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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo fue validar la utilidad diagndéstica de la
prueba MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para diagnostico
de pacientes con una distrofinopatia (tipo Duchenne-DMD, o Becker-DMB),
caracterizandose primero a los pacientes. Se utilizé la informacion clinica de 46
pacientes que fueron referidos al CIGBM entre los afios 2014-2016 para descarte
de DMD/DMB. Se determind el genotipo de las muestras, primero mediante la
técnica MLPA (grandes deleciones y duplicaciones) y en los casos negativos, se
usé NGS-target (pequefias mutaciones). Finalmente se usd STATA 12.0 para
analisis descriptivo y EPIDAT 3.1 para analisis de precisidon diagnostica. Se
resolvieron el 56.5% de los casos por MLPA y el resto por NGS-target mas
secuenciacion Sanger. De las 42 mutaciones diferentes encontradas, 11 no han
sido reportadas antes. Se establece la distribucion mutacional del gen DMD:
grandes deleciones (45.65%), grandes duplicaciones (8.70%) y pequefias
mutaciones (45.65%), que es significativamente diferente en esta poblacion versus
lo reportado por la Universal Mutation Database-Translational Research in Europe
for the Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders. Se demuestra que la
técnica MLPA tiene una sensibilidad y especificidad del 100% para detectar
mutaciones de tipo delecion/duplicacién, causantes de DMD/DMB. Se recomienda
realizar el diagnéstico de la DMD/DMB en dos partes. Primero por MLPA,
considerando verificar por PCR mas secuenciacion Sanger en caso de tratarse de
delecién de un solo exon. Y posteriormente, en MLPA negativos, realizar NGS y

verificar los resultados también por secuenciacion Sanger.

Palabras clave: Distrofinopatias, diagnéstico genético, MLPA, NGS.
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ABSTRACT

The main objective of this work was, validate the diagnostic utility of the MLPA test
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) for the diagnosis of patients with
dystrophinopathy (type Duchenne-DMD, or Becker-DMB), characterizing patients
first. We obtained clinical information from 46 patients which were referred to
CIGBM between 2014- 2016 to discard DMD/DMB. The samples were genotyped,
first by MLPA (gross deletions and duplications) and then, the negative cases were
analysed by NGS (short mutations). Finally, we used STATA 12.0 for descriptive
analysis and EPIDAT 3.2 to analyse diagnosis accuracy. We confirmed the
DMD/DMB diagnosis by MLPA in 56.5% of cases and the remaining 43.5% by
target-NGS confirmed by Sanger sequencing. We found 11 new mutations from 42
different mutations reported. Mutations distribution in DMD gene is as follows:
45.65% gross deletions; 8.70% gross duplications and 46.65% point mutations
which have statistically significant differences in our population versus data reported
in Universal Mutation Database-Translational Research in Europe for the
Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders. We demonstrated that
MLPA technique has a high sensitivity and specificity (100%) to detect
deletion/duplication related to DMD/DMB. We recommended to make DMD/DMB
diagnosis in two step process, first by MLPA plus Sanger sequencing if the deletion
includes a single exon, and later, in MLPA negatives cases, perform NGS and verify

the results by Sanger sequencing.

Keywords: Dystrophinopathies, genetic diagnosis, MLPA, NGS.

vii



INTRODUCCION

Un ejemplo de enfermedad rara es la distrofia muscular por carencia o alteracion
de la proteina distrofina. Existen dos tipos de distrofinopatias, la mas comun y
severa es la distrofia muscular del Duchenne - DMD (OMIM # 310200). Esta
enfermedad neuromuscular aparece a temprana edad y se caracteriza por la
debilidad muscular progresiva y degenerativa. Cuando alcanza ciertos musculos
como el diafragma, provoca una insuficiencia respiratoria, y finalmente al verse
afectado el musculo cardiaco el desenlace es un infarto al corazén, que provoca
una muerte temprana (adultos jovenes). Una forma mas leve y de menor incidencia
es la distrofia muscular de Becker - DMB (OMIM # 300376), enfermedad que tiene
mejor prondstico.’® Ambas enfermedades estan ligadas al sexo porque el gen
responsable (gen DMD) se encuentra en el cromosoma X, por lo que los afectados
son casi al cien por ciento varones (46, XY), mientras que las mujeres al poseer
dos cromosomas sexuales X, pueden ser portadoras de la enfermedad,

asintomaticas, o muy levemente afectadas.

Actualmente, el diagndstico clinico considera la deteccidn de signos caracteristicos
de la enfermedad (nifio de afio y medio que no camine, de tres afilos que no corra
0 suba escaleras, signo de Gowers, pantorrillas herculeas, escoliosis, y en un 30%
retraso mental).*°> A estos signos se le suman algunos examenes complementarios
como la prueba de nivel de creatininfosfoquinasa, electromiografia y en algunos
casos inmunohistoquimica o Western blot para detectar presencia/ausencia de la
proteina, aunque para ellos se necesita una muestra de biopsia muscular (prueba

invasiva) y finalmente se encuentran las pruebas moleculares.®

En los centros hospitalarios del Perd, actualmente, se emplea como método



molecular de diagnéstico los test de Chamberlain y de Beggs (PCR multiplex, que
evallia hasta 10 exones a la vez).%” Otra técnica aun no implementada en nuestro
pais pero que se viene usando en otros paises desde el 2002, es la Multiplex
Ligation-depend Probe Amplification (MLPA) que a diferencia de la PCR multiplex
puede evaluar hasta 50 regiones en una sola reaccion, por lo que surge como un

buen método en el reconocimiento de variaciones en el gen DMD.8

Si bien es cierto la MLPA puede detectar variaciones de todos los exones, solo
puede evaluar presencia/ausencia de cada exon por separado, mas no puede
evaluar pequefias mutaciones de uno o de mas nucleétidos. Para ello, se puede
utilizar otra técnica, la Next Generation Sequencing (NGS) que si es capaz de

detectar estos tipos de mutaciones.®

Un problema en paises como el nuestro, es que mas del 95% de las enfermedades
guedan sin determinarse por dificultades tecnoldgicas. Ello impide un tratamiento
adecuado y oportuno por desconocer la naturaleza de la enfermedad en casi todas
las familias. Ademas, hay que adicionar, que muy pocas pueden costear estudios

moleculares en el extranjero.

En general, las distrofinopatias estan recibiendo mas atencién debido al mejor
conocimiento de los médicos, mayor acceso de la poblacion a los servicios de salud
y mayor preocupacion de la sociedad por los casos de discapacidad. Por ello, es
critico diagnosticar la condicion, pues en base a ello, se puede establecer el manejo

y pronéstico de vida de los afectados.®

El presente estudio, tiene como objetivo principal, validar la técnica MLPA, como
una prueba diagnostica molecular para corroborar la sospecha clinica de una

distrofinopatia (DMD/DMB). Ademas, caracterizar genotipicamente a la poblacion

2



de participantes con un diagndstico clinico de DMD/DMB, comparar la distribucion
de los tipos de mutaciones causales de DMD/DMB de esta poblacion, con lo
reportado en diferentes partes del mundo; y armar una base de datos que contenga
los datos clinicos de los pacientes y sus correspondientes mutaciones, para que
dicha informacién sirva a futuro para determinar frecuencias de los tipos de
mutaciones a nivel mundial, acceso a nuevos tratamientos o terapias y para

consejeria genética a los familiares.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

Chamberlain et al., en 1988, utilizan una base de datos de pacientes del EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), para indicar cuales son las regiones del
gen DMD con mayor probabilidad de perderse durante la replicacién del ADN
(posteriormente conocidas como hot spots). Ademas, proponen la técnica PCR
multiplex, como prueba diagnéstica pre y postnatal, gracias a la cual pueden
amplificarse simultdineamente hasta 10 regiones del gen DMD, y por ende detectar
una delecion en un individuo hemicigoto. En 1990, Chamberlain et al, publican en
el libro PCR protocols: a guide to methods and applications, un capitulo donde
detallan el protocolo para realizar la PCR multiplex de nueve exones, conocido
posteriormente como el test de Chamberlain, utilizado aun en varios centros

médicos.6:10

Beggs & Kunkel, en 1990, realizaron una revision de las técnicas hasta el momento
propuestas para el diagnostico de distrofinopatias, sea Duchenne (DMD) o Becker
(DMB). Proponen un diagrama de flujo para el diagnostico de la enfermedad,
cuando el clinico sospecha de DMD/DMB vy el paciente presenta niveles de CPK
elevados. Primero se debe realizar un analisis de inmunohistoquimica o Western
blot para distrofina. De observarse una distrofina normal, se deben descartar otras
enfermedades neuroldgicas, de observarse una distrofina alterada puede tratarse
de DMB y de no observarse distrofina lo mas seguro es que corresponda a un DMD.
Para comprobar este resultado se debe realizar un Southern blot en busqueda de
deleciones o duplicaciones, finalmente, de no encontrarse nada pueden realizarse

estudios de ligacion por medio de PCR-RFLP. Ademas, sugieren que las familiares



también deben ser analizados para saber si son portadoras o no, y asi poder brindar

la consejeria genética necesaria.*

Beggs et al., en 1990, propusieron un segundo conjunto de primers para PCR
multiplex, para amplificar siete exones y un promotor, exones que también se
encuentran en regiones hot spots del gen DMD (previamente descritas por Koenig
et al, en 1987). Se propone que utilizando este mix (posteriormente conocido como
el test de Beggs) y el de Chamberlain se pueden detectar el 98% de las deleciones
en pacientes con DMD/DMB. Esto ha sido probado también como diagndstico

prenatal.’

Schwartz & Duno, en 2004, reportaron por primera vez el uso de la técnica MLPA
para detectar variaciones en el numero de copias de cada uno de los 79 exones del
gen DMD en solo dos reacciones. Se confirmaron en todos los casos las
mutaciones encontradas antes mediante PCR multiplex o Southern blot; ademas,
se hallaron nuevas mutaciones y no solo en pacientes sino también en portadoras.

Concluyeron que es un método reproducible, facil de manejar y mas sensible.'!

Lalic et al., en 2005, validaron el ensayo mediante MLPA vs. PCR multiplex en 123
pacientes. La prueba MLPA confirmo todas las deleciones encontradas con la PCR
multiplex y en algunos casos se especifico el verdadero tamafio de la delecion.
Ademas se reportaron deleciones y duplicaciones que no pudieron ser detectadas
por PCR multiplex, confirmando que la MLPA es superior a los test de Chamberlain

y Beggs.*?

Gatta et al., en 2005, analizaron 12 familias con un varén afectado por DMD/DMB,
para comprobar la eficacia en detectar mujeres portadoras de mutaciones de tipo

delecion y duplicacion. Encontraron en 10 familias, madres y hermanas portadoras
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de la mutacion del afectado, lo que representa una informacion muy util al momento

de dar un asesoramiento genético a la familia.'?

Jansenn et al., en 2005, utilizan la técnica MLPA para realizar analisis
retrospectivos y prospectivos de un total de 193 individuos. Como resultado, se
confirmaron resultados de pacientes con deleciones antes detectadas por PCR
multiplex o por FISH. Ademas, se reportaron nuevas deleciones, duplicaciones y
una mutacion de tipo nonsense. Por lo tanto, también concluyen que la técnica
MLPA es mas sensible y rapida que la PCR multiplex. Y, ademas, recomiendan
verificar por secuenciacion Sanger en el caso de encontrar delecion de un solo exén

por MLPA.14

Lai et al., en 2006, evaluaron la sensibilidad y especificidad de la técnica MLPA en
comparacién con la PCR multiplex, de un total de 63 sujetos identificados
clinicamente con DMD/DMB. En todos los casos la MLPA fue capaz de detectar las
deleciones o duplicaciones causantes de la enfermedad. Se comprueba que la
MLPA es superior a la PCR multiplex ya que se pueden detectar deleciones de
cualguier exén, ademas de duplicaciones y también portadoras de las

mutaciones.1®

Aartsman-Rus et al., en 2006, informaron por primera vez sobre el uso la base de
datos LOVD? (Leiden Open Variation Database), creada en 1997 por la Leiden
University Medical Center. De un total de 4 700 pacientes del gen DMD, las
frecuencias de los tipos de mutaciones reportadas hasta el 2005 fueron: deleciones
de uno 0 mas exones abarcaban mas del 72%, las duplicaciones de uno o mas
exones eran el 7% y el 20% restante se trataba de pequefias mutaciones. Ademas,

la region hotspot para las deleciones se encuentra entre los exones 45-53 y para



las duplicaciones entre los exones 2-20. Esta base de datos
(www.databases.lovd.nl) se encuentra en constante actualizacion, hasta la ultima
en marzo del 2018, de un total de 13 569 pacientes, se reportan un 66% de
deleciones de uno o mas exones, 12% de duplicaciones de uno o mas exones y

22% de pequefias mutaciones.16

Nicolas et al., en 2012, desarrollaron la base de datos eDystrophin, donde se
describen las mutaciones causantes de DMD/DMB vy las modificaciones
estructurales y funcionales de la distrofina. De un total de 1 026 pacientes
franceses; 64.3% presentan deleciones de uno o mas exones; 21.7% duplicaciones
de uno o mas exones y 14% pequefias mutaciones. Esta informacién proporciona
una idea de correlacion genotipo-fenotipo de DMD/DMB y es util para las posibles

estrategias de terapia genética.l’

Yang et al., en 2013, realizaron por primera vez un estudio de caracterizacién de la
poblacién china en referencia al gen DMD. Analizaron 1 053 pacientes y 400
madres por MLPA y secuenciacién. Se determiné que el 59.4% eran grandes
deleciones, el 11.2% grandes duplicaciones y el 29.4% pequefias mutaciones.
También indicaron que en un 51.7% de los casos la mutacion fue heredada de la
madre. En cuanto a las deleciones la regidon hotspot se encontré entre los exones
45-54 y 3-22, y en cuanto a las duplicaciones estas regiones estuvieron entre los
exones 3-11 y 21-37. Se logr6 aumentar la comprension de DMD/DMB en la

poblacién china.18

Wei et al., en 2014, presentaron un nuevo método de andlisis genético para
DMD/DMB, la NGS-target. Se utilizaron 89 pacientes con mutaciones conocidas,

18 mujeres portadoras y 245 individuos control. En comparacion con métodos



tradicionales, este tiene una especificidad del 99.99% y una sensibilidad del 98.96%
para la deteccion de variaciones del nimero de copias y una precision del 100%
para la identificacion de mutaciones SNP. Se reportaron nueve mutaciones nuevas.
Los resultados demostraron que el nuevo método es adecuado para la practica
clinica de rutina con tiempos de respuesta mas cortos y mayor precision de la

informacién genética.t®

Guo et al., en 2015, combinan las técnicas MLPA y secuenciacion Sanger para
analizar genéticamente 613 individuos (chinos). El 69.8% se resolvié por MLPA
mientras que el 23.3% por secuenciacion Sanger. La region mas variable se
encuentra entre los exones 44-55. Este trabajo contribuyd a un mejor entendimiento

de la poblaciéon china en relacién al gen en estudio.?°

Bladen et al., en 2015, Describieron el desarrollo y andlisis de la base de la UMD-
TREAT-NMD DMD mutations database, con el objetivo de desarrollar una
herramienta para el diagndstico, la investigacion, la planificacion de ensayos y una
mejor atencion clinica. Se analizaron 7 149 pacientes, se encontr6 que el 68%
corresponde a grandes deleciones, el 11% a grandes duplicaciones y el 20% a
pequefias mutaciones (7% frameshift, 10% nonsense, 3% splicesite, 0.4%
missense) y 0.3% mutaciones intronicas. Indican ademas que la regién hotspot para
las grandes deleciones se encuentra entre los exones 45-55 y para las grandes

duplicaciones en el exén 2.2

Li et al., en 2016, analizaron 81 pacientes con DMD/DMB primero mediante MLPA
y en casos negativos, por NGS confirmando por secuenciacion Sanger. Sesenta y
siete casos se resolvieron por MLPA, el resto por NGS mas Sanger, de las cuales

seis fueron mutaciones nuevas. Se concluyen que la combinacion de MLPA, NGS



y Sanger mejora enormemente la sensibilidad y especificidad de las pruebas para

diagnéstico de DMD/DMB.??

