilippo A) (sulfamidasa) Heparan sulfato
MPS IIB (Sanfilippo B) N-Acetil-a-glucosaminidasa Heparan sulfato
MPS IIIC (Sanfilippo C) ?]f::;ti(lzt(;?rgfegrl:;osamlda Heparéan sulfato
MPS IIID (Sanfilippo D) N-Acetilglucosamina-6-sulfatasa | Heparén sulfato
MPS IV (MorquioA) N-Acetilgalactosamina Queratdn sulfato, condroitin sulfato
MPS IV (Morquio B) B-Galactosidasa Queratén sulfato

MPS VI (Maroteaux—Lamy)

N-Acetilgalactosamina-4-sulfatasa
(arilsulfatasa B)

Dermatan sulfato

MPS VII (Sly)

B-Glucuronidasa

Heparan sulfato, dermatan sulfato,
condroitin sulfatos

Oligosacaridosis y glicoproteinosis

Pompe (enfermedad acumulativa de
glicégeno tipo II)

a-Glucosidasa

Glicégeno

Enfermedades causadas por defectos en

roteinas integrales de membrana

Cistinosis Cistinosina Cistina
Enfermedad de Danon LAMP2 Restos citoplasmaticos y glicogeno
Enfermedad acumulativa infantil de 4cido - o a1

Sialina Acido sialico

sidlico y enfermedad de Salla

Mucolipidosis (ML) IV

Mucolipina-1

Lipidos y mucopolisacdridos dcidos

Niemann-Pick C (NPC) NPCly?2 Colesterol y esfingolipidos
Otras
Galactosialidosis Catepsina A Sialiloligosacéridos

Enfermedad de células de inclusién y
polidistrofia pseudo-Hurler (ML I y ML
111, respectivamente)*

N-acetilglucosaminil-
fosfotransferasa

Oligosacaridos, mucopolisacaridos y lipidos

Deficiencia multiple de sulfatasas

Enzima generadora de
a-formilglicina

Sulfatidos

Lipofuscinosis ceroide neuronal (NCL1I)
(enfermedad de Batten)

CLN1 (proteina
palmitoiltioesterasa-1)

Tioésteres lipidados

NCL2 (enfermedad de Batten)

CLN2 (tripeptidil amino
peptidasa-1)

Subunidad c de la ATP sintasa mitocondrial

NCLS3 (enfermedad de Batten)

Transportador de arginina

Subunidad c de la ATP sintasa mitocondrial

*ML II y ML III fueron clasificadas inicialmente como mucolipidosis, pero ahora se sabe que provocan
una deficiencia en el transporte de enzimas lisosémicas en las células de origen mesenquimatico, mas
que un defecto en las lipasas lisosémicas. (Adaptado de Futerman y van Meer, 2004).
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2. Las mucopolisacaridosis

Las mucopolisacaridosis (MPS) consti-
tuyen un subgrupo dentro de las
enfermedades de acumulacion lisosémi-
ca en el cual la enzima deficiente es
alguna de las hidrolasas lisosémicas
encargadas del metabolismo de degra-
dacion de los mucopolisacdridos o
glicosaminoglicanos (GAG), que son
componentes basicos de la matriz
extracelular. La acumulacién de estas
moléculas causa un dafio progresivo en
los tejidos.

La mayoria de MPS comparten ciertas
manifestaciones clinicas (afectaciéon del
sistema nervioso, organomegalia y alte-
raciones del esqueleto, fundamental-
mente), pero difieren mucho en el grado y
severidad de los sintomas.

La incidencia global de todas las
mucopolisacaridosis se estima cercana a 1
caso por cada 21000-51700 nacimientos,
en funcién de la poblacién (Nelson et al.,
1997 y 2003 en Irlanda del Norte;
Poorthuis et al., 1999 en Holanda; Meikle
et al., 1999 en Australia; Applegarth et al.,
2000 en Columbia Britdnica: Poupétova
2003 en Chequia y Eslovaquia; Pinto et al.,
2004 en Portugal; Baehner et al., 2005 en
Alemania). En Espafia casi el 33% del
total de enfermedades de acumulacién
lisosémica diagnosticadas son MPS
(Chabas y Coll, 2006).

3. La mucopolisacaridosis de tipo VI,
o sindrome de Maroteaux-Lamy

En el sindrome de Maroteaux-Lamy, el
mucopolisacarido que se acumula es el
dermatédn sulfato, como consecuencia de
la deficiencia de una de las proteinas
responsables de su hidrdlisis, la N-acetil-
galactosamina-4-sulfatasa o arilsulfatasa
B (ARSB).

Historia

La enfermedad fue descrita inicial-
mente por los médicos franceses Pierre
Maroteaux y Maurice Emile Joseph Lamy
en el afio 1963, que fueron los primeros en
relacionar un cuadro clinico de disostosis
multiple similar al de las otras MPS ya
descritas con una excrecién excesiva en
orina de condroitin y dermatén sulfato. Se
clasific6 como mucopolisacaridosis de
tipo VI o MPS VI (Maroteaux et al., 1963).

El primer test enzimdtico para el
diagnéstico directo de la MPS VI
mediante la determinaciéon diferencial de
glicosaminoglicanos en orina estuvo
disponible en 1969. Posteriormente a esta
fecha se fueron desarrollando otros
sistemas de deteccion.

A principios de los afios 70 se
determiné que la enzima deficiente en la
enfermedad era la arilsulfatasa B (Baron y
Neufeld, 1972; Stumpf et al., 1973), contra
la. cual Gibson y colaboradores
purificaron el  primer  anticuerpo
monoclonal en el afio 1987.

El primer modelo animal que se
describi6 fue un gato siamés que
presentaba de forma natural la MPS VI
(Jezyk et al., 1977). Posteriormente fueron
describiéndose otros modelos animales en
rata y ratén (Yoshida et al., 1983; Evers et
al., 1996, ver pdgina 49).

El gen de la ARSB humana fue
localizado y caracterizado en el afio 1990
por Peters y colaboradores, pero hasta
varios afios mds tarde no se conocié con
precision su extension y los limites entre
los exones y los intrones (Modaressi et al.,
1993). A partir de esa fecha se fueron
sucediendo los estudios de andlisis
mutacional en pacientes de MPS VI en
diversas poblaciones (ver pdgina 44).
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En 1997 se publicé la estructura
cristalogréfica de la proteina (Bond et al.,
1997), siendo una de las cuatro sulfatasas
cuya estructura tridimensional ha sido
determinada hasta la fecha.

Paralelamente se fueron realizando las
primeras aproximaciones a la terapia
génica sobre fibroblastos de pacientes
(Anson et al., 1992) y a la terapia de
restitucién enzimdatica mediante la admi-
nistracion exégena de ARSB humana
recombinante en modelos animales
(Brooks et al., 1997 y Yogalingam et al.,
1997). La empresa farmacéutica BioMarin
Pharmaceutical Inc. ha podido completar
recientemente la Fase III de estudios
clinicos en humanos y en 2006 se aprob6
la comercializacién en la Unién Europea
de la enzima Naglazyme™ (galsufasa)
como terapia de restitucion a largo plazo
para la MPS VL

Herencia

El sindrome de Maroteux-Lamy
presenta una herencia monogénica
autosémica recesiva tanto en humanos
como en los modelos animales iden-
tificados. No se atribuye ningtn caso
clinico a la presencia de mutaciones de
novo en el gen de la arilsulfatasa B.

Prevalencia

La incidencia estimada a nivel mundial
para la MPS VI va de 1:125000 a 1:1300000
nacidos vivos segin las poblaciones
(Lowry et al., 1990, en Columbia Britanica;
Nelson et al., 1997 y 2003, en Irlanda del
Norte; Meikle et al., 1999, en Australia;
Poorthuis et al., 1999, en Holanda; Pinto et
al., 2004, en Portugal; Baehner et al., 2005,
en Alemania). En Portugal y Brasil la MPS
VI parece ser relativamente frecuente, al
igual que todas las LSD en general, con
una prevalencia que duplica la de
Australia y Holanda (Coelho et al., 1997;
Pinto et al., 2004).
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Se calcula que pueda haber unos 1100
individuos afectados en todo el mundo,
de los cuales s6lo un 10% han sido
estudiados desde el punto de vista
bioquimico y genético (Swiedler et al.,
2005). No existen datos de la incidencia
de la MPS VI en Espaiia.

Figura 1-2. Nifios afectados por la forma
severa de MPS VI. (Extraido de Neufeld y
Muenzer, 2001).

Figura 1-3. Toulousse-Lautrec, posible
enfermo de MPS VI. Existe una contro-
versia sobre si el pintor podria haber estado
afectado de MPS VI (Maroteaux, 1995).
Tuvo problemas esqueléticos y de
crecimiento desde la pubertad. Su dolencia
no correspondia a ninguna de las
enfermedades conocidas en el siglo XIX.
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Figura 1-4. Variabilidad en la progre-
siébn de la MPS VI. Los 4 individuos
afectados de la fila de arriba (de entre 9 y
12 afios de edad) ilustran el espectro de
severidad de la enfermedad y la potencial
sutileza de la severidad de la MPS VI en
cuanto a sefiales y sintomas (de izquierda a
derecha, de mdés rdpido avance de la
enfermedad a més lento). Un individuo con
avance rapido de la enfermedad (fila del
medio) muestra un desarrollo progresivo
de macrocefalia, rasgos faciales gruesos,
protusién abdominal y hernia umbilical (de
izquierda derecha, imagenes del mismo
paciente con 1, 5, 10 y 16 anos de edad

Manifestaciones y tipos clinicos

La MPS VI provoca afectaciones
somaticas serias, pero no suele producir
alteraciones intelectuales. S6lo se ha des-
crito retraso mental en unos pocos casos,
y no son atribuibles del todo a la MPS
(Taylor et al., 1978; Paterson et al., 1982;
Vestermark et al., 1987).

Clasicamente se ha dividido la
enfermedad en tres tipos bésicos: la MPS
VI de tipo B, que seria la subvariante leve
o de avance lento, marcada por una
infancia normal hasta los 6 afios de edad
y supervivencia hasta la edad adulta; el
tipo intermedio, con fenotipo similar a la
MPS III y facies similar a la de los
pacientes de sindrome de Hurler; y el tipo
severo o MPS VI de tipo A, con apariciéon
alrededor de los dos afos de edad, un
desarrollo més rapido de la enfermedad y
un patréon de efectos somadticos mads
amplio y acusado (Figura 1-4).

' respectivamente). En cambio, un individuo
con avance lento de la MPS VI (abajo) no
presenta rasgos visuales obvios, pero hay
una serie de sintomas que pueden hacer
sospechar que se trata de MPS VI (de
izquierda derecha, imagenes del paciente a
los 7 meses, 3 afios, 7 afios y 11 afios de
edad, respectivamente;  fotografias de la
National MPS Society Inc., USA).

En un trabajo reciente, Petry vy
colaboradores (2005) clasificaron a los
pacientes de MPS VI segtn los siguientes
criterios:

Forma leve: edad de inicio de los
sintomas superior a los 36 meses, estatura
superior a los 140 cm y supervivencia mas
alla de los 20 afios.

Forma intermedia: edad de inicio de los
sintomas después de los 36 meses,
estatura inferior a 140 cm en la ultima
evaluaciéon y supervivencia mads alld de
los 20 afios.

Forma intermedia a severa: edad de inicio
de los sintomas antes de los 36 meses de
edad y estatura superior a 90 cm en la
ultima evaluacion.

Forma severa: pacientes que fallecieron
antes de los 10 afios de edad y los que

miden menos de 90 cm a los 10 afios.

A continuacién se detallan las diversas
manifestaciones clinicas de la MPS VI.
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Manifestaciones del sistema nervioso
central: inteligencia normal durante todo
el curso de la enfermedad, compresion de
la médula espinal debido a luxaciones o
engrosamientos de la  duramadre,
mielopatia cervical con debilidad en las
piernas, paraplegia y pardlisis. Oca-
sionalmente aparece hidrocefalia, que
comporta un incremento de la presion
intracraneal.

Manifestaciones musculares y esque-
léticas: retraso del crecimiento vy
enanismo (los adultos miden unos 110-
140 cm de altura; Figura 1-5), medida de
la cabeza en el momento del nacimiento
superior a la media, tronco y cuello
cortos, facies tosca caracteristica (narices,
mandibulas y labios anchos, mejillas
carnosas; Figura 1-6), ligera exoftalmia e
hipertelorismo (separacién excesiva de los
0jos), anomalias en el desarrollo dental
(Figura 1-7, pdgina siguiente), esternén
prominente y costillas anchas (pectus
carinatum), cifosis lumbar, lordosis,
disminucién de la movilidad de las
articulaciones (caderas, rodillas, codos),
disostosis multiple (Figura 1-8, pdgina
siguiente), necrosis en la epifisis del fémur,
fragilidad 6sea con elevado riesgo de
fractura (sobre todo en las extremidades
inferiores),  displasia de  caderas,
problemas  pélvicos  severos  (con
hipoplasia del acetdbulo y crestas iliacas
pequenas), deformidad ovoidal de los
cuerpos  vertebrales, genu  wvalgum,
sindrome del ttnel carpal (que cursa con
dolores y pérdida de funcionalidad de las
manos por la inflamacién de los tendones
que comprimen el nervio medio del
brazo), y deformidades de las manos y los
pies, que adquieren forma de garra como
consecuencia de la contraccién de los
dedos (Figura 1-9, pdgina siguiente).
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Figura 1-5. Rasgos posturales tipicos de
la MPS VI. La baja estatura y la posicion
con rodillas flexionadas, cuello corto y
abdomen prominente son tipicas de los
pacientes con avance rdpido de la
enfermedad (izquierda). Los pacientes con
avance lento (derecha) no presentan rasgos
faciales tan marcados ni postura encorvada,
especialmente en los primeros afos.
(Fotografias de la National MPS Society, Inc.,
USA).

Figura 1-6. Rasgos faciales tipicos de la
MPS VI. En los individuos con progresién
rapida de la enfermedad (izquierda), se
manifiesta una nariz ancha y puente nasal
plano, labios y lengua grandes y cuello
corto. En los individuos con progresion
lenta de la enfermedad (derecha) quizd no
se observen anormalidades, pero hay ligeras
diferencias con respecto a los otros
miembros de la familia. (Fotografias de la
National MPS Society, Inc., USA).
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Figura 1-7. Anormalidades orales tipicas
de la MPS VI Incluyen dientes pequefos,
irregulares, muy separados, lengua y labios
grandes y encias hiperplasicas, sobretodo en
los pacientes con rdpido avance de la
enfermedad (izquierda), aunque también en
menor grado en los pacientes con avance
lento de la enfermedad (derecha; fotografias
de la National MPS Society, Inc., USA).

A |

Figura 1-8: Disostosis multiple en
pacientes de MPS VI. Placas irregulares en
el metafises, epifisis supernumerarias y
metacarpos cortos y anchos en un paciente
de 1 afio de edad (izquierda). Macrocefalia y
dolicocefalia en un paciente de 13 afios
(derecha; fotografias de la National MPS
Society, Inc., USA).

Figura 1-9: Mano en forma de garra en
pacientes de MPS VI. La deformacién se
caracteriza por dedos cortos y anchos, con
flexién fija y escasa destreza. (Fofografias de
la National MPS Society, Inc., USA).

Figura 1-10. Manifestaciones oculares en
pacientes de MPS VI. Opacidad corneal
severa en pacientes de MPS VI debido al
acimulo de glicosaminoglicanos. (Extraido
de Ashworth et al., 2005 y de la National MPS
Society, Inc., USA).

Manifestaciones respiratorias: apnea
del suefio y enfermedad restrictiva del
pulmén, debida a que la cifoescoliosis y la
estenosis traqueal impiden los movi-
mientos respiratorios del pecho.

Manifestaciones cardiovasculares:
disfunciones aodrticas debidas a calci-
ficaciones estenéticas de la vélvula, asi
como insuficiencia mitral.

Manifestaciones  gastrointestinales:
hernias inguinales y/o umbilicales, hepa-
toesplenomegalia.

Manifestaciones  oftalmolégicas y
auditivas: pérdida de transparencia de la
cornea (opacidad corneal, Figura 1-10),
debilidad visual, pérdida de audicién
conductiva.

La MPS VI no compromete la fertilidad
pero a las mujeres afectadas con la forma
severa se les aconseja no quedarse
embarazadas debido al riesgo para su
salud.

Prognosis

La deteccion temprana de la MPS VI (y
de cualquier enfermedad de acu-
mulacién lisosémica) puede ser critica
para evitar que ocurran complicaciones
irreversibles. Sin embargo, aunque
algunos sintomas aparecen en los
primeros afios de vida del paciente, el
diagnoéstico se retrasa con frecuencia. Los
sintomas iniciales pueden ser sutiles,
sobre todo en pacientes con avance lento
de la enfermedad. De media, sélo se
sospecha la afectaciéon por MPS VI hasta
los 2,5 afos después de la primera
presentacion de los sintomas. Durante
este tiempo el paciente es analizado por
mdltiples  especialistas. = Para  los
individuos con avance lento de la
enfermedad, el diagndstico preciso puede
ocurrir incluso maés tarde, entrada la
adolescencia.
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La esperanza de vida de los enfermos
con sindrome de Maroteaux-Lamy es de
dos o tres décadas, aunque se conocen
casos de pacientes para la variante
intermedia de la enfermedad con mayor
longevidad (mas de 40 afos; Pilz et al.,
1979). La muerte acostumbra a produ-
cirse por fallo cardiaco, aunque puede
adelantarse como consecuencia de las
complicaciones cardiorrespiratorias o
neurolégicas, segtin cudl sea la severidad.

Diagnéstico

Los pacientes de MPS VI son
detectados después de la aparicion de los
sintomas clinicos, lo cual ocurre
generalmente antes de los dos afios de
edad para los pacientes con la forma
clinica severa. El diagnéstico se confirma
con la presencia de dermatan sulfato en
orina y la demostracion de la deficiencia
de la actividad catalitica de la proteina
ARSB, y posteriormente el andlisis
genético-molecular.

Diagndstico morfoldgico

El retraso en el ritmo de crecimiento y
los rasgos faciales toscos a menudo son la
primera pista evidente de la enfermedad.
A nivel radiolégico se pueden poner de
manifiesto sintomas como la disostosis
mdltiple y las anomalias en el craneo,
vértebras, cadera y huesos largos.

Diagnéstico histolégico

La acumulacion de GAG en los
lisosomas de las células produce una
excesiva  vacuolizaciébn que puede
detectarse histolégicamente y/o ultra-
estructuralmente en diversos tipos celu-
lares y tejidos, sobre todo en fibroblas-
tos, células endoteliales y parenquimales,
macréfagos y leucocitos. Las acumula-
ciones de GAG en el citoplasma de los
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granulocitos son un rasgo tipico que
recibe el nombre de granulaciones de
Adler.

En los modelos murino y felino
(Yoshida et al., 1993; Evers et al., 1996;
Yogalingan et al., 1998) se han encon-
trado pruebas histolégicas de acu-
mulaciéon de GAG en higado, corazoén,
pulmén, rifién, vasos sanguineos, bazo,
trdquea, esoéfago, estémago, intestino
grueso y delgado, péancreas, gldandulas
salivares, testiculos, piel, glandula
adrenal y noédulos linfaticos. Estudios
preclinicos en gatos han documentado
que la acumulaciéon se concentra
principalmente en los macréfagos de
higado y bazo (Yogalingam et al., 1999).

Diagnéstico enzimdtico

El diagnoéstico enzimético de la MPS VI
se realiza mediante la valoracién de la
actividad enzimatica ARSB en leucocitos
y fibroblastos de piel cultivados.

El valor de la actividad ARSB normal
varia segun los tejidos. En fibroblastos es
de 326 + 136 nmol/h- mg aproximada-
mente.

Los sistemas mds usados para medir la
actividad de la arilsulfatasa B son el
método fluorométrico que utiliza como
sustrato la molécula fluorogénica 4-
metilumbeliferil sulfato (4-MUS, Gibson
et al., 1987), y el espectrofotométrico, que
utiliza como sustrato el p-nitrocatecol
sulfato (modificaciéon del método de
Baum et al., 1959).

Las arilsulfatasas en general actuan
Optimamente a unos valores de pH
inferiores al pK, (7,8) del producto de la
reaccion del 4-MUS, la 4-metilumbe-
liferona (4-MU). En el caso de la ARSB, el
pH 6ptimo esta entre 5y 6.



Introduccion: Clinica

Recientemente se ha probado el 6,8-
difluoro-4-metilumbeliferil sulfato (DiF-
MUS) como nuevo sustrato de las
arilsulfatasas, que permite el ensayo
enzimatico continuo de las arilsulfatasas
A, By C placentarias humanas (Ahmed et
al., 2005). El problema del sustrato
fluorogénico es que puede ser
potencialmente catabolizado por otras
arilsulfatasas.

Para medir la concentraciéon en-
zimatica existen otros métodos, como la
HPLC (Leznicki y Bialkowski, 1997) y la
deteccion mediante anticuerpos espe-
cificos contra la ARSB en gotas de sangre
fresca o seca (Hein et al., 2005), con
capacidad de discriminar entre controles
sanos, heterocigotos y afectados.

También se puede analizar la concen-
tracion de dermatan sulfato excretado en
muestras de orina de 24 horas, y
discriminarlo de los otros GAG en geles
de gradiente (Byers et al., 98). Dichos
sistemas pueden servir ademds para
monitorizar los niveles terapéuticos de
enzima en muestras de pacientes de MPS
VI que estén recibiendo terapia de
restitucién enzimadtica. Hasta ahora, el
tnico biomarcador para monitorizar la
eficacia del tratamiento eran los niveles
de GAG en sangre y orina, pero se estdn
investigando nuevos biomarcadores para
profundizar en la patofisiologia de la
enfermedad (Fuller, 2006).

Los valores altos de GAG en orina se
han correlacionado con wuna menor

estatura y menor peso corporal de los
pacientes, asi como con pardametros
clinicos que indican una progresién de la
enfermedad més rdpida. En cambio, no es
posible predecir la clinica en funcién de
los niveles enzimdticos residuales, pues
individuos a lo largo de todo el espectro
fenotipico muestran similar actividad de
la enzima endégena deficiente (Swiedler
et al., 2005).

Diagndstico genético

El andlisis mutacional se realiza a
partir de DNA obtenido a partir de
muestras de sangre u otros tejidos como
siguiente paso a la sospecha del estado de
portador o afecto en base al analisis
enzimético. El elevado ntimero de alelos
privados y la ausencia de mutaciones
altamente prevalentes dificulta el cribado
poblacional. El andlisis mutacional se
suele realizar mediante secuenciacion
directa de la region codificante del gen.

Diagnéstico antenatal

En las familias con riesgo elevado de
MPS VI se puede realizar el diagndstico
antenatal. En esos casos se mide la
actividad enzimédtica ARSB en cultivos de
vellosidades coridénicas 0 en amniocitos
de forma andloga a como se realiza en
leucocitos o fibroblastos.
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II. BIOLOGIA CELULAR
LOS LISOSOMAS
1. Definiciéon

Los lisosomas son wuna familia
heterogénea de vesiculas membranosas
con la caracteristica comin de que
contienen un elevado nimero de enzimas
hidroliticas. Se trata de organulos
especializados en la digestion intracelular
de macromoléculas. Se encuentran en casi
todas las células eucariotas y presentan
una gran diversidad en cuanto a forma y
tamafio (oscilan entre 0,05 y 0,5 pm de
diametro). Estdn rodeados por una tnica
membrana, que contiene proteinas de
transporte que permiten el paso de los
productos finales de la digestion de
macromoléculas hacia el citosol (Figura 2-
1). Una bomba de protones se encarga de
utilizar la energia de hidrdlisis del ATP
para bombear H+ y mantener el lumen a
pH é&cido (préximo a 5), que es el que
requiere la dotacién enzimdtica de los
lisosomas para funcionar a su méxima
actividad (estas enzimas no acttian al pH
del citosol, 7,2).

Los lisosomas llevan a cabo funciones
muy diversas, como la digestién
controlada de macromoléculas de
deshecho intra y extracelulares, la
digestion de microorganismos fagoci-
tados, e incluso la nutricién celular y la
regulaciéon osmoética y homeostatica. Las
vacuolas de plantas y hongos son
equivalentes a los lisosomas de las células
animales, pues contienen gran variedad
de enzimas hidroliticas y algunas de sus
funciones son similares.

Los lisosomas fueron descritos por de
Duve y colaboradores en 1949 como «un
nuevo grupo de particulas con propie-
dades liticas» que se obtuvieron a partir
del fraccionamiento de extractos celu-
lares. Madés tarde pudieron verse
claramente en el microscopio electrénico.
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Pueden ser identificados mediante
inmunotinciéon con anticuerpos especi-
ficos y técnicas histoquimicas, usando el
precipitado producido por la accién de
una hidrolasa acida sobre su sustrato que
indica qué orgdnulos contienen dicha
hidrolasa (Figura 2-2).

Plasrna

dralytic  g)cosylated Membrane
HE"}I ne !I'ranllquﬂ Proteins

Figura 2-1. Anatomia externa del
lisosoma. La membrana tnica protege al
resto de la célula de las enzimas digestivas
que contiene. El organulo evita la auto-
digestion mediante glicosilacién de las
proteinas de la membrana interna. (Extraido
de micro.magnet.fsu.edu/cells/lysosomes/lysoso-
mes.hitml).

Figura 2-2. Visualizacién histoquimica
de los lisosomas. Izquierda: Micrografias
electrénicas que muestran dos secciones de
la célula tefiidas para revelar la localizacién
de la fosfatasa dcida, una enzima marcadora
de lisosomas. La flecha sefiala dos pequenas
vesiculas que supuestamente transportan
hidrolasas 4cidas desde el complejo de
Golgi. Arriba derecha: fotografia de
lisosomas purificados cargados de hierro.
Abajo derecha: microfotografia electrénica
de lisosomas. (Adaptado de Alberts et al., 2002
y Dean,1979).
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2. Formacion y degradacion en los
lisosomas

En los lisosomas convergen diferentes
vias de trafico intracelular (Figura 2-3). En
funcién del origen de los materiales a
digerir distinguimos:

Endocitosis: las macromoléculas ingeri-
das del fluido extracelular son envueltas
en vesiculas (se habla de pinocitosis si la
endocitosis no estd mediada por receptor)
y descargadas en orgédnulos pequefios e
irregulares (endosomas primarios). Desde
aqui, algunas de las moléculas son
recuperadas selectivamente y recicladas a
la membrana plasmdtica, mientras que
otras pasan a los endosomas secundarios
o tardios. Estos organulos ya contienen
las primeras hidrolasas lisosémicas
activas (el pH interior es préximo a 6),
provenientes del complejo de Golgi.
Cuando los endosomas secundarios
maduran y baja atin més su pH interno,
se habla ya de lisosomas. Las proteinas de
membrana de los endosomas son
recuperadas en vesiculas de transporte y
devueltas a los endosomas o a la red
trans-Golgi.

Autofagia: el organulo envejecido o las
proteinas endbégenas que se desea
degradar son encerrados en membranas,
creando un autofagosoma, que después se
fusiona con el lisosoma o el endosoma
secundario. Se trata de un proceso
regulado y que requiere de un marcaje
previo de los componentes celulares que
se quieren remodelar para su posterior
destruccién por el lisosoma.

Fagocitosis: se produce en los fagocitos
(como los macréfagos y neutrédfilos en
vertebrados), células especializadas en la
degradaciéon de grandes particulas y
microorganismos, que son englobadas
formando fagosomas. Después se fusio-
nan con el lisosoma de forma andloga a
los autofagosomas.

Existe una via alternativa, la secrecién
lisosémica o defecacién, por la cual los
lisosomas se fusionan con la membrana
citoplasmatica y eliminan los deshechos
imposibles de digerir. Para la mayoria de
las células ésta es una via minoritaria que
se usa s6lo cuando estan estresadas, pero
algunos tipos celulares (los melanocitos
de la piel, por ejemplo) tienen lisosomas
especializados con la maquinaria nece-
saria para esta fusion.

Exegznous protein
8r, unHL o =)

Figura 2-3. Vias de degra-
daciéon en los lisosomas.
Mecanismos principales de
degradacién lisosémica: en-

docitosis (que puede ser
mediada por receptor o no, en
cuyo caso se denomina
pinocitosis), autofagia (mi-
crofagia si se trata de
proteinas  intracelulares 'y
macrofagia cuando se trata de
organulos) y  fagocitosis.
Explicacion en el texto.
(Extraido de Ciechanover, 2005).
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3. Las hidrolasas lisosOmicas

La dotacién enzimética caracteristica
de los lisosomas incluye unos 60 tipos de
enzimas hidroliticas, las hidrolasas
dcidas, entre las que figuran proteasas,
ribonucleasas,  glucosidasas, lipasas,
fosfolipasas, fosfodiesterasas, fosfatasas,
sulfatasas, sulfamidasas y otras, aparte de
al menos 7 proteinas integrales de
membrana. Todas ellas presentan
actividad maxima a un pH aproximado
de 5, y la mayoria son glicoproteinas
cargadas negativamente. Los productos
de degradacion finales son transportados
al citosol para que puedan ser excretados
o reutilizados por la célula.

Las enzimas lisosémicas y sus
sustratos pueden encontrarse en la
superficie externa o interna de la
membrana o en fase soluble en el lumen.
Estas enzimas acaban siendo degradadas
en el lisosoma por la accién de las propias
enzimas lisosémicas proteoliticas.

4. Sintesis de las hidrolasas
lisos6micas

Todas las enzimas lisosdmicas,
incluyendo la ARSB, al igual que més de
la mitad de todas las proteinas que se
sintetizan en una célula eucariota, son
glicoproteinas. La ruta biosintética de las
glicoproteinas es compleja y estd
extremadamente conservada entre los
eucariotas. Es una tarea compartida por el
RE y el complejo de Golgi. Junto con el
citosol, el RE es responsable de la sintesis
del  polipéptido 'y del ntcleo
oligosacaridico, de la formacién del
enlace covalente entre el glicano y el
polipéptido, y del inicio de las
modificaciones de los glicanos. Una vez
las glicoproteinas se han plegado vy
oligomerizado correctamente, son trans-
portadas hasta el complejo de Golgi,
donde los enlaces N-glicanos son
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sometidos a posteriores modificaciones. A
menudo se afladen nuevos sacdridos para
generar los glicanos complejos que se
encuentran en las glicoproteinas maduras.
Si las glicoproteinas no se plegan o
ensamblan correctamente, son retenidas
en el RE para su degradaciéon. Estos
procesos se esquematizan en la Figura 2-
4y se explican en detalle mas adelante.

Creacion del nicleo oligosacarido

Reticulo
endoplasmatico

Control de calidad y degradacion

Transporte vesicular

medio/ cis-Golgi

Actividad manosidasa IT
Inicio de sintesis del receptor M6P

Glicosilacion terminal
Corte proteolitico

trans-Golgi
Reconocimiento RAMGP

¥ Transporte al lisosoma

Figura 2-4. Representacién esquematica
del transporte proteico y los pasos de
procesamiento de las glicoproteinas
lisosémicas a través del RE y el complejo
de Golgi. Explicacion en el texto.

Funcién del ntcleo oligosacaridico

La adiciéon de oligosacédridos (median-
te enlaces O-glicano o N-glicano) a una
cadena polipeptidica que por fuerza es
lineal, creando moléculas hibridas (las
glicoproteinas), es una manera versatil de
producir y secretar proteinas mds
complejas y especificas con mayor
eficiencia, sumando funcionalidades y
especificidades nuevas mediante la
generacion de mdultiples combinaciones
de estructuras ramificadas sin alterar la
secuencia aminoacidica. La creaciéon o
eliminacion de sitios de glicosilacién
mediante mutaciones puntuales supone
una fuente de versatilidad genética para
la sintesis de proteinas a lo largo de la
evolucion.

Actividad manosidasa I, glucosidasas Iy II
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Casi un 90% de las glicoproteinas
eucariotas contienen enlaces N-glicano,
cuyas funciones son muy diversas:
estabilizan las proteinas a fin de evitar su
desnaturalizacion y protedlisis, incre-
mentan su solubilidad, regulan la tasa de
recambio proteico, afinan la carga y el
punto isoeléctrico, facilitan la orientacién
de las proteinas con respecto a una
membrana, confieren rigidez estructural a
las proteinas, modulan las respuestas
inmunes y median en las interacciones
con patégenos. Pero, ante todo, sirven
como ligandos en multitud de procesos
de reconocimiento y aportan informacién
sobre el estado de plegamiento de la
molécula, el tiempo empleado durante su
sintesis en el RE y su orgdnulo de destino.

Estructura y sintesis del nticleo
N-oligosacarido

Los glicanos que se afiaden en el RE a
los polipéptidos nacientes consisten en un
nicleo homogéneo y relativamente
simple (Figura 2-5) que posteriormente es
modificado mientras la glicoproteina esté
en el RE. Estas modificaciones introducen
una diversidad adicional limitada, dado
que son compartidas por todas las
glicoproteinas. El mayor grado de
diversificaciéon estructural se alcanza
cuando la glicoproteina llega al complejo
de Golgi, dado que la serie de
modificaciones que tienen lugar alli ya no
son uniformes. En las glicoproteinas
maduras, los grupos N-glicanos tienen
una estructura muy diversa en cuanto a
nimero, tamafio y composicion de sus
ramificaciones de aztcares, tanto entre los
glicanos de una misma proteina, como
entre glicoproteinas diferentes, y también
entre tipos distintos de células, tejidos y
especies.

La esquematizacion del proceso de
sintesis del ntcleo N-oligosacarido tal y
como tiene lugar en células de mamifero
estd representada en la Figura 2-6 (pdgina
siguiente).

CGlucosidase | —

Glucosidase Il y—
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- = N-acatylglucossmine
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Figura 2-5. Estructura del ntcleo N-
oligosacarido. Los glicanos se unen a los
polipéptidos en el RE mediante un enlace
N-glicosidico con la cadena lateral de la
asparragina de la secuencia consenso Asn-
X-Ser/Thr de las proteinas que se tienen
que glicosilar. La glucosa terminal y las
manosas son eliminada por glucosidasas y
manosidasas. Los simbolos para los
diferentes aziicares se mantienen en la
figura siguiente. (Adaptado de Helenius y
Aebi, 2001).

Efecto de los N-glicanos sobre el
plegamiento de las proteinas

En los eucariotas, los N-glicanos
pueden tener un efecto directo sobre el
proceso de plegamiento, manteniendo a
las proteinas en solucién y mimetizando
el papel de algunas chaperonas mole-
culares. Por ello la adicién del enlace N-
glicano ocurre antes de que el proceso de
plegamiento haya empezado. Cuando la
glicosilacién estd inhibida, el principal
efecto que se observa es la generacion de
proteinas mal plegadas y agregadas que
no pueden alcanzar un estado funcional.
Aunque un enlace N-glicano no
determina la estructura secundaria
permanente de una proteina, altera las
preferencias conformacionales proximas
al lugar de glicosilacién, dando lugar a
conformaciones mas compactas.

La presencia de un sacarido polar
grande también puede afectar de forma
local al proceso de plegamiento,
orientando ese segmento del polipéptido
hacia la superficie de la proteina.
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ER

Lumen

Cytosol
Synthesis of lipic-iinked precursor
GOLGI

Glycan transfer

Trimming and processing

Further trimming Terminal glycosylation

Figura 2-6. Biosintesis del enlace N-oligosacarido. La sintesis se inicia en la membrana citosolica del
RE con la adiciéon de los 14 aztcares a un precursor dolicolfosfato gracias a unas enzimas de
membrana. Tras afadir dos N-acetilglicosaminas y 5 manosas, el oligosacérido se transloca a la cara
lumenal y se afaden 7 azticares mas. Cuando se transfieren las tres tultimas glucosas, una
oligosacariltransferasa transfiere el ntcleo oligosacarido a los residuos asparragina del polipéptido
naciente. Las 3 glucosas son eliminadas por las glucosidasa I y II, y las manosas terminales, por una o
varias manosidasas. Existe una glucosiltransferasa que puede volver a glicosilar cadenas sin glucosa,
formando un ciclo con la glucosidasa II. Cuando la glicoproteina ya conformada (6valo gris) alcanza el
complejo de Golgi, se eliminan dos residuos mas de manosa y se afiade un residuo GIcNAc, seguido de
la hidrolisis de mds manosas. Después se afiaden nuevos aztcares, incluyendo GlcNAc, galactosa,
acido sidlico y fucosa. Del nticleo glicano original quedan sé6lo 5 aztcares. Las formas de glicosilacién
terminal son variables y en la figura sélo se ha representado una. (Adaptado de Helenius y Aebi, 2001).

Normalmente los glicanos no son
esenciales para mantener la estructura en
conjunto una vez la glicoproteina se ha
plegado, aunque la presencia de oli-
gosacaridos puede tener una influencia
pequefia en las propiedades del poli-
péptido (por ejemplo, aumentando la
estabilidad). Algunos sitios individuales
de glicosilaciéon son mds importantes que
otros. Aunque los apéndices oligosa-
caridos pueden tener efectos locales en el
plegamiento de la proteina, cuando se
modifican mdltiples sitios el plegamiento
global puede verse comprometido, in-
cluso aunque ninguno de los glicanos se
necesite individualmente. Por lo tanto, los
glicanos como norma general pueden ser
eliminados de la glicoproteina sin
producir grandes alteraciones en su
conformacion.
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El ciclo calnexina-calreticulina

El efecto indirecto mds importante de
los glicanos en el proceso de plegamiento
es el de permitir que una glicoproteina
pueda entrar en el ciclo calnexina-
calreticulina, que se encuentra en el RE de
casi todos los eucariotas y que parece ser
esencial in vivo. La calnexina (CNX, unida
a membrana) y la calreticulina (CRT,
soluble) son dos lectinas (proteinas
capaces de wunirse a carbohidratos)
homoélogas del RE que se wunen
transitoriamente a casi todas las
glicoproteinas  recién sintetizadas e
interaccionan con los grupos glicano de
las glicoproteinas sustrato después de que
las glucosidasas I y 1II las hayan dejado
monoglucosiladas (Helenius y Aebi,
2004). Después de terminar la cadena, la
union a las lectinas contintia y la proteina
es expuesta al factor ERp57, una
cochaperona que sirve de intermediaria
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en la formacién de enlaces disulfuro
cuando las glicoproteinas contienen
cisteinas. Si la glicoproteina no ha sido
plegada del todo en este tiempo, el
oligosacarido es reglucosilado por la
UDPglucosa-glicoproteina glucosiltrans-
ferasa del RE, que acttia como sensor de
plegamiento, y la proteina vuelve a
asociarse a las lectinas. El ciclo se repite
hasta que la proteina es degradada o
doblada. Una vez correctamente doblada,
la glicoproteina ya no puede ser
reconocida por la glucosiltransferasa y
escapa del ciclo CNX/CRT, pudiendo
salir del RE.

El ciclo CNX/CRT promueve el
plegamiento  correcto, bloquea la
oligomerizacién prematura, regula la
degradacion en el RE y proporciona un
control de calidad que impide que las
glicoproteinas  plegadas de forma
incompleta salgan al complejo de Golgi.
En algunos casos el control de calidad se
rompe y salen del RE proteinas mal
plegadas. En  otros  casos las
glicoproteinas se asocian a BiP, una
chaperona del RE que coopera y compite
con los sustratos del ciclo de la calnexina.
Este parece ser el caso de la ARSB
(Bradford et al., 1999). No obstante, en
dicho trabajo BiP pareci6 interactuar de
forma similar con la ARSB salvaje y la
mutada (p. C91T) y no hubo evidencias
de la intervencion de BiP en la
degradacion de la ARSB mutada. El papel
de BiP seria proteger las secuencias
hidrofébicas y las superficies de la
agregacion antes de su ocultamiento
dentro de la molécula plegada.

Control de calidad en RE:
Degradacion asociada a RE
(ERAD)

La degradacion asociada a RE (ERAD)
ocurre cuando la glicoproteina mal
plegada ha estado un tiempo en el lumen
del RE, es reconocida como inmadura y se
lleva a cabo su translocacién al citoplasma

a fin de ser degradada por el proteosoma
mediante la via de las ubiquitinas.

El reconocimiento de los sustratos para
ERAD depende de la manosidasa I del RE
y de la proteina conocida como EDEM
(ER degradation enhancing a-mannosidase-
like protein). La manosidasa I elimina uno
o mas residuos de manosa del ntcleo N-
glicano; esto hace menos eficiente el ciclo
de desglucosilaciéon y reglucosilaciéon de
la  UDPglucosa-glicoproteina  glucosil-
transferasa y libera a la glicoproteina del
ciclo CNX/CRT. Ademads, el bajo niimero
de manosas en el nicleo N-glicano de
proteinas mal plegadas determina Ia
asociacion con EDEM.

Dado que la manosidasa I es
relativamente lenta actuando, se ha
propuesto que esto determina que exista
un periodo de tiempo mdaximo para que
toda glicoproteina madure en el RE. En
células de mamifero, si en un margen de
30-90 minutos no se ha producido el pro-
cesamiento  correcto, se inicia la
degradacion de la glicoproteina de forma
exponencial (Helenius y Aebi, 2004).

Que se generen productos mal
plegados es algo comin en la célula
incluso aunque no exista estrés celular,
por lo que el ERAD juega un papel clave,
aunque su mecanismo de actuacioén no es
del todo conocido atn. Dado que las
proteinas solubles del lumen del RE
debieran tener unos requisitos de
degradacion diferentes a los de las
proteinas transmembrana, se sospecha
que el mecanismo de ERAD consta en
realidad de varias rutas alternativas, atiin
no bien conocidas.

Control de calidad en el complejo de
Golgi

A diferencia del RE, el complejo de
Golgi no tiene un sistema riguroso para
controlar la fidelidad de sus procesos
biosintéticos. Por regla general, la
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glicosilacion defectuosa o deficiente es
tolerada por el Golgi sin que medie
retenciéon ni degradacion de proteinas.
Pero el andlisis de los productos
secretados de células normales muestran
que estan modificados apropiadamente.
Por lo tanto, aunque falten unos sistemas
de degradacién y de control de calidad
como los del RE, el complejo de Golgi no
exporta productos inacabados.

