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IDENTIFICACION DE UNA NUEVA MUTACION COMO CAUSA DEL
SINDROME DE LESCH-NYHAN EN UNA FAMILIA PERUANA: UTILIDAD
DEL EXAMEN MOLECULAR PARA EL CONSE]JO GENETICO

JOPATRICK O'NEILL! LUCY TROMBLEY!, MARY GUNDEL', TIMOTHY HUNTER",
JANICE A NICKLAS' v MARIA ISABEL DE MICHELENA®

RESUMEN

Enoun onino con sindrome de Lesch-Nvhan (LN) se ha identificado wia nueva
mittaicion en el gen HPRT, ligado a X. Esta mutacidn puniwal, un cambio de guanina por
naiiding (G ->Tp en la base 40114 del gen da como resuliado la alteracion del ARN
mensajere (ARNm) v, consecuentemente, la folta de produccion de la enzima hipoxanting-
guanina fosforibosilivansferasa, lo coual avigina el sindrome de LN, La medre v algunas
de las nujeres de la familia en riesgo de ser poriadovas sanas (heterocigotas), tambicn
fiucron extudiadas, encontrdndose gue la madre es heterocigota, pere las dos hermanas v
wid Ha maternd o fo son. Esta informacion la perniitido el asesoramienio genético a
estas gugeres, v podria. eventiafmente, ser wsada para dicgnostico prenatal.

Esta mutacion no ha sido reportada antes en easos de Leseli-Nvhan, ni estd descrita
e lu hase de ditos de mgaciones del gen HPRT humano, por lo gue se ha denominado
HPRT,

SUMMARY

A nese niation in the X-linked  hyvpoxamthine-gouanine  phosphaoribosvitransferase
(HPRT] gene has been determined in o male affficted with Leseh-Nvhan (LN} svndrome,
This por nugtarion, a4 G->T tranversion at genomic base 114 results in the alteration
af mRNA. and, consequently, in the lack of production of normal enzvime ivpoxanthine-
gtivitine phosphoribosvitranferase, wich is the cause of LN svndrome.  The mother and
some of the female niembers of the famify who were ar visk for being healthy carriers
theteroovgous of the HPRT muiation were also suudied.  DNA sequencing revealed that
the bov's mother is a carvier of this mstation, bur thar his nwo sisters and one meaiernal
aunt are nol. Such carrier information has allowed generic counselling for these women,
and could evenually be wsed for prenatal diagnosis. This mutation has not been reported
previowst in o Lescli-Nyfian syvudronte male nor in the entire human HPRT mutation
database. and has been termed HPRT,
Parasras-Crave © Sindreme de Lesch-Nyhan. Nueva mutacion, gen HPRT.
KEy worbs : Lesch-Nyhan Syndrome, New Mutation. HPRT gene.
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INTRODUCCION

El sindrome de Lesch-Nyhan es un
error innato del metabolismo de las puri-
nas. causado por la ausencia de la enzima
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
{HPRT) debido a nutaciones cn el gen HPRT,
situado en el cromosoma X (Xq26)'-. Las
caracteristicas de cste sindreme son: pard-
lisis cercbral espdstica, coreoatetosis, cdlou-
los urinarios de dcido drico, disfuncion
neuroldgica y autoagresion  compulsiva,
incluyendo destruccion por mordedura de
dedos y labios. Debido a que es una enfer-
medad ligada a X, sélo los varones estdn
afectados. pero las mujeres pueden ser
portadoras heterocigotas {sanas) y lener,
por lo 1anto. hijos varones afectados. Se ha
estimmado que un tercio de los varones con
sindrome de Lesch-Nyhan representan muta-
cioncs nuevas. mieniras que los otros dos
tercios han heredado ¢! gen mutante de
una madre portadora sana’,