Bai et al., en 2016, recolectaron 433 familias con DMD/DMB en cuatro afios para
genotipar mediante MLPA, NGS mas secuenciacion Sanger. En 316 familias se
detectaron deleciones o duplicaciones por MLPA, de 57 casos de delecion de un
solo exon, dos resultaron ser mutaciones nonsense y una del tipo frameshift. Por
NGS se detectaron 92 pequefias mutaciones, de las cuales 46 son nuevas. En
conclusién, el diagnéstico genético de DMD/DMB por MLPA mas NGS vy

secuenciacion Sanger es efectivo.?

Okubo et al., en 2016, utilizan la NGS en pacientes negativos para MLPA que
cumplen con la clinica de la DMD/DMB. Lograron identificar mediante esta técnica
67 mutaciones (92% de los casos), 37 mutaciones del tipo frameshift y 30 del tipo
nonsense. Estos resultados fueron validados mediante secuenciacién Sanger e

indican entonces, que este método es adecuado para un diagnéstico de rutina.?*

Zhong et al., en 2017, emplearon la combinacion de MLPA mas NGS-target en 92
pacientes sospechosos de DMD/DMB. Mediante MLPA se solucionaron el 70.65%
de los casos, agrupandose la mayoria de deleciones entre los exones 45-55 y 2-
19. De las 21 mutaciones pequefias detectadas por NGS-target, seis fueron
nuevas. En dos casos se descart6 DMD/DMB, y, posteriormente, analizando los
resultados adicionales del panel utlizado, se resolvieron como distrofias
musculares de cintura. En conclusién, la MLPA mas NGS-target fue eficaz en la

deteccién de mutaciones causantes de DMD/DMB.2°

Wanq et al., en 2017, desarrollaron una base de datos con pacientes registrados

con DMD en el sur de China analizando sus caracteristicas clinicas y mutacionales.
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La caracterizacion genotipica se realiz6 mediante la técnica MLPA. Esta poblacion
presenta un 57.8% de grandes deleciones, 30.5% de pequefias mutaciones (14.1%
frameshift, 13.3 nonsense, 3.1 splicesite) y 10.9% de grandes duplicaciones. De
todos ellos, el 13.3% son elegibles para terapia por exon skipping. En conclusion,
esta base de datos proporciono informacién valiosa sobre el estado actual de la
DMD en el sur de China y la posibilidad de participacion de estos pacientes en

futuras terapias moleculares.?®

10



1.2 Bases tedricas

Distrofia muscular

Comprenden un gran grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas
principalmente por la presencia de debilidad y pérdida del tejido muscular, en forma
progresiva. Se pueden presentar en la nifiez (formas mas graves) o en la edad

adulta (formas mas leves).1:26:27

Los sintomas varian entre los diferentes tipos de distrofia muscular, pudiendo
resultar afectados algunos o todos los musculos. Entre los sintomas mas
resaltantes tenemos, retraso en el desarrollo de funciones musculares motoras,
dificultad para utilizar uno o mas grupos de musculos, babeo, parpado caido, caidas
frecuentes, pérdida de la fuerza en un musculo o grupo de musculos como adulto,
pérdida en el tamafio de los musculos, problemas para caminar (demora para
caminar), y también la discapacidad intelectual se presenta en algunos tipos de

distrofia muscular.1:26:27

Distrofinopatias

Comprenden un grupo de distrofias musculares, con un tipo de herencia ligada al
sexo, Y por ende se presentan casi exclusivamente en varones. Son producidas
por mutaciones en el gen DMD, que conducen a la no expresion de la proteina o la

expresion de una proteina alterada.'26:27

Existen tres tipos de distrofinopatias reconocidos, los dos mas importantes son la
distrofia muscular de Duchenne y la distrofia muscular de Becker, en las que se ve
afectado principalmente el tejido muscular esquelético; el tercer tipo es la
miocardiopatia dilatada ligada al X, en ella solo se ve afectado el tejido muscular

11



cardiaco, presentandose entre los 20 y 40 afios como una insuficiencia cardiaca

congestiva de rapida progresion.1:26.27

Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)

OMIM #310200, es el tipo de distrofia muscular mas frecuente y severo, con una
incidencia de 1 por cada 3 500 nifios nacidos vivos. La DMD es producida por
diferentes tipos de mutaciones en el gen DMD, que se traducen en una distrofina
muy reducida, no funcional o en la ausencia total de la proteina. En teoria, las
mutaciones causantes de esta condicion son las que se transcriben fuera del marco
de lectura (out of frame). Al presentarse una severa pérdida de la proteina
distrofina, esta enfermedad se evidencia a edades muy tempranas, la mayoria de

las veces entre los tres a cinco afios.*2%

La DMD se caracteriza por la presencia de hipotonia e hiporreflexia; pérdida
progresiva de la fuerza muscular que afecta primero a las extremidades inferiores
y luego a las superiores. Hay dificultad para correr o subir escaleras; aumento
gradual de los musculos afectados por el incremento del tejido fibroso, provocando
una hipertrofia de gemelos; aparicion del signo de Gowers, causado por la debilidad
de los extensores de la rodilla y la cadera. En algunos casos hay algun grado de
retraso mental; conforme pasan los afios pierden la capacidad de caminar (entre
los 7 y 12 afos); presentan escoliosis o lordosis; insuficiencia respiratoria y
cardiaca. Al ser una enfermedad degenerativa que se desarrolla rapidamente, la

expectativa de vida es de aproximadamente 20 afios.*?6

Distrofia Muscular de Becker (DMB)

OMIM #300376, es el otro tipo de distrofinopatia mas raro y menos severo, con una
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incidencia de 1 por cada 30 000 nifios nacidos vivos, producido también por
mutaciones en el gen DMD, pero de las que se transcriben dentro del marco de
lectura (in frame), que, finalmente, se traducen en una proteina alterada pero

funcional .46

Los signos de esta enfermedad son similares a los de la anterior, se evidencian
también a edades muy tempranas, con hipotonia y signo de Gowers. Conforme
pasan los afos, pierden la capacidad de caminar a una edad promedio de 12 afios
y pueden presentar escoliosis o lordosis y cardiomiopatias. Sin embargo, al no ser

tan severa, la expectativa de vida de estos pacientes es mucho mayor.*26

El Gen DMD

OMIM 300377, es uno de los mas grandes del genoma (2.4Mb), esta ubicado en la
region Xp21.1, y posee 79 exones y siete promotores (ver figura 1). Este gen se
traduce en la proteina distrofina y el empalme alternativo, origina diferentes
isoformas de la proteina. Dependiendo del tipo de tejido, la transcripcion de la
distrofina completa esta controlada por tres promotores que se encuentran en una
region antes del primer exén; promotor muscular (dp427m), predominantemente en
musculo esquelético y cardiaco, promotor cerebral (dp427c), principalmente en
neuronas corticales y del hipocampo y el promotor de Purkinje (dp427), que se

expresa en las células de Purkinje y en musculo esquelético.?82°

Los cuatro promotores restantes se encuentran dentro de algunos intrones y han
sido nombrados segun el peso molecular de la proteina traducida. El promotor
dp260 localizado en el intron 29, se expresa exclusivamente en la retina. El dp140
ubicado en el intron 44, se expresa en cerebro, retina y riion. El dp116 que se

encuentra en el intron 55, se transcribe Unicamente en las células de Schwann, y
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el dp71 ubicado en el intrén 62, se expresa en la mayoria de tejidos no esqueléticos

como cerebro, rifién, higado, pulmén y corazén.?82°

dpd27m, p,c
—>dp427m, pl,
|. ) CH1
[y
1

> 2 5
T -

ﬁ_g—

Figura 1. Representacion esquematica del gen DMD, las figuras azules representan los exones, las
flechas rojas la posicién de los promotores y las flechas negras indican la codificacion de los
dominios  estructurales. Obtenido de Ila base de datos online eDystrophin.
(www.edystrophin.genouest.org)

Proteina distrofina

La distrofina de longitud completa es una proteina esquelética, compuesta por 3
685 aminoacidos con un peso molecular de 427 kDa. Pertenece a la familia
espectrina/a-actina. En las células del musculo esquelético, se localiza en la cara
citoplasmatica del sarcolema. La distrofina en individuos sanos esta presente desde
la vida fetal en musculo esquelético, corazén, musculo liso y algunos tipos de

células nerviosas.?8:30:31

Esta proteina forma parte del complejo proteico asociado a distrofina (DAP),
formado por sarcoglicanos, distroglicanos, distrobrevinas, sintrofinas, sarcospano,
caveolina y la enzima oxido nitrico sintasa. La distrofina se une al citoesqueleto

intracelular al asociarse con los filamentos de actina por su extremo N, e interactua

14



con los miembros del DAP por su extremo C. 283031

En general, esta proteina posee cuatro dominios principales, un dominio de unién
a la actina (ABD), un dominio de barra central (formado por las cadenas de

espectrina), un dominio rico en cisteina y un dominio carboxi terminal (ver figura 2).

Dentro del primer dominio, de unién a actina (ABD1) se encuentra el de unién a la
queratina (K19). El segundo dominio, de barra central, contiene dos de union a
lipidos (LBD1 y LBD2), uno de union a PAR-1b (quinasa), otro de unién a sinemina
(proteina de los filamentos intermedios), un dominio de union a NNOS (asociacion
al sarcolema) y otro de unién a actina (ABD2). El tercer dominio, rico en cisteina,
presenta uno de union a plectina (proteina de conexidn en el citoesqueleto), uno
dominio de unién al B-distroglicano (glicoproteina de membrana), un segundo
dominio de unién a sinemina, otro de union a anquirina (proteina que promueve la
conexidn citoesqueleto-membrana), y un dominio de union a miosprina (inhibidor
de la calcineurina). Y el cuarto dominio, carboxi terminal, contiene uno de union a

sintrofina y distrobrevina (proteinas estructurales del sarcolema).28.30.3

ABD Rod domain Cys rich C term
> P

Plectin

ABD2 BDG

Synemin Synemin2
Syntrophin

LBD2 Dystrobrevin

v

Myospryn

Ankyrin

Figura 2. Representacion esquematica de la distrofina y sus dominios, arriba los cuatro dominios
principales y abajo los subdominios. Obtenido de la base de datos online eDystrophin.
(www.edystrophin.genouest.org)

La principal funcion de la distrofina parece ser estabilizar el sarcolema y proteger a

las fibras musculares del dafio y la necrosis por la contraccion a largo plazo.
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También han sido descritas funciones no estructurales, ya que la distrofina presenta
sitios de reconocimiento para diferentes moléculas de sefializacion, aunque estas

vias de sefializacion siguen siendo desconocidas.?8:30:31

Diagnastico clinico

Se basa en el hallazgo de algunas caracteristicas fisicas, como la dificultad para
caminar a partir de los tres afios de edad, debilidad progresiva de los musculos
(hipotonia), pérdida de masa muscular (atrofia), presencia del signo de Gowers,
columna vertebral anormalmente curvada (escoliosis), contracturas articulares (pie
zambo, mano en garra u otras), y en cuadros avanzados de insuficiencia

respiratoria, miocardiopatia o ritmo cardiaco anormal (arritmias).®

Se utilizan, ademas, pruebas de apoyo al diagnostico clinico, como el nivel de CPK
(creatinfosfoquinasa) en plasma, aunque el aumento de la CPK en plasma es
inespecifico. También se utilizan las electromiografias, que evallan patrones
neuromusculares, pero que tampoco es una prueba especifica. Y en algunos casos
se puede realizar una biopsia muscular, que permite la visualizacion directa de las
fibras musculares con ausencia de distrofina o una distrofina anormal, o evaluar la
presencia de la proteina por western blot; sin embargo, al ser una prueba invasiva,

actualmente no es recomendable.®

Como la DMD/DMB son enfermedades hereditarias monogénicas, en este caso por
alteraciones en el gen de la distrofina (DMD), la confirmacién de la enfermedad se
realiza por medio de pruebas moleculares que detectan dichas alteraciones. Estas
pruebas moleculares han ido evolucionado, desde la aparicién de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) hasta la secuenciacion de nueva generacion
(NGS).32
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Pruebas de apoyo al diagndstico clinico

Prueba CPK (creatinfosfoquinasa)

EvalGa el incremento de la actividad enzimatica de la creatin quinasa, aldolasa,

transaminasa y piruvato quinasa.3?

Esta prueba se ha utilizado para el diagnéstico de diferentes tipos de distrofias.
Considerando que el nivel promedio normal en varones es de 8.3 a 9.6 SU/MI, por
ejemplo, tenemos las distrofias mas comunes de tipo Duchenne y Becker, que se
presentan en nifios menores de cinco afos con niveles elevadisimos de CPK (entre
845 y 1 240 SU/mL) y conforme avanzan en edad los niveles disminuyen, pero
manteniendo siempre una diferencia significativamente mayor que individuos

sanos.