Esto puede explicarse por la
arquitectura multicompartimentada del
complejo de Golgi. Las moléculas sustrato
son modificadas mientras se mueven
desde el lado de entrada (cis) al lado de
salida (trans). Las glicoproteinas deben
recorrer el camino completo antes de
poder ser exportadas, y la mayoria
emplea para ello la misma cantidad de
tiempo (normalmente de 5 a 15 minutos),
expuestas al panel completo de enzimas
modificadoras en el Golgi. El movimien-
to de cis a trans (ya sea por transporte
vesicular, percolacién, o progresion
mediante cisternas) ya asegura un alto
grado de finalizaciéon de los procesos
biosintéticos sin tener que imponer un
control de calidad directo, ademds de

hysosomal hydrolase

Mlinked =

oligosaccharide

BINDING OF SIGNAL PATCH
TORECOGNITION SITE

posibilitar la produccién de una amplia
diversidad de estructuras.

5. Transporte de las hidrolasas
lisosémicas

El transporte selectivo de las
hidrolasas lisosémicas desde la red trans-
Golgi hasta los endosomas y lisosomas
depende de dos enzimas que acttan
secuencialmente. La primera es la glucosa
N-acetil (GlcNAc) fosfotransferasa, una

enzima compleja residente en la
membrana del cis-Golgi que reconoce
especificamente  todas las enzimas

lisosémicas de entre todo el cargamento
proveniente del RE en funcién de una
secuencia de aminodcidos concreta de la
superficie de la proteina y afiade un
grupo GlcNAc-fosfato a una o dos
manosas terminales o subterminales de
las hidrolasas lisosémicas. Después se
elimina el residuo GIcNAc por una
fosfoglicosidasa que acttia secuencial-
mente, y el grupo manosa-6-fosfato (M6P)
resultante es reconocido por los
receptores de manosa-6-fosfato (RM6P)
en la red trans-Golgi (Figura 2-7).

with terminal
mannase residue signal TRANSFER OF
patch GlcMAc TO
MANNOSE IN
G CATALYTIC
BT SITE

BINDIMNG TO
CATALYTIC

UDP-GleM Ac SITE

GlcNAc phosphotransferase

) RELEASE

Iysosomal hydrolase
with GlocM e attached

\

catalytic site rcognition site

Figura 2-7. Reconocimiento de las hidrolasas lisosémicas y reaccién del marcador manosa-6-
fosfato. La enzima GIcNAc fosfotransferasa, que reconoce las hidrolasas lisosémicas en el complejo de
Golgi, tiene un dominio catalitico y un dominio de reconocimiento. El dominio catalitico se une tanto a
los N-oligosacéridos ricos en manosa como a UDP-GIcNAc. El dominio de reconocimiento se une a un
motivo presente s6lo en la superficie de las hidrolosas lisosémicas. El grupo GlcNAc es eliminado por
una segunda enzima, dejando la M6P expuesta (este paso no se muestra; adaptado de Alberts et al., 2002).
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Se han identificado dos receptores
manosa-6-fosfato diferentes, que son
glicoproteinas de tipo I integrales de
membrana y homodlogas que difieren en
tamafio, estado de oligomerizacion y
dependencia de pH en la unién al ligando
(Figura 2-8), aunque en todo caso
tendrian  funciones complementarias
(Pohlmann et al., 1995; Yamashita et
al. 1999): el receptor IGF-II/CIMPR, de
275-300 kDa, que también reconoce el
insuline-like growth factor-1l (IGF-II) y es
independiente de cationes, y el receptor
Mé6P dependiente de cationes (CDMPR),
dimérico y con 46 kDa de peso molecular.
Ambos receptores muestran baja afinidad
por los ligandos monovalentes (con un
solo grupo M6P): Kd= 6-8x10¢ M; en
cambio en los casos de ligandos
multivalentes y oligosacdridos portando
muchos grupos M6P, la afinidad del
receptor de 300 kDa es mayor (Kd= 2x10*
M frente a 2x107 M del receptor de 46
kDa; Hille-Rehfeld, 1995).
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Figura 2-8. Representacién esquematica
de los receptores manosa-6-fosfato
(RM6P). Los circulos negros representan los
sitios de N-glicosilaciéon conocidos y los
circulos abiertos representan los sitios
potenciales de glicosilacién. (Adaptado de
Kornfeld y Mellman, 1989).

Los dos receptores tienen una unién
Optima a su ligando a pH 5,7 y se disocian
rapidamente del ligando a pH menor de
51. La dependencia de pH de los
receptores es critica para el transporte. En
la red trans-Golgi (pH 6,3 a 6,7) hay mads
afinidad por el ligando que en el
compartimento donde se libera la carga,
el endosoma secundario (pH 5-6). El IGF-
II/CIMPR también une M6P a pH neutro
y por lo tanto es capaz de endocitar
enzimas lisosémicas desde la superficie
de la célula, a diferencia del CDMPR.

La uni6én entre el receptor y la
hidrolasa se produce en la cara lumenal
de la membrana, y el receptor se une a
adaptinas en vesiculas de transporte
especificas revestidas de clatrina en la
cara citosé6lica, que se fusionan pos-
teriormente con los endosomas pri-
marios. Cuantos mdas residuos M6P
tengan las hidrolasas en sus oligo-
sacaridos, més se incrementa la afinidad
por el receptor. Una vez disociadas del
receptor, las enzimas lisosémicas
empiezan a digerir el material endo-
citado transferido desde los endosomas
primarios. Después, los RM6P son
reciclados y devueltos a la membrana del
trans-Golgi también en vesiculas de
transporte para su reutilizacién. La
posterior eliminaciéon del fosfato de la
manosa de las hidrolasas disminuye la
probabilidad de que las hidrolasas
vuelvan al complejo de Golgi unidas al
receptor. Las hidrolasas lisosémicas que
escapan del proceso de reconocimiento y
empaquetamiento en la red del trans-
Golgi son transportadas por la via
habitual a la superficie celular vy
secretadas al fluido extracelular. Algunos
RM6P también van a la membrana
plasmadtica para interceptar estas hi-
drolasas lisosémicas y devolverlas por
endocitosis a los lisosomas via endo-
somas primarios y secundarios (Figura 2-
9, pdgina siguiente). La abundancia y
distribucion del RM6P en diferentes
tejidos y su exposicion a la circulaciéon son
diferentes.
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Aparte del RM6P, hay evidencias que
apuntan a la existencia de alguna otra via
desconocida de direccionalizacion inde-
pendiente de M6P de las hidrolasas a los
lisosomas especifica de algunos tipos
celulares (en la MLII, por ejemplo, los
lisosomas de algunos tipos celulares
tienen un complemento de enzimas
lisosdémicas normal). Ademaés, las
proteinas de membrana del lisosoma se
transportan desde el trans-Golgi a los

células. Por lo tanto deben existir otros
receptores  especificos presentes en
diferentes concentraciones seguin los
diversos tipos celulares, y que podrian ser
utiles como dianas de la enzima
suministrada de forma exégena (Kornfeld
y Mellman, 1989). Un ejemplo es el de la
sortilina, que junto con el RM6P esta
implicada en el transporte de la
esfingomielinasa dcida, cuyo déficit causa
la enfermedad de Niemann-Pick de tipo

endosomas  secundarios de forma A/B (Niy Morales, 2006).
independiente al RM6P en todas las
lysosomal hydrolase
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Figura 2-9. Transporte de las hidrolasas lisosémicas recién sintetizadas hacia el lisosoma. Los
precursores de las hidrolasas lisosémicas son modificados covalentemente por la adicién de grupos
manosa-6-fosfato (M6P) en la red cis Golgi. Entonces se segregan de los demads tipos de proteinas en la
red trans porque las adaptinas del recubrimiento de clatrina se unen a los receptores M6P, los cuales, a
su vez, se unen a las hidrolasas lisosémicas modificadas. Las vesiculas recubiertas de clatrina brotan de
la red trans Golgi y se fusionan con los endosomas secundarios. Debido al bajo pH del endosoma
secundario, las hidrolasas se disocian del receptor M6P, y los receptores vacios son reciclados al
complejo de Golgi para las siguientes rondas de transporte. No se conoce qué tipo de recubrimiento
media en las vesiculas de la via de reciclamiento de los receptores M6P. En los endosomas secundarios,
el fosfato es eliminado de los azticares de manosa unidos a las hidrolasas, asegurandose de que las
hidrolasas no vuelvan al complejo de Golgi con el receptor. (Adaptado de Alberts et al., 2002).
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I1I. BIOQUIMICA

LA ENZIMA:
N-ACETILGALACTOSAMINA
4-SULFATASA

1. La familia de las sulfatasas

Las sulfatasas (EC. 3.1.5.6) catalizan la
desulfonacién hidrolitica de ésteres de
sulfato (CO-S) y sulfamatos (CN-S).
Constituyen una clase de enzimas
altamente conservadas a nivel de
secuencia, estructura y mecanismo
catalitico tanto en eucariotas como en
procariotas (Hanson et al., 2004).

Los genes que las codifican son
miembros de una familia con un ancestro
comun y estdn conservados a lo largo de
la evolucién. El gen ancestral ha padecido
seguramente duplicaciones a lo largo de
la evolucién, y los genes resultantes
presentan diferentes localizaciones cro-
mosomicas.

Las similitudes mads notables com-
partidas por las sulfatasas incluyen
poseer un 20-60% de homologia de
secuencia de la proteina, una regién N-
terminal especialmente conservada que
contiene los motivos consenso de las
sulfatasas, y un residuo tnico en el sitio
activo, una formilglicina (FGly) que se
crea post-traduccionalmente y que es
clave para llevar a cabo la actividad
catalitica.

Todas las sulfatasas de vertebrados,
invertebrados, eucariotas simples y
procariotas tienen entre 500 y 600
aminodcidos. La regién C-terminal de las
sulfatasas es la que presenta mayor
diversidad estructural y es candidata
probable a ser la regién que reconoce el
sustrato.

La existencia de las sulfatasas se
conoce desde hace casi 90 afios. Al
principio se creyé que soélo estaban
implicadas en la degradacion de los

sulfatos orgénicos, y a partir de los afios
60 empez6 a descubrirse su implicacion
en un gran nimero de enfermedades
hereditarias humanas.

2. Los sustratos y las funciones
biolégicas de las sulfatasas
eucariotas

Muchas sulfatasas eucariotas se iden-
tificaron inicialmente basandose en su
actividad enzimética respecto a sulfatos
aromadticos pequefios, tales como el
sulfato de p-nitrofenol (pNPS), el sulfato
de p-nitrocatecol (pNCS), y el sulfato de
4-metilumbeliferona (4MUS). Esta acti-
vidad fue la causa de que durante largo
tiempo se atribuyeran a las sulfatasas
unos papeles fisiologicos equivocados, y
se ha utilizado para clasificar de forma
general las sulfatasas en arilsulfatasas y
no arilsulfatasas. Cabe decir que ambas
clases de enzimas son activas con
arilsustratos, pero las arilsulfatasas tienen
unas tasas de hidrélisis enzimética
notablemente més altas.

En contraste con su inespecificidad
para los arilsustratos, estas enzimas
muestran una fuerte especificidad para
sus sustratos bioldgicos. Entre los
sustratos naturales de las sulfatasas
humanas se cuentan los sulfatos de
esteroides y una variedad de sulfonatos
de carbohidratos, inclusive monosacéri-
dos, oligosacdridos, proteoglicanos y
glicolipidos.

3. Las sulfatasas humanas

En total se conocen 19 sulfatasas
humanas (Tabla 3-1, pdgina siguiente). A
causa de su papel en las enfermedades de
acumulacién lisosémica, varios genes de
sulfatasas lisosémicas humanas y de otros
mamiferos han sido caracterizados
extensamente.
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Las sulfatasas humanas se encuentran
en varias ubicaciones subcelulares, donde
juegan papeles clave en procesos
biol6égicos importantes, incluyendo la
sintesis de hormonas, la degradacién de
glicosaminoglicanos y glicolipidos en el
lisosoma, y la modulacion de sefales
entre la célula y la matriz extracelular.
Algunas sulfatasas humanas se han
identificado pero sus funciones biol6gicas
son atn desconocidas.

Las sulfatasas lisosémicas fueron las
primeras que se asociaron a una funcién
fisiologica y son, con diferencia, las mejor
caracterizadas. Debido a su localizacién
subcelular, estas enzimas tienen un pH
optimo en la franja acida (pH 5).
Muestran una gran especificidad de

sustrato y escasa redundancia funcional
entre ellas (Tabla 3-2, pdgina siguiente).

Ocho de las diferentes sulfatasas
humanas conocidas acttan en el lisosoma
para  desulfatar glicosaminoglicanos,

glicolipidos y glicopéptidos. La N-acetil-
galactosamina-4-sulfatasa (o ARSB), cuya
deficiencia origina la MPS VI, actta en el
tercer paso de la via de degradacion del
dermatdn y el condroitin-4-sulfato (ver
pdagina 42).

En eucariotas superiores, las sulfatasas
siguen la via secretora y son glicosiladas
para su transporte hacia la matriz
extracelular o su ubicacién subcelular (ver
pdgina 30). Las sulfatasas lisosémicas y
extracelulares son solubles, mientras que
las residentes del RE y el complejo de
Golgi estan asociadas a membrana.

Tabla 3-1. Sustratos y localizacién subcelular de las sulfatasas humanas y trastornos hereditarios
resultantes de la deficiencia de una tinica sulfatasa

.. Sustrat Localizacié ot .
Sulfatasa Abreviacién > onal 0Caltzaclon - nyosorden genético asociado
fisiolégico  subcelular
Arilsulfatasa A ARSA sulfatidos lisosoma Leucodistrofia metacromaética
(cerebroésido sulfatasa)
Arilsulfatasa B ARSB DS lisosoma Sindrome de Maroteaux-Lamy
(N-acetilgalactosamina- (MPS VI)
4-sulfatasa)
Arilsulfatasa C ARSC esteroides RE Ictiosis ligada al X
(esteroide sulfatasa) sulfatados
Arilsulfatasa D ARSD desconocido RE
Arilsulfatasa E ARSE desconocido Golgi Condrodisplasia punctata
Arilsulfatasa F ARSF desconocido RE
Arilsulfatasa G ARSG desconocido RE
Galactosamino-6-sulfatasa GalN6S CS, QS lisosoma Sindrome de Morquio A (MPS IV
A)
Glucosamino-3-sulfatasa* GleN3S HS lisosoma
Glucosamino-6-sulfatasa GleN6S HS lisosoma Sindrome de Sanfilippo D (MPS
1IID)
Glucuronato-2-sulfatasa* GlcA2S HS lisosoma
Heparan-N-sulfatasa GleNS HS lisosoma Sindrome de Sanfilippo A (MPS
(sulfamidasa) 1I1A)
Iduronato-2-sulfatasa IdoA2S HS, DS lisosoma Sindrome de Hunter (MPS II)
Endosulfatasa 1 SULF1 HS MEC
Endosulfatasa 2 SULF2 HS MEC

Ademas de las enfermedades que resultan de una deficiencia en una tnica sulfatasa, la deficiencia
multiple de sulfatasas (DMS) disminuye notablemente la actividad en todas las sulfatasas. DS=
dermatén sulfato, CS= condroitin sulfato, HS= heparan sulfato, QS= queratan sulfato, RE=reticulo
endoplasmatico, MEC=matriz extracelular. * Genes que todavia no han sido clonados. Aparte de los
genes humanos, se han clonado ort6logos de otros muchos vertebrados (ratén, rata, gato, cerdo,
codorniz, cabra...). No se han incluido las recién descubiertas arilsulfatasas ARSH, ARSI, ARS] y ARSK
por no conocerse su sustrato fisiolégico o su localizacion subcelular. (Adaptado de Hanson et al., 2004).
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Tabla 3-2. Propiedades cataliticas de las arilsulfatasas humanas

Enzima Sustrato (nmc:l; :,:?rato/ Km ; p-H
min- mg enzima) (pm) optlmo

ARSA 4MUS 40000 12500 5,7

pNCS 160000 400 55

Acido ascérbico 25 85000 2800 4,8

Cerebrosidasa 35* 6600 105 45

Seminolipido 35* 5000 180 45

Psicosina 3S5* 3000 200 45

Tirosina S 6700 3500 55

ARSB 4MUS 48500 1180 5,6

GalN4S-(CS/DS)*(a) 2000 60 5,6

tirosina-S 871 <300000 55

ARSC 4MUS 7000 800 7,0

pPNCS 4000 400 7,0

Estrona-S* 2900 0,8 7,0

Pregnolona-S* 1600 0,6 7,0

Colesterol-S* 1400 2 7,0

DHEA-S* 1000 1,7 7,0

Testosterona-S 1 40 7,0

Vitamina D3 S <1 7,0

ARSD 4MUS n.d. 7,0

ARSE 4MUS 663 7,0

ARSF 4MUS 1353 7,0

ARSG 4AMUS n.d 7,0

* : sustratos fisiolégicos. (a) Actividad en el extremo no reductor del GAG. n.d.=actividad no
detectable. No se han incluido la ARSH, ARSI, ARS] y ARSK. (Adaptado de Hanson et al., 2004).

4. Secuencias consenso de las
sulfatasas

La informacién sobre el sitio activo de
las sulfatasas se ha obtenido gracias a
estudios cristalograficos y de muta-
génesis (Hanson et al., 2004). Todas las
sulfatasas hidroliticas conocidas tienen
dos motivos de aminoacidos sumamente
homoélogos que se encuentran en el
primer tercio de la secuencia N-terminal.

La primera de las secuencias compren-
de los aminoécidos C/S—-X-P- S/X-R-X-X-
X- L/X- T/X- G/X- R/X, y es critica para
dirigir la modificacién post-traduccional
en el RE del residuo inicial de cisteina o
serina al residuo cataliticamente activo
formilglicina o FGly (Brooks et al., 1995;
Schmidt et al., 1995; Figura 3-1, pdgina
siguiente). El gen que codifica para la FGE
(formylglycine-generating enzyme), se llama
SUMF1 (sulfatase-modifying factor 1) y su
ausencia provoca la deficiencia multiple
de sulfatasas. Dicha secuencia estd suma-
mente conservada en  organismos
eucariotas y procariotas, como se muestra

en las alineaciones parciales de secuencias
de las Figuras 3-2 y 3-3 (pdgina siguiente).
El motivo central C/S-X-P-X-R (que en la
mayoria de arilsulfatasas es CTPSR) se
conserva en toda la familia de enzimas.
Aparte del residuo de cisteina, los
residuos de arginina y prolina de esta
secuencia parecen actuar también como
elementos estructurales criticos que
dirigen y estabilizan la modificacién hacia
FGly. En la ARSB, este motivo comprende
los codones 91-95 de la proteina. La
secuencia auxiliar LTGR podria ser
importante para el reconocimiento
molecular.

La segunda de las secuencias con-
senso entre las sulfatasas contiene los
aminodcidos G-Y/V-X- §/T-X-X-X-G-K-X-
X-H. Los residuos conservados de la
lisina y la histidina forman parte del sitio
activo y son importantes para la catdlisis
del éster de sulfato y el ensamblaje del
lugar activo de la sulfatasa (Simonaro et
al., 1995). En la ARSB, este motivo es
concretamente ~ GYTTHMVGKWH vy
comprende los codones 137-147.
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Figura 3-1. Esquema de la modificacién woE s
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de cisteina en el sitio activo de las H,0

sulfatasas. a) Pasos de la reaccién, inclu-

yendo la formacién del éster de sulfato. b) On s

. .. ., . 2

Simplificacién del mecanismo de gene- o’5<

racién de FGly en eucariotas por la familia H* + SO2 H*‘“c//O

de genes SUMF, unas oxigenasas esenciales > .

para la generacion de residuos de FGly a e "-.N o

partir de precursores de cisteina en & L OHOB

eucariotas (Adaptado de Bont et al., 1997 y

Hanson et al., 2004). h)

o
M __SUMF1 _
Enz_ SH  “mumrz) “o
HN
Human sulfatases: 3”54 91 95| 145 1|47 17|1 242 300 |3|01 31|8
|

Arylsulfatase A ..LIFADDIG.. ..LCTPSR.. ..AGKWHLG.. ..LGIPYSH.. ..HTHYPQ.. ..FTADNG.. ..CGKGTT.
Arylsulfatase B . .FLLADDLG.. ..LCTPSR.. ..VEKWHLG.. ..FGYLLGS.. ..SVHEPL.. .. FSTDNG.. ..GRFWSL.
Arylsulfatase C (Steroid sulfatass) . LVMADDLG.. ..LCTPSR.. ..TCKWHLG.. ..YGISLTN.. ..HVETAL.. ..FISDOG.. ..GGKANM.
Arylsulfatase D ..LIMADDLG.. . .LCTPSR.. ..IGKWHDG.. .. YGMPFTL.. ..HVEIPL.. ..FTSDHG.. ..GGRGMG.
Arylsulfatase E .LLMADDLG.. ..LCTPSR.. ..IGKWHLG,. ..YOMPFTL.. . .HVHIFL.. ..PTSDHG.. ..GGRGMG.
Arylsulfatase F . LIMVEDLG.. . .LCSPSR.. ..ICKWHOG.. ..YGMEFTL.. ..HVETPL.. ..FTSDHG.. ..GGKGMG.
N-Acetylgalactosamine &-sulfatase .. LLLMDDMG,.. ..LCSPER.. ..VGKWHLG.. ..FGEFNCH.. . ATHAFV.. ..FTSDNG.. ..CGRQTT.
N-Acetylglucosamine 6-sulfatase ..LLLTDDQD.. ..LCCPSR.. ..AGKYLME.. ..YALEENS.. ..QRETPM.. .. YTSDNG.. ..IDKRQL.
lduronate sulfatase LLIIVBDLE. . . . VCARSR. . . VGEVFHP. . . . SSEKYEN.. ..WISVEY.. ..FTSDHG.. ..WAKYSHN.
Sulfamidase LLLLADDGG.. ..SCSPSR.. .. IGKKHVG.. .. NGSVLOQV,., ..DVLVEY.. . FTSDNG.. .. SGRTHL.

Figura 3-2. Conservacién de la primera secuencia consenso de las sulfatasas humanas. Alineacién
parcial de todos los genes de las sulfatasas humanas que han sido clonadas. Esta secuencia consenso es
importante para dirigir la oxidacion del primer residuo aminoacidico a la FGly cataliticamente activa.
Se muestran las partes de las secuencias que contienen residuos idénticos u homélogos al posible sitio
activo de la ARSA humana. (Adaptado de Waldow et al., 1999 y Hanson et al., 2004).
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Figura 3-3. Conservacién interespecifica de las secuencias consenso de la ARSB. Alineacién
parcial del gen ARSB de diferentes especies de eucariotas y procariotas en la que se muestran las
regiones que concentran la mayor homologia (gris oscuro; realizado con  ClustalW,
www.ebi.ac.uk/clustalw).
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Figura 3-4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de cinco sulfatasas lisosémicas
humanas: N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (4-S), galactosa-3-sulfatasa (ASA), N-acetilgalactosamina-
6-sulfatasa (GAL6S), esteroide sulfatasa (STS) y N-acetilglucosamina-6-sulfatasa (GLU6S). Los residuos
idénticos en al menos cuatro de las cinco sulfatasas estdn marcados en rojo, y los residuos
sustituidos conservativamente en amarillo. La numeracién de la secuencia para la 4-S y la asignacion
de estructuras secundarias estdn indicadas. Los cilindros representan hélices oo y las flechas
representan ldminas B. El codigo de colores de los elementos de la estructura secundaria es el mismo
que el de la Figura 3-7 (ver pdgina 39). Tridngulos verdes: residuos que se unen al metal en la 4-S. A:
cisteina modificada. «: lugares de corte proteolitico de la 4-S. Tridngulo abierto: secuencia lider N-
terminal. Se incluye ademads la secuencia de 169 residuos de la fosfatasa alcalina (ALK) que es
estructuralmente equivalente a la 4-S. Los residuos idénticos entre las dos se marcan en azul. Los
circulos azules indican los ligandos al metal de Zn2+ espacialmente equivalentes al Ca2+ en la 4-S.
(Adaptado de Bond et al., 1997).
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5. La ARSB humana

La ARSB humana fue purificada a
partir de placenta humana para obtener
su secuencia de aminodcidos por Steckel y
colaboradores (1983). La ARSB es
especifica para el éster de sulfato en la
posicion 4 de los residuos de la N-
acetilgalactosamina (GalNAc) que se
encuentra en el dermatan sulfato (ver
pdgina 42). Es monomérica y se encuentra
soluble en el lumen del lisosoma.

La secuencia proteica deducida tiene
533 aminodcidos, y contiene un péptido
sefal N-terminal de 36 o 38 aminodcidos
(hay varios lugares de corte proteolitico
potenciales). El polipéptido resultante de
la traduccién tiene un tamafo aproxi-
mado de 55,8 kDa y es glicosilado y
transportado al lisosoma via receptor
manosa-6-fosfato. Durante el transporte
desde el RE al Golgi, la ARSB adquiere
una masa molecular de 66 kDa, pero es
procesada a una forma de 57 kDa, que
posteriormente es cortada durante al
transporte a una forma N-terminal de 43
kDa, una central de 7 kDa y una C-
terminal de 8 kDa unidas entre ellas por
medio de puentes disulfuro (Figura 3-5).

Figura 3-6. Estructura tridimensio-
nal de la ARSB (izquierda; extraida de
Protein Data Bank, www.rcsb.org) y
superficie molecular de la ARSB en
funcién de su potencial electros-
tatico (derecha, adaptado de Bond et
al., 1997). Las cargas negativas estan
en rojo y las positivas en azul. El
tetrasacdrido situado en el sitio activo
estd representado por barras; los
dtomos se muestran en sus colores
estdndar. La base del surco del sitio
activo es positiva debido a los
residuos bdsicos que se unen al
sulfato.
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La masa del polipéptido maduro,
calculada a partir de la secuencia desde
los residuos 38 al 533, es de 56 kDa. La
diferencia de 10 kDa con la masa
calculada por electroforesis o espectro-
metria de masas puede explicarse por la
ocupacién de hasta 5 lugares de unién a
carbohidratos (Bond et al., 1997).

El procesamiento de la ARSB precur-
sora a su forma madura requiere el corte
proteolitico en el extremo C-terminal de
los residuos 423 y 465 (Figura 3-5). Los
cuatro puentes disulfuro de la molécula
mantienen la estructura terciaria después
del corte proteolitico. La estructura
molecular tridimensional de la ARSB
humana se representa en la Figura 3-6.

5

121 155 |_I’\-| 405 I_I’ET‘

T | R 41
L | EF 170 156 426
0

CHO  CHO CHO CH CHO

Figura 3-5. Esquema de la ARSB. Se
muestra la localizaciéon de los puentes
disulfuro (5-S), los lugares de corte
proteolitico en la forma madura de la
enzima (agujeros en el polipéptido) y las 5
posiciones consenso de N-glicosilacion

(CHO; en color rosa se indican los lugares
de glicosilaciéon potencial). (Adaptado de
Bond et al., 1997).
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Figura 3-7. Diagrama topolégico del pliegue de la ARSB. Las flechas representan las ldminas B, y
los cilindros, las hélices a. Color amarillo: dominio grande de ldminas . Azul claro: dominio pequefo
de laminas . Azul oscuro: otros elementos del dominio pequenio. Verde: la horquilla B identificada
como posible elemento de reconocimiento para la direccionalizacién al lisosoma. a) Diagrama
topolégico del pliegue del polipéptido. b) Estructura molecular de la 4-S. El gran dominio N-terminal
estd en la parte baja de la figura, y el dominio C-terminal, en la esquina superior izquierda. El residuo
modificado del sitio activo, Cys91, estd representado con esferas y bastones. El elemento de
reconocimiento putativo hacia el lisosoma queda a la derecha de la imagen. (c) Vista de la molécula
rotada 90° respecto a la figura b. (Adaptado de Bond et al., 1997)
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Estructura del sitio activo de la
ARSB humana

La estructura cristalogréfica de la
ARSB fue determinada hasta una
resoluciéon de 2,5 A por Bond y colabo-
radores en 1997. La molécula consiste en
un mondémero globular casi esférico con
una mezcla de tipologia a/f, que se
divide en dos dominios (Figura 3-7,
pdgina anterior). El dominio mds grande es
el N-terminal y contiene una gran hoja p
central flanqueada por dos hélices a. El
dominio C-terminal, mas pequefio, con-
tiene una pequefa ldmina 3 antiparalela
unida estrechamente a una larga hélice a
expuesta hacia el solvente y que rodea la
molécula.

Como suele ocurrir en la familia de
enzimas a/[, la cavidad del sitio activo se
encuentra en el extremo C-terminal de la
hoja grande, con el residuo de FGly en
forma de hidrato (FGH) localizado en el
fondo de un surco estrecho formado por
aminodcidos cargados positivamente. El
sitio activo comprende 10 residuos
polares sumamente interconectados y un
cation bivalente de metal (Hanson et al.,
2004). Las posiciones y funciones
propuestas para estos componentes se
resumen en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3. Posicién y funciones
propuestas para los aminodacidos y cationes
metdlicos del sitio activo de la ARSB

Residuo Funcién propuesta
Ca?* union al sustrato y activacion,
estabilizaciéon de FGH
Asp53 coordinacién metal
Asp54 coordinacién metal
91 (FGly) nucledfilo catalitico como FGH
Arg95 estabilizacién de FGH
Lys145  unién al sustrato y activacién,
estabilizacién de FGH
His147 estabilizacién de FGH, eliminacion de FGS
His242 union al sustrato y activacion, protonacion
de alcohol
Asp300  coordinacion metal
Asn301 coordinaciéon metal, activacion de FGH
Lys318 unién al sustrato y activacién, protonacién

de alcohol

FGH: hidrato de formilglicina. FGS: sulfato
de formilglicina. (Adaptado de Hopwood y
Ballabio, 2001 y Hanson et al., 2004).
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El ion metdlico que se coordina in vivo con
la ARSB parece ser el Ca?*, y lo hace
mediante siete ligandos. El ion metélico
actia probablemente ayudando a esta-
bilizar la carga negativa en el dtomo de
oxigeno coordinado del ion sulfato (Figu-
ra 3-8). Los residuos que determinan la
especificidad por el sustrato son en gran
parte desconocidos, pero se supone que el
reconocimiento de los sustratos naturales

debe ocurrir fuera del surco que contiene
los residuos conservados del sitio activo.

Lys318 His242
NH
s30T J Lys145
NH+ NH
NH =g
NHgs T2
=MHz+
-NH
NHTN
NH
His147

Asph4

Figura 3-8. El sitio activo de la ARSB. (a)
Principales residuos del sitio activo. Las
cadenas 4cidas se representan en rojo y las
cadenas bdsicas en azul. El residuo 91 se
marca en verde, el sulfato en amarillo y los
atomos de oxigeno en rojo. (b) Esquema del
sitio catalitico. Lineas punteadas: enlaces de
hidrégeno principales que estabilizan el
éster de sulfato. El ion metdlico estd a la
izquierda. Por claridad, no se muestran las
cargas localizadas, algunos de los enlaces
dobles, ni varias interacciones. (Adaptado de
Bond et al., 1997).

Arg95
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Mecanismo catalitico

Las sulfatasas catalizan la hidrdélisis de
ésteres de sulfato como O-sulfatos y N-
sulfatos:

R-OSOs + Ho0 — R-OH + H+ + SO42-
R-NHSOs5- + H0 — R-NHs* + SO42-

La reaccion quimica parece compartir
propiedades con las de la ARSA y la
fosfatasa alcalina (Hanson et al., 2004;
Ghosh et al., 2005). Durante la reaccién
catalitica, el extremo no reductor del éster
4-sulfato del sustrato GAG se une a la
enzima para formar un éster covalente
con el residuo FGly en la posicién 91.
Este intermediario puede llevar a término
una hidroélisis después de un ataque
nucleofilico para liberar el GAG y el
sulfato unido a la enzima. El orden
preciso de adicién y liberaciéon de los
reactivos y productos entre el residuo a-
formilglicina y la sulfatasa, el sustrato
éster y el agua no se ha establecido
todavia. Un nucledfilo (que no se sabe si
es una molécula de agua, un residuo de la
proteina, o un grupo OH del sustrato) se
supone que ataca el atomo de sulfuro,
formando un intermediario penta-
coordinado, el cual, después de romper el
enlace S-O (galactosa), resulta en el
sulfato de ARSB. Este mecanismo es
analogo al que se propone para la
fosfatasa alcalina, y en contraste con el
que se propone para la ARSA, requiere
inversiéon de la configuraciéon del grupo
sulfato (Figura 3-9).

i ?
I
O0=5=0 = 0=5=0
."? ~R (|) |
" O& HO 0—=s—=0 OH H.0
' e » X
HO\C/OH g\é/OH - H\C¢0
S T
H I H Il 11

Figura 3-9. Esquema propuesto para la
catalisis del sulfato éster por las sulfatasas.
En la primera parte del ciclo (I) uno de los
hidroxilos del hidrato de aldehido ataca el
sulfuro del sulfato éster formando un éster
sulfato-enzima, donde se elimina un alcohol
residual. El sulfato es eliminado en la
segunda parte del ciclo (II) por un reajuste
intramolecular que corta el enlace éster y
forma un grupo aldehido en la enzima.
Finalmente el hidrato de aldehido se
regenera por la entrada de agua (III).
(Adaptado de Waldow et al., 1999 y Ghosh et

al., 2005).
ARSE
T Ho BH 0. -
050 LOH O, gy Lﬁﬂ"ﬁx /\ﬁ/
A 5 ; O-- -
HQ-H_.-—D‘: O MAC
A H 0,80
o 0.0 2
oAZS — idnA2S

Figura 3-10. Sitios de corte del éster de
sulfato en el dermatin sulfato (indicados
por flechas; adaptado de Hanson et al., 2004).
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EL SUSTRATO: EL DERMATAN
SULFATO

1. Definiciéon

La molécula que se acumula en exceso
en la MPS VI como consecuencia de la
ausencia de actividad ARSB es el
dermatén sulfato.

El dermatén sulfato (DS) es miembro
de la familia de los glicosaminoglicanos
(GAG), unos componentes ubicuos de los
tejidos conectivos que constan de una
cadena larga y lineal formada por
repeticiones de disacaridos, los cuales a
su vez estdn compuestos por acido
urénico y una hexosamina acetilada,
pudiendo estar ésta tltima sulfatada. Los
otros miembros de esta familia de
moléculas son la heparina, el hepardn
sulfato, los sulfatos de condroitina (o
condroitin sulfatos, CS) y el 4cido
hialurénico. El dermatén y los condroitin
sulfatos tienen una estructura similar y
componen la subfamilia de los galacto-
saminoglicanos.

2. Estructura quimica

El DS es un polimero lineal hetero-
géneo formado por una secuencia de 70 a
200 unidades sucesivas de N-acetil-D-
galactosamina (D-GalNAc) unida me-
diante enlaces (1, 3) a residuos de acido
L-idurénico y 4cido D-glucurénico. La
proporciéon de acido glucurénico y L-
idurénico varia segtin la fuente de tejido,
siendo el 4cido L-idurénico mds frecuen-
te (entre el 1 y el 90% del contenido del
polimero de DS). El DS contiene aproxi-
madamente un grupo O-sulfato por cada
unidad de disacdrido, encontrandose
normalmente en la posicion 4- de la D-
GalNAc y en menor frecuencia en la
posicién 6- de la D-GalNAc y la posicién
2- del acido L-idurénico.
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El DS, también llamado condroitin
sulfato B, se diferencia de los condroitin
sulfatos A (4-sulfato) y C (6-sulfato) por
la presencia de acido L-idurénico en su
estructura, obtenido por epimerizacién
del acido glucurénico del CS en acido
idurénico (Figura 3-11). Es por ello que en
la bibliografia a menudo se considera que
el CS también se acumula en la MPS VI,
aunque en cantidades menores con
respecto al DS. En general se considera
que el DS es la molécula principal que se
acumula en la MPS VI.

El peso molecular del DS varia entre 12
y 45 kDa, con un peso molecular medio
entre 20 y 30 kDa.

OH NHCOCH;

OH NHCOGCH,

II

Figura 3-11. Principales unidades de
disacdrido repetidas en el dermatan sulfato
(estructura I y II) y los condroitin sulfato
(estructura II). En el condroitin sulfato A,
X= S0Os e Y=H, mientras que en el
condroitin sulfato C, X=H e Y=SOs
(Adaptado de Linhardt y Hileman, 1995).

3. Biosintesis y degradacion

La biosintesis del DS requiere de
varios pasos. En primer lugar, la proteina
principal que forma parte del proteo-
glicano es sintetizada, y después se
forman una o varias regiones de
encadenamiento del polisacarido a la
proteina, iniciando la sintesis de la cadena
polisacaridica mediante la  adicién
secuencial de acido D-glucurénico UDP
activado y residuos D-GalNAc. De forma
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simultdinea o inmediata se produce el
alargamiento, y el polisacdrido es modi-
ficado enzimdticamente por epimeriza-
cién y O-sulfatacién en algunas posi-
ciones.

La enzima N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa hidroliza los grupos 4-sulfato
del extremo no reductor del polisacdrido
en el tercer paso de la via de degradacién
del DS y el condroitin 4-sulfato (Figura 3-
12).

4. Localizacién y actividad biolégica

Los GAG regulan la actividad de
ciertas proteinas, son responsables de la
turgencia celular, intervienen en las
actividades de la membrana y participan
en otras muchas funciones.

Para su degradaciéon, los GAG
extracelulares y los asociados a la
superficie de la célula tienen que ser
internalizados por endocitosis. Entonces
son degradados en el lisosoma por la
acciéon de las exosulfatasas y exoglico-
sidasas. En general, los GAG sulfatados
no estan presentes en forma libre, sino
asociados a proteinas, formando asi las
macromoléculas conocidas como proteo-
glicanos. Los proteoglicanos se localizan
en la matriz extracelular y pericelular de
la mayoria de las células eucariéticas,
donde juegan un papel importante en las
interacciones entre células y se unen a
una variedad de proteinas de gran
importancia biologica, ademas de con-
trolar el flujo de agua y nutrientes a
través del tejido conectivo denso.

El DS se encuentra en los tejidos
conjuntivos fibrosos como piel, tendén y
esclera, asi como en musculo esquelético,
vasos sanguineos, corazén y vélvulas
cardiacas, hueso y cartilago.

Entre los GAG sulfatados sintetizados
en fibroblastos de piel humanos, el
dermatan sulfato es el mas abundante. Es
un importante anticoagulante y anti-

trombético, pues inhibe la agregacion de
las plaquetas inducida por trombina y
puede activar la via fibrinolitica. Se estéd
evaluando su uso como antitrombético
clinico en sustitucion a la heparina.
Ademds participa en el metabolismo
lipidico, pues al igual que otros GAG se
une y promueve la liberacion de la
lipoproteina lipasa desde las células
endoteliales a la circulacion en su forma
activa. Muchas de las actividades
biolégicas del DS estan determinadas por
sus cadenas GAG (Lindhardt y Hileman,
1995).
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Figura 3-12. Via de degradacién del
dermatan sulfato. Las enfermedades
provocadas por una deficiencia enzimatica
correspondientes a las reacciones nume-
radas son: 1= MPS de tipo II, 2= MPS I, 3=
MPS VI, 4= enfermedad de Sandhoff; 5=
MPS VII. (Adaptado de Neufeld y Muenzer,
2001).
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IV. GENETICA MOLECULAR

1. El gen de la 4-sulfatasa

La secuencia de cDNA de la ARSB fue
determinada por Peters y colaboradores
en 1990. La caracterizacién del gen entero,
con la identificacién de la divisién entre
exones y intrones, fue presentada por
Modaressi y colaboradores en 1993. El
gen tiene algo mads de 209 Kb
(www.genome.ucsc.edu), contiene 8 exones
(Figura 4-1) y estd situado en la region
cromosOmica 5ql3-ql4. Las secuencias
flanqueantes al codén de iniciaciéon ATG
en la posicién +1 estdn en concordancia
con las secuencias consenso para los
codones de iniciaciéon propuestas por
Kozack en 1986.

Los estudios de Northern blot permi-
tieron observar tres especies de mRNA de
4,8, 2,5y 1,8 Kb en fibroblastos humanos
(Peters et al., 1990). Sin embargo, en las
bases de datos actuales sdlo constan dos
variantes transcripcionales del gen ARSB.
La segunda variante tiene una secuencia
3’ alternativa a la primera variante, con
un extremo C-terminal distinto y maés
corto comparado con la isoforma 1. La
segunda variante codifica para una
proteina de 413 aminodcidos, de los
cuales s6lo los nueve dultimos son
diferentes a los de la isoforma 1. Ambas
variantes son idénticas hasta el exén 6.

312 pb 187pb  191pb 208 pb

Dos de las arilsulfatasas humanas, I y
J, comparten un 45-48% de identidad de
aminodcidos con la ARSB, mientras que
manifiestan un menor parecido con otras
sulfatasas humanas. Los genes de la ARSI
y la ARS], que s6lo tienen dos exones,
pueden ser considerados pardlogos del
gen ARSB, y pudieron haberse originado
a partir de un dunico evento de
retrotranscripcion del mRNA de la ARSB,
seguido de una insercién intrénica y una
duplicaciéon de locus (Sardiello et al.,
2005).

2. Mutaciones patolégicas

Hasta la fecha se han caracterizado
unas 120 mutaciones patoldgicas en el gen
ARSB (Tablas 4-1 a 4-4, pdginas siguientes),
y la mayoria de ellas son privadas. Se han
estudiado pacientes provenientes de
distintas  poblaciones: Brasil, Chile,
Australia, Estados Unidos, China, Rusia,
Italia, Francia, Alemania y Portugal
(Wicker et al., 1991; Jin et al., 1991 y 1992;
Litjens et al., 1992 y 1996; Arlt et al., 1994;
Isbrandt et al., 1994 y 1996; Voskoboeva et
al., 1994 y 2000; Simonaro y Schuman,
1995; Villani et al., 1998 y 1999; Wu et al.,
2000; Yang et al., 2001; Karageorgos et al.,
2004, 2007a y 2007b; Brooks et al., 2005;
Petry et al., 2005 y 2006; Dou et al., 2006).
La mayorfa de los pacientes caracteri-
zados son heterocigotos compuestos.