Recicntemente  hemos  descrito un
métedo que puede ser utilizado tanio para
diaghostico como para andlisis de la muta-
cion del sindrome de Lesch-Nyhan', Este
método sc basa en la capacidad de los
finfocitos T deficientes en HPRT para
crecer en presencia de 6-tioguanina (TG),
un andlogo de la purina. que normalmente
es citondxico™. El cultivo de linfocitos T en
diferentes medios. unos con TG y otros sin
dicho componente. permite la diferencia-
cion enwre personas con deficiencia de
HPRT vy las que no la tienen. Este método
perinite  también  la detenminacién  del
estado de portador de las mujeres en
ricsgo, y proporciona células para realizar
¢} analisis del ADN.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos:

La genealogia se muestra en la figura
t. El caso indice (V-3} es un nific que fue
remitido para evaluacion genéiica a los
cuatro afios y medio. Segin anamnesis,
este nifo presentd retardo del desarrollo
psicomotor desde el inicio; habia sido diag-
nosticado de “pardlisis cerebral™ desde los
6 meses y nunca habia podido sentarse
solo ni caminar. Ademds, durante los dlti-
mos 2 afios habia presentado. con seve-
ridad progresivamente mayor, conductas
agresivas y autoagresivas (se mordia los
dedos hasta hacerlos sangrar. por lo que
se hacia necesario el uso casi permanente
de guantes de box para protegerlo), asi
como movimientlos involuntarios. Su voca-
bulario constaba de unas 15 palabras. pero
su comprensién del lenguaje parecia mu-
cho mads amplia. Aun no controlaba esfin-
teres.

En el examen. se observd a un niilo de
aspecto atractivo, sonriente, que se man-
tenia sentado con apoyo. Su peso vy talla
eran adecuados para su edad y no mos-
traba rasgos dismdérficos. Ademds de lo
descrito por la madre, presentaba hipolonia
axial y movimientos involuntarios de tipo
coreo atetoide. Su conducta llamaba la
atencidn, debido a que, estando aparen-
temenle tranquilo, presentaba repentinos ¢
inmotivados episodios de agresién hacia
su madre y los médicos, escupiendo, pate-
ando y tratando de morder.

Entre los exdmenes auxiliares, la
resonancia magnética cerebral no mostré
alteraciones significativas. pero se descri-
bfan algunas zonas de desmielinizacidn.
Los andlisis bioquimicos eran en general
normales, excepto que el dcido drico
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estaba ligeramente elevado en sangre
7. Tmg/dh nomual: de 2.5 a7)y muy clevado
cinorini (12750 nonmal: de 15 a 200, La
relucion deido drice/ creatinina en orma de
24 horas erade 3,45 (normal de G.6 4 1.5).
Lstos resuitados y el cuadro clinice suge-
rian i diagndstico de sindrome de Lesch-
Nvhan. Para confirmarloe se hicicron los
exdmenes adicionales gue se describen mis
adelante.

La histeria familiar mostrd que este
nino (V-3 en fa gencalogia) es el wereer hijo;
sus hermanas (V-1 y V-2 de 11 y 9 ados.
son sanas. Sus padees (V-2 v [V-10) son
consanguineos on tereer grado, ya que las
abuchus maternas de ambos (-1 y 11-2)
cran hermanas. de ascendencia croata. El
padre (IV-101 tiene 4 hermanas. todas
saas yoain sin descendencias no hay
historia de anemalias congénitas en csa
rama de la familia. Sumadre (IV-2} tuvo 8
hermanos: 6 mujeres v 2 varones. El mayvor
de los hombres (IV-1) fallecio a los 11
meses deoedad. con un (ranstorno neuro-
Wegico dingnosticado come “pardlisis cere-
brai” ¥ que. segun su madre recientemente
lallecida. era idéntico al del caso indice.
Las 6 mujeres ¥ cf ofro vardn son sanos y
i sin descendencia, La abuela malerna
(111 fue hija Gnica, ¥ no hay historia de
Qlrgs personas coi iransfornos nCurol(lgi-

cos en Ju famiha.
Analisis enzindticos v moleculares

Se 1womd muestras de sangre del cuso
mdice (V-3). suomadre (IV-2), sus dos
hermanas (V-1 y V-2) y una de las tias
maternas (JV-8) Luy olrus mujeres ¢n
ricsgo de ser portadoras (IV-3 a0 [V-7)
rehusaron hacerse el exiumen. Las muesiras
fueron tomadas en el Perd y remitidas o la
Universidad de Verment donde se realiza-
ron fas pruchas enzimdticas ¥ molecutares
descritas a continwacion.