Otro ejemplo es la distrofia muscular de Limb-Girdle, en donde los niveles séricos
de CPK también se encuentran elevados (entre 220 y 383 SU/mL). En la distrofia
facioescapohumeral también se observa cierta tendencia elevada de los niveles
séricos de CPK (entre 20 y 32 SU/mL), y en la atrofia muscular espinal (SMA) en
algunos casos (SMAIl 'y SMAIII), hay elevacion de los niveles séricos de CPK (entre

13y 22 SU/mL).33

El aumento de la CPK en plasma es inespecifico ya que puede observarse en
numerosas patologias, como enfermedad cerebrovascular aguda, hipertermia
maligna, sindrome de Reyé, miopatias congénitas, miositis infecciosa, embolia
pulmonar, vasculitis, etc.3® Por lo tanto, esta prueba es muy sensible pero poco
especifica y no puede servir como unica prueba confirmatoria para el diagnostico

de distrofia muscular de tipo Duchenne o Becker.
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Electromiografia (EMG)

Esta es una técnica mediante la cual puede visualizarse de manera grafica la
actividad eléctrica de los masculos esqueléticos, y se emplea para el diagndstico

de diferentes enfermedades neuromusculares.34:34.35

Un estudio prospectivo comparé el analisis del patron de interferencia (IPA) y la
duracion media del potencial de la unidad motora (QMUP) en 239 musculos
diferentes. Se calculé la sensibilidad y especificidad de la prueba respecto al
diagnéstico neuroldgico basado en pruebas histologicas. Se reportd que la
sensibilidad de deteccidén de una miopatia o neuropatia estaba en 46% o 38% para
QMUP, y 75% o0 53% para IPA. En todas las instancias IPA presenta sensibilidad

superior sin alterar su especificidad en comparacion a QMUP .34:34.35

Pruebas diagndsticas confirmatorias

Los avances en diagndstico molecular para la deteccién de ciertas alteraciones
genéticas heredadas, por lo general van acompafiados del desarrollo de novedosas
tecnologias. Estas han ido evolucionando desde la deteccion de la proteina in situ,
a la deteccion de la mutacion en el codigo genético que va dar origen a una

alteracion en dicha proteina.

Inmunohistoquimica

La deteccidn de distrofina, se realiza sobre las muestras del tejido muscular de cada
paciente, por lo que es necesario una biopsia muscular, un fragmento de musculo
gue se encuentre minimamente deteriorado, de aproximadamente un centimetro

(deltoides, biceps braquial o vasto lateral).27:36:37
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La muestra obtenida se incluye en parafina, se cortan algunas laminas a las que se
les realiza tinciones béasicas, como hematoxilina y eosina, para un diagndéstico

morfoldgico inicial. 273637

Luego se realizan otras tinciones con inmunomarcaje. Para detectar la distrofina se
utilizan tres anticuerpos que reconocen tres diferentes partes de la proteina, el
DYS3 que reconoce un tramo del dominio amino-terminal que se traduce a partir
de los exones 10 al 12, el DYS1 que reconoce una zona del dominio de cadena
central que se traduce a partir del exon 31, y el DYS2 que reconoce una parte de

la region carboxi-terminal (17 ultimos aminoacidos) (ver figura 3). 27:36:37

Amino Cysteine- Carboxy-
terminal rich terminal
domain Central rod domain, 24 spectrin-like repeats domain domain

Actin binding ' 1 ' : t
DYS3 DYS1 DYS2
exons 10-12 exon 31 last 17
amino acids

Figura 3. Representacion esquematica de la distrofina, sus cuatro dominios generales y las flechas
rojas indican el lugar de reconocimiento de los anticuerpos. Obtenido de Muscle Biopsy: A Practical
Approach. 4ta Edicion.

En un paciente con una distrofinopatia en general, se observa una arquitectura
muscular anormal e incremento de tejido conectivo adiposo. En el caso de la DMD,
se observa la ausencia total de distrofina. En cambio, en el caso de la DMB el patrén
observado es heterogéneo, puede existir irregularidad o disminucién de la
intensidad del marcaje, esto dependiendo de donde se encuentre la mutacién,
pudiéndose observar afectados los marcajes de uno, dos o de los tres anticuerpos

utilizados. 27:36.37
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Western Blot

Se realiza para identificar la distrofina en los pacientes, al igual que la prueba
anterior también es necesaria una muestra de biopsia muscular. Este tejido (unos
20ug) debe de ser lisado, homogenizado con un sonicador para evitar que se

desintegren las proteinas y centrifugado para obtener la fraccion mas pesada.?”%’

La fraccion obtenida se corre en una electroforesis vertical, en un gel de
poliacrilamida y con un buffer denaturante, por lo que las proteinas migran por su
peso molecular y por su estructura e hidrofobicidad. Luego por electrotransferencia

se pasan las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa. 27:37

Para detectar y visualizar la distrofina se utiliza la unién antigeno-anticuerpo por
actividad enzimatica. Para esto, primero se incuba la membrana con un anticuerpo
monoclonal que posee epitopes que reconocen cierta region de la distrofina, luego
se realiza una segunda incubacién con otro anticuerpo que en un extremo reconoce
el primero y en el otro extremo presenta una enzima (Horseraddish peroxidasa) que
catalizard la reaccion del sustrato afiadido posteriormente (luminol) con la emision
de luz como producto (ver figura 4), y, finalmente, se compara la altura de la banda
con marcador de pesos moleculares para saber si ha detectado el producto de

interés. 27.37

20



Detection Signal
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Figura 4. Representacion esquemética de la deteccidn de la proteina (distrofina), por un anticuerpo
primario, este por un anticuerpo secundario que presenta en su extremo una enzima que emitira
una luz con la adicion de un sustrato. Obtenido de protocolos de Leinco Technologies, Inc.

(www.leinco.com/western-blotting-protocol)

En el caso de pacientes con distrofia muscular del tipo Duchenne, no se observa
ninguna banda correspondiente a la distrofina. El patron resultante de bandas del
Western blot difiere mucho entre muestras de pacientes con una distrofia muscular
del tipo Becker. En general, se puede observar un peso molecular mas bajo si se
trata de una gran delecion y uno mas alto, si se trata de una duplicacién. Sin
embargo, no siempre esto se corresponde, ya que también dependera de si la

mutacion altera o no el marco de lectura. 27:37

PCR y sus derivados

La metodologia de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), se basa en
generar varias copias del fragmento que se quiera analizar a partir de una pequefia

cantidad de ADN.

Con los afios esta técnica ha presentado varios derivados, como en 1988, Bartlett
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et al. utilizaron la técnica PCR-RFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion) para detectar deleciones en el locus del gen DMD, en familias con

antecedentes.?

Mas adelante, para el caso particular del gen DMD, uno de los mas grandes del
genoma humano (79 exones), tendria que amplificarse exén por exén para ser
analizados uno por uno en busquedas de mutaciones patolégicas. Sin embargo,
diversos estudios reportaron que existen hot spots (regiones del gen en donde
ocurren mayoritariamente mutaciones patoldgicas). Es entonces que surgi6 el test
de Chamberlain, luego el de Beggs y después el de Kunkel, que utilizan la PCR
multiplex, una variante de la PCR, que consiste en la amplificacion de hasta 10
exones al mismo tiempo. Estos test se han venido utilizando en diferentes
hospitales, incluyendo los peruanos (hasta la actualidad), para la busqueda de
mutaciones en el gen DMD. Sin embargo, esta técnica presenta algunas
desventajas, porque no analiza los 79 exones, solo es capaz de detectar
mutaciones del tipo delecién, y no puede detectar portadoras de deleciones.

Ademas, no detecta duplicaciones de exones del gen.5.7:10.38

Secuenciacién

Esta metodologia es el método considerado el estandar de oro para el diagnostico
molecular clinico, debido a su precision en la deteccion de pequefias variantes

genéticas de uno o mas nucledtidos.3?

La secuenciacion Sanger se basa en la deteccion de las bases nitrogenadas
adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C), consecutivamente en un
fragmento de ADN previamente amplificado. Sanger et al, en 1974 publica el

fundamento de la técnica que en un inicio se realizaba manualmente separando los
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fragmentos en grandes geles de acrilamida.®®

Actualmente existen diferentes plataformas automatizadas que realizan la
separacion de los fragmentos y la deteccion de las bases nitrogenadas. En general,
un protocolo de secuenciacion consta de seis pasos. Primero se amplifica el
fragmento que se desea analizar y se comprueba por electroforesis, luego se
purifica el amplicon. Después se realizan dos amplificaciones de dicho amplicén,
una con el primer forward y otra con el primer reverse. En esta reaccion se utilizan
dNTPs marcados con fluorocromos, verde para adenina, rojo para timina, amarillo
para guanina y azul para citosina. Después se precipitan los preparados para
guedarnos solo con las moléculas y se disuelven en formaldehido, se denatura el
ADN y se corren las muestras en un secuenciador para ser analizados en una

computadora, con programas como el Chromas.3%-41

El fundamento de esta técnica consiste en que los fragmentos amplificados que son
de diferentes tamafos, subiran por un capilar en orden de tamafio y un laser
traspasara cada uno de ellos, entonces dependiendo de cudl sea la base
nitrogenada en que termine cada fragmento, este emitird una longitud de onda
representada por un color (verde, rojo, amarillo o azul), y esto es lo que es
detectado por la computadora que traduce el color por la base nitrogenada que

corresponde (ver figura 5).3%-4!
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Figura 5. Representacion grafica del fundamento de la secuenciacién Sanger. Obtenido de file

Sanger sequencing de Estevezj 2012.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Se describe por primera vez en el 2002, por la comparfia MRC-Holland. Con ella,
se pueden analizar ADN, ARN o ADN-met, y a diferencia de la PCR-multiplex, es

capaz de detectar y cuantificar entre 35 y 50 regiones en una sola reaccion.®

Este método se lleva a cabo en cuatro pasos; primero denaturacién del ADN, luego
hibridacién de las sondas que contienen una region complementaria y otra que
varia en tamafio (cola), después se ligan los fragmentos hibridados, para que

finalmente se amplifiquen dichos fragmentos. 8

Posteriormente los fragmentos son separados por electroforesis capilar. Los

resultados son analizados utilizando diferentes programas, como el Coffalyser, que
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valoran todos los pasos de la reaccion y analizan numérica y estadisticamente cada

fragmento y cada muestra (ver figura 6). 8

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X

2. Ligation

3. PCR with universal primers X and Y

exponential amplification of ligated probes only

X Y
—

4. Fragment analysis

.....................

PCR primer sequence Y

h juﬂw sequence

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence {right)

A |

Figura 6: Esquematizacibn del proceso dla

(www.mlpa.com/WebForms)

MLPA. Fuente:

MRC  Honlland.

La ventaja de amplificar hasta 50 regiones a la vez de la MLPA, hace que con solo

dos reacciones se puedan amplificar y analizar presencia/ausencia de los 79

exones del gen DMD. La empresa MRC-Holland es la que produce los mixes de

sondas comerciales (probemix). En este caso los probemix utilizados son el P034

y P035, que ya se han utilizado en diferentes estudios, para la busqueda de

mutaciones patolégicas en dicho gen.121415

Esta capacidad de la MLPA para analizar todos los exones del gen DMD en

pacientes afectados, presenta una alta sensibilidad y especificidad y una fuerte
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identificacion de los puntos de ruptura de los reordenamientos. Sin embargo, un
punto crucial en la interpretacion de los resultados de la MLPA, esta en la deteccion
de deleciones de un solo exén, ya que en estos casos dicha delecion aparente, en
realidad podria deberse a una pequefia mutacién en la secuencia que dificulta la
hibridacion de la sonda especifica, por lo tanto, aparentes deleciones de exones
individuales detectadas por MLPA, deben ser revisadas por secuenciacion

Sanger.84?

Para el caso de la DMD/DMB, se han realizado varios estudios que han informado
que la técnica MLPA es una herramienta sencilla, rapida y fiable en la deteccion de
deleciones y duplicaciones del gen DMD. La utilidad de la técnica es evidente
sobretodo en el estudio de las mujeres probables portadoras, ya que con esta

informacién se pueden prever futuros casos (consejeria genética). 121415

Next Generation Sequencing (NGS)

El diagnéstico de trastornos genéticos monogénicos utilizando secuenciacion
Sanger por lo general tiene un tiempo de respuesta de 6-8 semanas, dependiendo
del tamafio y complejidad del gen estudiado. Sin embargo, el flujo de trabajo
laborioso, la naturaleza propensa a errores, y el alto costo de funcionamiento hacen
gue sea poco atractivo en esta nueva era de la gendmica, sobre todo cuando las

regiones genémicas son demasiado grandes.%2442.43

La secuenciacion de nueva generacion o secuenciacion masiva (NGS) es la
tecnologia mas avanzada de analisis molecular con la que contamos actualmente.
Esta nos permite detectar diferentes tipos de mutaciones de un solo gen un grupo
de ellos o de todo el exoma de un individuo. Esta técnica se presenta en dos

variantes; la secuenciacion Target, que funciona con paneles donde se amplifican
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de uno o varios genes completos a la vez, y la secuenciacion del exoma total que

amplifica toda la regién traducible de un individuo.®2442.43

Existen diferentes empresas que ofrecen plataformas para la NGS, como Roche,
lllumina, Pacific Biosciences y Life technologies. Cada una de ellas presenta

metodologias diferentes, pero el fundamento de la técnica es el mismo.44

Esta técnica se realiza en cuatro pasos, primero se preparan las librerias
gendmicas, luego se capturan las librerias con los beads y se cargan en los chips,

se corren las muestras en el equipo y finalmente se analizan los resultados.**

NGS-Target

La secuenciacion de nueva generacion tipo target, utiliza paneles a la hora de
preparar las librerias, que son kits que contienen primers para amplificar entre 100

a 400 genes a la vez.

Para preparar la libreria gendmica, si se trata de ARN, primero se transcribe en
ADNC, si es ADNg solo se denatura y se amplifican todas las regiones posibles con

los pares de primers que contenga el panel utilizado.

Luego se realiza una pequefia digestion de los extremos de los amplicones
(secuencia de los primers utilizados), y, finalmente, se adicionan en los extremos
de cada amplicon unas pequefias secuencias conocidas con el nombre de

adaptadores (ver figura 7).19:42:45
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Figura 7. Pasos para realizar la libreria genémica para NGS-target. Obtenido de lon AmpliSeq DNA

and RNA library preparation user guide (Thermo Fisher Scientific)

Para cargar los chips, primero se mezclan las librerias con los beads que también
contienen unas pequefias secuencias de ADN adheridas, que van a ser
complementarias a uno de los adaptadores. Esta mezcla se expande
uniformemente en el chip de manera que cada bead se deposita en un pocillo del

Chlp 19,42,45

La corrida de los chips se realiza adicionando consecutivamente cuatro buffers que
contienen cada uno los cuatro diferentes nucleotidos dTPA, dTPC, dTPG y dTPT,
y la lectura es por cada ion H* que se desprende cuando se incorpora cada base

(ver figura 8).19'42'45
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Figura 8. Fundamento de la secuenciacién con la plataforma lon Torrent, utilizando un sensor de
pH.

La informacion de la lectura se va almacenando en la computadora conforme
avanza la corrida y luego los softwares ordenan toda la informacion obtenida por
region y la comparan con la secuencia estandar del GenBank (NC_000023.10) de
un individuo sano para encontrar diferencias. Los resultados de las diferencias

encontradas se pueden exportar en un archivo excel de facil comprension.19:4245

Diferentes empresas han disefiado paneles que contienen primers para el analisis
de ciertos grupos de enfermedades. El caso de Life Technologies que trabaja con
la plataforma ion torrent, ofrece un kit lon ampliseq inherited disease panel target,
gue contiene 10 000 pares de primers para amplificar todos los exones de 328
genes, siendo uno de estos genes analizados, el gen DMD. El uso de esta
tecnologia para la busqueda de mutaciones causantes de distrofinopatias esta

ampliamente difundido. 19424

Una de las ventajas de esta técnica, es que permite la secuenciacion no solo del
gen en cuestion, el gen DMD, en un menor tiempo. Ademas de no encontrarse

mutaciones en este gen, pueden encontrarse variaciones en otros genes asociados
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a enfermedades o sindromes que presentan sintomas semejantes a la distrofia

muscular del tipo Duchenne o Becker.