244 pb 71 pb 123pb 266 pb

ol R e e |

157Kb  44Kb 89Kb 69,5 Kb

46 Kb 57 Kb 1,2 Kb

Figura 4-1. Representacién de la estructura del gen ARSB. Los exones (cajas) y los intrones (barras)
estan representados a escalas diferentes. En los exones 1 y 8 se ha representado sélo la parte codificante

por problemas de espacio.
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Tabla 4-1. Mutaciones sin sentido

Mutacién Efect.o Exén Referencia

predicho
c289C>T  p.Q97X 1 Karageorgos et al. (2004)
c438G>A  p.W146X 2 Voskoboeva et al. (2000)
c.478C>T p-R160X 2 Voskoboeva et al. (1994)
c571C>T  p.R191X 3 Karageorgos et al. (2007b)
¢.589C>T p-R197X 3 Petry et al. (2005)
c765T>G  p.Y255X 4 Lametal. (2004)
c.943C>T p-R315X 5 Voskoboeva et al. (2000)
c.979C>T p-R327X 5 Karageorgos et al. (2004)
c.1130G>A  p.W377X 5  Karageorgos et al. (2007b)
c.1261G>T  p.E421X 7 Xuetal. (1996)
c.1366C>T  p.Q456X 8  Villani et al. (1998)
c.1419G>A  p.W473X 8  Karageorgos et al. (2007b)
c.1507C>T  p.Q503X 8  Villani et al. (1999)
c.1539C>G  p.Y513X 8  Voskoboeva et al. (2000)

Tabla 4-2. Deleciones e inserciones

Mutacién Efecto predicho Ex6n Referencia
Karageorgos et al.
¢.108_120del13 p-S37PfrX16 1 (2007b)
. ) Karageorgos et al.
c.114delG 1 (200b7)
Karageorgos et al.
c.116_123del p-A39EfsX85 1 (2007b)
¢.219delC p-D73EfsX41 1 Isbrandt ef al. (1996)
¢.221_230del p- L75AfrX36 1 Isbrandt et al. (1996)
¢.237_243del Voskoboeva et al.
CoT GeTe p.V8OW£sX32 1 (904
¢.238delG p-V80CfsX34 1 Litjens et al. (1992)
Voskoboeva ef al.
c.245delT p. L82RfsX32 1 (2000)
Karageorgos et al.
¢.256_258delTAC  p.Y86del 1 (2004)
Karageorgos et al.
c.427delG p-V143SfsX41 2 (2004)
. Karageorgos et al.
¢.489_491delTAC 2 (2007b)
Karageorgos et al.
€.629_635del p-Y210X 3 (2007b)
c.743delC p-P248LfsX5 4 Isbrandt et al. (1996)
¢.899-1142del p-D300V£{sX193 5 Arltet al. (1994)
Karageorgos et al.
c.1036delG p-E3465£sX13 5 (2007b)
. Karageorgos et al.
c.1161_1162insC  p.R388QfsX3 6 (2007b)
c.1279delA p-T427HfsX147 7 Petry et al. (2005)
¢.1285_1286insT ~ p. V429CfsX5 7 Isbrandt et al. (1994)
Karageorgos et al.
c.1482delC p-1494MfsX80 8 (2007b)
¢.1533_1555delb - 8 Petry et al. (2003)
Karageorgos et al.
c.1534_1556del p-V512P£sX3 8 (2007D)
c.1577delC p-T526MfsX48 8 Isbrandt et al. (1994)

Karageorgos et al.

¢.1582_1596del p-V528_W532del 8 (2007b)

2 La nomenclatura publicada no se corresponde con la
secuencia real de la ARSB. b Pudiera tratarse de una
confusién de los autores con la c.1534_1556del, o a la
inversa.

El elevado namero de alelos privados
dificulta el andlisis rutinario de
mutaciones en la poblacion general, asi
como el establecimiento de correlaciones
genotipo-fenotipo (Litjens y Hopwood,
2001). No obstante, se han descrito
algunos alelos frecuentes, como p.R152W
en Rusia, (25% de los 20 alelos mutados;
Voskoboeva et al., 2000), o p.Y210C (18%
en 105 pacientes, Karageorgos et al.,
2007b) y p.-H393P (8% de alelos mutantes
en un total de 25 pacientes australianos y
britdnicos; Litjens et al., 1996).

El cambio p.Y210C es relativamente
comun en Francia y Australia, y da lugar
a un inicio tardio de los sintomas y un
avance lento de la enfermedad. Otro
alelo mutado, ¢.1534_1556del, parece
comin en pacientes brasilefios y se
encontr6 en el 23,1% de los alelos
descritos en esa poblaciéon (6/26, Petry
et al., 2006; publicada como
c.1533_1555del). La mutacién p.R315Q
fue la segunda mas prevalente en esa
poblaciéon y da lugar a un inicio
temprano de los sintomas y progresién
rapida (Petry et al., 2003). La p.R315Q
aparecié en el 11,4% de los pacientes
estudiados por Karageorgos et al.
(2007Db).

El cambio p.S384N apareci6 en un
12,4% de los alelos de 105 pacientes
(Karageorgos et al, 2007b). Esta
sustitucion se ha encontrado en
homocigosis en unos pocos casos, y mas
frecuentemente en heterocigosis com-
puesta o asociada a otros dos alelos
patogénicos (Voskoboeva et al., 2000,
Karageorgos et al, 2007b). Las
mutaciones p.R315Q y p.S384N se han
encontrado asociadas en el mismo alelo
en pacientes de Portugal y Brasil y
parece claro que pudiera existir un efecto
fundador (Karageorgos et al., 2007b).
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Las mutaciones se han analizado en
regiones exoOnicas y periexonicas. Los

secuencia promotora, cambios intrénicos,
deleciones parciales del gen en el alelo

casos de pacientes con un alelo sin sin identificar u otro tipo de
identificar se asumen como cambios en la reordenamientos.
Tabla 4-3. Mutaciones de cambio de sentido
Mutacién EfeCt.o Ex6én Referencia Mutacién bteCt.o Ex6én  Referencia
predicho predicho
c.98C>T p-A33V 1 Karageorgos et al. (2007b) ¢.707T>C p-L236P 4 Jin et al. (1992)
c171G>C  p.W57C 1 Karageorgos et al. (2007b) c.716A>G p-Q239R 4 Wau et al. (2000)
c.160G>A  p.D54N 1 Karageorgos et al. (2007b) c.797A>C p-Y266S 4 Karageorgos et al. (2007b)
c.175G>A  p.D59N 1 Petry et al. (2005) c.803G>T p-G268V 4 Karageorgos et al. (2007b)
c.194C>T  p.S65F 1 Villani et al. (1999) c.887T>A p-I296N 4 Karageorgos et al. (2007b)
c215T>A  p.L72Q 1 Isbrandt et al. (1996) c.900T>A p-D300E 5 Karageorgos et al. (2007b)
c215T>G  p.L72R 1 Petry et al. (2005) c.904G>A p-G302R 5 Villani et al. (1998)
c.247G>T  p.D83Y 1 Karageorgos et al. (2007b) c.936G>T p-W312C 5 Karageorgos et al. (2004)
c.264G>C  p.Q88H 1 Petry et al. (2005) c.937C>G p-P313A 5 Brooks et al. (2005)
c.275C>T  p.T92M 1 Litjens et al. (1996) c.937C>T p-P313S 5 Karageorgos et al. (2007b)
c275C>A p.T92L 1 Karageorgos et al. (2007b) c.944G>A p-R315Q 5 Villani et al. (1999)
c.277C>T  p.P93S 1 Petry et al. (2005) c.960C>G p-S320R 5 Voskoboeva et al. (2000)
c.284G>A  p.R95Q 1 Litjens et al. (1996) ¢.962T>C p-L321P 5 Isbrandt ef al. (1994)
c.288C>G  p.S96R 1 Karageorgos et al. (2007b) c.971G>T p-G324V 5 Karageorgos et al. (2007b)
c.293T>C  p.L98P 1 Voskoboeva et al. (2000b) c.1028A>T p-K343M 5 Karageorgos et al. (2007b)
c293T>A  p.L98Q 1 Karageorgos et al. (2007b) ¢.1032C>G p-N344K 5 Karageorgos et al. (2007b)
c¢.305G>A  p.R102H 1 Karageorgos et al. (2007a) c.1057T>C p-W353R 5 Karageorgos et al. (2007a)
c.312G>C  p.Q104H 1 Karageorgos et al. (2007b) ¢.1079T>C p-L360P 5 Voskoboeva et al. (2000)
c.317G>A  p.R106H 2 Karageorgos et al. (2007b) c1151G>A  p.S384N 6 Voskoboeva et al. (2000)
c.323G>T  p.G108V 2 Karageorgos et al. (2007a) c.1178A>C p-H393P 6 Litjens et al. (1996)
c.347C>A  p.P116H 2 Villani et al. (1999) c1197C>G  p.F399L 7 Yang et al. (2001)
c349T>C  p.C117R 2 Jinetal (1992) c.1214G>A  p.C405Y 7 Jin et al. (1992)
c.389C>T  p.P130L 2 Karageorgos ef al. (2007a) c.1289A>G p-H430R 7 Karageorgos et al. (2007a)
c410G>T  p.G137V 2 Wicker et al. (1991) c.1301G>T p-R4341 7 Karageorgos et al. (2007b)
c426G>C  p.M1421 2 Simonaro y Schuchman (1995) c.1315A>G  p.K439E 7 Karageorgos et al. (2007b)
c430G>A  p.G144R 2 Isbrandt et al. (1994) c.1325C>T p-T442M 7 Karageorgos et al. (2007b)
c436T>C  p.W146R 2 Simonaro y Schuchman (1995) c.1325C>T p-T442R 7 Karageorgos et al. (2007b)
c437G>C  p.W146S 2 Simonaro y Schuchman (1995) c.1336G>C  p.G446R 7 Karageorgos et al. (2007b)
c437G>T  p.W146L 2 Simonaro y Schuchman (1995) c.1340G>T p-C447F 8 Karageorgos et al. (2007b)
c454C>T  p.R152W 2 Voskoboeva et al. (1994) c.1340G>C  p.C447S 8 Karageorgos et al. (2007b)
c479G>A  p.R160Q 2 Voskoboeva et al. (1994) c.1415T>C p.L472P 8 Karageorgos et al. (2007b)
¢.509T>G  p.L170R 3 Dou et al. (2006) c.1442C>T p-P481L 8 Brooks et al. (2005)
c.511G>A  p.G171S 3  Karageorgos et al. (2007a) c.1450A>G  p.R484G 8 Karageorgos et al. (2004)
c¢512G>A  p.G171D 3 Karageorgos et al. (2007b) ¢.1493T>C p-L498P 8 Litjens et al. (1996)
c¢.533A>T p.H178L 3 Karageorgos et al. (2007b) c.1562G>A  p.C521Y 8 Isbrandt et al. (1994)
c.574T>C  p.C192R 3 Isbrandtetal. (1994) c.1592C>G  p.P531IR 8 Villani et al. (1999)
c.629A>G  p.Y210C 3 Litjens ef al. (1996) ¢.1600T>C p-X534Q 8 Arlt et al. (1994)
c.667A>G  p.J223V 3 Karageorgos et al. (2007b)
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Tabla 4-4. Mutaciones en sitios de corte y empalme de exones (splicing)

Mutacién Efecto predicho  Efecto predicho Exén (E) / Referencia
sobre RNA sobre proteina intrén (I)
¢.312G>C r.0 p-Q104H E1l Karageorgos et al. (2007b)
c.691-1G>A r.691_718del p-P231_Q239del 13 Karageorgos et al. (2007b)
c.1142+1G>T  r.spl? p-? 15 Karageorgos et al. (2007b)
¢.1143-1G>C r.spl? p-? 15 Karageorgos et al. (2007b)
c.1143-8T>G r.1143_1213del p-S381RfsX12 15 Petry et al. (2005)
c.1213+5G>A . [899_1142del, p-[D300V{sX193, 16 Karageorgos et al. (2007a)
1143_1213del] p-S381RfsX12]
c.1214-2A>G  r.1214_1336del p-P406_G446del 16 Karageorgos et al. (2007a)
c.1214G>A r.= p-C405Y E7 Jin et al. (1992)
c.1336+2T>G  r.spl? p.? 17 Karageorgos et al. (2004)
Tabla 4-5. Polimorfismos en regiones codificantes
Mutacién Efect.o Ex6n Cédigo SNP FAM* Referencia
predicho
c.246G>A  p.L82L 1 - - Karageorgos et al. (2007b)
c.342C>T  p.I1141 2 - - Villani ef al. (1999)
c.370C>T  p.L124L 2 - - Villani et al. (1999)
c972A>G  p.G324G 5 - - Villani et al. (1999)
c.1068A>T p.T356T 5 rs16876029 0(T) -
c.1072G>A  p.V358M 5 rs1065757 0,44 (A) Jin et al. (1991)
c.1126G>A  p.V376M 5 rs17220759 0,167 (A) Wicker et al. (1991)
c.1151G>A  p.S384N 6 rs25414 0,067 (A) Voskoboeva et al. (2000)
c.1191G>A  p.P397P 6 rs25413 0,158 (A) Schuchman et al. (1990)
c.1362G>A p.P454P 8 rs35757003 0,041** (A) -
c.1515C>T  p.Y505Y 8 - - Karageorgos et al. (2007b)

*Frecuencia del alelo minoritario en poblacién CEU de residentes en Utah con ancestros procedentes del norte y el
oeste de Europa (www.hapmap.org). **Frecuencia del alelo minoritario en poblacién AGI ASP (caucasoide y

afroamericana; es la tinica que se ha descrito hasta ahora).

3. Polimorfismos

Se han identificado un total de 11
polimorfismos en las regiones exodnicas
codificantes del gen ARSB (Tabla 4-5), asi
como unos 938 cambios intrénicos pre-
sentes en las bases de datos de SNPs
(Single  Nucleotide  Polymorphism). Las
Unicas sustituciones no sinénimas son los
cambios p.V358M, p.V376M y p.S284N.
La sustituciéon p.V358M se considera un
alelo frecuente en poblacién caucasoide
(38% en 220 alelos; Jin et al., 1991). Se
considera un cambio de aminodcido no
patogénico, pese a que en los estudios de
expresion heter6loga dicho cambio da
lugar a una reducciéon de la actividad
ARSB de mas del 50% comparado con la
proteina p.358V  (Tabla 4-6, pidgina
siguiente), por lo que mas bien seria un
alelo modificador de la actividad y no un

polimorfismo neutro. La sustitucion
p-V376M, en cambio, da lugar a una
actividad practicamente idéntica a la del
alelo p.376V (Karageorgos et al., 2004 y
2007a).

Conviene destacar que el cambio
p-S384N fue descrito por Voskoboeva y
colaboradores en 2000 como mutaciéon
patogénica. El cambio se encontré en
homocigosis en varios pacientes con
avance rdpido de la enfermedad y se
asocié al fenotipo severo. En otros casos
descritos, dicho cambio se ha encontrado
asociado a otros dos cambios patogénicos
y se ha considerado como una tercera
mutacion (Voskoboeva et al.,, 2000;
Karageorgos et al., 2007b), pese a la
ausencia de datos sobre su actividad. Sin
embargo, p.S384N se encuentra en las
bases de datos de SNPs con wuna
frecuencia para el alelo minoritario del
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6,7% en poblaciéon CEU (europea). No se
ha descrito ningtin caso en poblacién sana
en la que esta sustituciéon se encuentre en
homocigosis, aunque puede achacarse al
pequeno tamafio muestral estudiado y a
la baja frecuencia tedrica esperada para
dicho genotipo.

4. Caracterizacion de alelos mutados

En la Tabla 4-6 se detallan todas las
mutaciones presentes en el gen ARSB que
han sido expresadas en sistemas
heterdlogos y el porcentaje de la actividad
que presentaba la ARSB mutante con
respecto a la proteina salvaje. Los
sistemas de expresion heter6loga que han
utilizado los autores han sido células
renales de ratéon LTK- y células de ovario
de hdmster chino, CHO-K1, que han sido
transfectadas con vectores de expresion
que contienen el cDNA de los alelos en
estudio.

Al igual que ocurre en otras MPS, en la
mayorfa de casos se constata que las
mutaciones expresadas producen una
reduccién en la actividad de la proteina
mutada, llegando a un valor inferior al
20% de la actividad ARSB salvaje, y en la
gran mayoria de casos, la actividad puede
considerarse préacticamente nula.
Curiosamente, la mutacién p.X534Q
produce un alargamiento de la proteina
en 50 aminoacidos y presenta una
actividad muy superior a la de la proteina
salvaje de 533 aminodacidos.

Las mutaciones que se han encon-
trado estan distribuidas a lo largo de las
tres subunidades del polipéptido ma-
duro; se han identificado mutaciones en
residuos del lugar activo, en residuos
adyacentes al lugar activo, en residuos
expuestos a la superficie y en residuos
escondidos dentro del ntcleo proteico, asi
como en residuos implicados en puentes
disulfuro.
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Tabla 4-6. Expresion de alelos mutados
presentes en el gen ARSB de pacientes de MPS VI

% actividad

Mutacién respecto Referencia

ARSB WT
p-L72R ND Karageorgos et al. (2007a)
p-T92M 0,025% Litjens et al. (1996)
p-R95Q 0,017% Litjens et al. (1996)
p-R102H 12,12% Karageorgos et al. (2007a)
p-G137V  4,19% Wicker et al. (1991)

p-G144R  3,8%
p-L170R 0,6%
p-C192R 8,3%
p-R197X ND Dou et al., (2006)
p-Y210C 2,19% Litjens et al. (1996)

1,7 % Bradford et al. (2002)
p-W312C  1,22% Karageorgos et al. (2004)

Isbrandt et al. (1994)
Dou et al., (2006)
Isbrandt ef al. (1994)

p-P313A ND Brooks et al. (2005)
p-R315Q  ND Karageorgos et al. (2007a)
p-L321P 2,8% Isbrandt et al. (1994)
p-W353R  ND Karageorgos et al. (2007a)
p-V358M  42,2% Karageorgos et al. (2004)
42,42% Karageorgos et al. (2007a)
p-V376M  94,2%, Karageorgos et al. (2004)
103.36% Karageorgos et al. (2004)
103,03% Karageorgos et al. (2007a)
p-H393P 0,001% Litjens et al. (1996)
p-H430R 24 24% Karageorgos ef al. (2007a)

Brooks et al. (2005)
Litjens et al. (1996)

pP48IL  17%
p.L498P 0%

p-C521Y 14,55% Isbrandt ef al. (1994)
p-W353R  ND Karageorgos et al. (2007a)
p-X534Q  861,8% Arlt et al. (1994)

c.1577delC 0%
p-Y86del 0%

Isbrandt ef al. (1994)
Karageorgos et al. (2004)

ND: no detectable

Los estudios funcionales realizados
sobre la proteina ARSB mutada sugieren
que la deficiencia se debe mds a una
reduccion de la cantidad de proteina
procesada madura (ya sea a causa de una
degradacion incrementada en el RE, al
trafico incorrecto o a una estabilidad
reducida en el lisosoma), que a la
reduccion de la capacidad -catalitica
especifica de la enzima. Es el caso de las
mutaciones p.G137V (Wicker et al., 1991),
p-X534Q (Arlt et al., 1994) y p.Y210C
(Bradford et al., 2002), asociadas a
fenotipos leves o moderados de MPS VI,
y de las mutaciones p.C91T y p.C91S
(Bradford et al., 1999), que no se han
encontrado en humanos ni en modelos
animales pero que afectan a un residuo
clave del sitio activo de la ARSB (ver
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pdgina 40). En dichos casos, los niveles de
sintesis de la proteina precursora y
glicosilacion eran equivalentes a los de la
ARSB salvaje, pero su maduracién
anémala indicaba que la proteina mutada
no llegaba al sistema de endosomas y
lisosomas. La retenciéon y degradacion
proteolitica de la ARSB en el RE o antes
de alcanzar la red trans-Golgi, asociada a
problemas de ensamblaje o estabilidad de
la proteina, podria explicar los bajos
niveles de ARSB observados en células de
pacientes de MPS VI.

5. Relacién genotipo-fenotipo

Las correspondencias que se han
encontrado entre los diversos estudios de
expresion en sistemas heterélogos y el
fenotipo clinico son imperfectas. Las
mutaciones sin sentido y de cambio de
pauta de lectura en homocigosis provocan
la forma severa de Maroteaux-Lamy, pero
las mutaciones de cambio de sentido
pueden provocar la forma severa,
intermedia o leve de la enfermedad.

Igual que para otras MPS, la
correlacion genotipo/fenotipo para las
mutaciones de cambio de sentido no es lo
suficiente fiable para la prognosis y el
consejo genético. Existe un rango
considerable de funcién proteica y un
numero significativo de alelos que no se
correlacionan  perfectamente con el
fenotipo clinico, debido posiblemente a
los efectos del fondo genético y/o a las
influencias ambientales. Para este tipo de
enfermedades mendelianas «simples», los
fenotipos son rasgos complejos.

No obstante, para algunas mutaciones
concretas si se ha propuesto una
correlacioén entre el genotipo y el fenotipo
(0 mas bien la excrecion de GAG en orina;
Karageorgos et al., 2007b), lo cual puede
ser usado para predecir el avance clinico.

Asi, las mutaciones p.D54N, p.L72R,
p.G144R, p.1223V, p.R315Q y p.5384N se
relacionan con una temprana edad de
inicio, rdpido avance de la enfermedad y
fenotipo clinico severo (Karageorgos et al.,
2007b). Las mutaciones p.R152W,
p-H430R y p.R434I se asocian a un avance
lento de la enfermedad y a wuna
presentacion clinica atenuada. En cambio,
las mutaciones p.D83Y, p.Y120C o
p-C405Y se relacionan con niveles de
excrecion de GAG inferiores a 100 pg/mg
de creatinina y se asocian a una edad de
inicio de los sintomas muy tardio y un
avance lento de la enfermedad.

6. Modelos animales

El primer modelo animal de MPS VI
que se describi6 fue un caso natural
presente en wuna familia de gatos
siameses, en 1976. La colonia de gatos con
MPS VI se estableci6 en 1984 en la
Universidad de Pensilvania. Poste-
riormente se han descrito mdas casos de
esta enfermedad en otras razas felinas,
incluyendo  gatos  domésticos.  La
caracterizacion de la enfermedad en
felinos no arroj6 demasiados datos
nuevos porque ya existia informacion
sustancial de la MPS VI en humanos. Se
han identificado dos mutaciones en la
ARSB felina, la p.D520N y la p.L476P,
tanto en  homocigosis como en
heterocigosis compuesta, y asociadas a
todo el rango de severidad de fenotipos.
Ambas mutaciones han sido expresadas
en células CHO-K1 (Yogalingam et al.,
1998). La mutacién p.D520N se asocié a
niveles incrementados de actividad ARSB
con respecto a la proteina control, pero la
enzima se degradaba rdpidamente. En
cambio la mutacién p.L476M no presen-
taba actividad ARSB y se asocidé a
fenotipos severos (Yogalingam et al,
1997). El modelo de gato es un modelo
animal excelente, pues la progresion de la
enfermedad es similar a la de la forma
severa de la MPS VI humana, y se ha
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podido utilizar para desarrollar y evaluar
diferentes estrategias terapéuticas,
incluyendo el transplante de médula 6sea
y la terapia de sustituciéon enzimética
(Jezyk et al, 1977). La similitud de
nucledtidos a nivel de mRNA y de
aminodcidos de la ARSB felina con la
secuencia humana es del 89 y 91%,
respectivamente.

El mutante también natural en rata
Ishibashi hairless se detect6 en 1988 en
Japon debido a su dismorfismo facial y
esquelético (Yoshida et al., 1993). Los
rasgos de la enfermedad son idénticos
entre rata y humanos, excepto en la
hepatoesplenomegalia (Yoshida et al.,
1993). La ARSB de rata tiene una
similitud de nucleétidos codificantes y de
aminodcidos aproximada del 81 y 80%
con la secuencia humana, respec-
tivamente (Kunieda et al., 1995). El gen
ARSB de rata se encuentra en el
cromosoma 2, en una regién homologa a
la regiéon 5q humana.
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Mediante disrupcién dirigida del gen
ARSB se cre6 un modelo de ratén (Evers
et al., 1996). El1 cDNA de ratén tiene un
80% de similitud de secuencia con el
c¢cDNA humano y las proteinas respec-
tivas tienen una identidad del 78%.

Las similitudes entre las manifesta-
ciones somaticas de los modelos ani-
males y los pacientes humanos son
remarcables. Recientemente se ha encon-
trado un modelo felino de la MPS VI que
exhibe un acimulo lisosémico anormal en
algunas neuronas y glia del cortex
cerebral, que no se corrigieron mediante
transplante de médula 6sea (Walkley et
al., 2005). Dada la gran similitud
patoldgica y bioquimica entre la MPS VI
felina y la humana, es concebible que si
que pueda haber implicaciones neuro-
nales en humanos y que los casos de
retraso mental que se han descrito en
algunos pacientes humanos (Taylor et al.,
1978; Paterson et al., 1982; Vestermark et
al., 1987) si sean atribuibles a la MPS.
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V. TERAPIA

Tal como se esquematiza en la Figura
5-1, existen maultiples aproximaciones
para el tratamiento de las enfermedades
de acumulacién lisosémica, segiin sean
los frentes sobre los cuales se quiera
incidir. A continuacién se detallan los
tratamientos que estdn disponibles o en
vias de desarrollo para la MPS VI.

Intervencidn sobre las vias

secundarias bioguimicas y moleculares Tratamientos
que estdn afectadas por la acumulacdn generales
del sustrato (transplante de
médula dsea,
esplecnotomia...)
) Sustrato Terapia de
. Enzima restitucidn
osintéti ) P
iosintética H|drclcsa/ enzimdtica

lisosémica

defectiva Terapia
‘-\ génica
Produeto 1
sustrato 1
Disefio de pequefi
moléculas que reactiven Enzimas
las enzimas defectivas mejoradas
(chaperonas quimicas) para TRE

Figura 5-1. Terapias para las enfermedades
de acumulacién lisosémica. Los tratamientos
posibles pueden dividirse en aquellos que
modifican la enzima defectiva (rojo), los que
reducen los niveles de biosintesis del sustrato
que se acumula (amarillo), los tratamientos
generales que se ocupan de los sintomas
(verde) y las nuevas terapias potenciales que se
basan en la intervencién de las vias celulares
secundarias que se ven afectadas por la
enfermedad (azul; adaptado de Futerman et al.,
2004).

1. Terapia de soporte

El apoyo al enfermo a nivel
sintomdtico es la principal forma de
terapia en la actualidad, junto con la
incipiente administraciéon exégena de la
enzima. Los principales tratamientos
consisten en mantener una dieta especial
en casos de diarreas frecuentes o
dificultad para tragar, ejercicios
musculares  de  fisioterapia  para
compensar la rigidez de las articula-

ciones, administracion de medicamentos
antinflamatorios para las articulaciones,
traqueotomia o uso de otros mecanismos
en caso de apnea severa del suefio,
tratamiento con antibidticos para las
infecciones respiratorias y del oido,
esplenotomia y tratamiento quirdrgico de
las hernias y las complicaciones cardiacas,
esqueléticas y oftalmolégicas (incluyendo
el transplante de cérnea).

El transplante de médula 6sea es otra
alternativa para el tratamiento de la MPS
VI. Los pacientes que han sido sometidos
al transplante manifiestan una dismi-
nucién de los rasgos faciales carac-
teristicos, asi como una prevenciéon o
mejoria estable de los trastornos
cardiorrespiratorios, la postura y la
movilidad, pero los cambios esqueléticos,
como la estenosis espinal, persisten o
progresan. De todos modos, el
transplante de médula 6sea parece que
prolonga la supervivencia y mejora la
calidad de vida de los pacientes de MPS
VI, pero requiere una cuidadosa seleccién
de los pacientes (Herskhovitz et al., 1999).
La cirugia en pacientes de MPS VI puede
ser complicada debido a las patologias
cardiorrespiratorias y las dificultades en
el seguimiento de los problemas espinales
(Mut et al., 2005). El porcentaje de
mortalidad de esta cirugia no es
despreciable dado que los pacientes han
de someterse a esta operacion a edad muy
temprana.

2. Terapia génica

A pesar de las decepciones tras los
primeros ensayos clinicos de terapia
génica para otras enfermedades genéticas,
persiste el interés en el desarrollo de esta
forma de terapia para las enfermedades
de acumulacién lisosémica, si bien la MPS
VI no es la que ha concentrado mas
esfuerzos (Cheng y Smith, 2003).
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Las mayores dificultades de la terapia
génica en células somdticas estriban en
conseguir los niveles adecuados de
producto génico en los tipos celulares
especificos en los que se necesita,
mantener la expresiéon in vivo durante
largo tiempo, y regular los niveles de
expresion genica. Al ser una enfermedad
sin implicaciéon del SNC, la MPS VI es
buena candidata para este tipo de terapia.

Aunque los primeros esfuerzos de la
terapia génica para este tipo de
enfermedades se han focalizado princi-
palmente en el uso del higado como
almacén para la produccion de enzimas
lisosémicas, hay que considerar al
musculo esquelético y el pulmén como
portales  alternativos que evitarian
algunos de los problemas asociados a la
administraciéon parenteral de vectores
virales.

En el caso de la MPS VI se han
probado como vectores los retrovirus en
modelos de ratén, rata y gato.

En estudios de correccion de
fibroblastos mediante transduccién con
retrovirus que contienen la secuencia
completa del cDNA de la ARSB humana,
sOlo se consigui6 correccién metabdlica en
células de rata y de gato, no en
fibroblastos humanos, demostrando que
habia una especificidad segtn la especie,
al menos in vitro, o que podia estar
teniendo lugar una reduccién inducida de
la actividad de otras sulfatasas como
consecuencia de la saturacién en algin
proceso especifico de las sulfatasas
durante la maduracién (Anson ef al., 1992;
Fillat et al., 1996).

La transduccion de mioblastos de
felinos enfermos de MPS VI con dichas
construcciones de retrovirus, condujeron
a un incremento de la actividad ARSB en
mioblastos y miofibras y a una correccién
del actimulo de GAG. Ademads, la ARSB
felina recombinante era secretada por las
miofibras transducidas y endocitada por
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las otras miofibras, conduciendo a la
correccion del fenotipo (Yogalingam et al.,
1997). Este experimento permitia suponer
que la terapia de restituciéon enzimética
mediada por miusculo podia ser un
método viable para conseguir niveles
circulantes de ARSB recombinante.

Asimismo, se han realizado experi-
mentos de rescate fenotipico mediante
inyecciones subretinales o intravitreales
con liberaciéon de ARSB mediada por
adenovirus en el epitelio de pigmento
retiniano en ratones (Li et al., 1995) y
gatos con MPS VI (Ho et al,, 2002). El
epitelio retinal pigmentado es la tnica
parte de la retina que se encuentra
afectada por el acimulo de GAG, y se
mostr6 en ambos casos una aparente
correccion de las células de dicho epitelio.

La implantaciéon en tejidos de la
cdpsula renal de gato de fibroblastos
corregidos in vitro se demostré infruc-
tuosa, seguramente debido a la rapida
senescencia de los fibroblastos implan-
tados (Yogalingam et al., 1998 y 1999).

A pesar de que la terapia de restitucion
enzimética ya es una realidad en el caso
de la MPS VI y del éxito conseguido con
algunos sintomas, las manifestaciones que
afectan a las articulaciones son dificiles de
tratar. Se ha propuesto que el uso de
vectores virales pueda reducir in vivo la
patologia en los tejidos de las
articulaciones (Byers, 2006).

Los niveles de expresiéon enddgena de
SUMFI1 (un gen que codifica una enzima
imprescindible en el procesamiento de las
sulfatasas para que sean activas; ver
Figura 3-1, pdgina 36) puede convertirse en
un factor limitante para la terapia génica
en cierta células y tejidos. Dado que
muchas de las aproximaciones para la
terapia génica de las enfermedades de
acumulacion lisosémica pretenden la
generacion de 6rganos «fabricantes» de la
proteina defectiva, que producirian el
mayor nivel posible de enzima circulante,
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se ha propuesto que la coadministracién
de SUMFI1 junto con el de la sulfatasa
deficiente mediante vectores virales
(adenovirus y lentivirus) podria potenciar
in vitro e in vivo la capacidad catalitica de
la sulfatasa implicada en 5 modelos de
enfermedades de acumulacion lisosémica,
incluida la MPS VI (Fraldi et al., 2007). De
este modo, la coadministracion del cDNA
del gen SUMFI potenciaria la eficacia de
la terapia génica aplicada a muchas
sulfatasas humanas.

3. Terapia de restitucién enzimatica

La estrategia de terapia mediante
restitucién enzimatica (TRE) fue sugerida
por vez primera para las enfermedades
lisosémicas por de Duve en 1964, pero no
se hizo realidad hasta principios de los 90.
Hoy s6lo estd disponible para las
enfermedades de Gaucher, Fabry, Pompe,
MPS I, MPS II y MPS VI, y proximamente
lo estard para las enfermedades de
Niemann-Pick B, leucodistrofia metacro-
matica y a-manosidosis.

La cantidad de enzima requerida para
corregir los defectos metabdlicos en
células deficientes para dicha enzima
varfa para cada enfermedad, pero se
calcula que puede ser sé6lo del 1-10% de
los niveles normales, basiandose en los
niveles de enzima observados en
individuos con un fenotipo mads leve y
edad de aparicién de la enfermedad mas
tardia (Cheng y Smith, 2003; Desnick,
2004). Bastaria que pequefios niveles de
enzima exdgena llegasen al lisosoma para
poder metabolizar el sustrato acumulado.
Se ha sugerido que en el caso de la MPS
VI, un nivel del 5% de la capacidad
catalitica serfa suficiente para evitar la
aparicién de la mayoria de los sintomas
clinicos, a raiz de los casos de enfermos
de MPS VI con baja concentracién y
actividad de ARSB sin apenas sintomas
clinicos (Brooks et al., 2005).

La MPS VI parece una buena
candidata para la TRE dado que, a
diferencia de otras MPS, la afectacion del
SNC es minima y no hace falta superar el
obstaculo de la barrera hematoencefélica.
Anson y colaboradores (1992) obtuvieron
grandes cantidades de la forma
precursora de la enzima (que es la que
més se endocita) expresando ARSB en
células de mamifero y mostrando que la
enzima recombinante es similar a la ARSB
endégena en términos de captacion,
maduracién, vida media y actividad
catalitica especifica tanto in vivo como in
vitro. La endocitosis de la enzima
recombinante conduciria a su incorpo-
racion dentro de los lisosomas funcio-
nales y a la limpieza de los GAG
acumulados intracelularmente.

En el caso de la MPS VI, el sistema de
expresion recombinante que se utiliza son
las células de ovario de hamster chino
(CHO-K1). Los sistemas procariotas ya
establecidos no sirven para la expresion
de enzimas lisosémicas dado que no se
producirian las modificaciones pos-
transcripcionales necesarias para la
estabilidad y actividad enzimética (como
la N-glicosilacién, por ejemplo; ver pdgina
26). La cantidad de enzima producida es
endocitada eficientemente por las células
mediante el receptor de manosa-6-fosfato
(RM6P), que es la sefial intracelular de
direccionalizacién de las enzimas liso-
somicas solubles (ver pdgina 30). En los
primeros ensayos de TRE en animales se
vio que la distribuciéon de la enzima
administrada era muy desigual, debido a
la diferente abundancia del RM6P en los
diferentes tejidos y su exposicion a la
circulacién. Ademds puede haber otros
receptores especificos de carbohidratos
presentes en diferentes cantidades en
diversos tipos celulares que pueden ser
utiles para la direccionalizaciéon de la
enzima (Fuller et al., 1998). La distribucién
del RM6P in wvivo hacia prever que
algunas células y tejidos no serian
facilmente corregidos si la terapia iba
dirigida hacia el uso de este receptor.
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En animales, la TRE mediante
administracién intravenosa de ARSB
recombinante se mostré efectiva en gatos,
en los cuales se consiguié reducir la
patologia en la mayoria de tejidos excepto
en cartilago y condrocitos (Crawley et al.,
1997 y 1998; Byers et al., 2000). In vitro, la
penetracion de la ARSB dentro del
cartilago articular (un tejido avascular y
con poca difusiéon de ciertas proteinas
dentro de la matriz extracelular que lo
rodea) es baja. Por lo tanto, para
optimizar este tipo de terapia hace falta
incrementar la cantidad de enzima que
llega al cartilago y otros tejidos que
presentan baja captacién. El éxito de la
terapia también depende de la dosis, ruta
de administracién y edad de inicio de la
terapia.

La compafifa farmacéutica que
produce la ARSB humana recombinante y
que ha patrocinado los ensayos clinicos
en humanos es BioMarin Farmaceutical Inc.
La enzima se comercializa con el nombre
de Naglazyme™ (galsulfasa). Naglazyme
es el primer y tnico tratamiento de
restituciéon enzimatica indicado para el
tratamiento de la MPS VI, por lo que las
agencias regulatorias de Estados Unidos y
la Unién Europea le han concedido la
categoria de formaco huérfano.

Los estudios preclinicos en gatos
demostraron su efectividad y per-
mitieron establecer la dosis que se
aplicaria en humanos (Byers et al., 2000,
Auclair et al., 2003). La dosis reco-
mendada de galsulfasa es de 1 mg/kg de
peso corporal administrada una vez por
semana por infusién intravenosa.

Se han realizado tres ensayos clinicos
con Naglazyme, que se centraron en
monitorizar manifestaciones sistémicas de
la MPS VI tales como la resistencia y la
movilidad de las articulaciones, el dolor y
rigidez articular, la obstruccién de las vias
respiratorias altas, la destreza manual y la
agudeza visual.
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En los estudios de Fase I/1II la mejoria
fue mds evidente en los pacientes con la
variante clinica severa. En este estudio no
se mostraron mejorias de la funcién
pulmonar (Harmatz et al., 2002). En la
Fase II (Harmatz et al., 2005b), después de
24 y 48 semanas de tratamiento, cada
paciente experiment6 notables mejoras en
las pruebas motoras, aunque menor
mejoria en el rango de movimiento de los
hombros. De media, la excreciéon de GAG
en orina disminuyé un 76%, indicando
que la respuesta bioquimica era satis-
factoria y la TRE era bien tolerada. En el
estudio de Fase III (Harmatz et al., 2006),
después de 24 semanas de terapia, los
pacientes  tratados con Naglazyme
experimentaron una mejora significativa
en la distancia que eran capaces de
recorrer en 12 minutos y el ntimero de
escalones que podian subir en tres
minutos, asi como una reducciéon de la
concentracion de GAG en orina. En una
extension posterior de ese mismo ensayo,
que duraria 24 semanas mads, se siguieron
advirtiendo mejoras. Los pacientes
tratados con Naglazyme incrementaron
su altura y mejoraron su funcién
pulmonar, y los que manifestaban una
aparicién puberal tardia mejoraron en su
progresién. No se consiguié mejora de la
agudeza visual, pero tampoco se esperaba
que la enzima pudiera atravesar la
barrera retinal o alcanzar la cornea
avascular.

Los efectos secundarios méds comunes
observados en los ensayos clinicos en
pacientes tratados con Naglazyme fueron:
dolor de cabeza, fiebre, artralgia, nduseas,
infecciones respiratorias, dolor abdo-
minal, diarrea, dolor de oidos y otitis. Las
reacciones graves incluyeron edema
angioneurédtico,  hipotensién,  disnea,
broncoespasmo, dolor respiratorio, apnea
y urticaria. Los sintomas mas comunes de
las inyecciones fueron fiebre, escalofrios,
presion  sanguinea elevada, dolor
retrosternal y abdominal y malestar
general. Ningiin paciente abandon¢ el
tratamiento por los efectos secundarios y
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todos los pacientes que completaron el
estudio de doble ciego del ensayo
contindan recibiendo inyecciones de
Naglazyme semanalmente.

Igual que para otras enfermedades
lisosomicas, es de vital importancia,
especialmente en las formas severas,
iniciar el tratamiento tan pronto como sea
posible, antes de que aparezcan las
manifestaciones clinicas irreversibles de
la enfermedad. Es clave tratar a los
pacientes jovenes menores de 5 afios que
sufran la forma severa de la enfermedad,
aunque dichos pacientes no hayan sido
incluidos en los estudios de Fase III.

4. Otras perspectivas terapéuticas

Estan bajo estudio otra serie de
estrategias para las enfermedades de
acumulaciéon lisosémica, y ya se han
puesto en prdactica algunas de ellas. A
pesar de los resultados positivos para la
TRE en el caso de la MPS VI, la
efectividad en la correccién de todos los
sintomas clinicos atin es susceptible de
mejora y no es descartable que algunas de
estas estrategias alternativas demuestren
su utilidad como terapias alternativas o
complementarias para los pacientes de
MPS VI y puedan ser llevadas a la
préctica clinica.

Terapia de reduccién de sustrato

La terapia de reducciéon de sustrato se
basa en la hipétesis de que el fenotipo de
la enfermedad depende de la razén entre
la actividad enzimatica residual y el flujo
del sustrato por el lisosoma. Si se reduce
la cantidad de sustrato que entra en el
lisosoma, mediante la inhibicién de su
biosintesis, la actividad enzimaética
residual serd capaz de evitar una
acumulacién patolégica. Normalmente se
usa un compuesto que compite con el

sustrato natural por la enzima que
cataliza la macromolécula en cuestion.

Este tipo de terapia estd en fase de
ensayos clinicos avanzados para algunas
enfermedades relacionadas con el
acimulo de glicoesfingolipidos, como la
enfermedad de Gaucher, Tay-Sachs y
Niemann-Pick de tipo C (Sawkar et al.,
2006), mediante la inhibicion de Ila
glucosiltransferasa. De momento no se
estdin llevando a cabo experimentos
paralelos para inhibir la sintesis de GAG.
Sin embargo, en el proceso de sintesis de
los GAG, los mondémeros son carbo-
hidratos o derivados implicados en otras
vias metabdlicas. El bloqueo de una de las
enzimas participantes en la sintesis de los
GAG podria interferir en muchas otras
vias metabdlicas y producir graves efectos
secundarios.