Analisis del clonaniiento de linfocitos T

Esle exiomen se basa en la capacidad
de Jos hinlocitos T delicientes en HPRT
para proliferar y formar colonias cn presen-
cia de 6-toguanina (TG un andlogo de fa
putina que mati o las oélulas normales.
Para este andlisis. se aislaron los lintocitos
T de las muestras de sangre. v se sem-
hraron en diferentes medios de cultivo, de
tos cuales unos conteniun TG v otros po Ja
contenian. segin métodos deseritos pre-
viamente’. Posteriormente se analizg v
cuantifico ¢l crecimicnto de colonius en
cada uno de los culiivos. La prucha mide ta
produccién  de HPRT por fas células
cultivadas, ya que en este andlisis. Tas
clulas mutantes (tHPRT-) deben mulliplicar-
s¢ ¥y Tormar colonias. tanto en los medios
de cultivo que conticnen TG. como en los
que no L conlicneit; en taato ¢l erecimiento
de o las cllulas normales (HPRT+) cs
inhibido por la presenciade TG en el medio
de cultive. La frecuencia de mutaciones se
caleula como ia resoltante de dividir Ta
cantidad  de colonias obtenidas enun
cultivo que contenga 10uM de TG, entre la
cantidad de colomas en ausencia de TG,

Por to tnto. fas eClulas de un vagdn
con sindreme de Lesch-Nyhan, gque deben
crecer izualmente bien en presencia o
ausencia de TG dardn una Trecuencia de
células mutantes de 1O (100%). En las
células de una majer no portadora se
encontrard unu frecuencia de mutaciones
de 1 a 205107 ChOOT- 0.002% 1 Y enlas
doe uima mujer heterocigota. la (recuencia de
mutaciones seri de (1 @ 5% 7, La frecuencia
en las mujeres portadoras s menos del
S04 experable. debido probablemente a la
seleccidn  newative contra las células
mutantes durante la proliferacioon de as

celulas hematopoyClicas primitivas®
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Andlisis de la mutacion HPRT

Para ¢l andlisis del ADN sc ugilizaron
los linfocitos obtenidos en los cultivos de
la prueba anterior.  Se sintetizd ADN
clonado mediante  transcriptasa  reversa
con ¢l método  descrito por YanG ¥
coluboradores”. Este ADNce [ue amplifica-
do por PCR. utilizando cebadores especifi-
cos para HPRTY, y luego secuenciado
directamente utitizando un Tay Dyedeoxy
Terminator Cycele Sequencing Kit (Perkin
Elmer - ABD) v un secuenciador automdtico
ABI modelo 373A con cebadores HPRT B
and A (basesHPRT -36 10 -17 y 701 10 682,
respectivamente).

Para ei secuenciamiento del exon 8 del
ADN genomico {bases 40033 a 40109 se
wtilizaron fos cchadores 38667 a 38691 (con
sentido) v 40199 a 40176 (antisentido), los
cuales tucron desarrolfados para amplificar
fos exones 7 y 8 del gen HPRT! (Estos
cebadores se numeran de acuerdo a la
secuencia del gen HPRT gendmico'' ).

RESULTADOS

En la prucha de clonamiento de
linfocitos T, las células del caso indice
mostraron  idéntico  crecimiento en  los
cultivos con TG o sin clla, con le que se
demostrd una frecuencia de mutacién de
§.00 (100%). consistente con el diagndstico
de sindrome de Lesch-Nyhan. Su madre
maostro una {recucncia de células mutantes
de 1.1%. lo cual estd dentro del rango
csperado para las  heterocigotas.  Las
frecuencias de mutaciones en las otras tres
mmjeres estudiadasen la famitia(IV-8.V-1y
V-2, estuvicron dentro del rango normal,
estoes 2.9x 10, 2.3x 10 y 3.4x 10", respec-
tivamente, por lo que cstas tres mujeres
fucron consideradas no portadoras de la
mutacicn (tabla 1),