Un estudio que utiliza un panel que contiene sondas para el gen DMD, ha
demostrado que, en comparacion con meétodos tradicionales de diagndstico
molecular, esta técnica presenta una especificidad del 99.99% y una sensibilidad
del 98.96% para variaciones del numero de copias y 100% para identificacion de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Diversos estudios demuestran
resultados prometedores en el desarrollo de tecnologias de NGS para aplicaciones

clinicas.*

1.3Definicién de términos basicos

Validacién de una prueba diagndéstica: Es un proceso mediante el cual se intenta
probar si un método es adecuado o no para ser utilizado para diagnosticar una
enfermedad. Se basa en indices como la sensibilidad y especificidad de la prueba

con respecto a otra llamada gold standard.

MLPA: Por sus siglas en inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification,
es una técnica que en cuatro pasos es capaz de amplificar hasta 50 regiones a la
vez a partir de ADN gendmico. Esta técnica detecta variacion en el numero de

copias de las regiones analizadas.

NGS: Por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing, es una técnica capaz
de secuenciar todo el exoma de una persona, 0 en el caso de usar panels,
secuenciar hasta 1000 genes a la vez. Por medio de esta metodologia se pueden
detectar mutaciones pequefias (nonsense, frameshift, splicesite y misense).
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Distrofinopatias: Conforman un subgrupo de las distrofias musculares, en las que
existe una alteracion en la proteina distrofina causada por mutaciones en el gen
DMD. Las distrofinopatias comprenden hasta el momento, la distrofia muscular de
Duchenne (DMD), distrofia muscular de Becker (DMB) y miocardiopatia dilatada

ligada al X.
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CAPITULO II: METODOLOGIA

2.1Tipo y disefio

Esta investigacion es de tipo cuantitativo, observacional, descriptivo, transversal,

prospectivo. Respecto al disefio, el presente es un estudio de precision diagndstica

Es de tipo cuantitativo porque se realiza un analisis estadistico de los datos
obtenidos. Es de tipo observacional ya que solo se recaudaron datos, por medio de
la revision de los archivos que contienen la informacién basica de los pacientes, asi
como fotocopias de sus examenes clinicos (diagndstico clinico, en este caso
DMD/DMB), y el genotipado (diagndstico molecular) mediante técnicas en biologia

molecular (MLPA y NGS-Target).

Esta investigacion es descriptivo, ya que se realiza un estudio de precision
diagnoéstica y ademas este estudio se realiza sobre una sola variable (tipo de
mutacion), es transversal porque los datos de los pacientes y las muestras
proporcionadas, fueron obtenidos en un solo espacio de tiempo. Las pruebas
moleculares se llevaron a cabo con la misma muestra de ADN obtenida en el

momento de la entrevista.

Este estudio es ademas prospectivo, porque se utilizaron muestras de pacientes
diagnosticados clinicamente con una distrofinopatia, que se encuentran
almacenadas en el banco de ADN del Centro de Investigacion de Genética y
Biologia Molecular (CIGBM) de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad
de San Martin de Porres (FMH-USMP), muestras que fueron recolectadas para un

estudio anterior.
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Disefio muestral: Los participantes fueron pacientes que acudieron a los servicios
de neurologia o pediatria y genética en hospitales de Lima-Peru, por sospecha de

algun tipo de distrofia muscular y fueron referidos al CIGBM.

Se calculdé el tamafio de la poblacion mediante el software EPIDAT 3.1,
considerandose la sensibilidad y especificidad esperadas de la MLPA es del 99%
aproximadamente, con una razon de un individuo no enfermo por cada enfermo,
una precision del 3% y un nivel de confianza al 95%. El programa indicé serian
necesarios 44 pacientes y 43 individuos sanos. Sin embargo, la prueba de la MLPA

se les realiz6 a 46 pacientes y 45 controles.

Se realiz6 una busqueda extensiva en los archivos del CIGBM, entre los pacientes
gue consintieron voluntariamente participar en un proyecto anterior titulado
“Diagnostico Genético Molecular en pacientes con Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) y Becker (BMD) en Peru”, aprobado y financiado por el Instituto
de Investigacion de la FMH-USMP. Se escogieron pacientes que cumplieran con

ciertos criterios de seleccion.

Criterios de inclusion

- Que cuenten con la informacion sobre caracteristicas fenotipicas de
ambulacion, dificultades para caminar, hipertrofia de gemelos, signo de Gowers,
hipotonia y escoliosis.

- Alos cuales se les hayan realizado ambas pruebas complementarias, tanto nivel
de CPK como electromiografia.

- Los que hayan consentido voluntariamente que su ADN extraido de sangre
periférica, sea almacenado en el banco de ADN del CIGBM a -80°C, y se siga

utilizando con fines de diagndstico molecular.
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Criterios de exclusion

- Los de sexo femenino, ya que las distrofinopatias al ser un caracter ligado al
sexo, son enfermedades predominantes en varones.

- Los que procedan de otras poblaciones diferentes a la peruana.

2.2 Procedimientos de recoleccion de datos

Para el diagnéstico clinico

Para la recoleccion de datos clinicos, el instrumento que se utilizé fue el archivo de
gue se encuentra en las instalaciones del CIGBM. Se revisaron todos los archivos,

separando los pacientes, que cumplan con los criterios de inclusién y exclusion.

Para el diagndstico molecular

Se realiz6 en varias etapas; primero se recupero el ADN del banco a -80°C, y para
genotipar las muestras se realizaron consecutivamente las pruebas de MLPA,

NGS-target y secuenciacion Sanger.

Recuperacion del ADN: Se descongelaron las muestras, se les evalu6 calidad,
corriendo 1ul de muestra en un gel de agarosa al 0.75% por 30min a 100v, y se

cuantificaron las muestras con un espectrofotdmetro NANODROP.

Técnica de la MLPA: Se realizé segun el MLPA-DNA protocol, version MDP-v003
(MRC-Holland 2013), tal como se resume en la tabla 1. Se utilizaron los probemix:

P034 y P035. Estos contienen sondas para detectar los 79 exones del gen DMD.
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Tabla 1: Resumen de la metodologia empleada para MLPA

Paso Dia Proceso Reactivo Programa
1 1 Denaturacion 5 uL de DNA 98°C x 5 min

Adicionar 3 uL de master mix
2 1 Pausa hibridacién (1.5 uL de buffer MLPA 25°C
+ 1.5 de mix de sondas)

- ., 95°C x 1 min
3 1 Hibridacion 60°C x 16 h
Adicionar 32 uL de master mix
ligacién (25 uL de H20q + 3 uL de R
4 2 Pausa buffer ligasa A + 3 uL de buffer 54°C
ligasa B + 1 uL de ligasa-65)
L 54°C x 20 min
5 2 Ligacion 98°C x 5min

Adicionar 10 uL de master mix PCR
6 2 Pausa (7.5 uL de H20q + 2 uL de mix PCR 25°C
+ 0.5 de mix polimerasa)

95°C x 30 s

95°C x 30 s
60°C x 30s
72°C x 1min

72°C x 20 min
25°C

5
ciclos

7 2 PCR ™

La separacion de fragmentos se realiza por electroforesis capilar, para esto primero
se debe realizar un pretratamiento que consiste en mezclar 1uL del producto de
PCR mas 0.2uL de marcador de peso (LIZ 500) y 9uL de formamida HiDi, y
denaturar la mezcla por 3 min a 90°C. La separacion se lleva a cabo en un equipo
ABI-3500, con un capilar de 50cm y POP 7, siendo las condiciones 1.6KV de voltaje

de inyeccién y 15 segundos de tiempo de inyeccion.

Andlisis de la MLPA: Se realiz6 mediante el programa de libre acceso Coffalyser,
recomendado por la MRC-Holland. Comprende dos etapas, una en la que se lleva
a cabo un andlisis de fragmentos para cada muestra, y otra donde se lleva a cabo
un analisis comparativo. De la primera etapa, lo mas importante es el puntaje que
el programa le asigna a la reaccion de la MLPA (FMRS) y de la segunda etapa lo

mas importante es el puntaje que el programa le da a su propio analisis (CAS).
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Finalmente, se usé la relacion de fluorescencia (DQ) segun el MLPA General

Protocol version MDP-003 (08-08-2013). (ver Tabla 2)

Tabla 2. Correspondencia del genotipo segun el nimero de copias presente vs. el indice
DQ asignado. Fuente: MLPA-DNA protocol version MDP-v003 (MRC-Holland)

Nivel del ndmero de copias Cociente del dosaje
Normal 0.85<DQ<1.15
Duplicaciéon heterocigota 1.35<DQ < 1.55
Triplicacién 1.70<DQ < 2.20
Delecion heterocigota 0.35<DQ < 0.65
Delecion homocigota 0
Numero de copias ambiguo Otros valores

Comprobacion de las mutaciones de tipo delecion de un solo exdn: Para estos
casos se realizé la confirmacion, como lo sugiere el inserto de la probemix P034 y
P035. Se disefid una PCR multiplex de dos exones, el que supuestamente esta
delecionado y un exén control; si el exdn analizado amplifica, entonces se
secuencié en busca de una pequefia mutacion que sea la responsable de la falsa

deteccion de la delecion total del exon.

PCR multiplex: Se analizaron seis casos (ver tabla 3), se amplificaron en

reacciones por separado para cada paciente.

Tabla 3. Pacientes a los que se les realizo la PCR multiplex, los exones analizados y los

exones utilizados como controles

Cédigo E>.<én Tam.aﬁ'o Exén Tam.aﬁ'o
delecionado amplicdn control amplicon
DMD-18 Exon 44 268 Exon 4 196
DMD-35 Exon 51 388 Exon 4 196
DMD-62 Exoén 23 423 Exo6n 4 196
DMD-74 Exon 7 279 Exo6n 49 439
DMD-83 Exoén 52 113 Exo6n 49 439
DMD-92 Exon 45 547 Exon 4 196
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Las reacciones y programas utilizados para la realizacién de las PCR multiplex se
especifican en la tabla 4. Los amplicones obtenidos se separaron en una

electroforesis vertical, en un gel de agarosa al 2%.

Tabla 4. Pasos a seguir para las PCR multiplex segun el exdn que se utiliz6 como control

PCR Reactivo Programa
94° 6min
16.50L de agua + 2.8L de buffer 94° imin @
. MgCl (10X) + 1.7uL MgCl (25mM) 530 30s O
P%fnf:o‘f’f” +0.6pL dNTPs (10mM) +0.3uL Y
de cada primer (50puM) + 0.3uL 65 3min ™
taq (5u) + 2uL ADN 65° 7min
10° 10min
94° 6min
16.5uL de agua + 2.8uL de buffer 94° 1min a
. MgCI (10X) + 1.7uL MgCl (25mM) g5 30s O
ng?ﬂféf:g” +0.6uL dNTPs (10mM) +0.3uL  ___ N
de cada primer (50pM) + 0.3uL 72 3min  ®
taq (5u) + 2uL ADN 72° 7min
10° 10min

Secuenciacion Sanger: Se realizo en seis pasos, descritos en la siguiente tabla,

en un equipo ABI 3500 (Applied Biosystems).

Tabla 5. Pasos a seguir para la secuenciacion Sanger

Paso Proceso Reactivo Programa
94° 6min
17uL de agua + 2.8uL de buffer MgCl 94° Imin 3
(10X) + 1.7uL MgClI (25mM) + 0.6uL  g53e 30s 8
1 Primera PCR dNTPs (10mM) + 0.3uL de cada 3 _ o~
primer (50pM) + 0.3uL taq (5u) + 2uL 65 3min @
ADN 65° 7min
10° 10min
2 Purificacion Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit
96 1min
17uL de agua + 2.8uL de buffer MgCl 9% 10s
(10X) + 1.7pL MgCl (25mM) + 0.6pL
3 Segunda PCR dNTPs (10mM) + 0.3uL de cada 50 5s
primer (50uM) + 0.3pL taqg (5u) + 2uL 60 omin
ADN
4 10min
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Paso Proceso Reactivo Programa

Vortex, reposar 15 min,
centrifugar a 3700rpm por
45 min, invertir placa y
centrifugar a 1250rpm por
1min.

Agregar 2uL de EDTA + 2uL de Ac.
Na + 50puL de etanol absoluto

4  Precipitacién

Vortex, centrifugar a
3700rpm por 45 min,
Agregar 70puL de etanol a 70° invertir placa, centrifugar a
1250rpm por 1miny
reposar 20min.

Agregar 13pL de formamida HiDi
5 Denaturacién 96° por 3min

A&B fast sequencing (Applied

6 Secuenciacion Biosystems)

Los resultados son exportados en formato “meg.”, por lo que las secuencias pueden
leerse con varios programas como Chromas version 2.6.5. Se realiz6 la busqueda
manual de alteraciones en la secuencia basada en la secuencia estandar del

GenBank (NC_000023.10).

Técnica del NGS-target: Para la realizacién de esta técnica, se mandaron las
muestras a la empresa Macrogen en Corea, con ciertas especificaciones. Fueron

enviados 20uL de cada uno de los ADN con una cantidad aproximada de 30ng/uL.

Macrogen realizé nuevamente pruebas de calidad de ADN y cuantificacion de las
muestras. Luego se prepararon librerias tal como lo indica el lon AmpliSeq DNA
and RNA library preparation user guide (Thermo Fisher Scientific), utilizandose el
kit lon AmpliSeq Inherited Disease Panel. Y se corrieron las muestras en la
plataforma lon Ampliseq PGM. Macrogen también realizé el primer analisis de los
datos obtenidos, encontrando todas las variaciones de las muestras enviadas con

respecto a la secuencia estandar del GenBank (NC_000023.10).

Macrogen envid sus resultados en formato Excel, que contenia una hoja por
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paciente. En ella se especificaban varios items, los mas importantes fueron la
posicion dentro del genoma donde esta ubicada la mutacion, el cromosoma, el gen,
la secuencia de origen, la respectiva secuencia alterada, el tipo de mutacion, la

frecuencia del alelo y un puntaje de calidad del resultado obtenido.

Andlisis de Resultados del NGS-target

Primero se analizaron los resultados, buscando solo variaciones encontradas en el
gen DMD. Luego se procedio a buscar una por una las posiciones de la variacion

en la secuencia estandar del GenBank (NC_000023.10).

Se identificaron variaciones intronicas o exodnicas, se anotaron las mutaciones
segun la nomenclatura recomendada por la HGVS (Human Genome Variation
Society) y por quién fue reportada inicialmente, de tratarse de mutaciones nuevas

(nunca antes reportadas), se les nombro también segun la misma nomenclatura.