Recientemente, Piotrowska y colabo-
radores (2006) han propuesto una terapia
de reduccién de la sintesis de los GAG
para las MPS neurodegenerativas me-
diante la administracién de isoflavonas
(genisteina, concretamente) que modulen
la expresién génica del receptor EGF u
otras proteinas implicadas en la sintesis
de los GAG.

Chaperonas quimicas

La llamada terapia de potenciacion
enzimatica es wuna nueva estrategia
terapéutica para aumentar la funcién
residual de las proteinas mutantes.
Emplea pequefias moléculas como
chaperonas farmacolégicas que rescatan
las enzimas mutantes mal plegadas o
inestables, que presentan funcién
residual.

Se ha estimado que un 30% de las
proteinas normales no alcanza su estado
funcional y son degradadas en cuestion
de minutos por la maquinaria de control
de calidad del RE (ver pdgina 29). Las
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proteinas que presentan un plegamiento
andémalo (como resultado de mutaciones,
por ejemplo) son reconocidas especifi-
camente y quedan retenidas en el RE,
donde se asocian a chaperonas
moleculares que intentan restaurar la
conformacién nativa, y si fallan en
conseguir un estado funcional, son
degradadas rapidamente por estos
sistemas de control de calidad.

Las chaperonas quimicas pueden ser
inespecificas (como el glicerol, el
dimetilsulfé6xido o DMSO, el N-6xido de
trimetilamina o el agua deuterada), que
requieren altas concentraciones in vivo y
son potencialmente toxicas, o, por el
contrario, ser capaces de unirse selectiva-
mente a la proteina de interés a
concentraciones mds bajas (nM a puM),
como los derivados de los iminoaztcares
N-butil y N-nonildeoxinojirimicina (NB y
NN-DNJ; Kerem et al., 2005; Sawkar et al.,
2006).

Se han identificado chaperonas far-
macolégicas para las enzimas mutantes
que causan las enfermedades de
Gaucher, Tay-Sachs, Sandhoff y la
gangliosidosis GM1 (Sawkar et al., 2006;
Desnick, 2006). Son agentes terapéuticos
atractivos ya que se pueden administrar
oralmente y pueden atravesar todas las
barreras de la sangre. Ofrecen también la
posibilidad de tratar trastornos neuro-
degenerativos debido a que atraviesan la
barrera hematoencefélica. Incluso las
mutaciones de cambio de sentido que
presenten una pequefia  actividad
enzimatica residual (incluso menos del
1%) son excelentes candidatas para la
terapia de potenciacion enzimatica.

Supresién de codones de terminacién
mediante antibiéticos aminoglicésidos

Otro mecanismo de terapia en el cual
se han estado invirtiendo muchos
esfuerzos en la ultima década en el
terreno de las enfermedades genéticas,
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incluyendo algunas enfermedades de
acumulacién lisosémica, es la supresion
de codones de terminaciéon (stop codon
read-through) ~ mediante  antibiticos
aminoglicésidos.

Este tipo de terapia sélo seria aplicable
en los pacientes genotipados que
presenten en homocigosis o heterocigosis
compuesta una o dos mutaciones de
terminacién prematura, que en funcién de
la enfermedad y la poblacién representan
entre el 5 y el 70% del total de pacientes
(Kellermayer et al., 2006).

De forma natural, cuando un lugar
aminoacil (A) de un ribosoma llega a un
codén de terminacion real durante el
proceso de la traduccién proteica, pueden
ocurrir tanto la terminacién como la
supresion de la terminacién. La
terminacién conduce al nacimiento de un
polipéptido completo, mientras que con
la supresién se introduce un aminoacido
errébneo y la sintesis proteica prosigue
hasta el siguiente codén de terminacion,
pudiéndose  obtener entonces una
proteina no funcional.

La jerarquia de eficiencia de ter-
minacién relativa descrita para los tres
codones de terminacién en mamiferos es
de UAA>UAG>UGA (Howard et al,
2000; Manuvakhova et al., 2000). Cuanto
menos eficiente es la terminacién, maés
potencial hay para que pueda producirse
supresion de la terminacion.

La frecuencia relativa de la
terminacién respecto a la supresiéon de
terminaciéon estd determinada  por
pardmetros como el contexto del codén, la
actividad de los factores de terminacién y
la  abundancia natural de tRNA
supresores. En especial, el contexto del
codén de terminacion es  critico,
sobretodo el nucléotido inmediatamente a
3" del codén de terminacién, definido
como +4 (Kopelovitz et al., 1992;
McCaughan et al., 1995; Manuvakhova et
al., 2000).
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La supresion de codones de
terminacién se produce en las células de
forma natural con baja eficiencia. Ocurre
con una frecuencia de 104 en células de
mamifero intactas (Manuvakhova et al.,
2000) o del 0,3% en levaduras (Namy et
al., 2001), aunque esta eficiencia global
puede estar influenciada por las variables
anteriormente descritas, y puede usarse
como herramienta terapéutica si se
potencia adecuadamente mediante el uso
de antibitticos aminoglicésidos.

Los aminoglicésidos (como la gen-
tamicina, neomicina, amikacina, G418,
kanomicina, tobramicina, paromomicina,
y otros) constituyen una familia de
antibiéticos bien caracterizada con una
estructura quimica particular, que incluye
un anillo 2-deoxistreptamina capaz de
unirse a una secuencia de 7 nucleétidos
en la estructura de los RNA ribosémicos
procariotas, bloqueando la  sintesis
proteica. En eucariotas esta secuencia
difiere en una base con respecto a
procariotas y la interaccion con el
antibidtico es menos eficiente. Los
aminoglicésidos estabilizan la interaccién
mMRNA-tRNA, lo cual interfiere con los
pasos de correccion de pruebas que
aseguran la fidelidad traduccional
(Yoshizawa et al., 1998). Tanto en
eucariotas como en procariotas, a altas
concentraciones inhiben la  sintesis
proteica, y a baja concentracién inducen a
una lectura equivocada de los codones de
terminacion de traduccion.

Los antibidticos mds utilizados en los
ensayos de supresion de terminacién
tanto in vivo como in vitro son la G418 (el
més efectivo in vitro, pero que no se
puede utilizar a nivel clinico), y la
gentamicina, que es un aminoglicésido de
uso corriente en las infecciones respi-
ratorias dado que es segura por
inhalacién. En los ensayos de supresion
de codones de terminacién se emplean en
concentraciones subtdxicas aunque 10-15
veces superiores a las que se usan como
antibiéticos procariotas.

Los  estudios  preclinicos  con
gentamicina han proporcionado la prueba
de que la supresion de terminacion
prematura se puede utilizar como
estrategia terapéutica para las
enfermedades genéticas, principalmente
la fibrosis quistica (Howard et al., 1996;
Bedwell et al, 1997) y la distrofia
muscular de Duchenne (DMD, Barton-
Davis et al., 1999; Kimura et al., 2005).

Para la fibrosis quistica se han
ampliado con éxito los ensayos clinicos, y
los pacientes han mostrado evidencia de
mejora bioquimica e histolégica después
de la inducciébn de supresiéon de
terminaciéon por la droga administrada
nasalmente (Clancy et al, 2001;
Wilschanski et al., 2000 y 2003). Se ha
calculado que una actividad celular CFTR
de entre el 10-35% seria suficiente para
prevenir significativamente la morbilidad
pulmonar (Kerem et al., 2005). En el caso
de la DMD, los ensayos clinicos
realizados hasta ahora no obtienen una
mejora significativa de los sintomas, o
bien  los niveles de supresion de
terminacién conseguidos son demasiado
bajos, aunque hay que tener en cuenta
que los pacientes incluidos en estos
ensayos no fueron escogidos bajo el
criterio de su posible respuesta a la
supresion en funciéon del contexto de sus
mutaciones de terminacién (Bidou et al.,
2004).

También se han realizado estudios con
resultados positivos en pacientes de
diabetes insipida nefrogénica ligada al X
(Schulz et al., 2002; Sangkuhl et al., 2004),
ataxia-telangiectasia (Lai et al., 2004),
sindrome de Smith-Lemli-Opitz (Correa-
Cerro et al., 2005), pénfigo crénico
benigno familiar o enfermedad Hailey-
Hayley (Kellermayer et al., 2006),
fibrilacién atrial humana (Olson et al.,
2006) y en pacientes con mutaciones en el
gen del factor de coagulacién VII (Pinotti
et al., 2006).
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En el terreno de las enfermedades de
acumulacién lisosémica, se han realizado
estudios de supresion de terminacion
mediante aminoglicésidos en fibro-
blastos de individuos con lipofuscinosis
ceroide neuronal infantil tardia (Sleat et
al., 2001), sindrome de Hurler o MPS 1
(Keeling et al., 2001 y 2002; Hein et al.,
2004) y cistinosis (Helip-Wooley et al.,
2002).

En todos estos casos se pudo constatar
un incremento de entre el 1 y el 25%
(normalmente cercano al 5%) en la
cantidad de transcrito de tamafio normal
de forma dependiente a la dosis de
antibiético sumistrado, siendo muy
variable en funcién de la linea celular
utilizada y del contexto de las mutaciones
de terminacién. Sin embargo, incluso un
pequeio incremento puede ser signi-
ficativo en los trastornos recesivos
resultantes de mutaciones sin sentido, en
los que la expresion de proteina se
aproxima a cero. Ademds, se demostr6
que la proteina producida es funcional y
tiene una localizacién subcelular correcta.
En ninguno de los casos se aprecié dafo
celular ni efectos secundarios al trata-
miento.

No obstante, también se han realizado
estudios en otras enfermedades con
resultados negativos o poco signi-
ficativos, como en los casos de la distrofia
muscular de Duchenne y de Becker
(Wagner et al, 2001), la retinitis
pigmentosa ligada a X (Grayson et al.,
2002) y la hemofilia severa (James et al.,
2005).

La puesta a punto de este enfoque
terapéutico plantea distintos problemas:

Por un lado, la accion de los
antibiéticos no es especifica de ciertos
genes y por lo tanto la supresion de los
codones de terminacién afecta a codones
de terminacion bien posicionados de
genes no implicados en la enfermedad
que se pretende corregir.
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Por otro lado, a menudo el aminoécido
que se inserta no es el original, sino otro
cualquiera. En algunos estudios se ha
sugerido que la glutamina y el tript6fano
son los dos aminoécidos que se insertan
en sustitucion de los codones de
terminacion UAG y UGA, respectiva-
mente (Nilsson et al., 2003). También
podrian insertarse otros aminoacidos
generando una gama de polipéptidos con
mutaciones de cambio de sentido. En
algunos casos, estas proteinas mutantes
tendrdn actividad enzimatica residual,
que puede ayudar a alterar el curso de la
enfermedad, dado que incluso una
minima actividad puede influenciar
enormemente en el fenotipo clinico de los
pacientes con una enfermedad de
acumulacién lisosémica, particularmente
si se produce un poco de enzima normal
gracias a la terapia de supresiéon de
terminacion prematura.

Finalmente, el uso a largo plazo de
antibi6ticos aminoglicésidos también esta
asociado a toxicidad en el oido y el rifién,
que pueden ser debidas a la aparicién de
agregados toxicos o productos domi-
nantes negativos originados debido a los
cambios en la traduccién. Existen
alternativas a valorar como usar sélo la
isoforma C1 de la gentamicina, que es la
responsable de la supresiéon pero tiene
menos efectos secundarios, la amikacina
(Du et al.,, 2006) o la negamicina, un
antibiético dipéptido que altera Ia
precisién traduccional de manera similar
a la de los aminoglicésidos pero que es
mucho menos téxica que la gentamicina
y que se ha probado con éxito en el
modelo de ratéon mdx para la DMD
(Arakawa et al., 2003).

Dicha terapia seria una estrategia
apropiada para los pacientes con
sintomas severos, porque los codones de
terminaciéon prematura contribuyen a la
presentacion clinica severa. Por otra
parte, dado que las drogas que se utilizan
para inducir la supresién de terminacién
suelen ser de menor peso molecular y
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mdés permeables que las proteinas que se
utilizan para la terapia de sustitucion,
podrian atravesar la barrera hemato-
encefdlica y tratar la patologia neuro-
logica.

La compafifa PTC Therapeutics Inc. ha
producido el farmaco PTC124, un agente
no antibidtico inductor de la supresién de
terminacién y administrable por via oral,
que ha sido designado como farmaco
huérfano para el tratamiento de la DMD
en 2005, y con el que se ha iniciado un
ensayo clinico de Fase II en pacientes
israelis con fibrosis quistica. El PTC124
tiene alta permeabilidad sin efectos
secundarios tdxicos, parece tener mads
eficiencia de supresiéon de terminacién
que la gentamicina y existen evidencias
de que puede actuar preferencialmente en
los codones de terminacién prematuros
pero no en los de terminacién natural
(Hirawat et al., 2007; Welch et al., 2007).

Dianas terapéuticas contra la
degradacién del RNA

Las mutaciones de terminacioén
prematura en homocigosis o hetero-
cigosis compuesta (para diferentes
mutaciones de terminacién prematura)
suelen estar asociadas al fenotipo clinico
severo en las enfermedades de
acumulacién lisosémica. Las consecuen-
cias moleculares de un codén de
terminacién prematuro pueden depender
en parte de la secuencia del entorno del
codén de terminacién que se introduce,
pero sobre todo de la tasa de degradacion
del transcrito de mRNA. Los transcritos
de mRNA que contienen un codén de
terminaciéon prematura son degradados
por un sistema de control de calidad
celular, conocido como degradacién de
RNA mediada por mutaciones sin sentido

(nonsense-mediated RNA decay, o NMD).
Este proceso puede limitar la sintesis de
los fragmentos potencialmente téxicos o
indeseados de la proteina que pudieran
interferir con la funcién celular normal, y
es dependiente de la traduccién (Figura 5-
2).

PTC Ter PTC Ter

Yy Ty

J ™

ot S50

EJCprc EJC  Ter EJC EJCpTCTer
0L N O

| 1 | EV-V.Y.V-V.- N | |

Degradation Stable translation

Figura 5-2. Modelo simplificado del
NMD. Durante el ensamblaje en el ntcleo
de un mRNA naciente, un complejo
proteico (Exon Junction Complex, EJC) se une
a los nucleé6tidos 20-24 a contracorriente de
las uniones exén-exén en el RNA maduro.
Durante la traduccion de un mRNA que no
contiene ningtin codén de terminacion
prematura (PTC), todos los EJC son
eliminados del mRNA por el ribosoma
traductor. Esto valida al mRNA como libre
de errores y permanece estable. Aunque los
PTC son a menudo patoldégicos, también
hay mRNA normales que contienen PTC a
consecuencia de reordenamientos en el
DNA, el uso de pautas de lectura
alternativas o el uso de codones UGA que
codifican selenocisteina. En cambio, si el
ribosoma traductor encuentra un codén de
terminacién prematura a 5" de al menos un
EJC (izquierda), se considera que el
transcrito presenta errores y tiene lugar
NMD. Un codén de terminacién prematura
que esté a contracorriente de este complejo
unido al ensamblaje del exén-exén puede
eludir el NMD. La comunicacién entre el
EJC y el ribosoma parece depender de
factores proteicos. El EJC recluta factores
responsables de NMD hacia al transcrito. La
degradacion es posible desde los extremos
3”05, dependiendo del tipo de transcrito, y
en algunos casos parece iniciarse incluso
antes de completar la exportacién nuclear
del mRNA. (Adaptado de Holbrook et al., 2004
y Khajavi et al., 2006).
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El mRNA que contenga una mutaciéon
que genere un codén de terminacion
prematura y que escape a este proceso de
degradacion puede dar lugar a la sintesis
de un polipéptido truncado. Normal-
mente una proteina de esas carac-
teristicas es detectada por los meca-
nismos de control de calidad del RE (ver
pdgina 29). Las proteinas truncadas que
sean estables pueden escapar a esta
degradacion. Los niveles de supresién
de terminacién natural o inducida
dependen, por tanto, de la cantidad de
mRNA disponible y, se relacionara
directamente con la eficacia del NMD.
También son dianas terapéuticas para la
induccién de la supresién de terminacion
los factores involucrados en el NMD,
cuya supresiéon puede estabilizar las
moléculas de RNA que contengan
mutaciones sin sentido, con lo cual se
requerirfan menores niveles de supresion
para restaurar un nivel proteico
fisiol6gicamente significativo.
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Otros tipos de terapia

Otra aproximacion terapéutica prome-
tedora es modular el NMD en si mismo
mas que modular el reconocimiento de
los codones de terminacién prematura,
mediante RNA de interferencia (siRNAs)
contra los factores proteicos que median
en el NMD. El mecanismo de
funcionamiento general de los siRNAs
consistiria en introducir en las células
secuencias de RNA de doble cadena de
entre 19-21 nucledtidos y que sean
complementarias a las moléculas de
RNA diana que se deseen bloquear.

Otra manera de suprimir mutaciones
sin sentido es la expresion de tRNA
supresores, por la cual se introduce en
las células DNA que codifica para un
tRNA con un anticodén complementario
al codén de terminaciéon y que se ha
mostrado ttil en la B-talasemia y la DMD
(Chang et al., 1979; Li et al., 2000).
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OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como
objetivo principal la caracterizaciéon ge-
nética y molecular del sindrome de
Maroteaux-Lamy en pacientes espafioles
y argentinos.

Los objetivos concretos han sido:

¢ Identificar las mutaciones causantes
del sindrome de Maroteaux-Lamy (MPS
VI) en un grupo de 12 pacientes
espafioles y 4 pacientes argentinos.
Posteriormente se afiadieron un paciente
belga y dos estadounidenses de origen
dominicano.

* Realizar el anélisis haplotipico de los
polimorfismos que flanquean las
mutaciones mds prevalentes en la
poblacién espafiola y argentina a fin de
establecer su posible origen comtn.

¢ Confirmar la posible relacién causal
entre las mutaciones identificadas y la
enfermedad, mediante estudios funcio-
nales a nivel de proteina.

¢ Analizar el efecto de algunas muta-
ciones sobre la distribucién intracelular
de las proteinas mutadas.

¢ Analizar el efecto de algunas muta-
ciones a nivel de RNA: splicing vy
nonsense-mediated RNA decay (NMD).

e Establecer correlaciones entre el
genotipo de los pacientes y sus
caracteristicas fenotipicas.

eValorar el uso de la terapia de
supresion de codones de terminacién
prematura mediante antibidticos amino-
glicésidos como forma de terapia com-
plementaria a desarrollar para los
pacientes de MPS VI portadores de
mutaciones sin sentido.
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CAPITULO1

1. Primer articulo

«Identificacién de los defectos
moleculares en pacientes
espafoles y argentinos con
mucopolisacaridosis VI
(sindrome de Maroteaux-Lamy),
incluyendo 9 mutaciones nuevas»

(Articulo original publicado en Molecular
Genetics and Metabolism, 2007)

Resumen

Esta publicacién engloba los resultados
del analisis de las  mutaciones
encontradas en el gen ARSB de pacientes
espafioles y argentinos con MPS VI. Se
han identificado todos los alelos
responsables de la enfermedad, de los
cuales 9 no habfan sido publicados
anteriormente. De ellos, 6 son mutaciones
de cambio de sentido (p.L82R, p.Y138C,
p.S240F, p.G308R, p.C447F y p.L472P),
uno es una mutaciéon sin sentido
(pW322X) 'y dos son cambios
periexénicos con implicaciones en el
mecanismo de corte y empalme de exones
(c.1142+2T>A y ¢.1143-1G>C), segun se
ha demostrado mediante estudios de
mRNA.

Durante el proceso de publicacién del
articulo, Karageorgos y colaboradores
(2007b) publicaron un andlisis mutacional
de 105 pacientes de MPS VI, que incluia

las mutaciones p. L472P, p.C447F vy
c.1143-1G>C, razén por la cual estas
mutaciones se incluyen en la introduccién
de esta tesis pero se presentan como
nuevas en este articulo.

Mediante estudios de RT-PCR se han
obtenido evidencias de que algunas
mutaciones presentes en varios pacientes
estudiados podian provocar la destruc-
cion del correspondiente transcrito
mutado mediante el mecanismo de
degradacion del RNA mediada por
codones sin sentido (nonsense-mediated
RNA decay o NMD, ver pdgina 59 de la
introduccion).

El estudio también ofrece datos
relativos a la clinica de los pacientes
analizados, incluyendo la edad de
diagnoéstico, los principales sintomas
fenotipicos y la concentracion de GAG
totales excretados en orina, que
constituyen datos importantes a la hora
de intentar establecer relaciones genotipo-
fenotipo.

Cumpliendo con otro de los objetivos
de la tesis, se realiz6 el anélisis
haplotipico de cuatro  mutaciones
comunes identificadas en pacientes
espafioles y argentinos con MPS VI y se
apunt6 a un posible origen tnico para
dichos cambios.

Como material complementario, se
afaden algunas matizaciones sobre los
materiales y métodos empleados en el
estudio, asi como las tablas de cebadores
que no pudieron detallarse en el articulo.
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2. Material complementario al
primer articulo

Pacientes y muestras

En este estudio se analiz6 el gen ARSB
a partir de DNA gendmico de 12 pacien-
tes espafioles y 4 pacientes argentinos no
emparentados y afectados de MPS VI.
Posteriormente se dispuso de DNA de un
paciente belga (ML17, remitido por el
Laboratoire des Maladies métaboliques et
Centre de dépistage néonatal de la Université
Catholique de Louvain) y dos estado-
unidenses de origen dominicano (ML18 y
ML19, enviados por el Department of
Neurology and Pediatrics de la New York
University School of Medicine), que no se
incluyeron en el articulo porque fueron
analizados posteriormente.

Al menos en el caso de los pacientes
espafioles, diagnosticados en el Institut de
Bioquimica Clinica, en Barcelona, se
descart6é que fueran enfermos de MPS VII
y MPS I mediante el estudio complemen-
tario de la activad B-glucuronidasa y a-
iduronidasa, pues la clinica de dichas
enfermedades es similar a la de la MPS
VL

El DNA gendémico se obtuvo a partir
de muestras de fibroblastos (en el caso de
los pacientes ML1, ML2, ML3, ML4, ML5
y ML16), sangre total congelada
(pacientes ML6, ML7, ML8, ML9 y ML10)
o purificaciones de DNA enviadas por los
médicos (pacientes ML11 al ML19
excepto ML16). Se disponia de sangre de
uno o dos progenitores para la mayoria
de pacientes. En el caso del paciente ML7,
el genotipo se dedujo a partir del
genotipo de los padres. Los pacientes
ML9a y ML9b son gemelos y se realiz6 el
andlisis mutacional en ambos pacientes,
asi como en sus padres.

Amplificacién y secuenciacién
del gen ARSB

El gen ARSB se amplific6 en 8
fragmentos correspondientes a cada uno
de los 8 exones por separado incluyendo
las regiones periexénicas (unos 30 pb a 5°
y 3" de cada ex6n, aproximadamente). Los
cebadores fueron disefiados usando el
programa Primer3, pues los cebadores
descritos en la bibliografia (Isbrandt et al.,
1994 y 1996) no estaban situados en las
regiones mds adecuadas y dieron
problemas de amplificacion. Todos los
cebadores son, por tanto, intrénicos o
quedan fuera de la secuencia codificante,
y se detallan en la Tabla 1-1 (pdgina
siguiente) junto con el tamafio del
amplicon resultante.

La reacciéon de amplificaciéon de los
ocho fragmentos funcioné bien a una
temperatura de anillamiento de 53°C, con
independencia de la temperatura de
disociacion de los cebadores. El
fragmento que inclufa el exén 1 fue muy
costoso de amplificar, pese a la utilizacién
de diferentes parejas de cebadores,
polimerasas y protocolos de PCR,
probablemente debido al porcentaje
elevado de GC de la region (75,3% en el
fragmento amplificado; 63,8% en todo el
ex6n 1 incluyendo la regiéon promotora).
Los mejores niveles de amplificacion se
consiguieron usando los cebadores
descritos en la Tabla 1-1 (pdgina siguiente)
y el coadyuvante DMSO a wuna
concentraciéon final del 10%, con los
mismos reactivos descritos anteriormente
y sometiendo la reaccién a 98°C durante
10 segundos antes de continuar con los
ciclos de amplificacion. Este paso de PCR
se mantuvo para la amplificacion del
resto de fragmentos.
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Tabla 1-1. Cebadores utilizados para la amplificacién del gen ARSB

Fragmento Secuencia (5°-3") Amplicén (pb)  %GC Tm (C°)
Exén 1 F: TTCCTCATTCTATCAGCGGTACAAG 502 44 61,3
R: GAGAAGCCGCCGGGACCCATAACT 62,5 75,7
Exén 2 F: GAAGGCCATTTTATCTGCTTGT 337 40,9 56,5
R: TGATTGCACTTGGGTGTGTT 45 55,3
Exén 3 F: TAGCCTCGTCACGGGTAATC 382 55 59,4
R: CAACAATGGCCTTTTCCTACA 42,9 55,9
Exén 4 F:GCATAAATCTGAACTGTCTTATCCT 379 50 58,5
R: GCTAACCGCTCCAATTTGTC 50 57,3
Exén 5 F: GGGAATTTAGGGTGGGAAAA 444 45 55,3
R: TCAGGCTGCTCTTGGAGTTT 50 57,3
Exén 6 F: CTGGCAGGTTTGTTATTTCC 236 45 55,3
R: AATCAAACCATCTTGGTGGG 45 55,3
Exén 7 F: CACATTTGCACTCCAGTGTTG 333 47,6 57,9
R:CAGGAGGGCAGATAGACTGG 60 61,4
Exén 8 F: ATGTTTCCACACCCACAACC 430 50 57,3
R: AAAAGGCCTGAGGTCCAACT 50 57,3

F: forward; R: reverse. Tm: temperatura de disociacién del cebador segtin el fabricante.

Para la secuenciacién de los fragmen-
tos amplificados purificados se utiliz6
aproximadamente 10 ng del producto de
PCR purificado, 3,2 pmoles del cebador y
2 pl de la mix de reacciéon ABI Prism™
BIGDYE® Terminator V.3.1.

Paralelamente al estudio de las
mutaciones patogénicas en este grupo de
pacientes, se realiz6 el andlisis mutacional
y de polimorfismos de hermanos y otros
familiares de algunos de los pacientes
espafioles, a fin de comprobar un posible
estatus de portador y determinar la fase
de los distintos cambios. La Tabla 1-2
(pdgina siguiente) detalla los genotipos
para las mutaciones y polimorfismos
exonicos y periexonicos mas importantes
de todos los pacientes analizados en este
estudio: algunas fases han podido ser
deducidas a partir de la genotipacién de
sus progenitores y familiares (Tabla 1-3,
ver pdgina 80).

Genotipacién de polimorfismos

El anélisis de los polimorfismos del
gen ARSB para los estudios de haplotipos
se realiz6 mediante amplificacién por
PCR vy digestion con enzimas de
restriccion siguiendo el mismo protocolo
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que para la confirmacién de mutaciones,
segin se explica en el apartado de
material y métodos del articulo. En la
Tabla 1-4 (ver pdgina 80) figuran las
frecuencias  alélicas encontradas en
poblacién control espafiola para algunos
de dichos SNPs, asi como sus frecuencias
en poblacion europea (HapMap-CEU),
segin constan en las bases de datos
actualizadas. Los cebadores y enzimas
utilizados se detallan en la Tabla 1-5 (ver
pdgina 81). También se incluyen Ilos
cebadores y enzimas utilizados para la
comprobacién mediante andlisis de
restricciéon de las mutaciones que fueron
encontradas en los pacientes de origen
dominicano enviados desde Nueva York
con posterioridad a la publicaciéon del
primer articulo (p.G324V y p.P244T).

La llegada del paciente ML17 (belga),
homocigoto para la mutacion p.P313A,
permitié comparar su haplotipo con el del
paciente ML1 (espafol, heterocigoto para
la mutacién), de forma similar al anélisis
haplotipico publicado en el articulo para
otras mutacions comunes en nuestra serie
de pacientes. En la Tabla 1-1 (pdgina
siguiente) se puede comprobar que su
haplotipo es idéntico para todos los
polimorfismos analizados excepto para el
p-G324G.
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Tabla 1-2. Tabla completa de mutaciones patogénicas y polimorfismos de pacientes de MPS VI

. . 31326 | 69122 | p.G324G | p.V358M | p.V376M | c.1143-27 p.S384N | p.P397P | c.1337-32 p.P454P
Paciente | Genotipo ¢ ¢ p p p c P p c P

T>C(I2) | T>C (I3) (E5) (E5) (E5) A>C(I5)  (E6) (E6) | C>G(17) (E8)
. p-P313A T T A G G A G G C G
ML .899_1142del T T A G G A G G C G
M2 ¢.1143-8T>G T C A G G A G A C G
¢.1143-8T>G T C A G G A G A C G

ML3¢ p-R160Q T T/C A G/A G C G G C G
¢.1143-1G>C T T/C A G/A © C © © C G

ML4e p-W322X C T A G A A/C G G C G
c.427delG C T A G A A/C G G C G

T p-L82R T T A @ @ A G G C G
p-L82R T T A G G A G G C G

ML6e" p.L472P T T A A G C G G C G
¢.1143-1G>C T T A A G C G G C G

TS ¢.237_243delGGTGCTC = T/C T/C A G/A G A/C © € C G
c.1143-8T>G T/C T/C A G/A G A/C G G/A C G

ML p-R160X C T G A G A G G C G
p-R160X C T G A G A G G C G

. ¢1142+2T>A T T A G G A A G C G

RIE R c.238delG T T A © © A G G C G
ML10¢" c.427delG T/C T A G A A/C G G C G
p.C447F T/C T A A G A/C G G C G

ML112" p-Y138C C T A G G A/C G G C G
c.1143-8T>G T C A © © A/C © A C G

ML | C1143-1G>C T T A A G C G G C G
p-R95Q T T A A G C G G C G
¢.1143-1G>C T T A A @ C G G C G

ML13a/b®  11431G5C T T A A G C G G C G
ML14%" p-G308R T/C T A G G A/C G/A G C G
p-R315Q T/C T A G G A/C G/A G C G

ML15¢ p-C447F T T A A G C G G C G
¢.1143-1G>C T T A A G C G G C G

ML16" p-S240F T T A A G C G G C G
¢.1143-1G>C T T A A G C G G C G

T p-P313A T T G G G A G G C G
p-P313A T T G G G A G G C G

ML1sd p.G324V T T A G G A G A C A
p.G324V T T A G G A G A C A

ML1ods  P-P244T T/C T A A/G G A G G/A € G
p-G324V T/C T A A/G G C G G/A C G

* Pacientes cuyas fases han podido ser establecidas a partir de uno o los dos progenitores (el
cromosoma materno se representa arriba). ¢ espafiol, @ argentino, b belga, 4 estadounidense de
origen dominicano.
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Tabla 1-3. Tabla completa de mutaciones patogénicas y polimorfismos de familiares de pacientes
MPS VI

.. . .313-2 .691-22 .G324 V. V37 .1143-27| p.S384 .P397P |c.1337-32 | p.P454P
Individuo | Genotipo c.313-26 | .69 p-G324G | p.V358M | p.V376M | c.1143 p-S384N | p.P397P |¢.1337-32 | p.P45

T>C(2) | T>C(13) | (E5) (E5) (E5) |A>C(I5) | (E6) (E6) |C>G )| (E8)
p.L472P T T A A G C G G C G

e
MLém® | i c A G G A G A © G
ML7me | €237_243delGGTGCTC | T/C T/C A G/A G A/C G G/A C G
+ T/C | T/C A G/A G A/C G G/A | C G
Miyoe  C1143-8T>G T/C  T/C A G/A G A/C G G/A C G
L T/C  T/C A G/A G A/C G G/A C G
. | pR160X C T G A G A G G C G
ML8m® T T G G A C G G C G
. pRI6OX C T G A G A G G C G
R C T A G A C G G C G
Miome' | ©238deIG T T A G G A G G C G
mery T T A A G C G G C G
Migpe | C1142¢2T>A T T A G G A A G C G
P T T A © © A © © @ ©
Mitome | P-CHTF T/C T A A G A/C G G C G
meoy T/C T A A G A/C G G C G
Miioge C427de1G T/C T A G A A/C G G C G
L T/C T A A A A/C G G C G
. | p-Y138C C T A G G A/C G G C G
e C T A A G | A/C | G G C G
MLioe | ©11431G>C T T A A G C G G C G
2p T C A G G A G A C G
Miigme | PR315Q T/C T A G G A/C | G/A G C G
m T/C T A G A A/C | G/A G C G
TE ¢.1143-1G>C T T A A G € G G C G
+ T C A A G C G C C G

m: madre, p: padre. * Individuos cuyas fases para los polimorfismos de los exones o intrones 5 y 6
fueron a su vez establecidas a partir de los dos progenitores (el cromosoma materno se representa
arriba). ¢ espafiol, @ argentino.

Tabla 1-4. Frecuencias alélicas de polimorfismos del gen ARSB en poblacién control espaiiola

SNP Cédigo Exén/intrén FAM espaiiola FAM CEU
¢.313-26T>C rs3733895 I1 T: 0,35 (n=26) C: 0,392 (n=120)
p-V358M rs1065757 E5 A: 0,34 (n=100) A: 0,44 (n=116)
p-S384N rs25414 E6 A: 0,067 (n=104) A: 0,067 (n=120)
p-P397P rs25413 E6 A: 0,291 (n=134) A: 0,158 (n=120)
c.1143-27A>C rs25415 I5 A: 0,263 (n=48) C: 0,431 (n=116)

FAM: frecuencia del alelo minoritario. n: nimero de cromosomas. Se ofrecen como
referencia las frecuencias de la poblacién CEU (poblacién centroeuropea de la base de
datos Hapmap, www.hapmap.org).
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Tabla 1-5. Enzimas y cebadores utilizados para el analisis de restriccién de polimorfismos y

mutaciones en el gen ARSB

Mutacién/ Enzima Amplicén
SNP (alelo Cebadores (posicion) (banda digerida /no
digerido) digerida en pb)

F.5- CIGTTCGTTGGAATGGTTTT-3' (I1)

.313-26T>C  Xbal (T) R: 5-GGATCTTACAGAGATATAAACATAAAATTCT-3" 119 + 19/228
(E2/12)
F: 5-GCATAAATCTGAACTGTCTTATCCT-3’ (I3)

c691-22T>C Cac8l(C)  p 5 GCTAACCGCTCCAATTTGTC-3 (I4) 317+ 62/379

p.P244T* F: 5-CTCTCCAGTCTGTGCATGGG-3 (E4)

(C>A) Apal (C) R: 5-GCTAACCGCTCCAATTTGTC-3 (14) 256 +22/278

p.G324G . F: 5-GGGAATTTAGGGTGGGAAAA-3’ (14)

(A/G) Hinfl(G) R 5. CCACCCCTCGGACGAC-3 (E5) 219 +16/235

p.G324V* F: 5-GAAAATGGAGCCTGTGGGGAG -3’ (E5)

(G>T) BseRL(G)  R. 5. TCAGGCTGCTCTTGGAGTTT-3 (I5) 224+ 24/248

p.V358Ms F: 5-GGGAATTTAGGGTGGGAAAA-3’ (14)

(G/A) BspHL(A) . 5 TCAGGCTGCTCTTGGAGTTT-3 (I5) 317 +127/444

p.V358Me F: 5-CAGAGAAGCCTCTGTTTCTC-3" (E3/E4)

(G/A) BspHL(A) .5 CTTTGTGACGATGTGAGGA-3” (ES) 421 + 388/809

p.V376M F: 5-GGGAATTTAGGGTGGGAAAA-3’ (I4)

(G/A) NspL(A) R: 5-TCAGGCTGCTCTTGGAGTTT-3 (I5) 375+ 69/444

p.S384Ni F: 5-TTGTTTTCCAGTGAAGGTA-3’ (I5/E6)

(G/A) BStEIL(A) R 5. AATCAAACCATCTTGGTGGG -3 (16) 126 +16/142

b S384NE F:5- GGAAAACCATCAGTGAAGCAA-3’

(G/A) Cac81(G)  R:5-CTTTGTGACGATGTGAGGA-3" (E8) 343 +20/363

p.P397P F: 5-CTGGCAGGTTTGTTATTTCC-3’ (I5)

(G/A) Mbol(G) g 5 GGTGAAGAGTCCACGAAGAT-3 154 +20/174
F: 5- CTGGCAGGTTTGTTATTTCC -3’ (I5)

c1143-27A>C - Apol (O) - R 5 AATCAAACCATCTTGGTGGG -3’ (I6) 162 +74/236
F: 5-GAACCTGCCTCTGTGCGTCT-3' (I7)

c1B73CG BmALC) g CTGAGGTCCAACT-S (E8) 269 + 82 + 21/372

p.P454P F: 5-ATGTTTCCACACCCACAACC-3’ (I7)

(G/A) BsmAL(G) k. 5. AAAAGGCCTGAGGTCCAACT-3' (ES) 290 +140/430

E: ex6n; I intrén El nucleétido en negrita de los cebadores indica la posicién desapareada requerida
para la digestion. * Mutacién. 8 Amplificacién sobre DNA genémico. ¢ Amplificacién sobre cDNA.
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Clonacion de la mutacion c.427delG

La identificacion de la mutacién
c.427delG (p.V143SfsX41) fue publicada
por Karageorgos y colaboradores (2004)
cuando su clonacién y sequenciacion
estaba finalizada en este trabajo.

El fragmento de amplificacion que
incluye el exén 2 del paciente ML4 se
clon6 en el plasmido pUC18 para verificar
la posicion exacta de la delecién
c427delG. El producto de PCR puri-
ficado correspondiente (10 ul) fue tratado
con polinucleétidoquinasa (PNK) vy
Klenow y se ligé al vector de extremos
romos pUCI8 Smal/BAP con el
SureClone® Ligation Kit (Amersham
Pharmacia) segtin las indicaciones del
fabricante. Posteriormente se introdujo
por transformacién todo el volumen de
la ligacion en células competentes E. coli
DH5a mediante choque térmico. Las
colonias resultantes fueron seleccionadas
por su resistencia a ampicilina y crecidas
en medio liquido LB, a partir del cual se
obtuvieron minipreparaciones de DNA
plasmidico segtn un protocolo estdndar
de lisis alcalina y precipitacién por etanol.
La presencia del inserto fue confirmada
por digestion de 3 pl de la mini-
preparacion con las enzimas de
restriccion EcoRI (5 unidades, GibcoBRL)
y Xbal (5 unidades, GibcoBRL) en 2 pl de
buffer 10xREact® 2 de GibcoBRL y un
volumen total de 20 ul, a 37°C. El tamano
correcto del inserto liberado se puso de
manifiesto en un gel de agarosa al 0,8 %.

A partir de nuevos cultivos liquidos de
los clones escogidos se obtuvieron
preparaciones de DNA de mayor calidad
para secuenciacion con el Quiagen Spin
Miniprep Kit (Quiagen), segtun las indi-
caciones del fabricante. Para secuenciar se
utilizaron tanto los cebadores internos del
fragmento (Tabla 1-1, ver pdgina 78) como
los cebadores universales M13F y M13R.
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Verificacion de la ausencia de exones
a nivel de mRNA (RT-PCR)

Los resultados preliminares de RT-
PCR presentados en la Figura 2 del
primer articulo (ver pdgina 72) parecian
indicar que en los pacientes ML1, ML2 y
ML3 (de los cuales se pudo disponer de
células en cultivo) se producia la
eliminacion de ciertos exones. Para
profundizar en este aspecto se realiz6 otro
experimento de RT-PCR en las condi-
ciones descritas en el articulo pero
amplificando el cDNA entre los exones 4
y 8 (F: 5-CAGGCATCACTATGCAG-
GAA-3; R: 5- AAAAGGCCTGAGG-
TCCAACT- 3’), con un tamafio de
amplicon resultante de 871 pb, y
digiriéndolo mediante enzimas que
reconocian dianas tnicas internas en el
ex6n 5, Ncil (Promega), y el exén 6, Hphl
(New England Biolabs). Un volumen total
de 10 pl (5 pl del cDNA amplificado de
estos pacientes o de controles, 1-6
unidades de la enzima correspondiente y
1 pl del tampén adecuado) se digirié 16 h
a 37° C; a continuacién se comprobé el
resultado de la digestiéon en un gel de
poliacrilamida al 12 % (Figura 1-1, pdgina
siguiente).

Las diferencias de intensidad entre las
bandas correspondientes a los alelos con
mutaciones de cambio de sentido respecto
a los alelos de mutaciones que daban
lugar a cambios de pauta de lectura,
unidas a las evidencias presentadas en la
Figura 2 del primer articulo (ver pdgina
72), dieron lugar a la sospecha de que
podria darse la degradacion de los
transcritos de mRNA que contenian las
mutaciones que daban lugar a codones de
parada prematura, mediante el
mecanismo de nonsense-mediated RNA
decay. Posteriormente este aspecto se
estudi6 con mds profundidad con la
intenciéon de publicarlo en el segundo
articulo.
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A) Enzima
Efecto a nivel Neil (exén 5) Hphl (exon 6)
de cDNA cil (ex6n phl (exén
Fibroblastos WT - 244 + 627 410 + 461
ML1: c.(899_1142del) (heterocigosis) delecién exén 5 244 + 627 + 627 410 + 461 + 166
ML2: ¢.1143-8T>G (homocigosis) ausencia exén 6 244 + 556 800
ML3: ¢.1143-1G>C (heterocigosis) ausencia exén 6 244 + 556 + 627 410 + 461+ 800

|m
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Figura 1-1. Analisis de restriccién de cDNA de los pacientes ML1, ML2 y ML3. A) Cuadro
con las medidas del amplicon resultante (en pb) para cada digestiéon. B) Esquema del corte de los
enzimas dentro del fragmento amplificado y tamarfios de banda esperados. C) Electroforesis del

WT ML1 ML2

producto de digestion (poliacrilamida al 12%).