Ef sceuenciamiento dei ADN clonado
del gen HPRT en el varén afecto demostro

la exclusion exacta y exclusivamente del
exén 8. Al secuenciar €l ADN gendmico de
la zona que incluye el exdon 8 se encontrd
un cambic de bases en la secuencia
donadora de procesamiento: la sccuencia
normal: glaagt quedd sustituida por glaatt
{(IV38+5G->T: base gendmica 401 14G->T).
Esta mutacién interfirid con la edicion
normal del ARN mensajero, causando la
mencionada exclusion del exdn 8.

El secuenciamiento del ADN clonado
de las células de la madre que crecieron en
el medio sin TG (que son las que expresan
¢l alelo normal; el mutante ha sufrido el
fenomeno de inactivacion) mostré  la
presencia «el exon 8, y las 657 bases
normales de la zona estudiada. En cambio,
el secuenciamiento del ADN clonado de
las céiulas de la madre que crecieron en ¢l
medio con TG (que son las que expresan el
alelo mutante; el normal ha switido el
fendmeno de inactivacién) mosiréd  la
exclusion del exén 8. Para confirmar en
forma absoluta la condicién de heterocigota
de la madre y evaluar la factibilidad de
hacer ¢l cxamen directo de ADN a las
mujeres de la familia en riesgo, se
secuencio la regidn del exdn 8 del ADN
gendmico de la madre; se encontrd un
tnico cambio con respecto a lo esperable
en la secuencia normal: se encontrd tanto
G eomo T en labase 401 14. De esta manera
quedd confirmado que ella es heterocigota
para la mutacidn que presenta su hijo.

Un aspecto importante del andlisis de
la mutacién en el sindrome de Lesch-
Nyhan es la posibilidad de aplicar estos
métodos para determinar cl estado de
portadoras en las otras mujeres en riesgo
de la familia. Por ¢jemplo, enestafamilia las
otras tres mujeres estudiadas (IV-8, V-1 y
V-2} habian sido consideradas como no
portadoras por el examen de cultivo de
linfocitos T. Ademds de eso. se realizé cl
secuenciamicnto directo del ADN gend-
mico. el cual mostré cn estas res mujeres
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tnicamente el tipo normal de ADN, con G
cn la base 40114, confirmando asf que nin-
gcuna de ellas es portadora de la mutacién
(tabla 1).

DISCUSION

La mutacion reportada en esta familia
no ha sido descrita antes en relacion al
sindrome de Lesch-Nyhan'*". Sin embar-
go si se ha reportado un cambio de G->A
cn o misma base dentro de la secuencia
donadora de procesamiento, {a cual tuvo
idéntica consecuencia de exclusion del
cxén 8 cn el ARNm; esta exclusion hace
gue la proteina producto del gen HPRT en
estos casos sea mas corta, de sélo 182
aminoidcidos. ya que la pérdida de las 77
bases del exdén 8 causa un desplazamiento
del marco de lectura. que crea un coddn de
terminacion TAG en ¢l nuevo codon 183,

Existe una gran buse de datos de las
mutaciones del gen HPRT™. Aunque las
que afectan el procesamiento del exdn 8
son frecuentes. ¢sta mwacidn en particu-
lar. que, por el lugar de origen, hemos
denominado  HPRT, =~ no habfa sido
descrita antes en dicha base de datos, y es
silo la segunda reportada en la secuencia
donadora de procesamiento del exon 8.