Una vez identificadas las mutaciones, se realizé un secuenciamiento Sanger, tal
como se explicé anteriormente para comprobar los resultados encontrados con la

NGS-target.

2.3Procesamiento y analisis de los datos

Primero se realiz6 un analisis basado en las bases de datos, eDystrophin, UMD-
TREAT-NMD DMD mutations database (Universal Mutation Database-Translational
Research in Europe for the Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders)
y la LOVD (Leiden Open Variation Database), para determinar la funcionalidad de

las mutaciones encontradas.

Luego se realizaron analisis descriptivos de la poblacion, evaluandose los tipos de
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mutacion y la distribucion de los mismos, utilizandose el estadistico Chi-cuadrado.

Dicho analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software STATA 12.0.

Finalmente, se procedid a calcular con el software Epidat 3.1: la sensibilidad,
especificidad de la prueba MLPA, antes y después de tener los resultados de la

prueba NGS-target que se utiliz6 como segundo tamizaje (“screening”).

2.4Aspectos éticos

Todos los archivos de los pacientes que contienen su informacion basica y
fotocopias de los examenes correspondientes (pruebas de CPK vy
electromiografias), que se encuentran conservados en las instalaciones del
CIGBM, poseen el debido consentimiento informado (ver Anexo 1) firmado, que se
obtuvo por el proyecto: “Diagndstico Genético Molecular en pacientes con Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD) y Becker (BMD) en Peru”, aprobado y financiado por

el Instituto de Investigacion de la FMH-USMP.
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CAPITULO lll: RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

El presente estudio se realizé con la informacion de 46 pacientes varones peruanos
menores de 18 afos, referidos por neurdlogos o pediatras genetistas,
diagnosticados clinicamente con una distrofinopatia. Cada uno de ellos presentaba
tres 0 mas caracteristicas fenotipicas distintivas de la enfermedad; como son,
dificultad para caminar, hipertrofia de gemelos, signo de Gowers, hipotonia o
escoliosis. Ademas, en pruebas complementarias como la concentracion de CPK
en suero sanguineo tenian valores elevados (valores mayores a 174U/L en

varones), y una electromiografia que evidencia un patron neuropatico.

Todos los datos clinicos se obtuvieron de los archivos del CIGBM vy todas las
muestras (ADN) poseen un consentimiento informado firmado, que especifica que
tanto la informacién clinica del paciente, como el ADN extraido a partir de su sangre
periférica y almacenado en el banco de ADN (a -80°C) del CIGBM, se podria utilizar
en un futuro para investigacion en relacion al diagnéstico genético molecular de la

enfermedad.

También se utilizé la informacion y ADN de 45 controles varones peruanos sanos,
del banco de ADN del CIGBM. A todos los ADN se les comprob¢ calidad y tenian

bandas conservadas, con concentraciones iguales o mayores a 25ng/uL.

Diagnostico Molecular por MLPA

Como el diagnostico molecular se llevé a cabo en varias fases, se obtuvieron los
resultados por partes; primero, mediante la prueba MLPA se solucionaron el 57%
de los casos, se encontraron 22 casos de deleciones y cuatro de duplicaciones de
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uno 0 mas exones (ver tabla 6). De estos, tres deleciones y una duplicacion, son

mutaciones no reportadas previamente.

Por otro lado, de los 22 casos de deleciones, seis son deleciones de un Unico exon.

A estos se les realizé una reaccion de PCR multiplex tal como se especifica en la

metodologia para comprobar que se trate de la pérdida de todo el exén y no solo

de una alteracion dentro de dicho exdn. Como resultado, solo en uno de los casos

se obtuvo el amplificado del exén implicado, y posteriormente se encontré una

pequefia mutacion del tipo nonsense.

Tabla 6. Relacion de pacientes con una distrofinopatia y sus correspondientes mutaciones

segun MLPA
. Impacto en L.
Cédigo Tipo .d,e el marco de  Mutacion Mutacion Reportada Mutacion
Mutacién Reportada
lectura
DMD-13  Delecién ~ Ex6n4-7 Outofframe  c.(?_187-1)_(649+1_?)del Sf;(‘)’(")jr)tz
DMD-14  Delecién  Ex6n 4852 Outof frame c.(?_6913-1) (7660+1_?)del Sf;(‘)’(")jr)tz
DMD-18  Delecién Ex6n44  Outof frame c.(?_6291-1)_(6438+1_?)del '\é'fézgag)d
DMD-21  Duplicacién Exén 18-30 Out of frame c¢.(?_2169-1) (4233+1_?)dup no
L, , Hamed
DMD-23  Duplicacién Exon 2 Out of frame c.(?_32-1) _(93+1_?)dup (2006)
DMD-24  Delecién  Ex6n 46-53 Outof frame c.(?_6615-1) (7872+1_?)del (Z;'gé)
DMD-25  Delecién ~ Ex6n8-9 Outofframe  c.(?_650-) (960+1_?)del égg%
DMD-33  Delecién  Ex6n 48-52 Outof frame c.(?_6913-1) (7660+1_?)del szhc‘)"(’)jr)tz
DMD-35  Delecién ~ Ex6n51  Outofframe  c.(?_7310-1) (7542_?)del '\é'fézgasr)d
DMD-39  Delecién  Ex6n45-50 Outof frame c.(?_6439-1) (7309+1_?)del Sf;(‘)"(’)jr)tz
o . Taylor
DMD-40 Delecion Exon 5-44 In frame c.((?_265-1) (6438+1_?)del (2007)
DMD-45  Delecién  Ex6n45-50 Outof frame c.(?_6439-1) (7309+1_?)del Sf;(‘)"(’)jr)tz
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Impacto en

o Tipo de . s Mutacion
Cédigo Mutacién el marco de  Mutacion Mutacion Reportada Reportada
lectura
DMD-50 Duplicacién  Exén2  Outofframe  c.(?_32-1) (93+1 ?)dup '2'2""&‘)2‘;
DMD-51  Delecién  Ex6n 45-50 Outof frame c.(?_6439-1) (7309+1_?)del S(Czha’;’)jr)tz
DMD-58  Delecién  Ex6n 46-47 Outof frame c.(?_6615-1) (6912+1 ?)del S(Czha’;’)jr)tz
. Taylor
DMD-62 Nonsense Ex6n23 - €.2991C>G (2007)
DMD-64 Delecién Exon 14-48 In frame €.(?_1603-1)_(7098+1_7?)del no
DMD-69  Delecién  Ex6n 4850 Outof frame c.(?_6913-1) (7310+1_?)del (;;'gg)
. . Chelly
DMD-71 Delecion Exo6n 20-44 Out of frame c¢.(?_2381-1) (6438+1_7?)del (1991)
Tuffery-
DMD-74 Delecion Exon 7 Out of frame  c¢.(?_531-1) (649+1_?)del Giraud
(2009)
DMD-77 Delecion Ex6n 58-79 In frame c.(?_8548-1) (*1_?)del no
DMD-79  Duplicacién Ex6n 52  Out of frame c.(?_7543-1) (7660+1_?)dup (;;I&__:)
DMD-80 Delecién Exonzgrom- Out of frame c.?_(4071+1_?)del no
L . Darras
DMD-83 Delecion Exo6n 52 Out of frame c.(?_7543-1)_(7660+1_7?)del (1988)
DMD-87  Delecion ~ Exon3-7 Outofframe  c.(?_94-1)_(649+1 ?)del B"’E‘ig‘gg‘:h
. . Bakker
DMD-92 Delecion Exo6n 45 Out of frame c.(?_6439-1) (6614+1 ?)del (1989)

Nota: La nomenclatura utilizada para nombrar las mutaciones es la recomendada por la HGVS
(Human Genome Variation Society), y en negrita se distinguen las mutaciones antes no reportadas.

A continuacion, se describen dos de los casos no reportados previamente, un

ejemplo de duplicacion y otro de delecién.

Paciente DMD-21

Paciente de 10 afios, que presento signo de Gowers, empez0 a caerse a los 8 afios

y ya no camina, presenta inflamacion del corazén desde los 8 afios. Los examenes

complementarios revelan un CPK elevado y una electromiografia positiva. En
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cuanto a la historia familiar, por el lado materno, el paciente tuvo un tio que fallecio
de causas desconocidas, dos tios que fallecieron a los 19 y 18 afios y que
estuvieron en silla de ruedas los ultimos afios de sus vidas, también tiene un primo

de un afo diagnosticado clinicamente con una distrofia muscular. (ver figura 9).

. L]

iﬁﬁ % iiiéi o

B Afectado
@© Portadora

Causa de muerte desconocida

Figura 9. Heredograma familiar del paciente DMD-21.

A este paciente previamente se le habian realizado los test de Chamberlain y
Beggs, no encontrandose ninguna alteracion. Sin embargo, la prueba MLPA indica
una duplicacién de 17 exones, desde el exén 18 hasta el 30, con un DQ promedio
de 2(ver figura). Gracias al esquema presentado (figura), se puede entender que

cuando se duplica esta region se altera el marco de lectura (out of frame).
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X GRS NN
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Figura 10. Esquema representativo de como se ve afectado el marco de lectura del gen
DMD para el paciente DMD-21.
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Figura 11: Diagrama del resultado obtenido con los Probemix P034 y PO35 para el paciente

icacion de los

DMD-21. Arriba se observa el resultado con la Probemix P034, una dupl

de los exones 18 al 20

6n

y abajo con la Probemix P035, una duplicaci

exones 21 al 30

(puntos azules).
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Paciente DMD-77

Paciente de 14 afos, presenta hipertrofia de gemelos, empezo6 a tener dificultad
para caminar a los nueve afios, pero aun puede desplazarse, los examenes
complementarios muestran CPK elevado y una electromiografia que evidencia una
miopatia. El paciente es el tercer hijo de una pareja, y su madre es hija Unica. (ver

figura 12)

[H
0 O

/

B Afectado

Figura 12. Heredograma familiar del paciente DMD-77.

La prueba MLPA indica una delecion de 22 exones, desde el exon 58 hasta el 79,
con un DQ promedio de O (ver figura 14). Gracias al esquema presentado (ver
figura 13), se puede entender que cuando se pierde esta regién no se altera el

marco de lectura (in frame).

EEEK € EX £ N BCED EX @ ECN B0 ST XN 5N N
NS G D X0 X R K 6PN N N
N O B O D XN D X A O

Figura 13. Esquema representativo de como se ve afectado el marco de lectura del gen
DMD para el paciente DMD-77.
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Figura 14: Diagrama del resultado obtenido con los Probemix P034 y PO35 para el paciente

DMD-77. Arriba se observa el resultado con la Probemix P034, una delecion de los exones

de los exones 58 al 60 y del 71 al 79

P035, una delecién

IX

y abajo con la Probemi

61 al 70

(puntos rojos).
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Diagnostico Molecular por NGS-target

El segundo analisis, por medio de la prueba NGS-target, realizado solo a los

pacientes que resultaron negativos para la prueba de la MLPA (20 individuos),

identific6 14 casos de mutaciones sin sentido (nonsense), cuatro casos de

mutaciones de cambio de marco de lectura (frameshift) y dos casos de mutaciones

gue alteran el splicesite (ver tabla 7).

De las mutaciones identificadas gracias al NGS-target y comprobadas por

secuenciacion Sanger, se encontraron siete no reportadas antes, cuatro de tipo

nonsense y tres de tipo frameshift.

Tabla 7. Relacion de pacientes con una distrofinopatia y sus correspondientes mutaciones

segun NGS-target y comprobadas por secuenciacion Sanger.

. Posicibnen Tipode  Regidn o Mutacion
Codigo GRCh37.p13 Mutacién Afectada Mutacion Reportada
DMD-10 32305683 Frameshift Exén 43 c.6253 delT No

. p Brezin
DMD-11 32613940 Frameshift Exon13 c1533 1536delGTGA ool
DMD-22 31279081 Nonsense Exén 63 c.9277C>T No
DMD-31 32382719 Nonsense Exon 36 C.5134C>T Flanigan
(2009)
DMD-34 32398632 Nonsense Exoén 34 c.4840G>T No
DMD-36 32490285 Nonsense Exoén 22 Cc.2945T>A No
DMD-38 32490364 Nonsense Exén 22 c. 2866C>T Taylor
(2007)
DMD-41 32482754 Nonsense Exon 24 C.3224G>A Flanigan
(2009)
DMD-43 31747789 Frameshift Ex6n52  c.7618_7619 delAA No
DMD-44 32472892 Nonsense Exon 26 C.3490A>T No
DMD-49 32591946 Nonsense Exoén 14 c.1620G>A
DMD-52 31366736 Nonsense Exon 61 .9100C>T F('gg'(?ga)”
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Posicion en Tipode Region Mutacién

Codig0  GRchaz.p13 Mutacion Afectada Mutacion Reportada
DMD-60 31187703  Frameshift Exon 74 €.10409delT No
DMD-63 31515036 Nonsense Exén 57 c.8416C>T Taylor

(2007)
DMD-66 32632431 Nonsense Ex6n 12 c.1471C>T K?legggs
DMD-67 32466617 Nonsense Exon 27 c.3742C>T Flanigan

(2009)
DMD-68 31196785  Splicesite Intr6n70  ¢.10223+1G>A T"J‘("Z%S{g?"a
DMD-70 32717339  Nonsense Ex6n 8 c.721C>T Prior

' (2005)

DMD-72 32827609  Splicesite  Intrén 7 C.649+1G>T Stockley

(2006)
DMD-84 32398743 Nonsense Exén 34 C.4729C>T (TZ"’(‘)%‘;;

Nota: La nomenclatura utilizada para nombrar las mutaciones es la recomendada por
la HGVS (Human Genome Variation Society), y en negrita se distinguen las mutaciones
antes no reportadas.

A continuacion, se describen dos de los casos no reportados previamente, un

ejemplo de mutacién de tipo nonsense y otro de tipo frameshift.

Paciente DMD-36

Paciente de ocho afos, presenta hipertrofia de gemelos, hipotonia desde el primer
afio y empez6 a tener dificultades para caminar desde los 6 afios. Los exadmenes
complementarios presentan un nivel de CPK elevado y una electromiografia

positiva. Lamentablemente no se cuenta con el heredograma de este paciente.

La prueba NGS-target indica que existe un cambio de una timina (T) por una
adenina (A) en la posicion 32490285 (Segun la referencia GRCh37.pl13), esta
posicion se ubica en el cromosoma X, gen DMD, exdon 22. Esta variante

(c.2945T>A) fue comprobada mediante secuenciacion Sanger (ver figuralb),
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gracias a la cual se observa como el cambio de una timina por una adenina, provoca

un cambio del aminoacido leucina (TTG) a un codon de parada (TAG).

|32,490.29B 0028 |32,498,288
C € € C T T A A CGT CCAGATCACT
G 6 6 G A ATT G CAGGT CT G T G A
— ) S—— 1 S—- S
] [ ] ] - E = N = = [ ] ] ] ] " = - = ]

GGG GAA TTG CAG GCT | TTA CAA | AGT
Gly Glu Leu GIn Ala Leu GIn Ser
980 981 982 983 984 985 986 987
GGG GAA TAG CAG GCT | TTA CAA | AGT
Gly Glu *
980 981

Figura 15. Secuencia del exdn 22 para el paciente DMD-36. Arriba comparacion de la
secuencia estandar del GenBank (NC_000023.11) con la secuencia forward del paciente.