ML3  WT

<627 pb
<556 pb
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CAPITULO II

1. Segundo articulo

«Sindrome de Maroteaux-Lamy:
caracterizacion funcional de
mutaciones patogénicas y
polimorfismos en el gen de la
arilsulfatasa B»

(Articulo original enviado a Molecular
Genetics and Metabolism)

Resumen

Como continuacién natural de los
resultados del primer articulo, se
realizaron los estudios de expresion y
caracterizacion  bioquimica de las
proteinas mutadas encontradas en el
grupo de 12 pacientes espafioles y 4
argentinos que no habian sido descritas
con anterioridad por otros autores:
p-L82R, p.Y138C, p.S240F, p.G308R,
p-P313A, p.C447F y p.L472P. En principio
se seleccionaron las mutaciones nuevas
de cambio de sentido, pues a las
mutaciones que provocan un cambio de
pauta de lectura se les presupone una
actividad enzimdtica nula.

Las mutaciones p.P313A, p.C447F y
p-L472P fueron descritas también por
Karageorgos et al. (2007b) mientras el
primer articulo estaba en proceso de
publicacién y los estudios de expresion ya
hab{an sido finalizados.
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Por primera vez en la bibliografia, se
explicité que el cDNA mutado se habia
expresado en el mismo contexto
haplotipico que en el paciente en relacion
con los dos cambios exénicos presentes en
las bases de datos de SNPs, p.V358M vy
p-S384N. Ambas variantes se expresaron
también de forma individual, siendo de
especial interés los resultados obtenidos
para el cambio p.S384N, que tradi-
cionalmente se ha considerado como
mutacion patogénica sin que se hayan
realizado estudios de expresion.

El anélisis bioquimico de la actividad
enzimatica in vitro de las proteinas
mutadas se completé mediante anélisis de
western blot.

También por primera vez en el terreno
del sindrome de Maroteaux-Lamy se
realizaron estudios de inmunofluo-
rescencia indirecta para valorar el grado
de localizacion de la proteina ARSB
mutada en los lisosomas y endosomas
secundarios en fibroblastos de pacientes.

Finalmente se realizaron estudios a
nivel de RNA para las mutaciones que
introducen codones de parada
prematuros en la secuencia codificante
(sin sentido, de splicing). Mediante el
tratamiento de cultivos de fibroblastos de
pacientes con el inhibidor de la sintesis
proteica cicloheximida, se puso de
manifiesto que el mecanismo de nonsense-
mediated RNA decay (ver pdgina 59) era
responsable de la degradacion de los
transcritos portadores de las mutaciones
c.966G>A (p.W322X), c.427delG, c.1143-
1G>Cy ¢.1143-8T>G.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis VI (MPS VI; Maroteux-Lamy syndrome) is an autosomal recessive
lysosomal disorder caused by deficiency of N-acetylgalactosamine-4-sulfatase (ARSB), which is
required for the degradation of dermatan sulfate. We recently reported mutational screening of 12
Spanish and 4 Argentinian MPS VI patients. In the present study, seven missense mutations
(c.245T>G [p.L82R], c.413A>G [p.Y138C], c.719C>T [p.S240F], c.922G>A [p.G308R],
c.937C>G [p.P313A], ¢.1340G>T [p.C447F] and c.1415T>C [p.L472P]) were transiently
expressed in COS-7 cells and 4-sulfatase activity was measured in cell extracts. All mutations
resulted in less than 6% of wild-type enzyme activity, in most cases undetectable. Mutations were
expressed in their original haplotype context with respect to two non-synonymous polymorphisms
present in the ARSB protein, p.V358M and p.S384N. The three less frequent haplotype
combinations yielded an ARSB activity of 16%, 57% and 70%, when compared to the most
frequent haplotype (p.358V; p.384S). Western blot analyses showed that the expressed mutations
significantly reduced the amount of mature protein. Sub-cellular localization studies of mutant
ARSB proteins in fibroblasts of MPS VI patients were performed. RNA analysis confirmed that
nonsense-mediated RNA decay had taken place for all mutant alleles (c.1143-1G>C, c¢.1143-8T>G,
c.427delG, p.W322X and c¢.1142+2T>A) which were candidates for causing RNA degradation by
this mechanism. In summary, all the ARSB mutations studied had a significant effect on enzyme

activity, protein processing and/or mRNA stability.

KEYWORDS: N-acetylgalactosamine-4-sulfatase; Maroteaux-Lamy Syndrome; transient

expression; COS-7 cells; nonsense-mediated RNA decay; indirect immunofluorescence
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INTRODUCTION

Maroteaux-Lamy syndrome or mucopolysaccharidosis (MPS) VI, is caused by impaired activity
of the lysosomal enzyme N-acetylgalactosamine-4-sulfatase (4-sulfatase, arylsulfatase B or ARSB,
EC 3.1.6.1), resulting from mutations in the ARSB gene (MIM # 253200). The enzyme deficiency
leads to the accumulation of harmful amounts of undegraded dermatan sulfate within the
lysosomes, which causes progressive damage in several tissues. Symptoms include short stature,
hepatosplenomegaly, dysostosis multiplex, joint stiffness, corneal clouding, cardiac abnormalities
and coarse facies, without intellectual impairment. MPS VI patients can present within a wide
continuous clinical spectrum from rapidly to slowly advancing pathology.

ARSB is a 533 amino-acid lysosomal soluble glycoprotein. Translocation through the ER
membrane is accompanied by cleavage of the signal peptide and glycosylation of four asparagine
residues. During transport from the ER to the Golgi, 4-sulfatase is processed from a polypeptide
precursor of 66 kDa to three disulfide-linked polypeptides of 43, 8 and 7 kDa [1].

Like other mucopolysaccharidoses, MPS VI may be caused by many different disease-causing
mutations in the ARSB gene that have been identified by mutational screening of patients from
North America, South America, FEurope, and Australasia [2-23]. Mutations with
genotypephenotype correlations have been clearly identified for some genotypes [20]. The
described mutant alleles include deletions, insertions, missense and nonsense mutations, as well as
splice site mutations. In a previous paper, we reported mutations in Spanish and Argentinean
patients [23] involving 19 different alleles, 9 of which were novel. The most prevalent mutation in
this group of patients was the splice site change c¢.1143-1G>C, accounting for about 22% of the
total mutant alleles (7/32). Haplotype analysis pointed to a single origin for this change.

Here we expressed seven missense mutations in MPS VI patients found in Spain and Argentina
(c.245T>G [p.L82R], c.413A>G [p.Y138C], c.719C>T [p.S240F], c.922G>A [p.G308R],
c.937C>G [p.P313A], c.1340G>T [p.C447F] and c.1415 T>C [p.L472P]) in a heterologous
transient expression system. Some splice and frameshift mutations were characterized at the RNA
level and possible degradation by the nonsense-mediated RNA decay (NMD) mechanism was
assessed. The possible effect of some mutations on protein trafficking in patients’ fibroblasts was

also studied.
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MATERIALS AND METHODS

Patients
The mutant alleles and fibroblasts used in this study correspond to the MPS VI patients

previously described [23]. Patient numbers refer to those in the same publication.

Nonsense-mediated RNA decay

Skin fibroblasts from patients or their parents were cultured in 100 mm plates and maintained in
DMEM medium supplemented with 10% bovine serum (BS) and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco, Invitrogen Life Technologies, Heidelberg, Germany) at 37°C and 5% CO2. Cells were
cultured in the presence or absence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) at 0, 500, 1000 or 1500 pg/ml for 8 to 24 hours. Total RNA was
isolated from the cultured cells using the Qiaschredder® Kit and the RNeasy® Minikit (QIAGEN,
Hilden, Germany). RT-PCR reactions were performed from total RNA to amplify an ARSB cDNA
fragment spanning exons 4 to 8 as described in Garrido et al. [23]. Quantification of the relative
intensity of the electrophoretic bands was performed using the Discovery Series Quantity One 1-D
Analysis Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Amplification of the GAPDH or B-actin cDNA,
used as a control, was performed using commercially available primers (BD Biosciences Clontech,

Palo Alto, CA, USA).

RT-PCR, subcloning and site-directed mutagenesis

Total RNA was isolated from primary fibroblast cultures of a wild-type individual using the
QlIAshredder and the RNeasy Minikit (QIAGEN, Hilden, Germany). A reverse transcription
reaction was carried out from total RNA using oligo-d(T) primer and M-MLYV Reverse Transcript
RNAse-H Minus, following the manufacturer’s recommendations (Promega, Madison, WI, USA).
The ARSB cDNA was PCR-amplified in two overlapping fragments using the primers 5’-
TTCCTCATTCTATCAGCGGTACAA-3’ (forward) and 5’-TTGCAACTTCTTCTTCGCCATCT-
3> (reverse) for a 678-bp fragment including the ATG codon and 5’-
ACTTTGGATATCTCCTGGGTAGTG-3’ (forward) and 5’-AAAAGGCCTGAGGTCCAACT-3’
(reverse) for a 1163-bp fragment including the stop codon. The primers were designed using the
Primer3 software (frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). The PCR reactions were
performed using the Long Expand High Fidelity PCR System (Roche, Indianapolis, IN, USA) and
consisted of 100 ng of template cDNA, 1 U of Long Expand Polymerase, 2 mM MgCI2 in the
recommended buffer, 100 uM of dNTPs, 10% DMSO and 20 pmol of each primer in a final
volume of 50 pl. The reactions were subjected to 1 min at 98°C, and 35 cycles of denaturation at
96°C for 15 s, annealing at 53°C for 30 s and elongation at 68°C for 80 s, with a final extension step

at 68°C for 5 min. The amplification reactions were performed in a GeneAmp® PCR System 2700
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Thermocycler (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The two PCR fragments were
purified with the GFX PCR DNA and Gel Band purification Kit (Amersham Biosciences,
Amersham, UK), dephosphorylated with alkaline phosphatase T4 Poly Kinase (Promega), blunted
with DNA Poll Klenow (Promega) and cloned separately into Smal-digested pUC18 plasmid.

The two fragments were digested with EcoR1l/Dralll and Dralll/Xbal, respectively, and cloned
together into EcoRl/Xbal-digested pUC19 using the DNA Ligation Kit Ver 2.1 (Takara Bio Inc.,
Otsu, Shiga, Japan). The entire wild-type ARSB cDNA (1724 bp) was sequenced using the BigDye
Terminator Cycle Sequencing v3.1 kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in an ABI
PRISM 3700 DNA analyser (PE Applied Biosystems). Sequence chromatograms were analysed
with the Seq-Man™ II software (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA).

Mutations p.L82R, p.Y138C, p.S240F, p.G308R, p.P313A, p.C447F and p.L472P and the four
possible combinations of the two polymorphic variants p.V358M and p.S384N were introduced
into the wild-type ARSB cDNA by site-directed mutagenesis using the QuickChange XL Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene Life Technologies Co., La Jolla, CA, USA). The sequences
of the mutagenic primers are available upon request. All products were sequenced in full to verify
the presence of the introduced change and the absence of undesired alterations. Mutant, wild-type
and antisense cDNAs were transferred to the pcDNA3 expression vector (Invitrogen, Heidelberg,

Germany).

Cell culture and transfection

COS-7 cells were maintained in DMEM supplemented with 10% BS and 1%
penicillin/streptomycin (Gibco) at 37°C and 5% CO2. For transfection, 2x106 cells were grown to
95% confluence on 100 mm plates. Cells were transfected with 2 pg of plasmid DNA and 15 pl of
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Heidelberg, Germany) following the manufacturer’s
instructions. Cells were harvested 48 hours after transfection and centrifuged, and pellets were
washed once in PBSx1 and stored at —80°C until 4-sulfatase activity measurements or Western blot
analyses were performed. Identical activity results were obtained when harvesting cells after 24 and
72 hours post-transfection. Transfection efficiency was assessed by GFP transfection under the

same conditions on separate plates.

Enzyme analysis

In vitro 4-sulfatase activity of cell extracts was determined by spectrophotometric quantification
of p-nitrocathecol produced by hydrolysis of the substrate p-nitrocathecol sulfate [24]. The activity
of another lysosomal enzyme (- hexosaminidase) was measured as a control (data not shown).

The average endogenous 4-sulfatase activity of untransfected COS-7 cells, cells transfected with
an empty pcDNA3 plasmid and cells transfected with p.358V;p.384S cDNA in antisense

orientation, produced insignificant levels of activity, as expected. The average activity of cells
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transfected with an empty pcDNA3 plasmid was used to correct the results of cells expressing

mutated ARSB cDNA.

SDS-PAGE and Western blot analysis

Proteins were subjected to SDS-PAGE (12.5% polyacrylamide) and electrophoretically
transferred onto an Immobilon-P Transfer Membrane (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA).
About 30 pg of protein extract were loaded per lane. Western blots were performed as described
elsewhere [25]. The primary antibody was a polyclonal sheep anti-human recombinant 4-sulfatase
IgG. The secondary antibody was a polyclonal rabbit anti-sheep peroxidase-conjugated IgG
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). The detection reaction was performed by incubating the
membrane in a luminol solution (100mM Tris-HCI pH 9, coumaric acid 0.2 mM, luminol 1.25 mM
and 0.3% H202) for 2 min at RT. The membrane was exposed to autoradiography films
(Hyperfilm™ ECL High performance chemiluminiscence film, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Quantification of the bands was performed with The Discovery Series
Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) by measuring the relative

intensity of western blot bands and subtracting the intensity of the background.

Subcellular localization of 4-sulfatase in fibroblasts from MPS VI patients

Fibroblasts were cultured on 13 mm coverslips in 12-well plates at 80-90% confluence. Cells
were rinsed with 10% PBS pre-heated at 37°C and fixed for 15 minutes at RT with 3%
paraformaldehyde in 0.1 M PB and 60 mM saccharose. After fixation, cells were washed in PBS
Gly (1% PBS and 20 mM glycine). Cells were then treated with a permeabilization and blocking
solution (0.05% w/v Triton X-100, 1% w/v BSA in PBS Gly) for 10 minutes at 37°C and then
washed again. The sheep antibody against 4-sulfatase was used as a primary antibody. The
lysosomes were labeled with the mouse anti-human Lamp-2 monoclonal antibody H4B4
(Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, Department of Biological Sciences,
Iowa City, IA, www.uiowa.edu/~dshbwww), which is known to recognize the monkey Lamp-2 of
COS-7 cells [26]. Primary antibodies were diluted in blocking solution at 1/75 for anti-ARSB and
1/100 for H4B4. For secondary antibodies we used donkey FITC anti-sheep IgG (Jackson
Immunoresearch Laboratories, Inc., West Prove, PA, USA) and goat AlexaFluor® 660 anti-mouse
IgG from Molecular Probes (Invitrogen). Mounting medium was Mowiol 4-88 (Calbiochem,
Merck Biosciences, Darmstadt, Germany). Images were captured with an Olympus Fluoview
FV300 confocal microscope and analyzed with the Fluoview FV500 image software. All
experiments were repeated at least three times to ensure reproducibility. Autofluorescence and

secondary antibody control tests were performed.
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3D molecule visualization
Mutated amino acids were located on a 3D ARSB protein graphic using the RasMol v2.7.3.1

software (www.openrasmol.org, Figure 1).

RESULTS

Studies of nonsense-mediated RNA decay

In a previous paper we reported several ARSB mutations that generated premature termination
codons (PTC) [23]. Mutations ¢.899_1142del (genomic deletion of exon 5), ¢.1142+2T>A (exon 5
skipping), ¢.1143-1G>C (exon 6 skipping), c.1143-8T>G (exon 6 skipping), c.427delG (frameshift
in exon 2) and c.966C>A (p.W322X) were candidates for inducing transcript degradation by the
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) mechanism. For some of these mutations, preliminary
results suggesting that NMD had taken place were presented. In the present work we analysed the
effect of cycloheximide (CHX), a well-known inhibitor of protein synthesis and therefore, of
NMD, on ML2, ML3, ML4, MLYf (father of patient ML9) and ML16 fibroblasts, to confirm the
NMD process (Figure 2).

The ¢.1143-1G>C allele was present in patients ML3 and ML16 together with the missense
mutations p.R160Q and p.S240F, respectively. As shown in Figure 2A, the lower band, which
corresponds to the skipping of exon 6 due to a splice site mutation, showed a clear increase in
intensity upon treatment with 500 pg/ml or 1000 pg/ml CHX, both at 8h and 12 h. For example, for
patient ML3, the intensity ratio of the lower band with respect to the higher one changes from
0.07:1 to 0.2:1 after 8h of CHX treatment at 500 pg/ml.

In patients ML2 (homozygous for ¢.1143-8T>G) and ML4 (c.427delG/p.W322X), both alleles
are assumed to be targets of the NMD process. Thus, amplification of the GAPDH gene by PCR
multiplex was performed for comparison. After CHX treatment (500 pg/ml or 1000 pg/ml, 8h or
12h), there is a clear increase in the ratio ARSB:GAPDH for both patients in all conditions (Figures
2B and 2C). For example, the ARSB:GAPDH ratio for patient ML4 (500ug/ml, 8h) rose from
0.02:1 to 0.4:1. Upon specific digestion for c.427delG in patient ML4, the CHX-mediated mRNA
increase took place for both alleles (lower panel).

Finally, weak RNA recovery was observed for the sample from the father of patient ML9, MLO9f
(c.1142+2T>A/+), only after 16 hours of CHX incubation and overloading the gel (Figure 2D).

Expression of wild-type and mutated 4-sulfatase alleles in COS-7 cells
In order to evaluate the enzyme activity of 4-sulfatase proteins bearing the amino acid changes

p.L82R, p.Y138C, p.S240F, p.G308R, p.P313A, p.C447F, p.L472P, p.V358M and p.S384N, COS-

7 cells were transfected with the corresponding mutated cDNAs.
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The mutations were expressed in their haplotype context, concerning the two polymorphic
variants p.V358M (rs1065757, c.1072G>A, exon 5) and p.S384N (rs25414, c.1151G>A, exon 6),
as this could be responsible for some degree of variation in enzyme activity. For the sake of clarity,
the haplotypes will be described as GG, GA, AG, and AA, referring to the nucleotide present in
positions ¢.1072 and c.1151, respectively. The haplotype context for patients bearing the p.L82R,
p-Y138C and p.P313A substitutions was GG, and mutations p.S240F, p.C447F and p.L472P were
in an AG chromosome. In the case of mutation p.G308R, since the phase was unknown, it was
expressed in the two possible haplotype contexts for this patient: GG or GA. Additionally, for the
cases in which the haplotype was different from the most active combination (GG), the mutant
alleles were also expressed in this context.

For the wild-type ARSB protein with the GG haplotype, the absolute corrected values of
activity ranged between 1368 and 2898 nmol/h-mg of protein. The haplotype combination AG
showed 70% ARSB activity compared to that of the GG haplotype. The activity went down to 57%
in the GA haplotype and to 16% in the AA combination. In comparison, all the analyzed mutations

showed very low or negligible 4-sulfatase activity (Figure 3).

Western blot analysis

The amount of protein and the ratio between precursor and mature forms were analysed for
wild type (bearing the four haplotypes) and mutant alleles by western blot. Examples of these
results are shown in Figure 4A. In figure 4B, the mean values of the total amount of protein of the
different constructs (from 3 experiments) were compared to that of the WT construct bearing the
same haplotype, arbitrarily fixed as 100%. The other WT constructs showed a decrease in the
protein produced ranging from about 78% (GA) to 55% (AA). All the mutant constructs produced
ARSB protein, although differences in the total amount of protein were observed. The ratio
between the precursor and mature forms of the enzyme was also analysed for each construct
(Figure 4C). While the WT-GG showed 40% of the mature protein, this percentage decreased to
about 30% for the WT-GA construct, 23% for the WT-AG, and 10% for the WT-AA. Regarding
the mutant constructs, the amount of the mature form was low. Some of them presented a relative
quantity of mature protein similar to that of the WT-AA, while for mutations p.L82R (GG),
p-G308R (GG and GA), and p.C447F (AG), the amount of mature protein was negligible.

Subcellular localization of ARSB in primary fibroblasts

The subcellular localization of ARSB in human control fibroblasts was compared to that in
MPS VI patients’ fibroblasts by indirect immunofluorescence (Fig. 5). Only primary cell lines from
patients ML2 (c.1143-8T>G; c.1143-8T>G), ML3 (p.R160Q, c.1143-1G>C), ML4 (c.427delG,
p-W322X), ML5 (p.L82R; p.L82R) and ML16 (p.S240F, c.1143-1G>C) were available. The two
wild-type samples correspond to individuals homozygous for GG and AG haplotypes of the
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p-V358M and p.S384N polymorphisms, respectively. Lamp2 was used as an endogenous marker of
late endosomes and lysosomes. ARSB co-localized with Lamp2 in wild-type fibroblasts. No
differences were observed between GG and AG control fibroblasts. For the mutant fibroblasts, a
reduction in the co-localization signal was observed in all cases. However, the results seem to

indicate that in all cases at least some of the protein reaches the lysosome.

DISCUSSION

In a former study [23] we presented the mutational analysis of the ARSB gene in 12 Spanish and
4 Argentinean MPS VI patients. In the present study we present the characterization of several of
these mutations at different levels.

At the RNA level we analyzed the alleles for which previous data suggested targeting by NMD.
This mechanism is known to cause the degradation of mRNA bearing a premature termination
codon (PTC) in a position upstream of 50 nt before the last exon-exon junction [27]. However,
because there are exceptions to this rule ([28] and reference therein) and exceptions are not usually
predictable, it is advisable to confirm that an mRNA is an NMD target [29]. In this study, the CHX
treatment showed that all mutations tested (c.899_1142del, c.11424+2T>A, c.1143-1G>C, c.1143-
8T>G, c.427delG and p.W322X) induced the NMD process. In all cases, the levels of
PTCcontaining mRNA were seriously diminished (to about 5% of the wild-type, when
measurable), consistent with the reported range of 5-25 % of the PTC-free mRNA level [29]. Upon
treatment with CHX, all mutant RNAs show a clear recovery, as expected for NMD-targeted
transcripts.

In order to confirm the pathogenicity of the alleles bearing missense mutations, they were
expressed in COS-7 cells and the mutant enzymes were characterized. Also, two polymorphic sites
were analysed, independently and together with the mutations.

Several exonic polymorphisms have been described in the ARSB gene: p.V358M (rs1065757;
[30]), p-V376M (rs17220759; [2]), p.P397P (rs25413; [31]), p.1114], p.L124L, p.G324G [13], and
p.L82L and p.Y505Y, recently reported by Karageorgos et al. [20], as well as the change p.S384N
(rs25414; [10]) which was considered to be a pathogenic mutation when first reported. Among the
exonic ARSB polymorphisms, the two that correspond to missense changes, p.V358M and
p.V376M have been expressed in a different expression system, CHO cells [19, 20]. p.V376M
showed equivalent enzymatic activity both for the valine and the methionine alleles. Surprisingly,
for p.V358M, the methionine-bearing enzyme in this position showed only 42% of ARSB activity
compared to the valine-bearing enzyme. In the present study, we also found reduced activity for the
p-358M allele although to a lesser extent (70%).

On the other hand, p.S384N has been regarded as a disease-causing mutation since it was first

reported by Voskoboeva et al. in homozygosity [10], and has been associated with rapid onset and

93



Andlisis genético y molecular del sindrome de Maroteaux-Lamy

severe phenotype in MPS VI. No expression data are available. Karageorgos et al. [20] described
another homozygous patient and two other patients who were compound heterozygous for this
mutation. However, besides these findings where p.S384N was found as the only change, there are
several cases in which p.S384N was found in a double mutant allele together with p.R315Q [10],
and in the previously described Argentinean patient ML14 [23]. The expression results of the
present study showed that the p.384N allele has reduced activity (57%). Moreover, when this
change is present together with the p.358M substitution (AA allele), it results in a residual activity
of 16%. Also, a clear reduction in the amount of mature protein is observed in Western blots for
this allele. Additionally, the p.S384N appears as a polymorphic variant in the Central European
[CEU] panel of the HapMap project [32] and was also shown to be polymorphic, with a frequency
of 0.07 in the Spanish control population [23]. Taking all these data into account, it is difficult to
decide whether the p.S384N variant is a disease-causing mutation or not. It might be a low
penetrant allele that causes disease depending on other factors such as the haplotypic context,
variants in other genes or environmental factors.

For these reasons, we expressed the mutant alleles in the haplotype context (for p.V358M and
p-S384N) found in the patients (when known). In the cases in which phases could not be
established, the alleles were expressed in all possible contexts.

Mutations p.L82R, p.Y138C, p.S240F, p.G308R, p.P313A, p.C447F and p.L472P showed a null
or very low level of activity independently of the haplotype for the polymorphisms in the cases in
which more than one haplotype context was tested. However, slight differences were observed for
the amount of protein and, particularly, for the ratio between precursor and mature protein
produced by the different constructs. Thus, for example, mutations p.L82R, p.G308R and p.C447F
(the latter in the AG context), seem to have a stronger effect on the maturation of the protein.

Mutations p.L82R, p.Y138C, p.S240F, p.G308R, p.C447F and p.L.472P did not involve any
amino acids defined by the consensus sequences CTPSR (residues 91-95 in ARSB) and GKWHLG
(residues 144-149) that are conserved within the human sulfatase family [33]. However, mutation
p-S240F is located close to one of the amino acids of the catalytic core, H242, as shown by
localization of mutated amino acids in the 3D model of the molecule (Figure 1). A potential impact
on the interaction of the mutated enzyme with the substrate can be assumed. p.Y138C is located
very near to the second consensus sequence of the sulfatase family, which some authors have
extended to residues 137-147 [34], so this amino acid may play a catalytic role. p.G308R is also
located close to the catalytic residues Asp300 and Asn301. Mutations p.C447F and p.L472P are
located close to the protein surface and their interference with the ARSB function remains unclear,
along with the general disturbance in the tertiary structure assumed to be produced by changes in
amino acids such as proline or cysteine. A different missense mutation at position p.447 has been
found recently [20]. Finally, mutation p.L82R may be in a relevant region since a mutation

(p.D83Y) was reported in the neighboring amino acid residue [20].
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In summary, we show the effect of all the mutations, either on RNA stability/integrity, on the
maturation of the protein or on enzyme activity. The results confirm that all these changes found in
the MPS VI patients are, indeed, disease-causing mutations. The controversial p.S384N change has
been found in our series of patients always together with a pathogenic change in the same allele.
These data, together with the expression results, support the hypothesis that it is a non pathogenic
polymorphism. However, this question remains open since other authors have described a few
patients bearing alleles with only this change. It might be considered a low penetrant allele, able to

cause disease depending on different genetic or environmental factors.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. 3-D model of the ARSB protein showing the localization of mutated amino acids
analyzed in this study (represented as solid spheres; black for pathogenic mutations and violet for
non-synonymous polymorphisms). Alpha helices are colored in red, beta sheets in yellow, turns are
blue and all the other residues are depicted in white. Green: central motives involving the catalytic

core of ARSB: Asp53, Asp54, FGly91, Arg95, Lys145, His147, His242, Asn301, Asp300, Lys318.

Figure 2. Effect of cycloheximide (CHX) treatment on skin fibroblasts of patients bearing
mutations capable of inducing RNA degradation by the mechanism of nonsense-mediated RNA
decay (NMD). These alleles are indicated (*). Eight-hundred ng of cDNA were used to amplify an
ARSB fragment comprising exon 4 to exon 8 (809 bp) and 10 pl of the resulting PCR were run on
a 3% agarose gel. a) ML3 and ML16 patients (738 bp for the c.1143-1G>C allele lacking exon 6).
b) ML2 patient (738 bp for the c.1143-8T>C allele also lacking exon 6). GAPDH was amplified as
a control (420 bp). ¢) Upper panel: ML4 patient (a fragment of 809 bp was obtained for both
alleles). GAPDH was amplified as a control (420 bp). Lower panel: Digestion with Bsll allowing
the distinction of the two alleles (p.W322X or WT allele, undigested; c.427delG allele, digested).
d) PCR fragments obtained after amplification of 1 pg MLO9f cDNA (fragment length of 565 bp for
cDNA lacking exon 5). Full PCR volume (25 pl) was loaded on a 2% agarose gel. M: molecular

weight marker.

Figure 3. Activity of wild-type and mutated 4-sulfatase cDNA transiently expressed in COS-7
cells, represented as a percentage of wt (construct bearing the same haplotype). Bars represent the

corrected mean (grey) and standard deviation (black) of the different replicates.

Figure 4. a) Western blot analysis of ARSB proteins from wild-type cDNA constructs and those
bearing missense mutations expressed in COS-7 cells, showing the precursor (66 KDa) and mature
form (43 KDa). COS-7 lane corresponds to untransfected cells. b) Total amount of ARSB protein
from each construct compared to that of wild-type construct bearing the same haplotypic
combination. Bars correspond to the mean of three different experiments. Standard deviations are

indicated. c) Relative amount of precursor (grey) and mature form (black) for each construct.

Figure 5. Subcellular localization of ARSB by indirect immunofluorescence in two WT
individuals (homozygous for two different haplotypic combinations) and five MPS VI-patient
fibroblasts. Co-localization of ARSB and Lamp-2 (an endogenous marker of lysosomes and late

endosomes) is shown in the overlay. Magnification: 600x
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2. Material complementario al
segundo articulo

Sistema de expresién heter6loga

Como sistema de expresion en
mamifero de las proteinas mutadas se
eligieron células de rifion de mono verde
COS-7, con las que nadie habfa trabajado
antes en el sindrome de Maroteux-Lamy.
El resto de autores habian utilizado
células CHO-K1 de ovario de hamster
(Litjens et al., 1996; Bradford et al., 2002;
Karagerogos et al., 2004 y 2007%; Brooks et
al., 2005) y células renales de ratéon LTK
(Wicker et al., 1991, Arlt et al., 1994;
Isbrandt et al., 1994).

Los estudios previos de prueba de
sobrexpresiéon heteréloga del gen ARSB
salvaje en COS-7, con extraccion de
proteinas al cabo de 24, 48 y 72 horas
después de la transfecciéon dieron como
resultado  valores equivalentes de
actividad.

Dado que para la transfeccién con el
sistema de Lipofectamina (Invitrogen) las
células han de estar casi a plena
confluencia, la recogida de las células al
cabo de 48 horas se consider6 un
equilibrio entre las condiciones de
confluencia del cultivo y el tiempo
prudencial para permitir que la proteina
heter6loga sintetizada pudiera ser
procesada.

Las transfecciones fueron transitorias y
se realizaron al menos por duplicado en
cada caso. Se utiliz6 el vector GFP (Green
Fluorescent Protein) como control de la
eficiencia de transfecciéon, aunque los
datos de actividad que se ofrecen en este
tipo de ensayos enzimdticos ya estdn
corregidos respecto a la cantidad de
proteina presente en el extracto celular.

En el capitulo de discusién (pdgina
165) se ofrecen mas detalles sobre el uso
de células COS-7 como sistema
heterdlogo de expresion.

Mutagénesis dirigida

Las mutaciones se crearon en el cDNA
salvaje mediante un sistema de
mutagénesis dirigida de wuso comun
(QuickChange XL  Site-Directed Muta-
genesis Kit de Stratagene). Este sistema se
basa en la amplificacion completa del
inserto clonado en un vector mediante el
uso de dos largos cebadores comple-
mentarios que contienen la mutacion
deseada, y la posterior digestion de la
cadena circular parental no mutada con
un enzima sensible a la metilacién (Dpnl).
La cadena circular mutada no digerida se
transforma en células bacterianas DH5a o
XL-1.

En primer lugar se crearon los cDNAs
de las cuatro posibles variantes
haplotipicas para los cambios p.V358M y
p-S384N y a continuacién se introdujeron
las mutaciones patolégicas. Los ceba-
dores de mutagénesis utilizados para tal
fin se detallan en la Tabla 2-1 (pdgina
siguiente).

Los trabajos de clonaciéon de
fragmentos, colocaciéon del inserto en
posiciéon invertida, mutagénesis dirigida
seriada y secuenciacién se llevaron a cabo
primero en un vector de clonaje (pUC19),
para después trasladar el inserto al vector
de expresion definitivo (pcDNA3), a fin
de evitar que se introdujeran mutaciones
indetectables en el vector de expresion si
las manipulaciones se llevaban a cabo en
ese vector directamente. Ademds, la
mutagénesis dirigida es mds eficiente
cuanto menor es el vector a amplificar.
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Tabla 2-1. Cebadores empleados en la mutagénesis dirigida

Mutacién

Secuencia del cebador N Tm(C) %GC

p-L82R F: 5'-GCGGGGTGCTCCGGGACAACTACTAC-3'
R: 5-GTAGTAGTTGTCCCGGAGCACCCCGC-3'

p-Y138C  F:5-CCTAAAAGAAGCAGGTTGTACTACCCATATGGTCG-3'
R: 5'-CGACCATATGGGTAGTACAACCTGCTTCTTTTAGG-3'

26 78,5 65,4

36 78,2 44,4

F: 5-CCTTGCTCTCCAGTTTGTGCATGAGCCCC-3’

p.S240F

R: 5-GGGGCTCATGCACAAACTGGAGAGCAAGG-¥

p-G308R  F: 5-GGCAGACTTTGGCAAGGGGTAATAACTGGCC-3'
R: 5'-GGCCAGTTATTACCCCTTGCCAAAGTCTGCC-3'

p-P313A  F: 5-GGTAATAACTGGCGCCTTCGAGGAAGAAAATGGAGC-3'
R: 5-GCTCCATTTTCTTCCTCGAAGGCGCCAGTTATTACC-3'

p-L472P F: 5'-CCAAGACCCTCTGGCCCTTTGATATTGATCGG-3'
R: 5-CCGATCAATATCAAAGGGCCAGAGGGTCTITGG-3'

p-C447F  F: 5-GCTACCCAGGCTTTGGTTACTGGTTCCC-3'
R: 5-GGGAACCAGTAACCAAAGCCTGGGTAGC-3'

p-V358M  F: 5'-GCTGCCAACACTCGTGAAGCTGGCCAGG-3'
R: 5'-CCTGGCCAGCTTCACGAGTGTTGGCAGC-3'

p-S384N  F: 5-CCATCAGTGAAGGAAACCCATCCCCCAGAATTG-3'
R: 5'-CAATTCTGGGGGATGGGTTTCCTTCACTGATGG-3'

29 78,8 58,6

31 78,9 54,8

36 82,7 50

32 791 53,1

30 78,8 53,3

28 80,2 64,3

33 79,2 51,5

El nucleétido desapareado se indica en negrita. F: forward; R: reverse. N: longitud del cebador (pb).
Tm: temperatura de disociaciéon del cebador.

Tratamientos con cicloheximida

Las incubaciones de los cultivos celulares
de fibroblastos de pacientes de MPS VI
portadores de mutaciones susceptibles
de provocar degradaciéon del mRNA
ARSB mediante el mecanismo de NMD
se realizaron normalmente durante 8 y
12 horas con concentraciones de
cicloheximida disuelta en el medio de
cultivo de 500 o 1000 pg/ml. En el caso
de la mutacion c¢.238delG, no hubo
evidencias consistentes de que la
degradacion de los transcritos revertiera
con el tratamiento y se probaron
concentraciones y tiempos mayores, sin
que los resultados mejoraran. Los datos
concretos de cuantificaciéon de las bandas
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de los geles de electroforesis tras la
amplificacion del ¢cDNA tal como se
explica en el articulo se encuentran en la
Figura 2-1 (pdgina siguiente). Como
control se uso el alelo del paciente que no
sufre NMD, el cual se distingue del alelo
NMD por el tamafio diferencial del
amplicon (en el caso del cambio ¢.1143-
1G>C). Cuando no era posible la
distincién por tamafio, o cuando los dos
alelos del paciente eran susceptibles de
sufrir NMD, se amplific6 por PCR
multiple el gen GAPDH como control,
con una concentracién de cebadores 20
veces inferior a las utilizadas para
amplificar el cDNA.
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Promedio
Paciente ML3 alelo susceptible de
0,70 (c.1143-1G>C; NMD (c.1143-1G>C)
0,60 j_ p-R160Q) respecto alelo sin Desv.
0,50 NMD (p.R160Q)
0:40 4 8h 0pg/ml CHX 0,074 0,052
0,30
020 — 8h500 pg/ml CHX 02 0,15
0,10 T 8 h 1000 pg/ml CHX 0,26 0,044
0,00 = ‘ ‘ ‘ ‘ 12 h 500 pg/ml CHX 0,51 0,11
8h 0pg/ml 8h500 pg/ml 8h 1000 pg/ml 12 h 500 pg/ml  12h 1000
CHX CHX CHX CHX pg/ml CHX 12 1 1000 pg/ml CHX 044 0,03
Promedio
0,70 . alelo susceptible de
Paciente ML16
0,60 | -
(c.1143-1G>C; p.S240F) NMD (c.1143 1G'>C) Desv.
0,50 respecto alelo sin

NMD (p.S240F)
0,40
050 T J_ L 8h 0pg/ml CHX 0,19 0,02
0,20 8h 500 pg/ml CHX 0,36 0,02

010 | 8 h 1000 pg/ml CHX 0,33 0,1
000 12 h 500 pg/ml CHX 0,36 0,07
8h 0pg/ml  8h 500 8h1000  12h500  12h 1000 12 h 1000 pg/ml CHX 044 0,18
CHX pg/ml CHX pg/ml CHX pg/ml CHX pg/ml CHX
Promedio
6,00 Paciente ML2 alelo susceptible de
5,00 | (c.1143-8T>C; NMD (c.1143-8T>C)  Desv.
4,00 T c.1143-8T>C) respecto GAPDH
500 control
’ 8h 0pg/ml CHX 0,06 0,03
2,00
- T 8h 500 pg/ml CHX 0,42 0,06
100 B [ 8 h 1000 pg/ml CHX 0,8 0,17
0,00 |
‘ ‘ 12 h 500 pg/ml CHX 0,94 0,29
8h 0 8h 500 8h 1000 12 h 500 12h 1000 Fibros
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml WT 12 h 1000 ]’lg/ml CHX 1’37 0’63
CHX CHX CHX CHX CHX cDNA fibros WT 3,38 1,5
250 - Promedio
Paciente ML4 alelos susceptible de
2,00 | — (c.427delG; NMD (ambos) Desv.
p-W322X) respecto GAPDH
1,50 | control
1,00 | L L 8h 0pg/ml CHX 0,02 0,01
o 8h 500 pg/ml CHX 0,42 0,07
030 I:l —  8h 1000 pg/ml CHX 0,63 0,1
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 12 h 500 pg/ml CHX 0,97 0,11
8h Opg/ml  8h500  8h1000 12h500  12h1000 Fibros WT 12 h 1000 pg/ml CHX 0,93 0,07
CHX pg/ml CHX pg/ml CHX pg/ml CHX pg/ml CHX cDNA fibros WT 2/01 0

Figura 2-1. Cuantificacién de la recuperacién de mRNA tras el tratamiento con cicloheximida
(CHX) en células de los pacientes ML2, ML3, ML4 y ML16. Se han ensayado distintos tiempos de
incubacién (8, 12 h) y concentraciones (0, 500, 1000 pg/ml) de cicloheximida. En el eje Y se indica el
promedio de los cocientes obtenidos de dividir los valores de cuantificacion de la banda
correspondiente al alelo NMD de los valores del alelo sin NMD o el gen control. Uno de los geles
cuantificados es el que aparece en el articulo (n=2).
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Medida de la actividad enzimética
ARSB

De cada placa de células transfectadas
se recogié un volumen final de células
tripsinizadas y lavadas de 1 ml, del cual
se reservaron 900 pl para la valoracion
enzimatica de la actividad y 100 pl para
los estudios de western blot.

Los estudios de medida de la actividad
enzimatica de la ARSB in vitro se llevaron
a cabo en el Instituto de Bioquimica
Clinica, en Barcelona, por el grupo de la
Dra. Chabaés.

El método utilizado fue el de la
cuantificacion espectrofotométrica del p-
nitrocatecol producido por hidrélisis de
un sustrato artificial de la arilsulfatasa B,
el p-nitrocatecol sulfato (Sigma), segun
una modificacién del método de Baum et
al. (1959).

La especificidad de la ARSB por dicho
sustrato se garantiz6 preparando la
solucion del sustrato a una concentracion
final de p-nitrocatecol sulfato 50 mM en
tampon acetato de bario 0,01 M a pH de 6,
a fin de inhibir la actividad de la
arilsulfatasa A.

Los extractos celulares fueron resus-
pendidos en 1 ml de agua, después
sonicados, y se realiz6 la determinacion
de la concen-tracion de proteinas
mediante el método de Lowry. La
proteilna  se  diluyé hasta  una
concentraciéon adecuada para su valora-
cién enzimaética.

La incubacién conjunta de 100 pl de
sustrato y 50 pl de la enzima diluida se
realiz6 a 37 °C por duplicado durante 30 y
90 minutos, en tubos separados para cada
condicién de tiempo. Al término de cada
incubacién la reaccién se detuvo afia-
diendo 0,75 ml de NaOH 1N. Como blan-
co, se incubaron separadamente sustrato
y enzima y se mezclaron con NaOH al
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final de cada tiempo. La absorbancia se
midié inmediatamente a A=546 nm. De
los promedios de incubacién para cada
tiempo se restaron los blancos y se
realizaron los siguientes calculos:

X= promedio 30" — blanco 30

Y= promedio 90" - blanco 90’

Z= valor de absorbancia teérica a
tiempo cero mediante una estimacion
lineal de la absorbancia/tiempo con los
valores XeY.

A= promedio de actividad en 1 hora=
Y-X -Zx0,2

Actividad ARSB=Ax1547,7 (factor de
la enzima)/concentraciéon de proteina
analizada (mg/ml)= nmols/h- mg

Por rutina y como control del buen
estado del lisosoma y de la célula en
general se midi6é también la actividad de
la enzima lisosémica control -
hexosaminidasa, mediante un protocolo
fluorimétrico  especifico usando el
sustrato 4-MU-2-acetamida-2-deoxi-f3-
glucopiranésido 3 mM en tampon citrato
0,5MapH44.

A los valores de actividad obtenidos se
les rest6 el valor de actividad ARSB
endogena de las células COS-7 transfec-
tadas con vector de expresién vacio. Los
valores de actividad se pueden expresar
también como porcentaje de la actividad
de la proteina salvaje en el contexto
haplotipico p.358V; 384S, que es el mas
activo.