Respecto al origen y segregacion de
la mutacidn en esta tamilia. si aceptamos la
hipatesis que 1V-1 haya tenido también el
sindrome de Lesch-Nyhan, dehemos su-
poner gue la abucla materna (IH- 1) fue una
heterocigota para la mutacion  descrita,
pero no hay suliciente informacion de
gencraciones anteriores gue permita dedu-
cir »i Tue clla la primera persona ¢on la
mutacion cnJa familia, o si su propia madre
(II-1) fue portadora. En cualquier caso,
cada una de las seis tias maternas del caso
indice tiene una probabilidad de 50% de
ser portadora sanw: y aunque este fue

explicado a la familia. cinco de estas seis
mujercs en riesgo rechazaron el ofrecimien-
to de conocer su estado de portadora. Esta
negativa a dilucidar la presencia de un
propio gen “malo”, puede estar condicio-
nada por factores psicoldgicos y cultura-
les. y no es infrecuente'”.

En las hermanas del paciente, quiencs
tambien tenian una probabilidad de 50%:, la
condicién de heterocigotas fue descartada
por los exdmenes realizados. Debido a la
ausencia de otros enfermos, para cualquier
otra mujer de la familia. fuera de las herma-
nas y tias matcrnas del caso indice, la
probabilidad de ser portadera es muy pe-
quena,

Otro punto que merece comentarse ¢s
la importancia de llegar a un diagndstico
preciso en mifios con transtornos neurolé-
gicos no bien determinados. Muchos pacien-
tes diagnosticados de “paridlisis cerebral”
tienen en realidad enfermedades neuroge-
néticas especificas, que deben investigarse.
tomando en cuenta los beneficios poten-
ciales que la determinacion de un diagnés-
lico especifico aporta para ellos y sus
familias. Para Ia obtencidn de este diagnds-
tico sc requierce seguir un proceso. el cual
se inicia con ¢l establecimiento de la sos-
pechaclinica. y culminacon el examen direc-
{0 del gen {0 de los cromosomas en otros
casos), a [in de identificar el defecto gené-
tico especifico causante del transtorno.

Este reporte muestra la importancia
de la combinacidn de la determinacidn de
frecuencia de ¢élulas mutantes v el analisis
molecular del gen HPRT tanto para el diag-
ndstico del sindrome de Lesch-Nyhan,
cemo para el consejo genético de las muje-
res en las famibias en las que se diagnostica
este sindrome. En esta familia, la conse-
cucion del diagndstico etioldgico permiti¢
que tres mujeres se heneficiaran de fa
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certeza de que eblas no transmitirian a sus
hijos la mutacidon causante de este grave
transtorna. Y los padres del paciente te-
nen actualmente la posibilidad de optar por

una decisién informada en cuanto a su
futuro reproductivo, y de realizar diagnds-
tico prenatal. en caso lo requiriesen, €n una
eventual gestacion.

TABLAI
ANALISISDE LAMUTACIONEN LAFAMILIA CONHPRT

PERL!

Alteracién del gen HPRT

Individuo Genealogia Frecuencia ADN clonado' ADN genémico®
N°. de mutacién

Casoindice V-3 1.0 Exclusionexon 8 1IVS8+5G—~T

Madre V-2 I.1x10? Exclusiénexon 8 IVSB+5G =Ty G

Hermana | V-1 23x10" - IVS8+5Gsolamente

Hermana2 V-2 34x 0 IVS8+5G solamente

Tia V-8 2.9x10° - IVS8+5G solamente

'Frecuenciade lamutacion de HPRT segin el andlisis de clonamiento de linfocitos T.

* Mutacién en el intron 8 def gen HPRT: | TTG AAT gtaagt - glaatt

[VS8+5G -T, que corresponde a la base gendmica

G-T

411
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Figura 1. GENEALOGIA

3

Leyenda:

a
Partadora (heterocigoial O

No portadora @

Rfectado .
Fosible partadera, no estudiada @

ZUSAMMENFASSUNG

Die Verfassern haben cin Kind mit Lersch-Nyhan Sindrom untersucht. Es handelt sich
um ein mutiertes Gen (HPRT). Die Verfassern hatten auch die Familie des Patienten
enersucht und behaupten. dass die Mutter und cinige Frauen in der Familic Heterozigoten
witren. nicht aber die zwei Schwestern und die Tante mitterlicher Seite. Solche Information
wrde tiir die genetische Beratung und prenatale Diagnose benutzt. Die Befunde seien dic

ersten m o der Lieratus.
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