Abajo evaluacion del cambio de codones en la traduccién de la proteina.

Paciente DMD-60

Paciente de ocho afios, con hipertrofia de gemelos, hipotonia desde el primer afio
y empezO con dificultades para caminar a los 6 afios. Los examenes
complementarios indican CPK elevado y una electromiografia positiva. En cuanto

a su historia familiar, el paciente tiene un tio materno afectado (ver imagen 16).



[:l — B Afectado

® Portadora

/

Figura 16. Heredograma familiar del paciente DMD-60

La NGS-target indica que existe la pérdida de una timina (T) en la posicion
31187703 (Segun la referencia GRCh37.p13), esta posicion se ubica en el
cromosoma X, gen DMD, exon 74. Esta variante (c.10409delT) fue comprobada
mediante secuenciacion Sanger (ver figura 17), gracias a la cual se observa como
la pérdida de una timina, no provoca cambio del aminoacido en esa posicion, pero

si un codén més abajo, un cambio de leucina (TTA) a un codon de parada (TAA).

1,187,710 .ﬁj 187703 | |31,187,700
T 6 T A A A C A A T T A G GG T C G T A
A €C A T T T 6 T T A A T € €C A G C A T
> > > >
- = = - - 2 - = - a o =} - - - - - -
A A C AT c

Exon # 73
GAG | AGC | ATA | GAT | GAT | GAA | CAT | TTG | TTA | ATC
Glu | Ser lle | Asp | Asp | Glu | His | Leu | Leu lle
3463 | 3464 | 3465 | 3466 | 3467 | 3468 | 3469 | 3470 | 3471 | 3472

Exon # 73 Exon # 74
GAG | AGC | ATA | GAT | GAT | GAA | CAT | TGT | TAA | ATC
Glu | Ser | lle | Asp | Asp | Glu | His | Leu *
3463 | 3464 | 3465 | 3466 | 3467 | 3468 | 3469 | 3470

Figura 17. Secuencia del exén 74 para DMD-60. Arriba comparaciéon de la secuencia
estandar (NC_000023.11) con la secuencia forward del paciente. Abajo evaluacion del
cambio de codones en la traduccién de la proteina
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Resultados descriptivos

De los 46 pacientes analizados, 21 presentan deleciones de uno o0 mas exones,
cuatro presentan duplicaciones de uno o mas exones y 21 presentan pequefias
mutaciones (ver tabla 8), las mutaciones pueden abarcar o encontrarse en

diferentes exones (ver imagen 18).

Al comparar estos resultados con lo reportado por la UMD-TREAT-NMD DMD
mutations database, mediante una prueba Chi-cuadrado, se observa que los

valores obtenidos no son significativamente semejantes a los esperados.

Tabla 8. Distribucién de los tipos de mutaciones en el gen DMD

Tipos de Mutaciones UMD-TREAT-NMD Datos Chi
P DMD Presentes Cuadrado
Deleciones 68% 45.65%
Duplicaciones 11% 8.70% 0,8177
Pequefias Mutaciones 21% 45.65%
Nonsense 50% 71.43%
Frameshift 34% 19.05%
o 0,9789
Splicesite 14% 9.52%
Missense 2% 0.00%

De los 21 pacientes con pequefias mutaciones (20 diagnosticados por NGS-target
y uno por MLPA), 15 son de tipo nonsense, cuatro de tipo frameshift y dos de
alteracién de splicesite (ver tabla 8). Al comparar esto con lo reportado por la UMD-
TREAT-NMD DMD mutation database, mediante la prueba Chi-cuadrado, los

valores obtenidos no son significativamente semejantes a los esperados.
Validacién de la prueba diagnéstica MLPA

El primer analisis de validacién de la prueba MLPA, sobre un total de 46 pacientes,
26 resultaron con mutaciones en el gen DMD del tipo delecion o duplicacion; lo que
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nos indica un porcentaje de sensibilidad del 57% y un porcentaje de especificidad

del 100% para la prueba de la MLPA.

Tabla 9. Primera tabla de contingencia para la prueba MLPA

Enfermos Sanos
MLPA Positivo 26 0
MLPA Negativo 20 45
Total 46 45

Sin embargo, como la prueba de la MLPA solo es capaz de detectar mutaciones
del tipo delecibn o duplicacién, se realiza un segundo analisis de validacion
considerando como el total de pacientes a los 26 positivos, después de descartar
mediante el NGS-Target que los demdas pacientes presentan pequefias
mutaciones. Este segundo analisis indica un porcentaje de sensibilidad y

especificidad del 100%.

Tabla 5. Tabla de contingencia corregida para la prueba MLPA

Enfermos Sanos
MLPA Positivo 26 0
MLPA Negativo 0 25
Total 26 25

53



3.50%

3.00%

2.50%

2.00%

1.50%

1.00%

L

0.50%

0.00%

64 uoxg
g/ uox3
14 uox3
9/ uox3
G/ uoxg
./ uox3
€/ uox3
z/ uox3g
LL uox3
0/ upxg
69 uoxg
89 upxg
19 uox3
99 upxg
GO uox3
9 uoxg
€9 uox3
Z9 uoxg
L9 uox3
09 uox3
6 uox3
86 uox3
1§ uoxg
95 uox3
G5 upxg
G uoxg
€5 uoxg
ZS uoxg
LG upxg
05 uox3
6 upx3
g uox3
L uoxg
9t uox3
S upxg
b uox3
£ upxg
Z uoxg
L+ upxg
0 upxg
6€ uoxg
8¢ upxg
1€ uox3
9€ upxg
GE uox3
€ uoxg
€€ uox3
Z€ uoxg
LE uoxg
0€ upxg
62 Uox3
8z uoxg
1T uoxg
9z upxg
Gz upxg
#Z uoxg
£Z uoxg
ZZ uoxg
LZ upxg
0z uoxg
61 upxg
g1 uoxg
L1 upxg
gl uoxg
Gl upxg
1 uoxg
€l upxg
Z1 uoxg
Ll upxg
0l upxg
6 upx3

g uox3

2 upx3

9 uox3

G upx3

 upx3

€ upx3

Z upxg

L upx3

m % Pequefias mutaciones

u % Duplicaciones

m 9% Deleciones

55

Figura 18. Distribucion de los tipos de mutaciones presentes por exones.



CAPITULO V: DISCUSION

Existen muchos tipos de distrofias musculares que presentan sintomas o signos
similares, pero cada una puede tener una causa diferente. Por ello el diagnostico

de estas enfermedades se hace mas complicado.*®

Para algunos tipos de distrofia muscular, Duchenne o Becker (distrofinopatias), que
son enfermedades monogénicas, el diagnostico molecular es el mas adecuado. Sin

embargo, elegir una técnica adecuada puede ser un problema.s?

Actualmente, en primera instancia, el diagnostico clinico se realiza mediante una
exploracion fisica, presencia de signos caracteristicos, y con la ayuda de algunas
pruebas complementarias, sensibles, pero poco especificas como la CPK y la
electromiografia, tal como lo describen Beggs &Kunkel, en 1990. Ellos también
describen el uso de la biopsia muscular ya que es una prueba muy especifica, sin
embargo, en el presente esta considerada una prueba muy invasiva y por lo tanto,

poco recomendada.*54°

En cuanto al diagnostico molecular de las distrofinopatias, la busqueda de
mutaciones en el gen DMD, ha ido evolucionando. Desde la aparicion de la PCR y
su validacion como técnica diagndstica; como los test (PCR multiplex) que llevan el
nombre de sus inventores, descritos por Chamberlain et al., en 1988; Beggs et al.,
en 1990; y Kunkel et al., en 1986. Estos permiten detectar la presencia o ausencia
de nueve, nueve y seis exones del gen DMD respectivamente. 8738 En hospitales
peruanos aun se utilizan los test de Chamberlain y de Beggs. Sin embargo, aunque
estos tres test logran evaluar 24 exones en regiones con alta probabilidad de
variacion (hotspots), esto no es suficiente ya que el gen DMD tiene 79 exones.

Ademas, esta técnica solo permite detectar deleciones de los exones mas no
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duplicaciones, y unicamente de individuos homocigotos. También se puede realizar
la secuenciacion Sanger de todos los exones por separado y buscar mutaciones,
pero se tienen que realizar 79 reacciones de PCR, una por cada exén, y luego 158
reacciones de secuencia en forward y reverse. Esto implica un mayor gasto de

dinero y tiempo.4041

La técnica MLPA permite la amplificacion de hasta 50 regiones a la vez, por lo que
solo en dos reacciones se logran amplificar los 79 exones del gen DMD. Otras
ventajas de la técnica son, que es capaz de detectar no solo deleciones sino
también duplicaciones de uno o mas exones, y ademas detectar si las mujeres son

portadoras de las mutaciones.'?-1°

En este trabajo se evaluaron mediante la técnica MLPA a 46 pacientes con distrofia
muscular, de los cuales 21 presentan deleciones, cuatro duplicaciones de uno o
mas exones del gen DMD y una mutacion nonsense. Bladen et al., en 2015, en la
UMD-TREAT-NMD DMD mutation database, indican que el porcentaje de
deleciones es de 69% y el de duplicaciones es del 11%, por lo que se esperaria
que la MLPA resuelva el 80% de los casos.*’ En el presente estudio, gracias a la
MLPA solo se resolvio el 57% de los casos. Sin embargo, este porcentaje no se
debe a la capacidad de la técnica sino a la distribucion mutacional de esta

poblacion, tal como se detallard mas adelante.

Cabe mencionar que la MLPA no es una técnica validada para diagnostico como lo
es la PCR y secuenciacion Sanger, por ello es importante analizar muy bien los
resultados. El inserto de las probemix P034 y P035 (MRC-Holland), indica que en
el caso de duplicaciones de uno o mas exones no hay lugar a dudas siempre y

cuando el DQ se encuentre entre 1.85y 2.15, en el caso de deleciones, si se trata
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de varios exones tampoco existen dudas (DQ de cero), pero si se trata de la
presencia de una delecion de un solo exdn, aunque el DQ sea cero, la MRC-Holland
recomienda comprobarla mediante una PCR. Como lo ha reportado Schwartz &
Duno, en 2004, la primera vez que se utiliz6 la MLPA para la basqueda de
mutaciones en el gen DMD; y también otros autores como Jansenn et al., en 2005
que reportan una mutacion nonsense nueva encontrada indirectamente por la
MLPA, o Bai et al., en 2016 que trabajaron con una poblacién méas grande (433
familias) y encontraron tres pequefias mutaciones de 57 casos de deleciones de un
solo ex6n.8111423 En el presente estudio se encontraron seis pacientes con
deleciones de un solo exon, las cuales fueron comprobadas mediante una PCR
multiplex de dos fragmentos y solo en uno de los casos se obtuvo el amplicén del
exdén comprometido, fragmento que se secuencié hallandose una mutacion

nonsense.

Por lo expuesto, al parecer la MLPA es muy sensible a nivel del reconocimiento
entre las sondas y el ADN gendémico, en este caso en particular, se trata del exén
23, y la pequefia mutacidn se encuentra en la region de complementariedad con la
sonda, y es por esto que el cambio de una citosina por una guanina altera el
reconocimiento por lo que aparece finalmente como si todo el fragmento estuviese

deletado.

En este trabajo en casos de MLPA negativos, se utiliza como segunda técnica de
busqueda de mutaciones, la NGS-target, tal como se ha utilizado en otros trabajos;
como Li et al., en 2016, resolvieron el 82.7% por MLPA y el 17.3% por NGS mas
secuenciacion Sanger; o, Bai et al., en 2016, encontraron mutaciones en el 73% de

los casos por MLPA y en el 21% por NGS mas secuenciacion Sanger; o, Zhong et
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al., en 2017, solucionaron el 70.65% por MLPA vy el resto por NGS-target.?2:23:25
Aqui se reporta que el 43% restante de los pacientes presentaban pequefias
mutaciones, gracias al NGS-Target, mediante el “lon AmpliSeq inherited disease
panel target”. Ademas, éstas fueron comprobadas mediante secuenciacion Sanger,

tal como lo recomiendan los diferentes autores.

Esta poblacion de pacientes peruanos con una distrofinopatia, presenta en un
45.5% de los casos deleciones de uno 0 mas exones, en un 9% de los casos,
duplicaciones de uno o méas exones y en un 45.5% de los casos, pequefas
mutaciones. Esto resulta significativamente diferente (p=0.8607) a lo reportado por
Bladen et al., en 2015, en la UMD-TREAT-NMD DMD mutation database, (68%,
11% y 21%, respectivamente)?!, una de la bases de datos internacional mas
completas. Otras bases de datos reconocidas que sefialan datos similares son;
LOVD, reportada por Aartsma-Rus et al., en 2006, que indica un 66% de grandes
deleciones, un 12% de grandes duplicaciones y un 22% de pequefias mutaciones?®,
y eDystrophin, reportada por Nicolas et al., en 2012, que indica un 64% de grandes

deleciones, 22% de grandes duplicaciones y 14% de pequefias mutaciones.!’

Es importante sefialar que las bases de datos mencionadas son europeas, y quiza
la gran diferencia geogréafica sea una respuesta a la diferencia significativa de las
frecuencias mutacionales del gen DMD en esta poblacién. En China también se
han realizado trabajos similares, como; Guo et al., en 2015, que genotipa una
poblacion de pacientes con DMD indicando también datos similares a los de las
poblaciones europeas, un 64.6% de grandes deleciones, un 10.3% de grandes
duplicaciones y 25.1% de pequefias mutaciones.?° Y Zhong et al., en 2017, que al

igual que en este trabajo utilizaron en primera instancia MLPA, en los casos
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negativos, NGS-target mas secuenciacion, ellos indicaron un 68% de grandes

deleciones, 9% de grandes duplicaciones y un 23% de pequefias mutaciones.?®

Por lo tanto, en nuestra poblacion las deleciones de uno o mas exones del gen
DMD no son la causa mas comun de una distrofinopatia, sino que aparentemente
tanto las deleciones como las pequefias mutaciones se presentan en frecuencias

iguales.

En cuanto a las pequefias mutaciones, en el presente estudio, el mayor porcentaje
fue de mutaciones de tipo nonsense (71%), seguido muy por debajo por las
mutaciones frameshift (19%) y splicesite (10%). Bladen et al., en 2015, en la UMD-
TREAT-NMD DMD mutation database indica que el tipo de mutaciones nonsense,
frameshift y splicesite se presentan en un 50%, 34% y 14%, respectivamente?’;
entonces, la distribucion de las pequefias mutaciones en esta poblacién de
pacientes con distrofinopatias también es significativamente diferente (p=0.9745),
aparentemente debido a un aumento de mutaciones de tipo nonsense y una

disminucién de las de tipo frameshift en esta muestra.