En la Tabla 2-2 se detallan todos los
promedios completos de las actividades
enzimaticas (en el articulo sé6lo se publicé
la grafica de los valores por motivos de
espacio, ver pdgina siguiente). La mutacion
p-S240F se expres6 cuando los estudios de
expresion para las demds mutaciones ya
estaban finalizados, y su actividad
respecto a la proteina salvaje se ha
calculado respecto a los valores de la
proteina salvaje que se obtuvieron en ese
momento (se detallan a pie de tabla).
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.Tabla 2-2. Cuadro de actividades enzimaticas de mutaciones y polimorfismos en el gen ARSB

Actividad

% actividad

Mutacig Activi Activi .
saconyontomo - Ackided "y AR e Adidad - Concntain
protp corregidaP WTe P
Promedio
. 358V 384 (i) 2190,69 2141,73 100 113444 1,39
Desviacion 428,71 428,71 20,02 350,31 0,42
Promedio
p.358V; 384N 09) 1269,43 1220,47 56,99 1111,11 1,81
Desviacion 266,61 266,61 12,45 435,46 0,55
Promedio
.358M; 384N (08) 401,68 352,71 16,47 1233,5 2,013
Desviacién 257 A7 257 A7 12,02 340,99 0,16
Promedio
p.356M ; 3845 oct) 1549 1500,04 70,04 1081,8 1,57
Desviacion 237,81 237,81 11,10 435,86 0,349
p.L82R Prz‘lez;ho 108,8 59,84 2,79 1687 2,085
.358V; 384N —
P Desviacién 10,18 10,18 0,48 868,33 0,36
p.Y138C Pr;’f_‘;‘;‘o 123,10 74,14 3,46 1513,5 1,475
p.358V; 3845 =)
Desviacién 38,47 38,47 1,80 678,12 0,94
P.S240F * Prc(’ie;)ho 30,15 18,55 4,46 1462,5 2,96
358V; 384S =
P Desviacién 9,83 9,83 2,37 3288 0
p.S240F * Pr;’f_‘;‘;‘o 28,6 17 0,28 5,58 3,105
p.358M; 384S =)
Desviaciéon 99 99 0,16 3,25 0,16
p.P313A Prc(’ie;)ho 129 80,04 3,74 1475 1,91
358V; 384S =
P Desviacién 5,66 5,66 0,26 493,56 0,13
p.G308R Pr(gﬁ%‘;“’ 44 -4,96¢ -0,23¢ 908,67 1,147
p.358V; 3845 =)
Desviaciéon 4,25 4,25 0,20 354,01 047
p.G308R Pr?:l;?w 335 -15,46¢ -1,27¢ 680,5 1,585
.358V; 384N —
P Desviaciéon 16,97 17 1,39 13,44 0,19
p.L472P Pr((’rrieg‘o 495 0,54 0,03 957 1,49
p.358V; 3845 =)
Desviacién 36,20 36,20 1,69 224,86 0,13
p.L472P Pr?:l‘l;?w 57,8 8,84 0,59 725,5 1,355
358M;384S =
P Desviacién 17,68 17,68 1,18 125,16 0,19
p.C447F Pr((’rrieg‘o 51,45 2,49 0,12 995,5 1,69
p.358V; 3845 =)
Desviaciéon 2,19 2,19 0,10 521 0,14
p.C447F Pr?ﬂ;ﬁho 24,15 -24,81¢ -1,65¢ 673 1,78
358M; 384S =
P Desviacién 6,86 6,86 0,46 28 0,24
p.358V;384S Promedio (n=6) 60,9 12 0,56 903,67 1,29
antisentido Desviacion 19,0 19 2,29 282,91 0,27
Control  Promedio (n=16) 48,96 0 0,0 1486 1,688
pcDNA3 Desviacion 25,50 26 1,19 537 0,57
COS-7 sin Promedio (n=2) 59,25 - 2,77 1531 2,10
transfectar Desviacion 28,35 - 1,32 306,18 0,06
Fibroblastos Promedio (n=15) 468,99 - 21,90 10258,29 -
control Desviacion 146,92 - 6,86 2103,29 -

a Actividades enzimaticas expresadas en nmoles/h- mg. n: nimero de réplicas.  Actividad enzimatica
resultante de restar el valor de actividad del control pcDNA3. ¢ Porcentajes respecto proteina salvaje
con el mismo entorno haplotipico o por defecto, en el entorno p.358V; 384S. d Concentracién de
proteina expresada en mg/ml. ¢ Los valores corregidos de actividad negativos se expresaron como cero
en el articulo. * Valores corregidos respecto al promedio de actividad del control pcDNA3 de ese dia
(11,6 + 1,13) y expresados respecto a los valores correspondientes de p.358V; 384S (427,15 + 50,28) y
p-358M; 384S (316,45 + 27,37). Los valores de actividad de fibroblastos control fueron de 110,9 + 20,36

nmols/h- mg, con n=2 en todos los casos.
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Todas las mutaciones se expresaron en
el contexto haplotipico p.358V; 384S,
aunque algunas mutaciones tenian otro
contexto haplotipico en el paciente con
toda seguridad (como la p.S240F, p.C447F
y la p.L472P, en el contexto p.358M; 384S)
y en algtn caso era dudosa al no haberse
podido establecer la fase (p.G308R, en el
contexto p.358V; p.384N o p.358M; 384S).

Los valores de actividad enzimética
ARSB obtenidos por otros autores en los
estudios de expresion de otras
mutaciones pueden encontrarse en la
Tabla 4-6 de la pagina 48.

Estudios de western blot

Aunque las imagenes de western blot
que se publican en el articulo fueron
obtenidas  siguiendo el  protocolo
explicado en el apartado de material y
métodos del mismo, tuvieron que
realizarse algunas modificaciones
menores para aplicar ese protocolo al
western blot realizado a partir de proteinas
de fibroblastos de pacientes o para
realizar algunas de las réplicas de la
técnica que después se utilizaron para
cuantificar la intensidad de las bandas
(carga de 25 pg de proteina en vez de 30,
pequefias diferencias en el tiempo y el
nimero de lavados, uso de anticuerpo
primario a una concentracién de 1:3000 en
vez de 1:6000, o utilizacién de tampoédn
TGH para la lisis celular (1% Tritén X-100,
10% glicerol, 150 mM NaCl, 50mM Hepes
a pH 7,4), con agitacién orbital a 4 °C
durante 15 minutos y centrifugacion otros
15 minutos a 4 °C antes de la desna-
turalizacion de las muestras para su
electroforesis en poliacrilamida.

Los datos de cuantificaciéon de proteina
de todos los western blots realizados sobre
proteinas expresadas en células COS-7 se
detallan en la Tabla 2-3 (pdgina siguiente).
Para la cuantificacién de las bandas de
western blot se usé el programa Quantity
One (Biorad), que calcula intensidades y
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normaliza en funcién del tamafio del drea
escogida; a dichos valores se les resta el
valor de intensidad de wun d4rea
representativa del fondo.

Los resultados gréficos de los valores
de cuantificaciéon expresados en la Tabla
2-3 que no se incluyen en el articulo se
encuentran en la Figura 2-2 (ver pdgina
112).

Se intentd repetidamente realizar
western blots a partir de los fibroblastos
de pacientes, pero los resultados que se
obtuvieron no fueron buenos para su
publicaciéon. Ninguna de las modi-
ficaciones en el protocolo que funcionaba
bien en el caso de las células COS-7 dio
resultado en fibroblastos: ni la carga de
maés cantidad de proteina, ni los cambios
en la solucién de lisis de los extractos
celulares, ni la eliminacién del uso de
tripsina en la obtencién de los extractos
celulares, ni las nuevas condiciones de los
geles SDS-PAGE... Ni siquiera en el caso
de los fibroblastos salvajes se aprecia
nitidamente la banda correspondiente a
las proteinas precursora (66 Kda) y
madura (43 KDa) de la ARSB (Figura 2-3,
ver pdgina 112).

Ademads, en el caso de fibroblastos
procedentes de pacientes portadores de
una o dos mutaciones que dan lugar a
proteinas  truncadas, tampoco  se
manifiestan claramente las bandas
correspondientes a la proteina con el peso
molecular tedrico esperado, que se calcul
con los programas PeptideMass y Protein
Mass  Calculator, los cuales arrojaron
idénticos resultados de prediccién: una
masa molecular media de 59,7 KDa para
la proteina salvaje (que concuerda con la
observada en la realidad); 54,5 KDa para
la proteina truncada debido a la falta del
ex6n 5 (mutaciéon ¢.1142+2T>A); 43,5
KDa para la proteina originada a partir de
un transcrito sin exén 6 (mutaciones
c.1143-1G>C y ¢.1143-8T>G); 13,8 KDa
para la c.238delG; 20,2 KDa para la
c.427delG y 35,8 KDa para la p.W322X.
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La correcta lisis celular y electroforesis
del gel se comprobé mediante tincién
Coomassie. Se secuenci6 el cDNA
obtenido de diferentes fibroblastos
salvajes para verificar que realmente no
eran portadores de ninguna mutacién

patogénica en el gen ARSB. En todos los
westerns se afadia un carril cargado con
proteina ARSB salvaje expresada en
células COS-7 como control.

Tabla 2-3. Cuadro de cuantificacién de western blot de proteinas ARSB mutadas expresadas en
células COS-7

Proteina Proteina
. Proteina total Proteina Proteina precursora madura
Mutacién y entorno
haplotipico respecto total precursora madura respecto respecto
P p- 358V; 384S2 respecto total® respecto total® precursora madura
p- 358V, 384S¢  p. 358V; 384S¢c
RS Pr?::gm 100 59,85 40,15 100,00 100,00
Desviacién 0 9,65 9,65 0,00 0,00
Promedio
76,88 68,30 31,70 80,95 69,65
p.358V; 384N (n=3) ' ' ’ ’ '
Desviacion 30,29 8,99 8,99 26,88 37,85
Promedio
54,88 89,08 10,92 75,84 18,54
p-358M; 384N (n=3) ! ! ! ! !
Desviacion 10,06 8,29 8,29 6,43 19,11
p.358M ; 3845 Pr?:_‘giho 67,86 76,47 23,53 91,77 41,93
Desviacion 14,32 9,01 9,01 9,86 13,30
p.L82R Pr?::g‘;ho 46,61 95,25 475 75,90 424
358V; 3845 =
¥ Desviacion 10,06 5,8 5,28 10,62 4,71
p.Y138C Promedio 86,92 88,62 11,38 130,60 25,34
p.358V; 3845 (n=3)
Desviacion 2523 1,08 1,08 25,41 12,26
p.S240F Pr(ori‘_“;ho 48,54 84,37 15,63 82,29 12,93
358V; 3845 =
. Desviacion 10,58 13,32 13,32 10,17 6,36
p.S240F Promedio 53,90 86,41 13,59 91,79 14,48
p. 358M; 384S (n=2)
Desviacion 3,78 19,22 19,22 1,10 12,88
p.G308R Pr(or‘f_‘;ho 4595 97,69 2,31 77,07 2,10
358V; 3845 =
P Desviacion 7,51 2,57 2,57 8,13 2,34
p.G308R Promedio 23,77 98,66 134 44,70 0,70
p.358V; 384N (n=3)
Desviacion 3,83 2,32 2,32 15,82 122
p.P313A Promedio 66,50 91,24 8,76 109,45 31,62
p358V; 3845 —0=2/3)
Desviacion 0,84 6,12 6,12 16,63 8,18
p.L472P Promedio 47,89 88,58 11,42 72,42 12,58
p.358V; 384S (n=3)
] ! Desviacién 11,88 12,73 12,73 6,33 12,44
p.L472P Promedio 69,39 90,16 9,84 81,285 18,38
p.358M; 3845 (n=3)
Desviacién 27,71 11,46 11,46 40,14 17,95
p.C447F Promedio 54,70 91,75 8,26 79,775 13,63
p.358V; 384S (n=2)
’ Desviacion 20,29 0,50 0,50 12,78 9,79
p.C447F Prz’rﬁr_“;‘;ho 58,84 96,905 3,095 80,945 6,62
. 358M; 3845 =
w Desviacion 16,43 2,00 2,00 22,07 548

N: ntimero de réplicas. ? Proteina total: suma de los valores de precursora y madura. b Proteina precursora o madura
respecto proteina total (precursora mas madura) de la mutacién correspondiente. ¢ Comparacion entre el valor de la
proteina precursora o madura de cada mutacién con la proteina precursora o madura del entorno enzimaticamente

mas activo (p. 358V; 384S).
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Proteina madura respecto proteina madura p.358V; 384S Proteina precursora respecto proteina total
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Figura 2-2. Cuantificacién de los western blots de proteinas ARSB mutadas expresadas en células
COS-7. Eje Y: valores del promedio de cuantificacién. Gris: promedio. Negro: desviacién estandar.

1: p.358V; 384S 6: p.Y138C (p.358V; 384S) 11: p.P313A (p.358V; 384S)

2: p.358V; 384N 7: p.S240F (p.358V; 384S) 12: p.L472P (p.358V; 384S)

3: p.358M; 384N 8: p.S240F (p.358M; 384S) 13: p.L472P (p.358M;384S)

4: p.358M; 384S 9: p.G308R (p.358V; 384S) 14: p.C447F (p.358V; 384S)

5:p.L82R (p.358V; 384S) 10: p.G308R (p.358V; 384N) 15: p.C447F (p. 358M; 384S)
Fibros Fibros

WT ML9m ML9p ML5 MIL4 ML3 ML2 COS-7 WT ML2 ML3 ML4 ML5 ML9m ML9p COS-7

66 kDap
€66 kDa
43 kDa b

<443 kDa

' = re
'] ' :
Rt L
Fibros Fibros
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Figura 2-3. Western blots de fibroblastos de pacientes de MPS VI. Diferentes réplicas de western
blots de células de ML2 (c.1143-8T>G; ¢.1143-8T>G), ML3 (p.R160Q; ¢.1143-1G>C), ML4 (p.W322X;
c.427delG), ML5 (p.L82R; p.L82R), MLIm (c.248delG; +), ML9p (c.1142+2T>A; +) y ML16 (p.S240F;
¢.1143-1G>C). EI carril cargado con proteina ARSB p.V358; 5384 sobreexpresada en COS-7 se utiliza
como control de las bandas de las proteinas precursora y madura.
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Estudios de inmunofluorescencia
indirecta

Se intentaron varias aproximaciones
para estudiar la localizacién intracelular
de las proteinas ARSB mutadas mediante
inmunofluorescencia indirecta.

Los estudios previos habian indicado
que el anticuerpo policlonal primario que
detectaba la ARSB humana en los western
blots, también servia para el marcaje de la
ARSB in vivo. Si bien la detecciéon de la
ARSB endégena en células COS-7 era
muy escasa 0 incluso no se detectaba en
los western blots (ver pdgina 103), en los
cultivos celulares de COS-7 el marcaje de
la proteina ARSB endégena in vivo era tan
intenso que se juzgo6 imposible distinguir
las células transfectadas de las no
transfectadas por diferencias en la
intensidad de fluorescencia. Se hicieron
pruebas de marcaje de la ARSB en otros
tipos celulares que no fueran de primates,
como los fibroblastos embrionarios de
ratén NIH 3T3 y los macréfagos de ratén
RAW 264.7. Todas ellas exhibian un
marcaje de la proteina endégena muy
elevado, ademds de que eran costosas de
transfectar eficientemente y su pequefio
tamafio no las hacia demasiado idéneas
para los estudios de microscopia.

Otra aproximaciéon fue el intento de
creaciéon de una proteina de fusién entre
la ARSB y la GFP, utilizando el vector de
clonaje EGFP en la pauta de lectura
correcta. El clonaje de la GFP en el
extremo N-terminal de la ARSB
(utilizando el codén de inicio de la GFP y
fusionando la ARSB a 3’ de la GFP) fue
muy sencillo pero habida cuenta que las
hidrolasas lisémicas requieren modifica-
ciones post-traduccionales para su
direccionalizacién al lisosoma y el corte
proteolitico de sus primeros amino-
acidos, no se consider6 que la proteina de

fusiéon resultante tuviera un compor-
tamiento intracelular equivalente al de la
ARSB salvaje. Los intentos de clonar la
GFP en el extremo C-terminal de la ARSB
(suprimiendo el codén de parada de
traduccion de la ARSB y fusionando la
GFP con la ARSB en la pauta de lectura
correcta) fueron infructuosos tras varios
intentos.

Se prob6 también afiadir un pequefio
marcador o fag a la secuencia de la ARSB
clonada, como por ejemplo un tag de myc,
polihistidinas o hemaglutinina (HA) que
después pudiera detectarse con un
anticuerpo secundario unido a un
fluorocromo. Los vectores portadores de
tales tags no resultaron convenientes en
cuanto a dianas adecuadas para el clonaje,
y los intentos de clonaciéon de la ARSB
mediante amplificacion con cebadores
conteniendo la secuencia a afadir
(intentando crear una gran insercién
mediante mutagénesis dirigida) o fusion
con un oligonucleétido con la secuencia
conveniente también fracasaron. La
secuencia terminal del gen ARSB es muy
pobre en dianas de restriccion y la
supresion de su codén de parada unido a
la creaciéon de una diana de restriccion
conveniente tampoco fructificaron. Era
imprescindible que cualquier secuencia
que se fusionara a la de la ARSB fuera a
3, para no interferir con las
modificaciones post-traduccionales.

Por lo tanto los esfuerzos de
localizacion de la ARSB mediante
inmunofluorecencia indirecta se con-
centraron en las lineas de fibroblastos
primarios procedentes de pacientes (ML2,
ML3, ML4, ML5 y ML16, dado que las
células del paciente ML1 sélo pudieron
utilizarse para la purificacion de mRNA).
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Para el marcaje de lisosomas vy
endosomas secundarios se  usd
inicialmente el marcador de organulos
acidos Lysotracker Red (Molecular Probes).
Tras probar varias concentraciones y
tiempos de incubacion con las células (10,
25, 50, 75 nM durante 30 o 60 minutos) y
comprobar que parecia dar tinciones
inespecificas, se descart6 su uso (Figura 2-
4). No obstante, el principal problema de
este marcaje es la interferencia de su
espectro de fluorescencia con el de los
marcajes en verde (GFP, FITC o Alexa 488
que se utilizarian posteriormente), que se

puso de manifiesto en el microscopio
confocal y que puede dar lugar a Figura 2-4. Marcaje de lisosomas vy
colocalizaciones artefactuales. Ademads, a endosomas secundarios mediante tincién
. ) h . por Lysotracker Red en fibroblastos (25 nM
nivel de microscopia confocal su marcaje durante una hora). Los marcajes inespe-
no coincidia del todo con el que daba la cificos y las regiones con gran sefial de
tincion mediante anticuerpos especificos fluorescencia son habituales en este tipo de
de lisosoma, y se consideré que seria un marcaje.
sistema madas fiable el wuso de un
anticuerpo primario contra la proteina de
membrana lisosémica Lamp-2 de mono,
la cual marcaba también la forma humana
de la proteina (Shen et al., 2001).

Los lisosomas y endosomas secun-

darios son detectados como orgdnulos
vesiculares dispersos por todo el
citoplasma de la célula, pero con-
centrados especialmente en la zona
perinuclear (Figura 2-5). Se utilizaron
diferentes preparaciones como control de
autofluorescencia  (células fijadas y

permeabilizadas sin ningtin tipo de
marcaje por anticuerpos) y controles de
anticuerpos secundarios (células incu-
badas con los diferentes anticuerpos
secundarios de forma conjunta y
separada, para valorar las uniones
inespecificas de  los  anticuerpos
secundarios). Mediante el wuso del Figura 2-5. Marcaje de lisosomas con el
microscopio confocal fue posible el ajuste anticuerpo  H4B4 contra Lamp-2 en

de la intensidad del laser a fin de evitar la fibroblastos salvajes (anticuerpo secun-
.. g . dario conjugado con Alexa 488, Invitrogen).

fluorescencia inespecifica, tenue y difusa,

de las células sin marcaje con anticuerpos
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primarios, que era mayor en el espectro
del verde que del rojo.

Como marcaje de reticulo endo-
plasmatico se intentd la transfeccién con
un vector portador de una proteina
fluorescente roja unida a un tag de
calreticulina (proteina marcadora de RE),
el pDsRed (Clontech), e incluso se cre6
una linea celular estable de células COS-7
expresando pDsRed. Pero no se consigui6
transfectar dicho vector (ni ningtn otro)
de forma eficiente en fibroblastos
humanos, aunque se usaron diferentes
agentes de transfeccion por lipidos
catiénicos en diferentes condiciones
(Lipofectamina de Invitrogen, y Fugene 6
y Fugene HD de Roche). Las células
transfectadas eran tas escasas y a menudo
tenfan tan mal aspecto que se descart6d
que esos campos pudieran  ser
significativos en caso de realizar dobles
marcajes (Figura 2-6). Ademads, el
problema de que su espectro de
fluorescencia roja interferia con los
marcajes en verde era idéntico al que se
observaba con el Lysotracker Red. No
obstante sirvi6 para constatar que el
marcaje especifico de Lamp-2 mediante
anticuerpos era distinguible a simple
vista del marcaje de RE (mds difuso en el
citoplasma y sin aspecto vesicular, Figura
2-7).

El marcaje de RE mediante un
anticuerpo primario contra calnexina, una
proteina residente en el RE (BD
Biosciences) tampoco dio buenos frutos,
pues el marcaje en rojo era tan tenue que
apenas podia compararse con el verde en
los estudios de colocalizacién (Figura 2-8,
pdgina 117). Las referencias que se tenfan
de este anticuerpo ya apuntaban a que,
pese a ser especifico, era muy
problemético como marcador de RE a
cualquier dilucion y no pudieron
obtenerse buenas imagenes en todas las
lineas celulares, con lo cual se decidié no
publicar ninguna.

Figura 2-6. Marcaje de reticulo endo-
plasmatico mediante transfeccién de
fibroblastos humanos con el vector
pDsRed.

Figura 2-7. Marcaje de lisosomas vy
reticulo endoplasmatico mediante
transfeccion con pDsRed (rojo) y
anticuerpo secundario anti Lamp-2 (verde)
en COS-7. Abajo: combinacion de
fluorescencias (ntcleos celulares marcados
con DAPI).
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No obstante, en las preparaciones en
las que el marcaje con calnexina era
suficientemente intenso, se ponia de
manifiesto que la colocalizaciéon de la
ARSB mutada en algunos de los
pacientes era tan intensa o mds en
reticulo que la que se producia en
lisosomas. En las Figuras 2-9 a la 2-14
(pdgina 118 en adelante) pueden verse mds
imdgenes de  colocalizacion  en
fibroblastos de pacientes, adicionales a
las presentadas en el articulo.

La tincion nuclear con DAPI
(proporcién 1:10000) se realizé en todas
las preparaciones como comprobacion
del buen estado celular y nuclear,
aunque dicha tincién no fue importante a
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efectos de colocalizacion ya que el
microscopio con el que se obtuvo la
mayoria de fotos no disponia de laser
UV.

En cuanto a los anticuerpos
secundarios para el marcaje de la
proteina ARSB, se tuvo que descartar el
uso de los fluorocromos Texas Red o
Alexa 594, pues su espectro de
fluorescencia podia interferir con las
tinciones en verde mas intensas (FITC o
Alexa 488). Este problema pudo
solucionarse facilmente sustituyendo el
marcaje secundario en rojo por uno en el
espectro del rojo lejano (Alexa 660),
visible con el microscopio confocal
utilizado.



Resultados: Capitulo 11

WT
p-358M; 3845

ML2

ML3

ML4

ML5

ARSB Calnexina Colocalizaciéon

Figura 2-8. Localizacién de ARSB en reticulo endoplasmatico de fibroblastos. Verde
(FITC): ARSB endégena de fibroblastos salvajes o de pacientes ML2 (c.1143-8T>G;
¢.1143-8T>G), ML3 (c.1143-1G>C; p.R160Q), ML4 (p.W322X; c.427delG) y ML5 (p.L82R;
p-L82R). Rojo (Alexa 660): calnexina (marcador de reticulo endoplasmatico). La dilucién
de anticuerpos secundarios fue 1:100, y de anticuerpos primarios, 1:75 para la ARSB y
1:50 para la calnexina.
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ARSB Colocalizacién

Figura 2-9 Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos salvajes (las dos filas
de arriba, p.358M/358M; p.3845/384S; los tres de abajo, p.358V/358V; p.384S/384S).
Verde: ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con FITC (dilucién de
anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de lisosomas) marcada
con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucién de anticuerpos primario y
secundario 1:100).
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ARSB Lamp -2 Colocalizacion

Figura 2-10. Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos del paciente ML2
(c.1143-8T>G, ¢.1143-8T>G). ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con
FITC (dilucién de anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de
lisosomas) marcada con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucion de
anticuerpos primario y secundario 1:100).
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ARSB Lamp-2 Colocalizacion

Figura 2-11. Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos del paciente ML3
(p-R160Q, ¢.1143-1G>C). ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con FITC
(dilucién de anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de
lisosomas) marcada con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpos primario y secundario 1:100).
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ARSB Lamp-2 Colocalizacion

Figura 2-12. Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos del paciente ML4
(p-W322X, c.427delG). ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con FITC
(dilucién de anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de
lisosomas) marcada con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpos primario y secundario 1:100).
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Colocalizacién

Figura 2-13. Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos del paciente ML5
(p.L82R, p.L82R). ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con FITC
(dilucién de anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de
lisosomas) marcada con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpos primario y secundario 1:100).
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ARSB Lamp-2 Colocalizacion

Figura 2-14. Localizacién de ARSB en lisosomas de fibroblastos del paciente ML16
(p-S240F, ¢.1143-1G>C). ARSB marcada con anticuerpo secundario conjugado con FITC
(dilucién de anticuerpos primario y secundario 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de
lisosomas) marcada con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpos primario y secundario 1:100).
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CAPITULO III

1. Tercer articulo

«Supresiéon de mutaciones MPS VI
sin sentido inducida por
gentamicina: un ensayo para una
posible terapia mediada por
aminoglicésidos»

(Manuscrito en preparacién)

Resumen

El trabajo que ocupa este articulo es
una aproximacién a una forma de terapia
complementaria a la de sustitucion
enzimdtica ya establecida para los
pacientes de MPS VI, que se podria
aplicar a los pacientes portadores de
mutaciones sin sentido. Se trata del
primer intento en esta enfermedad de
intentar suprimir los codones de
terminaciéon prematura mediante el uso
de antibidticos amino-glicésidos (ver
pdgina 56 de la introduccion).

Se transfectaron células COS-7 de
forma andloga a la mencionada en el
segundo articulo, a fin de expresar
proteinas ~ portadoras de cuatro
mutaciones sin sentido encontradas en
pacientes de sindrome de Maroteaux-
Lamy: p.W322X y p.R160X (encontradas
en poblacion espafiola) y p.W146X vy
p-Q503X (en otras poblaciones). Estas

124

mutaciones se escogieron para poder
ensayar la influencia del contexto
nucleotidico del codén de parada en la
determinacion de la eficacia de la supresién
de terminacién prematura. Las células se
incubaron en presencia de gentamicina y se
compararon los niveles de mRNA y de
actividad enzimatica con los obtenidos en
células sin tratar.

Los resultados evidenciaron que, en
lineas generales, el tratamiento con
gentamicina para la supresiéon de codones
sin sentido incrementa, aunque poco, la
capacidad catalitica de la ARSB, y que la
eficacia del proceso parece depender del
contexto nucleotidico.

Por otro lado, al disponer de una linea de
fibroblastos humanos de un paciente MPS
VI portador de dos alelos con terminacién
prematura (ML4, con genotipo p.W322X;
c.427delG), pudieron realizarse ensayos de
tratamiento con gentamicina y comprobar el
aumento de la actividad ARSB en
fibroblastos de paciente, asi como una
mayor estabilidad del transcrito a nivel de
mRNA.

Los resultados de estos estudios son un
primer paso para solicitar a la compafiia
PTC Therapeutics Inc. el envio de la molécula
PTC124, cuya eficacia de supresiéon de los
codones de terminacion parece ser superior
a la de los antibiéticos aminoglicésidos y
con la cual ya se estin empezando a
realizar ensayos clinicos en humanos en
otras enfermedades.
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Gentamicin-induced supression of MPS VI-causing nonsense

mutations: an assay for a possible aminoglycoside-mediated therapy

Elena Garrido®, Amparo Chabés®, Lluisa Vilageliu®, Bru Cormand” and Daniel Grinberg"

* Departament de Genetica, Universitat de Barcelona; CIBERER, IBUB, Barcelona, Spain

® Institut de Bioquimica Clinica, Hospital Clinic; CIBERER, Barcelona, Spain

ABSTRACT

Aminoglycosides are a family of antibiotics able to suppress gene translation termination
induced by premature termination codon (PTC) mutations, which are responsible for 30% of
heritable disorders. Stop codon read-through has been assayed as a form of therapy for a broad
range of genetic disorders during the last decade, including several lysosomal accumulation
diseases. Here we report the first attempt to restore some amount of full-length and active N-
acetylgalactosamine-4-sulfatase (ARSB), which deficiency causes Maroteaux-Lamy syndrome
(MPS VI), by means of gentamicin-induced translational read-through of premature stop codon
mutations. After a two-day incubation with 800 pg/ml gentamicin of COS-7 cells expressing
p.-W146X, p.R160X, p.W322X and p.Q503X ARSB proteins, a significant increase in enzymatic
activity compared to non-treated cells in the most efficient supression context was detected, as well
as a restoration of the cDNA levels. Skin fibroblasts from a MPS VI patient bearing the p.W322X
mutation also showed partial recovery of ARSB activity and cDNA levels after gentamicin

treatment. These results, albeit preliminar, are promising for a future therapy of this disease.

KEYWORDS: Maroteaux-Lamy Syndrome; Mucopolysaccharidosis VI; MPS VI; ARSB; N-

acetilgalactosamine-4-sulfatase; stop codon read-through; gentamicin; termination suppression
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INTRODUCTION

Aminoglycosides (such as G418, gentamicin, neomicin, amikacin, kanomicin, tobramicin,
paromomicin and others) constitute a well-characterized family of antibiotics with a common
chemical structure [1]. They stabilize the interaction mRNA-tRNA, interfering with the reading-
proof processes that assure the translation fidelity in procariotic and eucariotic cells. At high
concentrations, aminoglycosides inhibit protein synthesis, whereas they induce stop codon read-
through at low concentrations. When a termination codon comes to the A site of the ribosome
during protein translation, both termination and suppression of termination (or stop codon read-
through) are possible. Termination consists in the release of a finished full-length polypeptide,
whereas in the stop codon suppression, an amino acid with a similar anticodon is added to the
nascent polypeptide so translation can continue and produce a mutant protein, which in most cases
can be fully or partially functional [2].

The efficiency of aminoglycosides to suppress termination is inversely proportional to the
termination efficiency mediated by the three common stop codons UAA, UAG and UAA. In
mammals, the proposed ranking of the relative termination efficiency s
UAAN)>UAG(N)=UGA(N)>UAGU> UGAC [3.4]. The relative frequency of termination with
respect to the suppression of termination is determined by parameters such the codon context, the
activity of termination factors and the natural amount of suppressor tRNA. The stop codon context
is especially critical, in particular the nucleotide immediately at 3 ' of the stop codon, defined as +4
[4-6]. A certain level of natural suppression of termination takes place in normal cells, with a
frequency of 10 in mammals [4] and 0.3 % in yeasts [7].

The most used aminoglycosides in the read-through assays, both in vivo and in vitro, are G418
(the most effective in vitro, but which is not possible to use at the clinical level), and gentamicin,
which is currently used in respiratory infections [1,8]. Preclinical studies with gentamicin have
proved that the suppression of premature stop mutations can be used as a therapeutic strategy for
some genetic diseases, such as cystic fibrosis [8,9] and Duchenne muscular dystrophy (DMD, [10-
13]). In the case of cystic fibrosis, clinical assays have been performed successfully, and patients
have demonstrated evidence of biochemical and histological improvement after the induction of
stop codon read-through by nasal drug administration of gentamicin [14-16]. Similar studies have
been performed in X-linked nephrogenic diabetes insipidus [17, 18], ataxia-telangiectasia [19],
Smith-Lemli-Opitz syndrome [20], chronic benign familiar pemphigus or Hailey-Hailey disease
[21], human atrial fibrillation [22], and in patients with mutations in the coagulation factor VII
gene [23].

In the group of lysosomal accumulation diseases, studies of aminoglicosydes-mediated
suppression of termination in individuals with late infantile neuronal ceroid lipofuscinosis [24],

Hurler syndrome or MPS 1 [25-27], and cistinosis [28] have been reported. In all these cases it was
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possible to state an increase in the amount of normal size protein of 1 to 25 % (usually near 5 %),
depending on the dose of the antibiotic, the cell line used, and the context of the stop mutations.

We assessed whether aminoglycoside gentamicin can suppress premature stop mutations in
fibroblasts from patients affected with Maroteaux-Lamy syndrome (MPS VI, MIM # 253200).

MPS VI is a rare lysosomal storage disease caused by a deficiency of N-acetylgalactosamine-4-
sulfatase or arylsulfatase B (ARSB), a soluble lysosomal hydrolase involved in the degradation of
dermatan sulfate. MPS VI is inherited in an autosomal recessive manner and patients present with
dwarfism, skeletal defects, cardiac dysfunction, hepatosplenomegaly and corneal clouding, among
other symptoms [29].

More than 125 mutations in the ARSB gene have been identified so far, 12 % of which are
nonsense mutations.

Enzyme replacement therapy has undergone phase I and II trials with promising results.
However, not all the symptoms seem to disappear, thus new therapeutic approaches, either as

alternative or complementary strategies should be assayed.

MATERIALS AND METHODS

Analyzed mutations

For this study, mutations, p.W146X, p.R160X, p.W322X, and p.Q503X were analyzed. Two of
them, p.R160X and p.W322X, were found in the Spanish group of patients [30].

Mutation p.W146X was first described by Voskoboeva et al. [31], and promotes the change of a
UGGC for UGAC. The UGAC termination sequence has a low efficiency [4, 32], so it is supposed
to have high suppression efficiency.

Mutation p.R160X was reported by Voskoboeva et al. [33] in a patient with the genotype
p-R160X/p.R160Q, who presented an intermediate MPS VI phenotype. This change was found in
homozygosity in a Spanish patient [30]. The context for the new stop codon was UGAG, which has
an intermediate termination efficiency, according to [4]. No cells from this patient were available.

p-W322X was described for the first time by our group in the Spanish patient ML4, with the
genotype ¢.427delG/p.W322X [30]. The phenotype was severe. The context of the stop codon
context was UGAG as for p.R160X. Skin fibroblasts cells were available for study.

p-Q503X was reported by Villani et al. [34], in an Italian homozygous patient, who presented
with an intermediate phenotype. Mutation produces the change of CAGU to UAGU, so a high to

intermediate suppression of termination is supposed.
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Isolation of RNA and ¢cDNA amplification

Total RNA was isolated from cultured cells using the Qiashredder® Kit and the RNeasy®
Minikit (QIAGEN, Hilden, Germany). RT-PCR reactions were performed from total RNA to
amplify an ARSB cDNA fragment spanning exons 4 to 8 and control p-actin or GAPDH cDNA as
described [35]. Quantification of the relative intensity of the electrophoretic bands was performed
using the Discovery Series Quantity One 1-D Analysis Software (www.bio-rad.com, Hercules, CA,
USA). The intensity of the band corresponding to amplification of endogenous COS-7 ARSB was
substracted from the values of intensity of the other ARSB bands.

Cloning and cell culture

Mutations p.W146X, p.R160X, p.W322X and p.Q503X in the haplotypic context
p-358V;p.384S were introduced into the wild-type ARSB cDNA cloned into the expression vector
pcDNA3.1-zeo (+) from Invitrogen (Heidelberg, Germany) as previously described [35].

Cell culture and transfection

COS-7 cells and ML4 fibroblasts were maintained in DMEM medium supplemented with 10%
BS and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) at 37°C and 5% CO,. For transfection, 2x10° COS-7
cells were grown to 95% confluence on 100 mm plates. Cells were transfected with 6 pg of plasmid
DNA and 15 pl of Lipofectamine” 2000 (Invitrogen, Heidelberg, Germany) following the
manufacturer’s instructions and harvested as described [35].

Fresh DMEM medium supplemented with 10% BS and containing a concentration of 800 pg/ml
of gentamicin (Gibco, Invitrogen Life Technologies, Heidelberg, Germany) was added to the
transfected cells 4 hours post-transfection. The medium was replaced daily until harvesting cells

(48 hours post-transfection).

Measure of 4-sulfatase activity

In vitro 4-sulfatase activity of cell extracts was determined by the p-nitrocathecol sulphate
method as previously described [35]. The average activity of cells transfected with empty pcDNA3
(which was equivalent to that of the endogenous 4-sulfatase of untransfected COS-7 cells) was

used to correct enzyme activity of cells expressing mutated ARSB cDNA.

Indirect immunofluorescence studies of 4-sulfatase in treated fibroblasts

WT fibroblasts and fibroblasts from MPS VI patient ML4 were grown on coverslips in 12-well
plates and fixed after 6 days of treatment with increasing concentrations of gentamicin (300, 500,
100, 1200 and 1500 pg/ml). Anti-human ARSB and Lamp-2 (a marker of lysosomes and late

endosomes) antibodies were used in subcellular localization studies as in Garrido et al. [35].
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Toxicity assays

Toxicity of G418 (geneticin) and gentamicin (both from Gibco, Invitrogen Life Technologies,
Heidelberg, Germany) was assayed in vitro before the experiments on human skin fibroblasts and
COS-7 cells, which were cultured on 6-well plates in DMEM with 10% BS in absence of other
antibiotics. The appropriate antibiotic volume was added directly to the medium to the desired final
concentration. Both the medium and the antibiotic were replaced daily. Viability was measured by
Trypan blue staining (Gibco). Changes in morphology and growth rate were also considered (data
not shown). In COS-7 cells, concentrations of 50 and 100 to 1600 pg/ml in steps of 100 were
assayed for gentamicin, and of 10 pug/ml, 25 to 250 pg/ml in steps of 25 and 300 to 1000 pg/ml in
steps of 100 for G418. In fibroblasts, concentrations of 500 to 1500 in steps of 500 and 2000 to
4000 pg/ml in steps of 1000 were assayed for gentamicin, and of 50, 100, 125 and 200 to 500
pg/ml in steps of 100 were assayed for G418. Cells were maintained with antibiotics for a total of

120 h.

Treatment of fibroblasts with gentamicin

MLA4 patient’s skin fibroblasts (genotype: p.W322X; c.427delG, [30]) were the only cells from a
patient bearing a nonsense mutation available for study. Gentamicin treatment was performed in 75
cm’ flasks for 96 hours at a final concentration of 0, 400 and 700 pg/ml. Three replicates for each

condition were performed. Cell pellets were collected for activity assay and RNA studies.

RESULTS

Toxicity assays

Gentamicin impaired COS-7 cells and fibroblasts growth and produced a significant increase in
mortality after eight days of treatment at 800 pg/ml or more. Cells seemed not to be affected at 300
to 500 ug/ml concentrations.

When G418 was used in COS-7 cells, significant mortality and aberrant morphology was
observed from 75 pg/ml on, and from 125 pg/ml on, in fibroblasts. Only a few cells survived after
eight days of treatment at these concentrations. Clear signs of toxicity appeared after at least 2 days
of treatment in the case of higher concentrations. In view of these data, G418 was not used

thereafter in our experiments.

129



Andlisis genético y molecular del sindrome de Maroteaux-Lamy

Gentamicin treatment of COS-7 cells expressing nonsense mutations

COS-7 cells transfected with ARSB cDNAs containing mutations p.W146X, p.R160X,
p-W322X and Q503X showed increased levels of mutant ARSB activity after treatment with 800
pg/ul of gentamicin during 42 hours (6 hours after transfection).

As shown in Figure 1, gentamicin has no effect on ARSB activity in cells expressing WT ARSB
nor in cells transfected with empty plasmid (data not shown). By contrast, cells expressing ARSB
bearing the nonsense mutation p.W146X showed a relative increase in protein activity after
treatment. The corrected mutated protein activity was 11.24 nmols/h-mg + 9.18 before treatment
(representing the 0.70 £ 0.57 % of WT activity in the same conditions) and raised up to 35.71
nmols/h-mg + 15.88 after aminoglycoside treatment (2.23 £ 0.99 % of WT).

A slight increase of ARSB activity was also detected for the other nonsense mutations. In the
case of p.R160X, corrected activity raised up from 17.33 nmols/h-mg + 11.71 without gentamicin
to 27.67 + 11.8 nmols/h-mg with gentamicin. For the p.W322X mutation, ARSB activity was 37.96
nmols/h-mg + 23.52 before treatment and 70.91 nmols/h-mg + 30.55 after treatment. Mutation
p-Q503X showed the slightest increment of activity: 27.78 nmols/h-mg + 2.75 to 34.50 nmols/h-mg
+6.32.

In order to assess the recovery in the ARSB mRNA level of cells expressing these mutations, an
RT-PCR experiment was performed, and results from amplification of the ARSB cDNA were
validated through comparison with the B-actin transcript (Figure 2). A slight recovery in the levels
of the ARSB transcript could be observed after treatment, in all cases and mainly for the p.W146X

and p.W322X mutations. However, the large SD values make the results not conclusive.