Ademas, segun Guo et al., en 2015, en la poblacién china se presenta un 49% de
pequefias mutaciones tipo nonsense, 36% de frameshift y 15% de splicesite?°,
datos similares a las frecuencias europeas. Sin embargo recientemente, Wang et
al., en 2017, para una muestra del sur de China indicaron una frecuencia un tanto
diferente (44% nonsense, 46% frameshift y 10% splicesite)?®, tanto a la poblacion
europea como a la nuestra, ya que se presentan en porcentajes similares las

mutaciones de tipo nonsense y frameshift.

Entre los 46 pacientes evaluados, se presentan 42 mutaciones diferentes, siendo

la mutacion que mas se repite (tres veces) la delecion de los exones del 45 al 50.
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Ademas la mayoria de deleciones también se presentan entre los exones 45 y 50,
dato que coincide con lo reportado para poblaciones europeas, primero por
Aartsma-Rus et al., en 2006, que en la base de datos LOVD, indican que la region
hotspot para largas deleciones en el gen DMD se encuentra entre los exones 45 y
5316, luego, lo reportado por Bladen et al., en 2015, que en la UMD-TREAT-NMD
DMD mutation database, indican la regién hotspot entre los exones 45 y 55.47 Y
también para la poblacion china, reportado por Yang et al., en 2013 y por Guo et
al., en 2015, que indican que la region hotspot para las grandes deleciones se

encuentra entre los exones 45-54.,18.20

De las 42 mutaciones encontradas, 12 son mutaciones nunca antes reportadas,
comprobadas mediante la busqueda en las diferentes bases de datos; LOVD,
reportada Aartsma-Rus et al., en 2006'5, UMD-TREAT-NMD DMD mutation
database reportada por Bladen et al., en 2015%! y eDystrophin reportada por Nicolas
et al.,, en 2012.Y7 Cuatro de ellas fueron detectadas por MLPA, una duplicacion:
c.(?_2169-1) (4233+1_7?)dup; tres deleciones: c.(?_1603-1) (7098+1 ?)del,
c.(?_8548-1) (*1_?)del y c.? (4071+1 ?)del; y siete pequefias mutaciones
detectadas por NGS-target y verificadas por secuenciacion Sanger, entre ellas
cuatro nonsense: ¢.9277C>T, ¢.4840G>T, ¢.2945T>A y ¢.3490A>T, y tres de tipo

frameshift: ¢.6253 delT, ¢.7618 7619 delAA y ¢.10409delT.

En lo referente a la validacién de la técnica MLPA como medio de diagndstico
molecular, se demuestra que presenta una sensibilidad y especificidad del 100%,
pero solo para la deteccion de deleciones y duplicaciones de uno o mas exones,
que al parecer en nuestra poblacion se encuentra alrededor del 54%, valor

significativamente menor que lo reportado para poblaciones europeas; 78% en la
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base de datos LOVD, reportada por Aartsma-Rus et al., en 200616, 79% en la UMD-
TREAT-NMD DMD mutation database reportada por Bladen et al., en 2015%' y 86%
en la eDystrophin reportada por Nicolas et al., en 2012.1” También es diferente a lo
indicado en poblaciones chinas, por una metodologia idéntica a la utilizada en este
trabajo, un 82.7% reportado por Li et al., en 201622, un 77.5% reportado por Bai et
al., en 201623 y un 76.7% reportado por Zhong et al., en 2017.%° Por lo tanto, al
parecer la técnica del MLPA para diagndéstico en la poblacion peruana no es tan

eficiente como para otras poblaciones.

En el presente trabajo se evallan la sensibilidad y especificidad de la MLPA con
respecto a un diagnadstico clinico, pero desde que aparecié esta metodologia, se
han realizado diversos estudios de validacion. Por ejemplo, Schwartz & Duno, en
2004, compararon la MLPA con la PCR multiplex o el Southern blot!!; Lalic et al.,
en 2005, la confrontaron solo contra la PCR multiplex!?; Jansenn et al., en 2005, la
compararon con la PCR multiplex o por FISH (fluorescence in situ hybridization)4
y Lai et al., en 2006, que también realizaron la comparacion con la PCR multiplex?*®;
todos ellos concluyeron que la MLPA es mas sensible y especifica que las demas

técnicas.

La validacién de la NGS-target en este trabajo, no se ha realizado. Sin embargo,
cabe mencionar que tanto Wei et al., en 2014 y Okubo et al., en 2016'%24, realizaron
una validacibn de la NGS-target versus MLPA y secuenciacidbn Sanger,
concluyendo ambos que esta es 99.99% sensible y especifica para la deteccion de
largas deleciones, 50% para grandes duplicaciones y 100% para pequefias
mutaciones. Por lo tanto, para un diagndstico molecular adecuado de las

DMD/DMB, se recomienda realizar primero un tamizaje por MLPA, confirmado en
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caso de tratarse de una delecion de un solo exon por PCR mas secuenciacion
Sanger. De no encontrarse una mutacioén por MLPA se debe realizar un NGS-target
en busca de alguna pequefia mutacion patogénica, confirmandola también por

secuenciacion Sanger.

La caracterizacion genética de una enfermedad en una determinada poblacion y el
conocimiento de los métodos mas eficientes para diagnosticarla, tienen importancia
meédica economica y social. El que los pacientes tengan acceso a un diagnoéstico
temprano y certero, les permitira estar mejor preparados para el desarrollo de la
enfermedad, tener acceso a terapias que mejoren la calidad de vida del paciente o
incluso ser considerados para posibles ensayos clinicos con nuevos medicamentos
o terapias que le ofrezcan alguna mejora al paciente. Dentro de las novedosas
terapias, se encuentran la terapia celular por medio de la inyeccion de células
madre, o la terapia genética por medio de la conocida técnica del exdn skipping, tal
como lo reportan Aartsma-Rus et al., en 2002; Nowak et al., en 2004 y Falzarano

et al., en 2015. 48-50

El acceso de la familia del paciente al asesoramiento genético es otro punto
importante. Para ello es necesario armar un heredograma del paciente y conocer
la historia familiar, para saber si existe la sospecha de que la enfermedad sea
hereditaria. De ser asi es importante confirmar la presencia de portadoras en la
familia en edad fértil, para brindar el asesoramiento y tratar de prevenir futuros

embarazos afectados, tal como lo sugieren Aartsma-Rus et al. en 2016.3251

Entonces, para llevar a cabo una consejeria genética es necesario el diagnostico
de portadoras de la enfermedad, y las técnicas MLPA y NGS-target permiten

realizar esta deteccion. Durante la ejecucion de este estudio, se han observado
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casos de familias con varios miembros afectados (hermanos, tios maternos, primos
maternos, etc.), que no recibieron diagndstico temprano y en algunos casos no
saben qué enfermedad padecian. De haber contado con esta informacién a tiempo,
las familias pudieron haber tomado decisiones reproductivas informadas, previendo

estos casos.

Por dltimo, gracias al presente estudio se ha logrado implementar la MLPA y la
NGS-target, para la deteccién de distrofinopatias, en el CIGBM. Esta es una
contribucion importante para detectar las mutaciones en la poblacion peruana, que
no se ha estudiado previamente. Ademas, se ha construido una pequefia base de
datos en excel con la informacion de estos pacientes que posteriormente se
ampliard y compartira en bases de datos internacionales como LOVD, con miras a

gue nuestros pacientes puedan ser considerados en futuros ensayos clinicos.
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CONCLUSIONES

El diagndstico molecular por MLPA resulta valido en la deteccion de
mutaciones conocidas o0 nuevas, de tipo delecion o duplicacion, de uno o
mas exones en todo el gen DMD, con una sensibilidad y especificidad del
100%.

Esta poblacién de pacientes peruanos con DMD/DMB, presenta una
distribucién mutacional de un 45.65% de deleciones, 8.70% de duplicaciones
y 45.65% de pequefias mutaciones (71.43% del tipo nonsense, 19.05%
frameshift y 9.52% splicesite).

Se demostro que la distribucidn de los tipos de mutaciones causantes de la
DMD/DMB de esta poblacién de pacientes peruanos es significativamente
diferente a lo reportado por la UMD-TREAT-NMD DMD global database, que
contiene datos de todo el mundo. Por lo que mediante la prueba MLPA, se
esperaria solucionar el 57% de los casos.

Se logré confeccionar un banco de ADN caracterizado genéticamente, que
a futuro se compartird en una base de datos internacional, para que nuestros
pacientes puedan ser tomados en cuenta en futuras investigaciones clinicas,

evaluacion de nuevos farmacos o terapias.
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RECOMENDACIONES

Implementar la técnica MLPA como técnica diagnostica para detectar
mutaciones de tipo delecion o duplicacibn de uno o mas exones, de los 79
exones del gen DMD, lo que aumentara el nimero de pacientes correcta y
tempranamente diagnosticados.

Este estudio se realiz6 en una pequefia poblacion de pacientes peruanos (la
mayoria limefios) con distrofinopatias. Se debe realizar un estudio con
muestras de todo el pais, para confirmar la distribucion significativamente
diferente, de los tipos de mutaciones causantes de esta enfermedad en nuestro
pais.

Realizar estudios con familias grandes, para establecer las mutaciones
heredadas y de novo. Esto podria demostrar por qué la distribucion de tipos de
mutaciones causantes de esta enfermedad, es significativamente diferente en
nuestro pais.

Realizar un estudio de costo-efectividad para las técnicas MLPA y NGS-target,
versus las técnicas actualmente empleadas en nuestro pais, y proponer de esta
manera la mejor metodologia para un diagnostico mas certero y accesible al

publico.
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Anexo 1: Consentimiento informado

LIBRE CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE INFORMADO

Titulo de la Investigacion:

Diagnostico molecular de enfermedades neuromusculares en pacientes
peruanos

Estimado Sefior(a):

Muchas enfermedades neuromusculares tienen origen genético y su caracterizacion clinica puede
dificultarse debido a cambios en la evolucién de los sintomas y la semejanza en los signos en las
etapas muy tempranas o muy tardias. Los estudios de genética han descubierto cientos de genes
involucrados en enfermedades neuromusculares y sus variantes mutantes que producen
enfermedades estan siendo descubiertas y ello se usa como diagnéstico. Entre las mas importantes
estan la Distrofia Muscular de Duchenne y de Becker, Distrofia Miotdnica, neuropatia de Charcot-
Marie Tooth, Ataxia de Friedreich, Enfermedad de Huntington, etc.

La Distrofia Muscular de Duchenne (DM) es la enfermedad genética neuromuscular mas frecuente,
que afecta a uno de cada 3500 - 4000 nifios. Se caracteriza por debilidad y degeneracién muscular
progresiva. El gen responsable (DMD) ha sido identificado, y esta en el cromosoma X por lo que
frecuentemente se ve que afecta a varones de una familia (ejm. hermanos, o sobrinos y tios
maternos) aunque también se presenta de manera esporadica y es transmitido a través de una
madre portadora sin signos clinicos. El gen produce una proteina llamada distrofina, encontrada
principalmente en musculos esquelético, cardiaco y liso normales, un cambio en la informacién
genética (mutacién) de DMD produce una distrofina disfuncional o ausente que es la causa primaria
de la distrofia. Una variante genética la distrofia de Becker (BD) es también un desorden que se
ubica en el cromosoma X y que conlleva a debilidad muscular progresiva menos severa afectando
principalmente a adultos.

¢Por qué se estd haciendo esta investigacion?

Ye existen genes identificados de enfermedades neuromusculares y identificar la mutacién en un
paciente serd de utilidad para determinar la enfermedad, su evolucién y tratamiento. Las
mutaciones que producen DM y BM pueden ser identificadas por métodos moleculares de tal
manera que sirven como diagndstico genético para corroborar o descartar esta distrofias en los
pacientes. Esta informacién no solo es util para el paciente, sino que puede ser extendida a la
familia en la bisqueda de personas portadoras de la mutacién y ofrecer un mejor consejo genético.
Determinar que es la distrofia de Duchenne es importante para el tratamiento terapéutico y
quirdrgico para la mejora de la calidad de vida. Ademas los avances de la ciencia vislumbran
nuevos tratamientos que serdn realizados de acuerdo a la mutacidn de cada paciente.

El diagndstico molecular no es muy accesible a la poblacién peruana y nuestra idea es poner a
disposicion este servicio para beneficio de la comunidad, especificamente en enfermedades
neuromusculares. ’

s
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¢Cudl es el objetivo de la investigacion?

Implementar el diagndstico molecular de enfermedades neuromusculares para nuestro medio y
determinar cual corresponde a cada paciente y su familia. El resultado del diagndstico guiara la
estrategia de tratamiento y terapéutica a seguir en cada caso.

Entraran al estudio los participantes elegidos

Pacientes diagnosticados molecularmente con Distrofia Muscular de Duchenne o Becker
Pacientes diagnosticados clinicamente con DM o BM

Familiares potenciales portadores del gen de pacientes con diagndstico molecular

Otras enfermedades neuromusculares de origen genético tipificadas clinicamente.
Pacientes que firmen este consentimiento informado.

No participarédn en el estudio

Pacientes con otras enfermedades distintas.
Pacientes que no firmen el presente consentimiento informado

¢En que consiste su participacion o de su hijo?

Se le tomard a usted o a su hijo, una muestra de sangre de la vena, 5 ml (alrededor una cucharada)
que servira para el exdmen de los genes en el diagndstico molecular. Se solicitard, si tuviera,
examenes clinicos y moleculares previos.

¢Como es la toma de muestra?

En una sola visita para la extraccién de sangre o si prefiere puede hacer sacar la muestra por una
persona profesional de su confianza o en una farmacia, en este caso puede enviar la muestra en
tubo de EDTA (tapa morada) al laboratorio CGBM o solicitar su recojo.

¢Qué tipo de exdmenes se realizan?

Los exdmenes tienen duracion variada dependiendo del gen y del tipo de mutacién. Se incluirdn
una o mas de las siguientes pruebas: de PCR (polymerase chain reaction), electroforesis, RT-PCR,
secuenciacién y microchips de DNA. Estos exdmenes genéticos se realizaran primariamente en el
Centro de Genética de Biologia Molecular (CGBM) de la Facultad de Medicina de la Universidad San
Martin de Porres. Si fuera necesario, las muestras podrian ser enviadas a laboratorios que cuenten
con tecnologias mas eficientes para el diagndstico genético.

¢Cudles son las ventajas de participar en este estudio?