Gentamicin treatment of patient’s fibroblasts

After 96 hours of treatment with gentamicin, ARSB activity in patient ML4 fibroblasts
(genotype: p.W322X; c.427delG) was twice to three times that of untreated fibroblasts in the 400
and 700 pg/ml conditions (Figure 3). RT-PCR studies were also performed on RNA from these
cells and the intensity of electrophoretic bands was quantified. The GAPDH cDNA was amplified
as a control (Fig. 4A). Digestion with the Ddel restriction enzyme showed that the amount of
mRNA increased for both alleles (Fig. 4B). The results of the ARSB:GAPDH ratio, obtained by
quantification of the bands, are shown in Fig. 4C: without antibiotic, the ratio was 0.48 + 0.09 (1:2
approx.); at 400 pg/ml of gentamicin, the ratio was 0.57 + 0.20 (1: 1.75), and at 700 pg/ml, it was
of 0.62 +0.08 (1:1.6)

Subcellular localization of ARSB in MPS VI fibroblasts after gentamicin treatment
In WT fibroblasts, the pattern of ARSB localization was independent of gentamicin treatment
(data not shown). In ML4 fibroblasts cultured in absence of antibiotic, a reduced amount of ARSB

and minor colocalization in late endosomes was shown, as previously reported [35]. Lamp-2 was
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used as a marker of lysosomes and can also be assumed as a control protein which remained
invariable after treatment. As shown in Fig. 5, when gentamicin was present in the medium, slight
levels of recuperation of ARSB protein were observed (for concentrations of 500 pg/ml of
gentamicin or more). This recovered protein goes to the lysosome as shown by the increased level

of colocalization in the merged images.

DISCUSSION

Patients of genetic diseases bearing premature termination mutations in homozygosis or
heterozygosis represent between 5 and 70 % of the total number of patients, depending on the
illness and the population [2].

Premature termination codons are frequent in most types of lysosomal storage disorders [32]. In
the particular case of MPS VI, mutations causing PTCs represent the 36.5% (46/126) of the total
number of mutations. However, these include mutations that cause frameshifts, which would not be
corrected by termination suppression drugs. Thus, only nonsense mutations are relevant for this
form of therapy. In MPS VI, almost 12% of the total of mutations (15/126) are nonsense mutations.
This represents a high percentage of the total of mutations. In most genetic diseases, nonsense
mutations represent 5-15%, although this frequency depends on the specific population [2,16,27].
The percentage of nonsense MPS VI mutations (and therefore, the number of patients which would
take profit of this form of therapy) is higher than those found in other lysosomal storage disorders,
including mucopolysaccharidosis [32].

Although in the case of MPS VI a good genotype-phenotype correlation can not be established,
stop codon mutations are supposed to contribute to a especially severe clinical presentation [36].
However, patients with a low-fidelity premature stop codon mutation can develop a clinical
attenuated phenotype as a consequence of the natural stop codon read-through [27].

It is probable that only a sub-group of patients carrying stop codon mutations could potentially
benefit from the treatment with aminoglycosides. Thus, it is important that the patients included in
these assays are chosen under the criterion of their possible response to the suppression according
to the context of their stop codon mutations, in order to obtain significant levels of suppression of
termination [37].

Gentamicin and other drugs used to induce suppression of termination are of lower molecular
weight and more permeable than the proteins that are used for the enzyme replacement therapy, so
they are supposed to act in tissues and organs that are not easily accessible and where other

therapies are unsuccessfull. As an effective therapy for patients with a lysosomal storage disorder, a
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combined approach that consists of both enzyme-replacement therapy and stop-codon read-through
therapy has been proposed [32] .

We have assayed the effect of gentamicin treatment on four heterologously expressed nonsense
mutations found in MPS VI patients and on fibroblasts from one patient. A concentration of 800
pg/ml for COS-7 cells and a maximum of 700 pg/ml in the case of fibroblasts were chosen
according to the toxicity studies performed by us and others [23]. Our results are promising as they
show that gentamicin treatment on p.W146X, a nonsense mutation in the highest suppression
efficiency context [4,32], promotes the highest recovery of the enzyme activity (about a 3-fold rise
from untreated cells, representing more than 2% of WT activity). This agrees with the expected
advantage of being in the nucleotide context (UGAC) with the highest supression efficiency,
accordingly with the results in the bibliography [4-6]. Moreover, the mutation involves a triptophan
and there are evidences in prokaryotes that the stop codon UGA could be preferentially substituted
with a Trp codon during stop codon read-through [38]. Because of the similarity between the Trp
codon (UGG) and the termination codon generated by the p.W146X mutation in the ARSB gene
(UGA), it can be assumed that the correct amino acid could be incorporated to the nascent peptide
during translation, and a non-mutated full-lenght ARSB protein would be produced.

In contrast, mutation p.Q503X, which alsos generates a stop codon in a context associated with
a high suppression efficiency (UAGU) and which is not suspicious of promoting transcript
degradation by nonsense mediated RNA decay (NMD), since it is in the last exon, showed the
lowest recovery of activity. More experiments would be needed to confirm this result.

The other two mutations (p.R160X and p.W322X) create a UGA stop codon with G as the +4
nucleotide position, so an intermediate efficiency of termination (and therefore stop-codon read-
through efficiency) was expected. They showed a 1.5 and 1.8-fold increase in ARSB activity after
gentamicin treatment, respectively.

In a former report [35] mutations p.W322X and/or c.427delG (present in fibroblasts from patient
MLA4) were confirmed to trigger NMD. NMD can limit the efficiency of therapeutic strategies that
look for enhancing nonsense suppression [39]. In our case, gentamicin treatment of fibroblasts
bearing NMD-causing alleles showed a similar recovery of mRNA levels (2-fold) that the
treatment with cycloheximide [35], which inhibits NMD. This can indicate that a decrease in
mRNA turnover could participate in the enzyme activity recovery [40]. The RNA recovery was,
indeed, observed in the present study for all mutations except for p.Q503X (that was not supposed
to be affected by NMD).

It is important to state that good results of nonsense supression may be due to the quality of the
gentamicin employed in the experiments. Experiences of other authors showed that the brand and
purification of gentamicin may be critical for positive results [40,41]. In our case, we obtained no
positive results in previous experiments with gentamicin from other brands. The present results in

fibroblasts and COS-7 cells were achieved with gentamicin from Gibco.
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A main objection to the use of aminoglycosides is that their long-term use is associated to
nefrotoxicity and ototoxicity. Although in the assays of termination of suppression sub-poisonous
antibiotic concentrations are used, they are 10-15 times higher to those used for prokaryotes.
Moreover, the action of the antibiotics is not specific. However, the use of certain pure C1 isoform
of gentamicin [42] and other molecules with less side effects (as amikacine or negamicine,
[42,43]), could solve this problem. In fact, gentamicin is currently used in respiratory infections
since it is sure by inhalation.

The company PTC Therapeutics Inc. has reported a non-antibiotic highly-efficient read-through
drug, PTC124, which can be taken orally. Clinical trials to prove the safety of this compound have
been completed in patients with cystic fibrosis and Duchenne muscular distrophy [40,44]. PTC124
has high permeability with less toxic effects, and seems to be more efficient in suppressing
termination than gentamicin. There are evidences that it could act preferentially in premature
termination codons but not in natural termination codons. It would be interesting to investigate the
potential of PTC124 in MPS VI patients (or in patients with other lysosomal storage disorders) in
preclinical studies, as it seems to be more attractive and safe for long-term treatments.

In summary, the results presented here provide preliminary evidence that stop-codon
readthrough therapy could be a possible future therapeutic option for MPS VI. However, further

studies, particularly with other drugs such as PTC124, should be performed.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of gentamicin treatment (800 pg/ml for 42 hours, 48 hours post-transfection) on
COS-7 cells transfected with WT or mutated ARSB cDNA. ARSB activity (expressed as nmols of
substrate per hour per mg of protein) is corrected by substracting the value of endogenous ARSB
activity obtained in COS-7 cells transfected with empty pcDNA3 plasmid under the same
conditions of antibiotic. Grey: mean. Bars: standard deviation (WT ARSB: n=10; p.W146X: n=16;
p-R160X: n=10; p.W322X: n=4; p.Q503X: n=4, control pcDNA3: n=4).

Figure 2. A) Amplification of cDNA obtained from RNA of COS-7 cells transfected with
nonsense mutations p.W146X, p.R160X, p.W322X and p.Q503X, showing the effect of 0 (-) or
800 pg/ml of gentamicin (+) after 42 hours. Endogenous amplification of monkey ARSB and B-
actin is showed as controls. ARSB cDNA fragment from exon 2 to exon 4: 473 bp. B-actin

fragment: 838 bp. B) Quantification of mRNA levels. Each experiment was repeated twice.

Figure 3. Effect of 96 hours of gentamicin treatment (at different concentrations) on ARSB activity

of primary fibroblasts from a MPS VI patient (p.W322X; c.427delG).

Figure 4. A) Effect of gentamicin treatment on ARSB cDNA levels. GAPDH gene was amplified as
a control. B) Digestion of p.W322X allele with Ddel to show the recovery in cDNA levels in both
p-W322X and c.427delG alelles after gentamicin tratment. C) Quantification of the ARSB:GAPDH

ratio for each treatment condition.

Figure 5. Indirect immunofluorescence of WT fibroblasts and those from the ML4 MPS VI patient
(bearing stop codon mutation p.W322X). Patient’s fibroblasts were treated with different
gentamicin concentrations as indicated. ARSB protein was detected with a FITC-conjugated
secondary antibody (green). Colocalization with Lamp-2 (an endogenous marker of lysosomes and

late endosomes, marked in red) is shown in the overlay. Magnification: 600X.
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2. Material complementario al
tercer articulo

Mutagénesis dirigida

La introduccién de las mutaciones de
terminaciéon prematura en la secuencia
salvaje del cDNA del gen ARSB se
realiz6 mediante mutagénesis dirigida de
forma andloga a la explicada en el
Capitulo II, con los cebadores de
mutagénesis que se detallan en la Tabla
3-1 (pdgina siguiente). Se utiliz6 en este
caso el plasmido pcDNA3.1 resistente a
zeocina para que dicha resistencia no
pudiera interferir en el tratamiento, pues
el pldsmido usado para los estudios de
expresion anteriores era resistente a
neomicina, que es un antibiético
aminoglicésido.

Todas las mutaciones fueron intro-
ducidas en el contexto haplotipico
p-358V; 384S.

Transcripcién / traduccién in vitro

Debido a las limitaciones de tiempo
inicialmente se pensé en evitar los
estudios de expresiéon heteréloga en
cultivos celulares y optar por un proceso
de transcripcién y traduccion in vitro mas
réapido. Se probd el método TNT® T7
Coupled  Reticulocyte  Lysate  System
(Promega) para transcribir los plasmidos
portadores del cDNA ARSB mutado con
mutaciones de terminacién prematura y
realizar las incubaciones con el
antibiotico in vitro. Mediante un sistema
de deteccién basado en estreptoavidina y
peroxidasa 4cida  (Trascend™  Non-
Radioactive Translation Detection Systems)
se pretendia detectar un aumento en los
niveles de produccién de proteina no
truncada.

El uso de un sistema de membranas
microsomales  pancredticas  caninas
garantizaba en principio un procesa-
miento post-traduccional correcto de la
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ARSB. No obstante, no se pudo obtener
ninguna evidencia de sintesis de la
proteina ARSB a partir de ninguno de los
plasmidos utilizados, ni siquiera a partir
de cDNA ARSB WT en forma lineal, a
pesar de que el sistema si producia
proteina  control  luciferasa.  Las
minipreparaciones de pldsmido estaban
bien concentradas y no parecian tener
contaminaciones por calcio o etanol que
pudieran afectar a la reaccién. Se
intentaron evitar posibles problemas de
incompatibilidad del promotor de la
transcripciéon clonando el cDNA en el
plasmido recomendado por el fabricante,
pCMVTNT, sin resultado. Por ello se
realizaron finalmente los estudios de
expresion heter6loga y las medidas
enzimadticas de la ARSB mutada a partir
de células COS-7. De todos modos, los
tamafios predichos de algunas de las
proteinas truncadas eran demasiado
pequefias para que pudieran ser
observadas facilmente por esta u otras
técnicas (15,8 KDa para p.W146X; 17,6
KDa para p.R160X; 359 KDa para
p-W322X y 56,2 KDa para p.Q503X segtun
el programa PeptideMass), y podrian ser
inestables y sufrir degradacion.

Medida de la actividad enzimética
ARSB

Los  estudios  bioquimicos de
valoraciéon enzimatica de la actividad
ARSB se realizaron esta vez en nuestro
laboratorio y no en el Institut de
Bioquimica Clinica (Barcelona), pero
adaptando el mismo protocolo explicado
en el Capitulo II (ver pdgina 108) y
aumentando el nimero de réplicas (un
minimo de 4).

La Tabla 3-2 (pdgina siguiente) resume
los resultados de actividad enzimatica de
dichos estudios.

La dificultad de obtener los valores de
actividad ARSB en fibroblastos, donde se
parte de menor concentracion de
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proteina que en los estudios de sobrex-
explican la
resultados sobre el tratamiento de G418

presion,

ausencia

de

(geneticina) en fibroblastos de paciente,
de manera que s6lo se publicardn los
resultados obtenidos con gentamicina.

Tabla 3-1. Cebadores utilizados en la mutagénesis dirigida para la creacién de mutaciones sin sentido

Mutacién Secuencia del cebador N Tm°C %GC
F: 5'- GCCTTCCAACCCGCTGAGGATTTGATACCTAC-3'

PRIEDX R 5.CGGAAGGTTGGGCGACTCCTAAACTATGGATG-3 2o Ll
F: 5'-CATATGGTCGGAAAATGACACCTGGGAATGTACCG-3'

p-W146X R: 5'-GTATACCAGCCTTTITACTGTGGACCCTTACATGGC--3' % 793 486

p-W322X F: 5-GGAGCCTGTGAGAAGGAGGCGTCCG-3' 25 734 68
R: 5'-CCTCGGACACTCTTCCTCCGCAGGC-3 !

p.Q503X F: 5'-GCTCCTGTCCCGCCTATAGTTCTACCATAAACAC-3 3 792 50

R: 5'-CGAGGACAGGGCGGATATCAAGATGGTATTTGTG-3'

El nucleétido cambiado estd en negrita. F: forward; R: reverse. Tm: temperatura de disociacion del

cebador.

Tabla 3-2. Cuadro de actividades enzimaticas de mutaciones sin sentido antes y después del tratamiento

con gentamicina

Actividad Actividad ARSB

% actividad

Mutacién y entorno haplotipico ARSB corregida ARS]?/;?Fs*pecto
p. 358V; 384S Promedio (n=10) 1616,96 1598,66 100
0 pg/ml Desviacion 565,21 565,21 35,36
p- 358V; 384S Promedio (n=10) 1617,67 1599,4 100
800 pg/ml Desviacion 487,62 487,62 30,49
p-W146X Promedio (n=16) 29,76 11,24 0,70
0 pg/ml Desviacion 8,56 9,18 0,57
p-W146X Promedio (n=16) 53,99 35,71 2,23
800 pg/ml Desviacion 15,88 15,88 0,99
p-R160X Promedio (n=10) 35,63 17,33 1,08
0 pg/ml Desviacion 11,71 11,71 0,73
p-R160X Promedio (n=10) 45,95 27,67 1,73
800 pg/ml Desviacion 11,8 11,8 0,74
p-W322X Promedio (n=4) 56,26 37,96 2,37
0 pg/ml Desviacion 23,52 23,52 1,47
p-W322X Promedio (n=4) 89,19 70,91 4,43
800 pg/ml Desviacion 30,55 30,55 1,91
p-Q503X Promedio (n=4) 46,08 27,78 1,74
Opg /ml Desviacion 2,75 2,75 0,17
p-Q503X Promedio (n=4) 52,78 34,5 2,16
800 pg/ml Desviacién 6,32 6,32 0,4
Control pcDNA3 Promedio (n=4) 18,30 0 0
0 pg/ml Desviacién 2,66 2,66 0,2
Control pcDNA3 Promedio (n=4) 18,28 0 0
800 pg/ml Desviacién 6,57 6,57 0,4

Actividades enzimaticas expresadas en nmoles/h- mg. Actividad corregida restando el valor de
actividad del control pcDNA3 con la misma concentracién de antibiético. n: nimero de réplicas.
* Porcentajes respecto proteina salvaje con el mismo entorno haplotipico p.358V; 384S y la misma

concentracion de antibiético.
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Localizacion intracelular de ARSB
mutada en fibroblastos

Los problemas para realizar estudios
de inmunolocalizacién en células COS ya
fueron resefiados en el anterior capitulo.
Aparte de las incluidas en el articulo,
pueden verse mds imagenes de los efectos
sobre fibroblastos del paciente MIL4
tratados con gentamicina y geneticina en
las Figuras 3-2 y 3-3 (pdgina 148 y 149).
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Por problemas de tiempo soélo se
realizaron ensayos de recuperaciéon de
actividad con gentamicina a una
concentraciéon de 800 pg/ml que, segin
los ensayos de toxicidad y por las
referencias bibliograficas, parecia la
concentracion 6ptima y més alta entre las
seguras. En los cultivos destinados a
inmunofluorescencia se pudieron probar
concentraciones mads altas, si bien las
células empezaron a mostrar variaciones
morfolégicas al cabo de unos dias debido
a la toxicidad.
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Colocalizaciéon

0 pg/ml
gentamicina
G418

500 pg/ml
gentamicina

1200 pg/ml
gentamicina

Figura 3-1. Localizacién de la proteina ARSB en fibroblastos control (p.358V; 384S) tras el
tratamiento con geneticina (G418) y gentamicina. Verde: ARSB marcada con FITC (dilucién de
anticuerpo primario y secundario: 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de lisosomas) conjugado con Alexa
660 (diluciéon de anticuerpo primario y secundario: 1:100). No estdn representadas todas las
concentraciones que se probaron.
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ARSB Lamp-2 Colocalizacion

75 pg/ml
G418

75 pg/ml
G418

100 pg/ml
G418

100 pg/ml
G418

200 pg/ml
G418

Figul‘a 3-2. Localizacién de la proteina ARSB en fibroblastos ML4 (p.W322X; c.427delG) tras el
tratamiento con geneticina (G418). Verde: ARSB marcada con FITC (dilucién de anticuerpo primario y
secundario: 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de lisosomas) conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpo primario y secundario: 1:100).
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ARSB Lamp-2 Colocalizacion

500 pg/ml
gentamicina

1000 pg/ml
gentamicina

1000 pg/ml
gentamicina

1200 pg/ml
gentamicina

1500 pg/ml
gentamicina

Figul‘a 3-3. Localizacién de la proteina ARSB en fibroblastos ML4 (p.W322X; c.427delG) tras el
tratamiento con gentamicina. Verde: ARSB marcada con FITC (dilucién de anticuerpo primario y
secundario: 1:75). Rojo: Lamp-2 (marcador de lisosomas) conjugado con Alexa 660 (dilucién de
anticuerpo primario y secundario: 1:100).
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DISCUSION

1. Motivo de la tesis

El motivo principal de este trabajo fue
el andlisis, por vez primera en la
literatura, de las mutaciones presentes en
pacientes espafioles y argentinos con
mucopolisacaridosis de tipo VI o sindro-
me de Maroteaux-Lamy. Posteriormente
se afiadieron al estudio pacientes de otras
nacionalidades: un paciente belga y dos
estadounidenses de origen dominicano.
De forma paralela hemos realizado el
diagndstico molecular de familiares de
algunos de dichos pacientes.

La caracterizacion genotipica completa
es un paso necesario para abordar el
establecimiento de correlaciones geno-
tipo-fenotipo fiables en una enfermedad
genética. En el caso de la MPS VI, el
hecho de que la mayoria de pacientes
tengan mutaciones privadas y sean
heterocigotos compuestos dificulta el
establecimiento de este tipo de
correlaciones. Los datos obtenidos han
permitido realizar cdlculos de frecuencias
alélicas en la poblacion espafiola e
investigar el origen de las mutaciones
maés prevalentes.

Ademas, el anédlisis mutacional abre las
puertas a los estudios funcionales de las
nuevas mutaciones identificadas, con el
objetivo de profundizar en la compren-
sion del mecanismo patogénico. En los
ultimos 15 afos se han realizado estudios
funcionales de menos de la mitad de las
mutaciones identificadas hasta ahora en
el gen ARSB (Wicker et al., 1991; Jin et al.,
1992; Arlt et al., 1994; Isbrandt ef al., 1994;
Litjens et al., 1996; Bradford et al., 2002;
Brooks et al.,, 2005; Dou et al., 2006;
Karageorgos et al., 2004 y 2007a). Esta
tesis contribuye al estudio funcional de 9
mutaciones y polimorfismos en el gen
ARSB.

Finalmente, el andlisis mutacional
también es un requisito previo deseable
para predecir la eficacia de la terapia de
restituciéon enzimdtica y considerar la
aplicaciéon de otros tipos de terapia en el
futuro, como la modulacion de Ila
degradacion del RNA mediada por
codones sin sentido (NMD) o la supresion
de codones de terminaciéon mediante
antibiéticos aminoglicésidos (ver pdgina
56). Los experimentos que aqui se
presentan demuestran que esta ultima
aproximacion terapéutica es factible en el
caso de la MPS VI y dan pie a posteriores
investigaciones.

2. Fenotipo clinico de los pacientes
de MPS VI espaiioles y argentinos

La informacién relativa al fenotipo
clinico de los pacientes analizados aqui ha
sido escasa, especialmente con los
pacientes de origen no espafiol, aunque
en la mayoria de casos se disponia de la
resefia de los principales sintomas clinicos
y la concentracién de glicosaminoglicanos
excretados en orina. No obstante, la
clasificaciéon clinica de los pacientes se
pudo realizar a semejanza de otros
autores (ver pdginas 19 y 71), en base a la
interpretacién de los sintomas clinicos, la
edad de diagnoéstico que manejabamos y
la mayor o menor excrecion de GAG en
orina, cuando este dato era conocido.

Cabe destacar el caso de dos pacientes
(ML4 y ML11) que presentaban retraso
psicomotor severo y que se suman a los
pocos casos descritos hasta la fecha de
pacientes de MPS VI con retraso
psicomotor (Taylor et al., 1978; Paterson et
al., 1982; Vestermark et al., 1987). Walkley
y colaboradores (2005) proponen que la
terapia de sustitucién enzimatica que esta
empezando a administrarse para tratar la
MPS VI, y que conlleva un aumento de la
supervivencia del paciente, podria
conducir en algunos casos a la apariciéon
de sintomas neurolégicos que normal-
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mente no llegan a presentarse dada la
temprana mortalidad.

3. Distribucién y prevalencia de
las mutaciones encontradas en el
gen ARSB

La mayoria de los 21 alelos diferentes
encontrados en nuestro estudio son
privados y estdn presentes en hetero-
cigosis en un unico paciente. La mutacion
mas prevalente es la ¢.1143-1G>C (7/38
alelos; 18% del total), que altera un sitio
de splicing y que estd presente tanto en
poblacién espafiola como argentina,
seguida de la c.1143-8T>G (4/38 alelos;
10,5%), p.P313A (3/38 alelos, 8%) y
p-G324V (3/38 alelos, 8%), esta tltima
presente en poblacion de origen
dominicano. La mutaciéon p.R315Q, la
segunda mds frecuente en Brasil (Petry et
al., 2003), se encontrd en 1 alelo de 38, en
un paciente  argentino. No se han
encontrado en la serie de pacientes
estudiados  otros alelos frecuentes
descritos en la Dbibliografia, como
p-R152W  (Rusia), p.Y120C, p.H393P o
c.1533_1555del (Brasil, ver pdgina 45).

El andlisis haplotipico de varios
polimorfismos intragénicos que flan-
quean  las  mutaciones = comunes

encontradas en nuestra serie de pacientes
parece indicar que los distintos alelos
c.1143-8T>G, c.427delG, c.1143-1G>C y
p-C447F tienen un origen tnico, aunque
seria deseable ampliar los haplotipos con
nuevos polimorfismos para tener una
certeza estadistica.

4. Analisis del gen ARSB: busqueda
de mutaciones causantes del
sindrome de Maroteux-Lamy

Se han identificado el 100% de los
alelos ARSB mutados en 19 pacientes de
MPS VI. En total, se han descrito 21 alelos
diferentes en regiones codificantes o
periexdnicas del gen ARSB, de los cuales
9 no habian sido descritos previamente.
Aproximadamente el 57% de los alelos
corresponden a mutaciones de cambio de
sentido, el 14,3% a mutaciones que
afectan a lugares de corte y empalme de
exones (splicing), el 19% son pequefias y

grandes deleciones y el 9,5% son
mutaciones sin sentido; la inmensa
mayorfa se encuentran en regiones

codificantes (Figura 1-1), siendo el exén 5
y el intrén 5 las regiones en las que se
acumulan mds mutaciones. En la
poblacién general de pacientes de MPS VI
(ver pdgina 45) las mutaciones estdn mds
repartidas a lo largo de todos los exones,
si bien los exones 1 y 5 son los que
concentran la mayor parte de cambios.
Las mutaciones de splicing y sin sentido se
encuentran  sobrerrepresentadas  en
nuestra poblacién.

La patogenicidad de dichos cambios
fue establecida mediante andlisis de
poblacién control y estudios funcionales.

A continuacion se hard un breve
comentario resumen sobre cada uno de
dichos alelos.

Figura 1-1. Distribu-
cién de las mutaciones
encontradas en pacientes

de MPS VI a lo largo del
gen ARSB. Ee Y:

porcentaje respecto  al
total de alelos

identificados (21). E: exén
(en gris). I: intrén (en

negro).
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Mutaciones de cambio de sentido

En total se han encontrado 12
mutaciones de cambio de sentido
diferentes en el grupo de pacientes
analizados, que representan el 57% del
total de alelos distintos identificados.

p.L82R (c.245T>G)

Esta mutacion se encontr6 en
homocigosis en un paciente espafiol
(ML2) y no habia sido descrita con
anterioridad. Karageorgos et al. (2007b)
han descrito recientemente en un paciente
alemdn un polimorfismo sinénimo
localizado en la misma posicién (p.L82L),
no presente en las bases de datos de
SNPs, asi como una mutacién patogénica
en el aminodcido contiguo (p.D83Y)
asociada a la forma leve de la
enfermedad. En nuestro caso el paciente
ML5 manifiesta un fenotipo intermedio o
severo.

Dicha mutacién se localiza hacia el
exterior de la proteina, fuera de las
secuencias consenso comunes entre las
sulfatasas y fuera de los residuos
conservados del sitio catalitico, pero en
un aminodcido conservado en la
secuencia del gen ARSB de todos los
mamiferos  analizados.  Seguin  los
programas de predicciéon de estructuras
secundarias el cambio aminoacidico no
parece afectar la conformacién de la
hélice o de la que forma parte.

Los transcritos de mRNA para dicha
mutacion no parecen sufrir degradacion
si los comparamos con los niveles de
mRNA salvaje, tal como era de esperar.

La mutacion conlleva la reduccién de
la actividad ARSB hasta menos de un 3%
respecto a la ARSB salvaje y wuna
reducciéon casi del 50% en la produccion
total de proteina, de la cual el 95% se
encuentra en forma precursora y apenas

se metaboliza a forma madura. No
obstante, la proteina madura localiza en
el lisosoma de las células de forma mas
apreciable que en el caso de otras
mutaciones que alteran en mayor medida
la estructura de la enzima.

p-R95Q (c.284G>A)

Fue descrita por Litjens et al. (1996) y
se ha encontrado en pacientes
australianos (Karageorgos et al., 2007a). Se
asocia a fenotipo severo y es una de las
pocas mutaciones identificadas en este
estudio que afecta claramente al ntcleo
catalitico de la ARSB, en concreto a un
residuo al que se atribuyen funciones
estabilizadoras del residuo formilglicina,
indispensable para la actividad. Ofrecia
menos de un 1% de actividad respecto a
la ARSB salvaje en los estudios de
expresion (Litjens et al., 1996).

p.Y138C (c.415A>G)

Esta mutacién, no descrita con
anterioridad, se detect6 en heterocigosis
con la alteracién de splicing ¢.1143-8T>G.
Wicker et al. (1991) descubrieron que la
mutacion que afectaba al codén
inmediatamente  anterior  (p.G137V)
producia la degradacion de la forma
madura de la proteina y de la mayor
parte de la forma precursora mediante
estudios de pulse-chase durante 24 horas.

Este residuo no forma parte del sitio
catalitico de la ARSB pero queda
englobado dentro la regiéon que algunos
autores consideran importante para el
ensamblaje del sitio catalitico (Hanson et
al., 2004). Reduce la actividad ARSB hasta
menos del 4% de la actividad salvaje y los
estudios de western blot confirman que la
mayor parte de la proteina se encuentra
en su forma precursora.
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P.RI60Q (c.479G>A)

Voskoboeva et al. (1994) describieron la
mutacion p.R160Q en heterocigosis con el
cambio p.R160X en un paciente con
fenotipo intermedio, al igual que el
paciente espafiol heterocigoto para esta
mutacion (ML3, junto con el cambio
intrénico ¢.1143-1G>C). La actividad
enzimética ARSB calculada en fibroblas-
tos del paciente es de aproximadamente
un 19% respecto a los valores controles,
siendo la segunda actividad maés elevada
encontrada en nuestro grupo de pa-
cientes. No ha sido expresada de forma
heterdloga. Es de suponer que impide la
correcta maduracién de la proteina ARSB,
pues en los estudios de inmuno-
localizacién realizados en esta tesis los
niveles de proteina en el interior de los
lisosomas era muy escaso y no podian
explicarse por el alelo ¢.1143-1G>C, que
altera el splicing del mRNA.

El cambio no se encuentra en ninguna
de las regiones del sitio catalitico o
secuencias conservadas entre sulfatasas,
aunque es un residuo conservado en las
secuencias de la ARSB de mamiferos. El
cambio de aminodcido no parece alterar
la estructura secundaria de la proteina.
Curiosamente, en la arilsulfatasa A el
residuo correcto en la posicién 160 es una
glutamina (Q).

p.S240F (c. 719C>T)

Es una mutaciéon descrita por primera
vez en un paciente espafiol, el ML16, en
heterocigosis con la mutacién c.1143-
1G>C, y se asocia a un fenotipo
intermedio. Queda muy cercana al
residuo del sitio catalitico p.H242,
implicado en la unién al sustrato, aunque
es un aminodcido que sélo estd presente
en la secuencia ARSB humana. Wu et al.
(2000) describieron una mutacién en la
posicion inmediatamente anterior
(p-Q239R) pero no hay datos sobre la
gravedad de su fenotipo.
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Produce una reducciéon de més del 50%
en la produccién de proteina ARSB y la
mayoria se encuentra en forma precur-
sora, aunque hay niveles apreciables de
proteina madura en comparacién con
otras mutaciones de cambio de sentido.
En estudios de inmunocolocalizacién se
encuentran  niveles apreciables de
proteina en los lisosomas y deben ser
atribuibles a este alelo, si bien la proteina
manifiesta una actividad reducida a
menos de un 5% de la salvaje. Si se
expresa en el entorno haplotipico real en
el paciente (p.358M/p.384S) la actividad
disminuye hasta el 1% respecto al WT.

p.P244T (c.730C>A)

Mutaciéon nueva descrita en hetero-
cigosis en un paciente dominicano (ML20)
junto con otra mutaciéon de cambio de
sentido (p.G324V) después de que los
estudios de expresion presentados en esta
tesis ya estuvieran finalizados. Por lo
tanto, no se dispone de datos acerca de su
actividad residual. De todos modos, sus
posibles efectos sobre la estructura
secundaria de la proteilna pueden
suponerse equiparables a las de la
mutacion p.S240F.

p.G308R (c.922G>A)

Mutacioén nueva encontrada en hetero-
cigosis en un paciente argentino (ML14)
junto con otra mutaciéon de cambio de
sentido  (p.R315Q), produciendo un
fenotipo intermedio a severo. Sorprende
que el fenotipo no sea mds grave dado
que este alelo produce una reduccién en
la cantidad de proteina sintetizada
superior al 50%, la sintesis de proteina
madura queda practicamente abolida y
conlleva una actividad enzimadtica nula.
El otro alelo no aporta tampoco actividad
y ademds el paciente es portador del
cambio p.5384N, una variante polimorfica
con efectos funcionales (ver pdgina 164).
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El residuo p.G308 queda cercano a los
residuos p.D300 y p.D301, implicados en
la cordinacién con el ion metal de la
enzima (ver pdgina 40), aunque no forme
parte de las regiones conservadas entre
sulfatasas ni entre la ARSB de diferentes
especies. Villani et al. (1998) describieron
la mutacién préxima p.G302R, que si que
es un residuo conservado en todas las
sulfatasas eucariotas y pertenece a un
hexapéptido conservado en humano, rata
y gato. La sustitucion de una glicina
neutra por una arginina cargada
positivamente puede alterar la estructura
de la region.

p.P313A (c. 937C>G)

Esta mutacion fue descrita por Brooks
et al. (2005) cuando nuestro manuscrito
sobre andlisis mutacional estaba en
preparacién y realizdbamos los ensayos
de actividad. Esa es la razén por la cual se
incluye una mutacién ya descrita en los
estudios de expresién y en los andlisis de
western blot. En el grupo de pacientes
espafioles analizados, esta mutacién se
hall6 en hemicigosis en el paciente ML1
junto con el alelo ¢.899_1142del, después
de que los estudios de RT-PCR sobre
RNA revelaran dos transcritos de tamarfio
diferente y pudiera descartarse la
homocigosidad del alelo p.P313A, tal
como se habia pensado en un principio.
Posteriormente  se  encontr6  dicha
mutacién en homocigosis en el paciente
belga ML17, sin posibilidad de estudiar
su RNA. Ambos pacientes parecen
manifestar un fenotipo intermedio.

Esta mutaciéon fue expresada por
Brooks et al. (2005) y no se detect
actividad enzimatica, aunque en nuestro
sistema de expresion heteréloga tenia
algo menos de un 4% de actividad
respecto a la ARSB salvaje. También
produce una reduccién importante en la
producciéon de proteina total, especial-
mente la madura.

Esta mutacion se encuentra proxima a
la lisina 318, que es uno de los
aminodcidos del nicleo activo implicados
en la unién al sustrato (Hopwood vy
Ballabio, 2001; Hanson et al., 2004), pero
en la estructura tridimensional de la
molécula de ARSB queda alejada de los
dominios cataliticos. Por lo demads, no
pertenece a las regiones consenso entre
sulfatasas y la posicion sélo estd
conservada en rata.

La mutacién en el mismo aminoacido
p.P313S fue descrita por Karageorgos et
al. (2007b) pero no se dispone de datos
sobre el fenotipo asociado o su actividad
en ensayos de expresion.

p.R315Q (c.944G>A)

Se encuentra en heterocigosis en el
paciente argentino ML14, junto con el
alelo p.G308R, asociado a un fenotipo
intermedio a severo. Fue descrita por
Villani et al. (1999) y expresada por el
grupo de Karageorgos (2007a), dando
lugar a una actividad enzimatica no
detectable. A nivel molecular, sus
implicaciones pueden ser parecidas a las
del cambio p.P313A.

Esta mutacion es especialmente
frecuente en pacientes procedentes del
norte de Portugal y Brasil (Petry et al.,
2005; Karageorgos et al., 2007b; ver pdgina
59), y se sospecha que se produjo un
efecto fundador, aunque nadie ha
realizado estudios haplotipicos para
confirmarlo. Se ha descrito a menudo en
homocigosis en los pacientes y ademads en
muchos casos el alelo p.S384N estd
presente en el mismo cromosoma como
tercer cambio en el paciente. En el caso
del paciente ML14 la fase para el SNP
p-S384N no estd establecida pero si nos
guidramos por los haplotipos que se han
publicado, la mutacién p.R315Q estarfa
presente en el mismo cromosoma que
p-S384N.

157



Andlisis genético y molecular del sindrome de Maroteaux-Lamy

p.G324V (c.971G>T)

Se encontr6 en homocigosis y en
heterocigosis en los pacientes de origen
dominicano ML18 y ML19, respec-
tivamente. Fue descrita inicialmente en
varios pacientes estadounidenses
(Karageorgos et al., 2007b). No se dispone
de datos fenotipicos ni de expresién, si
bien es probable que sea una mutaciéon
severa ya que la actividad ARSB medida
en fibroblastos de los pacientes no era
detectable en ninguno de los casos. Se
localiza en wuna regiéon bastante
conservada entre sulfatasas y entre las
proteinas ARSB de diferentes mamiferos,
pero no forma parte del sitio catalitico.

p.C447F (c.1340G>T)

Esta mutacion fue publicada por
Karageorgos et al. (2007b). La
encontramos en heterocigosis en dos
pacientes espafioles junto a sendos alelos
sin actividad enzimadtica (c.427delG vy
.1143-1G>C), pero asociada a un fenotipo
severo (ML10) en un caso y a un fenotipo
intermedio en el otro (MLI15).
Curiosamente, en el paciente alemén en el
que fue descrita por otros autores se
encontraba también en heterocigosis con
la mutacién c.427delG. Aunque el grupo
de Karageorgos no detalla los haplotipos
de ese paciente, es probable que el alelo
p-C447F también esté en fase con la
variante p.358M,, igual que en el paciente
espafiol, y también en fase con el alelo
c.1143-27A, lo cual resolveria los
haplotipos dudosos en los pacientes
espafioles portadores de la mutacion
c427delG (que de esta manera se
supondrian en fase con el alelo c.1143-
27C, ver pdgina 79).

La mutacion p.C447F estd situada
cerca de wun sitio potencial de
glicosilacion. Los cambios en los lugares
de glicosilacién podrian afectar a la
captacion de la enzima por parte de los
diferentes tipos celulares, dado que las
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formas de la enzima con glicosilacién
diferente no se unen con la misma
afinidad al receptor manosa-6-fosfato de
la membrana del Golgi (Fuller et al, 1998).
No es un residuo conservado pero la
alteracién de una cisteina podria afectar la
formacién del puente disulfuro que se
crea entre los residuos 405 y 447 (ver
Figura 3-5 de la pdgina 38). En la misma
posicién se encuentra el cambio p.C447S
(Karageorgos et al., 2007b).

En nuestros estudios de expresiéon la
proteina mutada tenia una actividad
enzimética casi nula. Ademads, la proteina
madura tenfa escasa presencia en el
contexto p.358V, pero en el contexto de
los pacientes (p.358M) practicamente no
se detect6 ni proteina madura ni
actividad.

p.L472P (c.1415T>C)

La mutacion p.L472P esta presente en
un paciente espafiol con fenotipo
intermedio (ML6, en heterocigosis con un
cambio intrénico que provoca el salto de
un ex6n) y fue descrita por Karageorgos
et al. (2007b) cuando nuestro primer
articulo estaba en revision.

Se encuentra en un residuo préximo a
la posiciéon 476. La mutacién p.L476P es
responsable de un fenotipo severo en la
forma felina de la MPS VI (Yogalingam et
al., 1998), no presentaba actividad en los
estudios de expresién y se observé sélo
en su forma precursora. El residuo 476
estd conservado entre otras 6 sulfatasas y
se especula que este aminodcido podria
ser necesario pera la integridad funcional
de la proteina.

La posicion 472 no estd conservada
entre especies animales ni entre
sulfatasas. En nuestros estudios de
expresion tiene una actividad inferior al
1% comparada con la ARSB salvaje y
menos del 12% de proteina total
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sintetizada se encuentra en forma
madura.

Mutaciones sin sentido

Sé6lo 2 de los 21 alelos identificados en
el gen ARSB en nuestro grupo de
pacientes son mutaciones sin sentido.
Estos cambios son candidatos a sufrir
NMD, y en el caso de que haya cierta
producciéon  proteica, dan lugar a
productos truncados en los que falta mds
de una tercera parte de los residuos.

p.R160X (c.478C>T)

Fue  descrita  inicialmente  por
Voskoboeva et al. (1994) y se encuentra
en homocigosis en el paciente espafiol
ML8. La proteina truncada resultante
conserva menos del 30% de aminodcidos
de la salvaje. Se ha asociado en todos los
pacientes descritos al fenotipo severo.

Al ser una de las mutaciones sin
sentido encontrada en nuestra serie de
pacientes, fue seleccionada en los estudios
de supresion de codones de terminacion
prematura mediante antibiéticos amino-
glicosidos (ver pdgina 168).

p.W322X (c.966G>A)

Fue descrita por nuestro grupo en
heterocigosis con el cambio ¢.427delG en
un paciente espafnol (ML4) con fenotipo
intermedio a severo. La proteina truncada
resultante ha perdido un tercio de sus
residuos.

Al disponer de fibroblastos de este
paciente pudimos realizar estudios sobre
mRNA; los dos alelos del paciente
predicen terminacién prematura y
mediante estudios de RT-PCR vy
tratamiento de las células con
cicloheximida pudimos comprobar que
ambos  alelos contribuyen a la

degradaciéon de los transcritos por el
mecanismo de NMD.

A nivel celular, la degradacién del
mRNA explica la baja presencia de
proteina madura en el interior de los
lisosomas, que se intent6 aumentar con
los experimentos de supresion de codones
de terminaciéon con gentamicina (ver
pdgina 168).

Deleciones

Se han identificado cuatro mutaciones
por delecién, que representan un 19% de
los 21 alelos distintos identificados. Todas
ellas provocan un desplazamiento de la
pauta de lectura, con aparicion de
codones de parada prematuros.

¢.237_243delGGTGCTC (p.V8OWfsX32)

Se encontr6 en heterocigosis con la
mutaciéon de splicing ¢.1143-8T>G en el
paciente espafiol ML7, asociada a
fenotipo severo. Produce un cambio de
pauta de lectura y una proteina truncada
que tiene menos del 25% de aminodcidos
de la salvaje. Fue descrita inicialmente
por Voskoboeva et al. (1994)

c.238delG (p.V80CfsX34)

Fue descrita inicialmente por Litjens et
al. (1992). Se encontr6 en heterocigosis
con la mutacién de splicing ¢.1142+2T>A
en los pacientes gemelos ML9a y ML9, y
produce un cambio de pauta de lectura y
una proteina resultante con menos del
25% de aminodcidos de la salvaje. Estd
asociada a fenotipo intermedio, aunque
estos pacientes empezaron a recibir
pronto la terapia de sustitucion
enzimética, y la aparicién de los sintomas
mas graves puede haberse enlentecido.

Se dispuso de células maternas

(portadoras de la mutacién) con las cuales
pudieron realizarse estudios de RT-PCR y
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tratamiento con cicloheximida para
evaluar si el alelo era responsable de
degradacion del mRNA por NMD. Pese al
ensayo de distintas condiciones experi-
mentales no se obtuvieron resultados
consistentes.

Los tnicos alelos de terminacién
prematura que no parecen producir NMD
son los que se localizan en el tltimo exén
(lo cual es l6gico teniendo en cuenta los
mecanismos moleculares que han de
tener lugar para que se produzca el
NMD, ver pdgina 59) o muy préximos al
codéon de inicio de la traduccién. Se
hipotetiza que este fenémeno de la
reiniciacién se debe a que existe un codén
AUG muy proximo al codén de
terminaciéon prematura, y entonces el
transcrito se sigue sintetizando y escapa a
la degradacién por NMD (Perrin-Vidoz et
al., 2002).

Sin embargo, no parece posible que en
el caso de la mutacién c.238delG pueda
producirse un fenémeno de reiniciacién
de la transcripcion que evite el NMD,
dado que el cambio de pauta de lectura
causado por la mutacién, si bien da lugar
a la aparicién de numerosos codones para
metionina posteriores, cercanos al codén
de terminacién prematura, también
produce la creacion de sucesivos codones
de terminacién muy cerca de dichos
codones para metionina, con lo cual un
nuevo inicio de transcripcion se veria
igualmente abortado.

c.427delG (p.V143S5fsX41)

Fue descrita por Karageorgos et al.
(2004) cuando la habiamos identificado en
un paciente espafiol. Produce un cambio
de pauta de lectura y la proteina truncada
conserva menos del 35% de aminodacidos
de la ARSB salvaje. Se encontré en
heterocigosis en dos pacientes espafioles
diferentes (ML4, con la mutacién
p-W322X y fenotipo intermedio a severo,
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y ML10, con la mutaciéon p.C447F y
fenotipo severo).

Era candidata a producir degradacion
de mRNA mediante NMD, y asi se puso
de manifiesto tras estudios de tratamiento
con cicloheximida (ver pdgina 101)

Pese a que el paciente ML4 tenia el
mayor porcentaje de actividad ARSB en
fibroblastos (23% del control), en los
estudios de inmunofluorescencia parece
que apenas tiene proteina madura
contenida en lisosomas y los resultados
podrian indicar que la proteina truncada
pudiera haber quedado retenida en el RE
para su degradacion.

c.899_1142del (p.T299fsX194)

Arlt y colaboradores (1994) describie-
ron una delecién genémica que incluia el
exén 5 pero cuya extensién exacta no fue
determinada, ya que todavia no se habia
establecido la secuencia de los intrones 4
y 5 del gen ARSB. Recientemente,
Karageorgos et al. (2007a) encontraron en
heterocigosis una delecién genémica que
inclufa el exén 5, y si bien tampoco
describieron sus limites, bien podria
tratarse de la misma delecion descrita por
el grupo de Arlt.

La ausencia del exén 5 (de 244 pb) a
nivel del mRNA provoca un cambio en la
pauta de lectura que da lugar a una
terminacion prematura de la traduccién
con un polipéptido resultante de 491
aminodcidos.

En el grupo de pacientes espafioles
analizados esta mutacion se hall junto
con el alelo p.P313A en un tinico paciente
(ML1, fenotipo intermedio), gracias a que
la disponibilidad de RNA permitié
descubrir dos transcritos de tamafio
diferente. Lamentablemente la linea de
células se perdi6 y no se pudo comprobar
si esta delecion, que al igual que el
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cambio 1142+2T>A da lugar a un
transcrito sin el exén 5, producia NMD.

Durante la realizaciéon de este trabajo
nos planteamos definir la extension
precisa de esta deleciéon genémica. Una
posible causa de la delecion, que podria

ser muy extensa, seria un
entrecruzamiento inter (en trams) o
intracromosdomico (en cis) entre

secuencias repetidas (normalmente, Alu).
Las Alus son elementos SINE de unos 300
pb que se encuentran frecuentemente en
intrones y constituyen un 10% del
genoma humano. Los reordenamientos
provocados por secuencias Alu de la
misma familia ya se ha identificado como
causa de mds de una veintena de
enfermedades hereditarias y canceres
(Ricci et al., 2003), incluyendo una doble
delecion en el gen de la N-acetil-
galactosamina-6-sulfatasa, responsable de
la MPS IIID (Deininger et al., 1999). La
gran mayoria de secuencias Alu
implicadas en enfermedades genéticas se
insertan dentro de regiones codificantes, o
en intrones relativamente cerca de un
ex6n y en lugares donde puedan afectar
el proceso de corte y empalme de exones.
Ademds se ha propuesto que un ntcleo
de 26 pb bastante conservado entre todas
las familias de Alu podria ser un punto
caliente recombinacional.

Si esto fuera aplicable al caso de la
delecién que nos ocupa, una explicacion
plausible de su origen podria ser una
recombinacién entre una Alu situada en
el intron 4 y otra de la misma familia en el
intrén 5. En los intrones 4 (de unas 69,5
Kb) vy 5 (46 Kb) del gen ARSB se
identificaron mas de 40 elementos Alu y
MIR  (programa  RepeatMasker) que
podrian dar lugar a la recombinacion.
Mediante alineamiento mdltiple CLUS-
TAL entre las diferentes familias de
secuencias Alu mds representadas en esos
intrones (AluSx, AluJb y AluJo) se
observé que el ndmero de posibles
parejas de Alus de la misma familia a
ambos lados del exén 5 era tan elevado

que resultaba dificil escoger las mejores
candidatas para el posterior andlisis
molecular.

Una opcién para determinar los limites
de la delecion serfa amplificar por PCR
sobre DNA genémico la region colindante
a las secuencias y ver si hay reduccién de
dosis en el caso de que no se anillen los
cebadores. Sin tener que recurrir a la PCR
en tiempo real, podrian realizarse PCR
semicuantitativas amplificando fragmen-
tos de aproximadamente 1 Kb por cada 10
Kb de los intrones 4 y 5 (unas 6 reacciones
para el intrén 4 y unas 4 para el otro) para
empezar a acotar la region implicada.

Otras estrategias propuestas para
acotar la regiéon exacta del genoma
afectada por la delecién son el anélisis de
polimorfismos de tipo microsatélite o
SNP con el objetivo de detectar
descompensaciéon de dosis, o el andlisis
de Southern blot con diferentes sondas de
la regién. Finalmente se deshech¢ la idea
de delimitar la extensién de la delecién al
considerar que la cantidad de trabajo que
reportaba no compensaba los resultados.

Mutaciones implicadas en el mecanismo
de corte y empalme de exones

Las mutaciones que afectan lugares
moduladores de corte y empalme de
exones (splicing) pueden dar lugar a
moléculas de RNA mdés largas o mas
cortas de lo normal, alterando la regién
codificante. Si una mutaciéon destruye un
sitio de splicing, la maquinaria de corte y
empalme (spliceosoma) utiliza a veces el
siguiente sitio o reconoce un lugar
criptico que antes no era utilizado.

c.1142+2T>A (p.D300VfsX193)

Es una mutacion nueva descrita en
heterocigosis en los pacientes ML9a y
MLO9b, hermanos, que cambia la secuencia
donadora de splicing consenso de GT a
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GA. Como consecuencia, el mRNA no
retiene el exd6n 5, de 244 nucleétidos de
longitud, y se rompe la pauta de lectura.
S6lo cuando se dispuso de células
fibroblasticas del progenitor paterno,
portador de la mutacién, se pudo
caracterizar el transcrito aberrante
mediante RT-PCR y secuenciacién. La
mutacién retne las condiciones para
promover la degradacion del mRNA
mediante NMD, hecho que corroboran los
experimentos con cicloheximida y RT-
PCR, aunque la recuperacién es muy
débil.

c.1143-8T>C (p.S381RfsX12)

Petry et al. (2005) describieron la
mutacion ¢.1143-8T>G en poblacién
brasilefa pero no analizaron su efecto
sobre el splicing. Es un caso claro de como
una mutacién en la serie de pirimidinas
situada en el extremo 3’ del intrén puede
disminuir la eficiencia de corte vy
empalme de exones, hasta modificar del
todo la seleccion de lugares de corte
dando lugar a un mRNA sin uno de los
exones, en este caso el exén 5.

Las mutaciones que afectan a regiones
aceptoras de splicing suelen estar como
mucho en la posicién -3 respecto al inicio
del exén (Krawczak et al., 2006), pero se
han descrito mutaciones en la serie de
pirimidinas a 3’ en las posiciones -7, -8 y
-13, que afectan negativamente al
ensamblamiento correcto del mRNA
(Cooper et al., 2001; Loudianos, 2002). Al
quedar inutilizado el sitio aceptor
habitual, la maquinaria de splicing usa a
veces el siguiente sitio aceptor,
eliminando un exén (situacion que en este
caso rompe la pauta de lectura dando
lugar a una proteina truncada) o en otros
casos recurre a un lugar criptico que
normalmente no se usa.
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Esta mutacién es la segunda mas
prevalente en el grupo de pacientes de
MPS VI estudiado y provoca Ila
degradacion del RNA mediante NMD, tal
como se comprobd en el caso del paciente
ML2 en los experimentos de recuperacion
con cicloheximida (ver pdginas 91 y 101).
Ambos alelos del paciente degradan los
transcritos portadores de la mutacién y se
encuentra poca presencia de proteina
ARSB en los lisosomas de las células.

Los individuos ML7 y ML11 presentan
también este cambio pero no se dispuso
de fibroblastos ni de sangre fresca para
realizar estudios a nivel de RNA.

c.1143-1G>C (p.S381RfsX12)

Esta mutacion fue descrita en pacientes
brasilefios y franceses por Karageorgos et
al. (2007b). Es la mutacién mds prevalente
entre los pacientes de MPS VI espafioles y
argentinos y constituye una excepcién por
su elevada frecuencia en una enfermedad
en la que la mayorfa de mutaciones son
privadas. Introduce un cambio en la
region 100% conservada de un aceptor de
splicing (de AG a AC) provocando la
eliminaciéon del exén 6 del transcrito
maduro, lo que conlleva un cambio de
pauta de lectura. Sus consecuencias
respecto a la degradacién del transcrito
mutado por el mecanismo de NMD
fueron puestas de manifiesto en los
experimentos de RT-PCR y tratamiento
con cicloheximida realizados con los
fibroblastos de los pacientes ML3 y ML16,
en los cuales se pudo utilizar el otro alelo
mutado (con una mutaciéon de cambio de
sentido que no producia NMD) como
control.

Este cambio se ha encontrado en
homocigosis en una pareja de hermanos
afectos de MPS VI con fenotipo severo
(ML13a y ML13Db).
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5. Estudio de polimorfismos en el
gen ARSB

En este estudio se han identificado
diversos  cambios  polimoérficos no
patogénicos descritos anteriormente o
presentes en las bases de datos de SNPs:

c313-26T>C, c.691-22T>C, c.973A>G
(p.G324G),  c1072G>A  (p.V358M),
c1126G>A  (p.V376M), c.1143-27A>C,
c1151G>A  (p.S384N),  c.1191G>A
(p.P397P),  c.1337-32C>G,  c.1362G>A

(p.P454P). No se encontraron otros
cambios sinénimos descritos por otros
autores en otras poblaciones (ver pdgina
47).

Durante la realizacién de esta tesis,
ademads, se determinaron las frecuencias
alélicas de algunos de los polimorfismos
més frecuentes en poblaciéon sana
caucasoide de nacionalidad espafiola (ver
pdgina 80), que coincidian aproximada-
mente con los datos disponibles en las
bases de datos para la poblacién europea.

p.V358M (c.1072G>A)

Solo en el caso de los polimorfismos
p-V358M y p.V376M se habian realizado
previamente estudios de expresion
(Karageorgos et al., 2004 y 2007a). El
cambio p.V376M es neutro y no afecta a la
actividad ARSB; el cambio p.V358M
reduce la actividad de la proteina a un
42% de la salvaje. Tanto p.V358M como
p-V376M y p.P397P estan causados per
transiciones en dinucledtidos CpG, un
sitio altamente susceptible a ser mutado.

El cambio p.V358M es el polimorfismo
no sinénimo mds frecuente en poblacion
caucasoide y estd presente en un 42% de
los alelos analizados en nuestro grupo de
pacientes. Que un cambio de aminoacido
idéntico al de p.V376M en una region
proxima y no conservada tenga efectos
sobre la actividad enzimdtica es
destacable. En nuestros estudios de
expresion, la actividad del alelo p.358M

era un 70% de la del alelo p.358V, es
decir, por encima de los valores obtenidos
por otros grupos de investigadores, pero
los sistemas de expresion son diferentes y
por tanto no comparables. La reduccién
de la cantidad de proteina total producida
no es muy notable y se sigue
metabolizando a su forma madura
intralisosébmica, aunque en menor
cantidad, tal como hemos puesto de
manifiesto en estudios de western blot.

El cambio p.V358M combinado con un
cambio patogénico en el mismo
cromosoma (y por lo tanto en la misma
molécula de proteina) puede reducir atin
mas la actividad de la enzima y la
cantidad de proteina que llega a su forma
madura. Ello podria explicar en parte la
variabilidad fenotipica de los pacientes
que tienen aparentemente el mismo
genotipo para las mutaciones causales de
la enfermedad.

El efecto de las variantes polimorficas
funcionales del gen ARSB podria no
limitarse a los pacientes de MPS VI;
algunos autores recomiendan prestar més
atencion a las sulfatasas para explicar la
patofisiologia de la fibrosis quistica
(Bhattacharyya et al., 2007). En los
pacientes de fibrosis quistica se detecta un
incremento de dermatdn sulfato en las
secreciones; cuando se corrige la
deficiencia de proteina CFTR farma-
colégicamente también aumenta la
actividad ARSB. Una de las consecuencias
de la fibrosis quistica es la alteracién del
pH de los lisosomas, que provoca que al
menos la ARSB no sea plenamente
funcional. Por lo tanto, una baja actividad
ARSB puede afectar a las caracteristicas
de las secreciones de los pacientes de
fibrosis quistica, debido al metabolismo
imperfecto de los GAG (Tobacman et al.,
2003).

En el caso de los polimorfismos con
implicaciones funcionales descritos en la
ARSB (p.V358M en homocigosis, por
ejemplo), podria ser uno de los factores
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de varialibilidad fenotipica observada en
los pacientes de fibrosis quistica con el
mismo genotipo para el gen CFTR, pues
una actividad ARSB reducida de forma
natural unida a la reducciéon de la
actividad como consecuencia de los
efectos de la fibrosis quistica puede
relacionarse con una concentracion
particularmente elevada de dermatin
sulfato en las secreciones, siempre y
cuando no haya compensacién de la
actividad ARSB por el otro alelo. De la
misma forma, una actividad ARSB
reducida de forma natural aunque no
patolégica puede estar implicada en la
variabilidad fenotipica de otros trastornos
en los que la funcionalidad de los
lisosomas esté comprometida. Y a la
inversa: alelos modificadores de la
actividad del gen CFTR u otro gen
implicado en el mantenimiento de la
fisiologia del lisosoma que se encuentren
en pacientes de MPS VI pueden
contribuir a explicar la variabilidad
fenotipica que encontramos entre los
individuos afectados.

p.S384N (c.1151G>A)

Desde su descripcion el afio 2000, la
sustitucion p.S384N se ha considerado
una mutacién patogénica asociada al
fenotipo severo MPS VI. Aunque se han
descrito unos pocos pacientes
homocigotos  para este cambio
(Voskoboeva et al., 2000; Karageorgos et
al., 2007b), lo mas frecuente es encontrarla
asociada a dos alelos patogénicos mds,
especialmente con la mutacién p.R315Q
en homocigosis o en heterocigosis
(Karageorgos et al., 2007b).

Sin embargo, p.S384N consta en las
bases de datos como un SNP con una
frecuencia para la isoforma p.384N de
0,067 en poblacion europea. En el
presente trabajo se calculé aproximada-
mente la misma frecuencia alélica en
poblacion  control  caucasoide  de
nacionalidad espafiola. La probabilidad
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de encontrar un individuo homocigoto
para el cambio p.S384N en la poblacién
es, por tanto, de aproximadamente 1 entre
200; lo suficientemente baja para que no
se encontrara ninguno en nuestro andlisis
de 100 cromosomas control pero
incompatible con la bajisima prevalencia
de la MPS VI como enfermedad. Por lo
tanto, es posible que un homocigoto para
el cambio p.S384N no manifieste ninguna
patologia, a pesar de que nuestros
estudios de expresiéon revelan que este
cambio aislado provoca una reduccién de
la actividad ARSB del 57% respecto al
alelo p.S384, con produccién de proteina
madura incluso superior que en el caso
p-V358M y que la actividad ARSB se ve
reducida a menos del 17% si va
acompafiada del cambio p.V358M. No
obstante, se han descrito mutaciones con
maés de un 17% de actividad respecto a la
proteina salvaje que si eran patoldgicas
(ver pdgina 48). Por tanto, queda en tela de
juicio si la p.S384N ha de considerarse
mutacién patogénica de pleno derecho o
un alelo modificador que soélo tiene
implicaciones funcionales serias cuando
estd en homocigosis acompafiado de otra
variante  polimoérfica con  actividad
reducida o de otras mutaciones pato-
légicas.

Se han descrito otros casos de
presencia de tres alelos mutados en el
mismo paciente, dos de ellas en el mismo
cromosoma, y de las que ninguna es
p-S384N (Karageorgos et al., 2007b). La
mayoria de estos tres alelos son cambios
de sentido que no han sido expresados.
Sin embargo, hay algunos casos de
coincidencia de tres alelos de terminacion
prematura en un paciente que,
obviamente, tienen efectos funcionales
todos ellos.

En el caso de la poblacién control
espafiola en la cual se realiz¢ el estudio de
frecuencias alélicas de diferentes poli-
morfismos, s6lo se obtuvieron datos de
los polimorfismos p.V358M y p.S384N a
la vez en 25 individuos (50 cromosomas
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en total). De ellos, 9 eran homocigotos
p-358V; 384S, 1 era homocigoto para
p-358V y heterocigoto p.384N, 12 eran
heterocigotos para p.358M y homocigotos
p-384S 'y 3 eran homocigotos p.358M;
3848S.

p.P454P (c.1362G>A)

De la misma manera que se han
descrito  polimorfismos neutros en
pacientes que no constan en las bases de
datos de SNPs (p.L82L, p.1114l, p.L124L,
p-G324G y p.Y505Y), en un paciente de
origen dominicano se encontré6 en
homocigosis un SNP neutro descrito en
las bases de datos pero que ningtn autor
habfa publicado hasta ahora. El hecho de
que dicho polimorfismo sélo se haya
descrito en poblacién africana y que no se
tengan datos de su presencia en poblaciéon
caucasoide invita a pensar que el paciente
en cuestion tiene ancestros africanos.

6. Correlaciéon genotipo-fenotipo

La comparacion entre pacientes con
idéntico genotipo (en relaciéon con las
mutaciones causales de la enfermedad) y
diferente fenotipo no ha permitido el
establecimiento de una correlacién
genotipo-fenotipo clara. Los estudios de
expresion y trafico intracelular parecen
indicar que las mutaciones de cambio de
sentido, que a primera vista pueden
parecer menos trascendentes que las de
terminaciéon prematura, producen casi
idénticos niveles de degradaciéon de la
proteina en el RE, que impiden el
procesamiento a proteina madura y su
localizacién en el lisosoma y repercuten
en la bajisima actividad enzimaética. Por
tanto, han de buscarse otras
explicaciones, por ejemplo el fondo
genético o ambiental, a las que se deba la
falta de correlacion.

A efectos clinicos, la cuantificacion de
la excrecion de GAG en orina parece ser

el dnico sistema que aporta datos para la
predicciéon de la gravedad y el avance de
los sintomas (Karageorgos et al., 2007b).

7. Estudios de expresién de
mutaciones en el gen ARSB

Comentarios sobre el sistema de
expresion

La determinaciéon del fenotipo
bioquimico de una mutacién en un
sistema de sobrexpresion y usando un
sustrato artificial no refleja necesa-
riamente los eventos moleculares reales
dentro del lisosoma pero puede ser usado
como guia para predecir el fenotipo.

Las células COS-7 se consideraron un
sistema mds cercano al humano que los
utilizados por otros autores, basados en
células de roedor. Ademads, los valores de
actividad de la proteina endégena podian
ser sustraidos de los valores de actividad
obtenidos tras la sobreexpresion. Los
ensayos enzimdticos realizados tras
diferentes  periodos  post-transfeccién
indicaban que pese a la sobreexpresion
artificial de la proteina no parecia
producirse saturaciéon del sistema celular
y se eligieron las 48 horas como tiempo
suficiente en el que la proteina sintetizada
podia ser procesada correctamente.

Tampoco se consider6 necesario
recurrir a la creacion de lineas de
expresion estables, porque el uso
prolongado de antibiticos de selecciéon y
el mantenimiento de los pases podria
llegar a ser mds artefactual incluso que la
expresion transitoria de wuna gran
cantidad de proteina.

De todos modos, hay que tener en
cuenta que el procesamiento hacia la
forma madura de la ARSB depende de la
enzima que cataliza la modificacion post-
traduccional del residuo cisteina 91
(SUMF1). De hecho en los ultimos
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experimentos de terapia génica en gatos
con MPS VI, con administracién intra-
muscular de vectores viricos que
expresan ARSB, se expres6 de forma
andloga SUMF1 para prevenir la
saturacion de la enzima (Anson et al.,
1993; Comsa et al., 2003; Haskins et al.,
2005), a pesar de que habia indicios de
que tal saturaciéon no era probable que se
produjera, al menos en células hepaticas
(Haskins et al., 2004). Si SUMF1 es
rapidamente saturada con la sobrex-
presién de una sulfatasa in vivo o in vitro,
podria haber limitaciones en la cantidad
de enzima que se puede producir y una
reduccion de la actividad de otras
sulfatasas que requieren la misma
modificacién. Esto s6lo es importante
cuando se parte de un nimero muy
elevado de copias del gen (Hanskins et al.,
2004). El receptor manosa-6-fosfato,
situado en la membrana del Golgi, es otro
paso del sistema que se podria saturar. En
el caso de nuestros estudios de expresion
al menos un 50% del total de proteina
salvaje es procesada a su forma madura, y
en el caso de los alelos mutados no parece
haber indicios de saturacién. La medida
de otra sulfatasa lisosémica que requiera
el mismo proceso mediado por SUMF1
hubiera permitido saber si se estaba
produciendo una saturacién del sistema.

Posibles efectos de las mutaciones en el
plegamiento correcto y la degradacién
de la proteina

Todas las mutaciones de cambio de
sentido expresadas en este trabajo dan
lugar a una actividad enzimatica muy
disminuida. Esto puede deberse a que
estén afectando sitios funcionales de la
proteina o a que disminuyan los niveles
de proteina que llegan al lisosoma desde
su lugar de sintesis (debido a la
degradacion =~ prematura, al  mal
plegamiento y/o a la alta tasa de
recambio de la conformacién plegada).
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Solo el cambio p.Y138C parece estar
afectando un residuo importante a nivel
catalitico. Las mutaciones que afectan
directamente sitios funcionales no suelen
ser las mds frecuentes entre las
enfermedades genéticas clinicamente
reconocibles (Bross et al., 1999). Las
mutaciones que afectan residuos cisteina
y prolina (p.P313A, p.L472P, p.C447F y
p-Y138C) implican ademds cambios
conformacionales en la estructura de la
proteina que quizd tengan un efecto
funcional.

Es dificil predecir o estimar el efecto de
una mutaciéon dada sobre el plegamiento
de un polipéptido y su tendencia a la
degradaciéon. Aunque la prediccion
biocomputacional puede resultar util, en
dltima instancia siempre es necesario
recurrir a experimentos empiricos de
expresion. En  relacion con las
estimaciones computacionales, sin la
ayuda de modelizaciones 3-D in silico
basadas en estructuras cristalogréficas
reales, los programas de prediccion de
estructuras secundaria de uso comtin dan
resultados poco fiables. Sin embargo,
durante la realizaciéon de esta tesis se
usaron algunos de estos programas, como
NNPredict 'y Protein Structure Prediction
Server (PSIPRED v.2.5, que es el mads
utilizado en la bibliograffa), cuyos
resultados deben interpretarse con
precaucion.

En relacion con los estudios de
expresion, existe el problema de la
comparacién de los resultados obtenidos
mediante sistemas de expresiéon y
laboratorios  diferentes. Los niveles
relativos de proteina mutante o funcional
acumulada pueden variar enormemente
en funcién del sistema celular usado, el
método de transfeccién, las condiciones
fisico-quimicas  concretas de cada
experimento y otros pardmetros. Todos
los estudios de expresion publicados
hasta la fecha (ver pdgina 48), si bien
realizados en sistemas de expresion
diferentes, apuntan a que la retenciéon y
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degradacion de la ARSB plegada
incorrectamente en el RE podria explicar
los bajos niveles de proteina observados
en los pacientes y en los ensayos de
sobrexpresion.

Los estudios de Arlt et al. (1994),
Isbrandt et al. (1994), Brooks et al. (1995),
Bradford et al. (1999) y Karageorgos et al.
(2004) demostraron para distintas mu-
taciones de cambio de aminoacido que la
forma precursora es retenida en RE y se
degrada antes de llegar a la red trans-
Golgi, y mucho menos al sistema
endosoma/lisosomas. No se detect6
procesamiento de la ARSB hacia la forma
madura y las formas mutantes tampoco
eran secretadas al medio extracelular.

Nuestros resultados de western blot e
inmunolocalizacién apuntan también a
un defecto de procesamiento hacia
proteina madura y a una disminucién de
la cantidad total de proteina ARSB en la
célula, mds que a una ubicacién incorrecta
de la enzima.

Bradford et al. (2002) también
demostraron que la baja actividad ARSB
debida a la mutaciéon p.Y210C podia
explicarse por algin problema de
estabilidad, pues al tratar células
portadoras de la mutaciéon con el
estabilizador  glicerol =~ aument6é la
concentracion de la proteina en los
endosomas.

Es posible que la proteina retenida en
el RE interactue con chaperonas como
BiP, pero esto no es necesariamente sinto-
matico de degradacioén porque BiP parece
interactuar tanto con la forma salvaje
como con la mutada de la proteina
(Brooks et al., 1995). Los ensayos cinéticos
de la proteina residual indican que en la
mayorfa de casos, si hubiera niveles
normales de proteina, habria suficiente
actividad catalitica para revertir las
manifestaciones clinicas (Brooks et al.,
1991 y 1993).

8. Estudios sobre la degradacién de
mRNA mediante el NMD

Hay muchos ejemplos de patologias
humanas causadas por mutaciones sin
sentido o que introducen cambios de
pauta de lectura y que son moduladas por
el mecanismo de NMD. La degradacién
especifica de mRNAs que codifican
proteinas truncadas podria tener un
sentido atenuador de los sintomas, puesto
que en muchos casos la ausencia de
proteina seria menos perjudicial que la
presencia de una proteina truncada. Sin
embargo, resulta dificil valorar en qué
casos el NMD proporciona realmente un
efecto protector (mitigando parcialmente
las consecuencias de la mutacién). Perrin-
Vidoz et al. (2002) determinaron que el
NMD se lleva a cabo en el 80% de los
alelos responsables de terminacién
prematura y que resulta en una reducciéon
de 1,5 a 5 veces de la abundancia del
mRNA. Pero se han descrito mutaciones
de terminaciéon prematura que no dan
lugar a NMD pese a cumplir los
requisitos tedricos para ello (Perrin-Vidoz
et al., 2002).

Holbrook et al. (2004) también
indicaron que es importante no asumir
que todos los mRNA que contienen
codones de terminacién prematura
resultan en la produccién de proteinas
truncadas o que son degradados por
NMD. En  cualquier caso, las
consecuencias  funcionales de una
mutacion de terminacién prematura
deben ser establecidas experimen-
talmente.  Estos andlisis deben medir
cuantitativamente el RNA que se supone
se estd degradando (por ejemplo, northern
blot, protecciéon contra RNAsa o RT-PCR
cuantitativa). Otros ensayos que pueden
utilizarse para medir la sensibilidad al
NMD de transcritos que contienen
codones de terminacién prematura son la
limitaciéon de la expresién de proteinas
implicadas en el NMD mediante RNA de
interferencia y la sobreexpresiéon de
mutantes dominantes negativos. Los
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inhibidores pleiotrépicos de la
transcripcién, como la cicloheximida, son
considerados  poco  especificos  por
algunos autores (Holbrook et al., 2004),
pero son ensayos mucho mds rdpidos de
realizar.

En nuestro caso los tratamientos con
cicloheximida evidenciaron una protec-
cién a la degradaciéon del mRNA en la
mayorfa de mutaciones de terminacién
prematura analizadas, y s6lo en un caso
los resultados no fueron concluyentes ni
para rechazar ni para aceptar la hipétesis
del NMD, si bien esta mutacién cumplia
todos los criterios tedricos para que se
produjera. Para determinar si se produce
un aumento sustancial de la produccién
de proteinas truncadas en células tratadas
con cicloheximida, deberian detectarse
estos niveles de expresion mediante
western  blot, pero por problemas
metodolégicos no se pudo llevar a cabo.

9. Terapia con antibiéticos
aminoglicésidos

El uso de antibiéticos aminoglicésidos
para promover la sintesis de una proteina
funcional o parcialmente funcional o
aumentar su actividad residual en un
grado suficiente como para revertir parte
de las manifestaciones fenotipicas se ha
aplicado con éxito en varias enferme-
dades genéticas (ver pdgina 56) y es una
alternativa terapéutica a considerar para
los pacientes de dichas enfermedades
portadores de mutaciones de terminacién
prematura que no produzcan cambios de
pauta de lectura.

En el caso de la MPS VI, la terapia de
sustitucién enzimatica se estd empezando
a aplicar con éxito en los pacientes mas
jovenes, pero fracasa en el rescate de
algunas manifestaciones clinicas como la
opacidad corneal, los problemas de
agudeza visual o algunos movimientos
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articulares. La combinacion de la terapia
de sustituciéon enzimatica y la admi-
nistraciéon de antibiéticos aminoglicésidos
de uso comun para la supresion de
codones de terminacién podria mejorar la
eliminaciéon del sustrato acumulado. Los
aminoglicésidos 'y otras moléculas
equivalentes de bajo peso molecular
entrarian en células, tejidos y érganos por
difusion y tendrian un acceso mads
generalizado, y mejorarian el metabolis-
mo del sustrato en sitios afectados que
son féacilmente accesibles sin tener que
recurrir por ejemplo a los vectores virales
de la terapia génica (Byers et al., 2006).

Su administraciéon podria ser ocular,
nasal o parenteral. ~ Otra de las aproxi-
maciones clinicas que se han sugerido es
el uso de parches percutdneos con el
farmaco diluido para minimizar los
efectos secundarios y conseguir niveles
terapéuticos optimizados y seguros.

Uno de los efectos negativos a
considerar en este tipo de terapia es si la
supresion a largo plazo de codones de
terminacion prematura fisiolégicos (debi-
dos a reordenaciones naturales en los
genes, por ejemplo) o la transcripcion
potencial de pseudogenes podria causar
una acumulacién de proteinas mutantes
que desencadenaran problemas a nivel
celular. De todas formas, hay que tener en
cuenta que la supresion de la terminaciéon
también es un fenémeno fisiolégico que
ocurre en la célula, aunque con baja
frecuencia, que pese al uso de supresores
exdgenos la eficiencia de supresion
siempre serd minoritaria y que las
concentraciones de antibidticos que se
estdin manejando son subtdxicas. En los
ensayos clinicos en humanos que ya se
estan llevando a cabo, ademads, no se ha
descubierto ningtn efecto secundario mas
importante que los que tienen lugar en los
otros tipos de terapia.
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Influencia del contexto de nucleétidos
en la supresién de codones de
terminacion

Determinar el genotipo de cada
paciente es fundamental para saber si es
portador de una mutacién sin sentido y es
candidato a una posible terapia con
aminoglicésidos. Ademads, es importante
determinar cudl es el contexto
nucleotidico a 3" de la mutacién.

Cuando un codén de terminacion esta
en un contexto de los considerados
«débiles» segtin la naturaleza del codén y
del nucleétido +4 (UAGU y UGAC,
Manuvakhova et al., 2000; Namy et al.,
2001; ver pdgina 56), la supresién de este
codén de terminacién durante la
traduccion puede ocurrir de forma
natural. Esto no seria aplicable a los
pacientes de MPS VI analizados en este
estudio, pues ninguna de las dos
mutaciones sin sentido encontradas en
nuestra poblacion (p.W322X y p.R160X)
se encuentran en el contexto de
terminacion «débil».

Otro fenémeno que podria producirse
de forma natural es el de la reiniciacién, si
el codén de terminaciéon va seguido de
cerca por un codén ATG en pauta, pero
tampoco es el caso de las mutaciones que
nos ocupan.

En nuestros estudios, atn prelimi-
nares, hemos observado que al menos en
el caso de las mutaciones p.W146X,
p-W322X y p.R160X se observa una
apreciable mejora en la actividad ARSB y
también una recuperaciéon del transcrito
de mRNA, antes degradado por NMD.

Es importante sefialar que, en el caso
concreto de las mutaciones p.W146X y
p-W322X, es probable que el aminoacido
que se incorpora en lugar del codén de
terminaciéon sea precisamente el codén
correcto  en la  proteina salvaje
(triptéfano), pues esta descrito que los
aminodcidos que se incorporan preferen-

cialmente durante la supresiéon de la
terminacién, al menos en E. coli, son la
glutamina (en los codones de parada
UAA y UAG, parecidos a los codones de
glutamina, CAA y CAGQG) vy el triptéfano
(en el codén de parada UGA, parecido al
codon triptéfano, UGG; Nilsson et al.,
2003).

La produccién de proteina resultante
de la terapia con aminoglicésidos, incluso
si s6lo es en pequefia cantidad, puede ser
funcionalmente significativa. Esto es
especialmente cierto en el caso de las
enfermedades recesivas, donde la
actividad de la proteina suele estar
abolida casi totalmente. En muchos casos,
incluso un 1% de funcién proteica normal
puede restaurar un fenotipo severo a un
fenotipo clinico menos grave, y hay
algunos estudios que incluso sugieren
que también podria funcionar en algunas
enfermedades autosémicas dominantes
(Zingman et al., 2007).

No obstante, segtin la experiencia de
otros autores, no siempre se puede
predecir la eficiencia de la supresién de
terminacién (y por lo tanto su potencial
beneficio) basandose en el contexto de
nucleétidos alrededor de la mutacién. Se
requiere un estudio individual de cada
mutacién para aportar informacioén til
antes de someter al paciente a ensayo
clinico. Estas observaciones enfatizan la
importancia de aprender mas sobre las
secuencias y mecanismos que promueven
la supresion de terminacién y la
terminacién de la traduccién en general,
de cara a permitir un uso racional de los
farmacos para el tratamiento de las
enfermedades asociadas a mutaciones sin
sentido.
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Interferencia del NMD en la terapia
de supresiéon de codones de
terminacién

Los resultados de esta tesis indican que
el mecanismo de NMD es responsable de
la degradaciéon del mRNA mutado en la
mayorfa de los casos de mutaciones de
terminaciéon prematura (por deleciones
pequeiias, deleciones de exones,
alteraciones en sitios de splicing o
mutaciones sin sentido) identificadas en
nuestra serie de pacientes que se han
podido analizar, y no se ha podido
descartar que no lo sea en otros casos.

Algunos autores (Frishmeyer et al.,
2002; Linde et al., 2007) han apuntado que
el NMD puede limitar la eficiencia de las
estrategias terapéuticas destinadas a
potenciar la supresiéon de mutaciones sin
sentido y puede contribuir a la toxicidad
asociada a la terapia por aminoglicésidos.
El NMD puede hacer que disminuya
notablemente la cantidad de transcrito
mutado que después pueda traducirse a
proteina, con lo cual los aminoglicésidos
no tendrian sobre qué transcrito mutado
actuar.

Aunque sin duda el NMD puede tener
significacion médica a la hora de valorar
el éxito de la terapia por aminoglicésidos,
los ensayos clinicos y preclinicos
realizados hasta la fecha si indican que
puede haber un cierto beneficio (ver
pdgina 56). E1 NMD no ha de ser un
fendmeno ignorado por los investiga-
dores pero no debe frenar los intentos de
beneficiarse de este tipo de terapia.

Una combinacién de técnicas de
supresion del NMD y supresiéon de la
terminacion prematura por amino-
glicésidos podria resultar ain maés eficaz
(ver pdgina 59), pero el NMD es un
proceso fisiolégico de proteccién cuya
anulacion  también  podria  tener
consecuencias fatales para la célula.
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El uso de PTC124 como agente de
supresion de codones de terminacién
prematura

Aunque en la bibliografia referente a la
supresiéon de codones de terminacién
prematura mediante el uso de antibidticos
aminoglicésidos el compuesto utilizado
es en general la gentamicina, en los
altimos afios los resultados mads
prometedores hacen referencia al uso del
PTC124. Se trata de un compuesto no
antibidtico desarrollado por la farma-
céutica PTC Therapeutics Inc. con el que se
estdn llevando a cabo ensayos clinicos en
pacientes de fibrosis quistica y DMD.
Segiin los primeros resultados, con
PTC124 se obtienen unos niveles de
recuperacion de actividad distrofina en
miotubos mdx notablemente superiores a
los que se venian obteniendo hasta ahora
con el uso de gentamicina (Welch et al.,
2007).

Durante la realizacion de esta tesis nos
pusimos en contacto con los responsables
de investigacion clinica de dicha
compafifa para proponerles el uso de
PTC124 aplicado a la supresiéon de
codones de terminacion prematura
causantes de la MPS VI, que podria
mejorar los resultados obtenidos con la

gentamicina. Sin embargo, nos
comunicaron  que  s6lo  aceptan
colaboraciones para usar su producto
después de wvalorar los resultados

obtenidos en experimentos de supresion
in vitro con gentamicina. La empresa no
suministra al grupo investigador
colaborador la PTC124 directamente, sino
dos o tres compuestos codificados de los
que revelan el nombre una vez se
analizan los resultados. Si dichos
resultados son positivos, pasa a evaluarse
la propuesta de continuar con los ensayos
con PTC124 in vivo.
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Por tanto, no pueden realizarse
directamente ensayos de supresién con
PTC124 si no se han realizado antes
ensayos prometedores de supresién con
gentamicina. El trabajo que se presenta
ofrece ya resultados positivos prelimi-
nares con el tratamiento con gentamicina
in vitro en dos tipos celulares distintos,
analizando diversas mutaciones de
terminacion prematura localizadas en

diferentes contextos nucleotidicos. Los
resultados permiten suponer que los
estudios con PTC124 aplicado a la MPS
VI tengan posibilidades reales de éxito y
que la terapia de supresion de codones de
terminacién prematura es una alternativa
viable como terapia complementaria de
los pacientes de sindrome de Maroteaux-
Lamy portadores de este tipo de
mutaciones.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos
en esta tesis podemos concluir:

®Se ha caracterizado el 100% de los
alelos mutados  responsables  del
sindrome de Maroteaux-Lamy en un
grupo de 11 pacientes espafoles, 4
argentinos, 1 belga y 2 estadounidenses
de origen dominicano.

®Del total de 21 alelos mutados
diferentes encontrados en el gen ARSB, el
33% corresponde a mutaciones no
descritas previamente en la bibliografia:
p-L82R, p.Y138C, p.S240F, p.P244T,
p-G308R, p.W322X y c.1142+2T>A, y se
ha descartado que se trate de variantes
polimoérficas frecuentes en la poblacion
general.

®Se han realizado estudios haplo-
tipicos de las mutaciones prevalentes
encontradas en pacientes espafioles y
argentinos, que indican que cada uno de
los distintos alelos p.C447F, c.1143-1G>C,
c.1143-8T>G y c.427delG posiblemente
tenga un origen comun.

¢ El hecho de que la mayoria de las
mutaciones descritas en este trabajo sean
privadas dificulta el establecimiento de
correlaciones genotipo-fenotipo fiables.

*Se ha demostrado la patogenicidad
de las mutaciones de cambio de sentido
p.L82R, p.Y138C, p.S340F, p.G308R,
p-C447F y p.L472P mediante estudios de
expresion que permiten concluir que
estos cambios producen una reduccién
considerable de la actividad enzimatica y
de la cantidad de proteina madura.

*Los estudios de expresion del
polimorfismo p.V358M confirman que la
variante p.358M no es un alelo neutro,
puesto que reduce la actividad
enzimatica ARSB y produce una

reduccién en la cantidad de proteina
madura. El estudio del cambio p.S384N,
anteriormente considerado una mutacién
patogénica, indicaria que se trata en
realidad de un polimorfismo funcional.
Por lo tanto se propone que p.V358M y
p.S384N sean considerados variantes
modificadoras.

¢ Los estudios de inmunofluorescencia
indirecta en fibroblastos de 5 pacientes
de MPS VI apuntan a que solamente
niveles muy reducidos de proteina
madura llegan al lisosoma (consistente
con los resultados obtenidos en los
estudios de expresion y western blot).

e[a mutacién mds prevalente en el
grupo de pacientes analizado es el
cambio intrénico ¢.1143-1G>C, que al
igual que el cambio c.1143-8T>G, da
como resultado la ausencia del exén 6 en
el mRNA del gen ARSB. El cambio
c.1142+2T>A produce la ausencia del
ex6n 5 en el mRNA. Estos cambios, al
igual que las mutaciones de terminaciéon
prematura p.W322X y c.427delG,
también se han encontrado asociados a la
degradacion de mRNA mediante el
mecanismo de nonsense-mediated RNA
decay (NMD).

®Se ha mostrado que el tratamiento
con gentamicina de células COS-7 que
sobrexpresan mutaciones sin sentido
provoca un aumento de la cantidad de
mRNA y de la actividad enzimatica
ARSB. Se han obtenido resultados
similares en fibroblastos de un paciente
portador de una de estas mutaciones.
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www.biomarinpharm.com

ClustalW:

www.ebi.ac.uk/clustalw

dCAPS Finder 2.0:
helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html

Gene Cards:
www.genecards.org

Global MPS VI Registry:
www.mpsvi.org/Registry/links.cfm

Human Gene Mutation Database:
www.hgmd.org

Human Genome Variation Society
(nomenclatura):
www.hgvs.org/mutnomen
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www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2
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