Es muy importante para los padres y pacientes adultos saber con exactitud la causa de la
enfermedad neuromuscular y el diagndstico molecular permite esa identificacion. Ello conlleva a
prondsticos y tratamientos que son especificos para cada enfermedad genética. Ademas los
avances de la ciencia estan revelando nuevas aproximaciones y estrategias terapéuticas segun el
gen y sus mutaciones, el conocer la mutacién en cada paciente es el paso fundamental para
participar de esas nuevas terapias. El diagndstico no solo es para los pacientes sino también
involucra a posibles familiares portadores que de ese modo podrian tener, si quisieran, una
planificacion racional de su familia. ] '

AN MAQ
vetey,
8_

(
DR. Amad

74



Cuando tenga su resultado un genetista le explicarad la prueba y la especificidad de la mutacion a
usted y al neurélogo o médico tratante.

¢Cudnto tiempo tomara participar en este estudio?

Solo requeriremos de la participacion en una oportunidad para la toma de muestra de sangre. El
analisis puede durar algunas semanas si se tuviera resultados positivos, o varios meses si fuera
necesario enviar la muestra fuera del pais.

¢Qué desventajas existen de esta investigacion?

No existe ninguna desventaja aparte del tiempo empleado en los exdmenes, de aproximadamente
20 minutos y una toma rutinaria de sangre (5 ml) con las molestias como el dolor de la hincada al
introducir la aguja para la extraccion de la sangre, que a veces se acompafia de moreton.

¢Quién conocera el resultado y si se habré acceso publico a la informacién?

El trabajo genético estd planificado de manera de mantener el resultado fuera del alcance del
publico en general y mantener el anonimato respectivo. Una copia del resultado se entregard al
paciente o al padre responsable en este consentimiento. La informacién individual o conjunta del
trabajo podra ser usada en informacidn publica o cientifica resguardando la identidad del paciente
o su familia.

¢Puedo retirarme o retirar mi hijo del estudio?

Si, usted o su hijo puede retirarse del estudio, solo hdganos saber su negativa a participar. Si Ud,
por consideraciones personales o de cualquier indole desea retirarse, bastara con comunicarlo. No
habra ninguna modificacién en su atencidn rutinaria.

¢Tendré que realizar alglin pago por los exdmenes y estudios?

No, Ud. no tendra que realizar ningun tipo de pago.

¢Recibiré dinero por someterme a este estudio?

No se ha previsto pagos por participar en este estudio.

¢A quien puedo recurrir para preguntar acerca de una duda o queja?

Para cualquier duda usted puede comunicarse con :

Dr. Ricardo Fujita A., Director CGBM, FMH- USMP 3652300-anx. 152
Dra. Maria Luisa Guevara G. ,DC, Docente investigadora 3652300-anx. 152
En caso de queja puede hacerlo con

Dr. Amador Vargas, Presidente del Comité institucional de Etica en Investigacién de la Universidad
de San Martin de Porres-Clinica Cada Mujer 3350483 anx. 160

Quién vigila que la ejecucion del proyecto bajo las normas éticas establecidas en el Perd.

Participacidn voluntaria

DR. AMedgr Vargas Guerkas. % 7" 5 /
residente 2 s £ o
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Su participacidn en el estudio sera totalmente voluntaria y si Ud. decide no participar, no se vera
afectado en ningln aspecto de su atencidn, teniendo los mismos derechos como paciente. La tnica
diferencia es que no se le realizard la entrevista y no se le tomard la muestra para los andlisis que
tienen que ver estrictamente con el estudio.

¢Es posible que mi muestra pueda ser utilizada para el andlisis genético de otras enfermedades?

Su muestra sera archivada en un lugar seguro dentro del laboratorio de la Facultad de Medicina de
la USMP, en condiciones de total confidencialidad y solo se utilizard para estudiar enfermedades
que puedan seguir contribuyendo al progreso de la ciencia. De ninguna manera seré utilizada para
otros fines. El laboratorio se reserva el derecho de destruir la muestra después de un tiempo
estimado como mdximo de 20 afios. Ud. no necesariamente tiene que aceptar que su sangre sea
utilizada para otros estudios que no sean especificamente el actual. Por lo cual se le pide se sirva a
autorizar el uso o no de su muestra de sangre para estudios futuros.

DECLARACION DEL PACIENTE:

"He leido y entendido la informacion prestada y escrita en este documento. También afirmo que he
tenido la oportunidad de hacer algunas preguntas y resolver algunas dudas. Por lo que acepto libre
y voluntariamente participar en esta investigacion”

Nombre del paciente:

Documento de identidad:

Firma:

Huella digital:

Nombre y apellidos del testigo:

Documento de identidad:

Firma:

Lima de del
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ASI MISMO AUTORIZO A QUE SI FUERA CONVENIENTE MI SANGRE PUEDE SER UTILIZADA PARA EL
ANALISIS DE OTRAS ENFERMEDADES HEREDITARIAS DIFERENTES DEL PRESENTE ESTUDIO

Nombre del paciente:

Documento de identidad:

Firma:

Huella digital:

Nombre y apellidos del testigo:

Documento de identidad:

Firma:

Lima de del
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Anexo 2: Instrumentos de recoleccion de datos

1. Hoja de especificaciones del equipo termociclador VERITI (Veriti Thermal

Cycler).

appliedbiosystems

SPECIFICATION SHEET Veriti Thermal Cycler

Veriti Thermal Cycler

Easy-to-program, robust thermal cycling

Key features

¢ \eriFlex™ Blocks for precise temperature control and superior optimization
* Intuitive color touch-screen interface

¢ Easy networking and remote access options

e \eriti” Dx option—FDA Class | Medical Device for in vitro diagnostic use

I
C :
Block format 0.1 mL alloy 0.2 mL alloy 0.02 mL aluminum 0.5 mL aluminum
Foatires Fast 0.1 mL format Standard 0.2 mL format Standard 0.02mL format 0.5 mL reaction tubes for
and sample block and sample block and sample block large-volume reactions
Max block ramp rate 5.0°C/sec 3.9°C/sec 3.7°C/sec 3.3°C/sec
4.25°C/sec 3.35°C/sec 3.1°C/sec 2.7°C/sec
Enabled to- run Yeos o No No
Fast chemistry
Temperature accuracy +0.25°C (35°C-99.9°C)
Temperature range 0°C-100.0°C
LT EIEVTTERTIN T 17 <0.5°C (20 sec after reaching 95°C)
Dimensions (H x W x D) 24.5x23.7x48.5¢cm (9.6 x 9.3 x 19.1 in)
11.4 kg (25 Ib)
PCR volume range 10-30 pL 10-80 pL 5-20 pL 25-100 pL
Instrument memory USB and onboard memory; onboard capacity >500 protocols
Display interface 6.5 inch VGA 32k color with touch screen
T, calculator Menu-driven through touch screen
Power 100-240 V, 50-60 Hz, max. 800 VA
- 25°C 25°C
Veriflex Blocksrange (6°C zone-to-zone) (6°C zone-to-zone) HA HA

[cat.ho.  PEENS 4375786 4388444 4384638
4452299 4452300 4452301 NA

* The Veriti Dx Thermal Cycler is classified as a US FDA Class | Medical Device. It conforms to IVDD (98/79/EC)
requirements and is CE IVD~-labeled in Europe. The instrument is manufactured to IS0 13485 and GMP reguirements.

_ ThermoFisher
Find out more at thermofisher.com/veriti SCIENTIFIC

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. © 2017 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved.
All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified. COL03345 0117
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Biosystems 3500 and 3500xL Genetic Analyzers).

A applied
A b‘i)gsystems"

part of,&:ﬁ technologies”

2. Hoja de especificaciones del equipo analizador genético ABI 3500 (Applied

SPECIFICATION SHEET

3500 and 3500xL Series Systems for Human Identification

Applied Biosystems 3500 and 3500xL Genetic

Analyzers

Key Features

8-capillary 3500 System and
24-capillary 3500xL System

Advanced thermal system design
improves temperature control
for demanding DNA fragment
analysis applications

Single-line 505 nm, solid-state long-life
laser—utilizes a standard power supply,
requires no heat removal

Significantly improved signal uniformity
from instrument to instrument,
run to run, and capillary to capillary

Powerful, integrated data collection
and primary analysis software provide
real-time assessment of data quality

Radio Frequency Identification (RFID)
technology tracks key consumables
data and records administrative
information

Advanced multiplexing capabilities for
DNA fragment analysis with up to six
unique dyes

Unrivaled application flexibility—one
array and one polymer are used for
most applications

Simple setup, operation, and
maintenance—the easy-to-run, easy-
to-own DNA sequencer

Overview

Applied Biosystems sets a new standard
in capillary electrophoresis with the
8-capillary 3500 and 24-capillary 3500xL
Genetic Analyzers. The 3500 Series
Genetic Analyzers' are specifically
designed to support the demanding
performance needs of validated and
regulated environments while retaining
the unsurpassed application versatility
that life science researchers expect from
Applied Biosystems.
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System Components

The Applied Biosystems 3500 and 3500xL
Genetic Analyzers are supplied as
follows:

* Capillary electrophoresis instrument

» 8-capillary (3500 system) or
24-capillary (3500xL system) array and
polymer

* DNA Sequencing, Fragment Analysis
and/or HID reagents

1. For Research Use Only. Not for use in diagnostic

procedures.



Dell computer workstation with
flat-screen monitor

Integrated software for instrument

control, data collection, quality control,

and autoanalysis of sample files for
basecalling and fragment sizing

System Consumables

Applied Biosystems provides the
following consumables for use on the
3500 Series System:

+ Capillary Arrays: The internally
uncoated capillaries are supplied in
assemblies of 8 or 24 capillaries per
array, with a built-in frame for easy
installation. Arrays are available in
36 cm and 50 cm capillary lengths to
support multiple applications and run
methodologies. The 50 cm array has
been optimized for many applications
for use with POP-7" polymer and
specific run modules. This simplifies
user selection and provides run times

RunModule
Average
Run Time
(Minutes)
RapidSeq50_POP7 <40
StdSeq50_POPé <135
FastSeq50_POP7 <65
StdSeq50_POP7 <125
ShortReadSeqPOP7 <30
MicroSeq_POP7 <125
MicroSeq_POPé <135
RapidSeq_BDX_50_POP7 <40
StdSeq_BDX_50_POPé <140
FastSeq_BDX_50_POP7 <65
StdSeq_BDX_50_POP7 <125
ShortReadSeq_BDX_POP7 <30

approximately equivalent to those
observed with previous-generation
systems using the 36 cm array. The
3500 and 3500xL capillary arrays are
specified for 160 injections.

POP-7", POP-6", and POP-4"™
Performance-Optimized Polymers: The
3500 and 3500xL POP-7", POP-6", and
POP-4" polymers are designed in ready-
to-use, load-and-run pouches. POP
polymers are available in two sizes, 384
samples (a maximum of 60 injections
on the 3500 system or 20 injections on
the 3500xL system) and 960 samples (a
maximum of 120 injections on the 3500
system or 50 injections on the 3500xL
system). The pouch has adequate
polymer to support the stated number
of samples or injections, plus additional
volume for initial setup and installation
operations. Most applications may be
run with POP-7" polymer, along with the
50 cm array.

1. The specifications are reported using long-read Sequencing Standard.

* Buffers and Conditioning Reagent
Consumables: Similar to the 3500
system polymer pouches, the 3500
Series Genetic Analyzer Cathode
Buffer, Anode Buffer, and Conditioning
Reagent are designed for ready-
to-use, load-and-run installation.
Consumable containers are disposed
of when the maximum number of
samples has been processed.

- Cathode Buffer Container (CBC):
Prefilled container with 1X Buffer
to support all electrophoresis
applications. The container has two
separate compartments: the left
side contains the cathode buffer for
electrophoresis, and the right side
contains spent polymer waste from
the capillary wash between injections.
The CBC is specified to be used on
the instrument for up to 7 days after
first installation (or a maximum of
120 injections on the 3500 system, or

Throughput Configuration Performance

Average Average Array | Polymer Median | KB QV20CRL

Throughput, Throughput, = Separation Type Bases in 90% of

3500xL 3500 Distance Collected Samples
(Samples/Day) |  (Samples/Day) (cm) in 90% of
Samples

2840 2280 50 POP-7" 2600 2500

2240 280 50 POP-6" 2700 2600

2504 2168 50 POP-7" 2750 2700

2264 288 50 POP-7" | 21,000 2850

21,104 2368 50 POP-7" 2325 2300

2264 288 50 POP-7" 21,000 2850

2240 280 50 POP-6" 2700 2600

2840 2280 50 POP-7" 2600 2500

2240 280 50 POP-6" 2700 2600

2504 2168 50 POP-7" 2750 2700

2264 288 50 POP-7" 21,000 2850

21,104 2368 50 POP-7" 2325 2300

2. Throughput (Samples/Day) is determined as the total number of samples that can be runin 23 hours [allows time for sample preparation, instrument

maintenance, and warm-up).

3.QV20 CRL is defined as the longest uninterrupted segment of bases with an average of QV>20, calculated over a sliding window of 21 base pairs.

4. The fast ShortReadSeq module collects 300 bp in 30 minutes for operations requiring short verification of sequence content, e.g., clone QC verification.

5. BDX classified run modules are optimized with the 3500 Series Systems to obtain more usable data when sequencing reactions are purified using the

BigDye XTerminator” purification kit.
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8- or 24-Capillary

505 nm Sclid-State Laser

Polymer Pump

Performance-Optimized Polymers
(POP) Pouch

Ancde Buffer Container (ABC)

96-Well Plates

Cathede Buffer Container [CBC)

Module Name Throughput Configuration

Average Run Average Throughput, Average Throughput, 7 Array Separation Polymer Type

Time (Minutes) 3500xL (Samples/Day) 3500 (Samples/Day) Distance (cm)

FragAnalysis50_POP7 40 2840 2280 50 v POP-7"
FragAnalysis50_POPé 100 2336 2112 50 POP-6"
LongFragAnalysis50_POP7 125 2264 288 50 POP-7"
HID36_POP4 35 2936 2312 36 POP-4"
SNaPshot50_POP7 30 21,104 2376 50 » POP-7"

1. Throughput (Samples/Day] is determined as the total number of samples that can be run in 23 hours (allows time for sample preparation, instrument
2. Resolution Range is defined as the range of bases over which the peak spacing interval divided by the peak width at half peak height is greater than 1.
3. Sizing Precision is the standard deviation of sizes for a given allele size across all capillaries in the same run.

4. Multirun Sizing specification is a measure of the precision of the 3500 System across multiple runs. For example, it would be expected thata 200 bp allele :

81



50 injections on the 3500xL system,
whichever comes first).

Anode Buffer Container (ABC):
Prefilled container with 1X Buffer

to maintain a source of ions and the
correct pH for electrophoresis. The
ABC is specified to be used on the
instrument for up to 7 days after first
installation (or a maximum of 120
injections on the 3500 system, or

50 injections on the 3500xL system,
whichever comes first).

The Cathode and Anode Buffer
Containers are made from a
recyclable plastic material,
reducing the systems’ impact on the
environment. Note: The containers
are marked with the #7 recycling
symbol (Other—polycarbonate].
Follow applicable laws and
regulations for proper disposal.

- Conditioning Pouch: Prefilled pouch
with a conditioning reagent used for
priming the polymer pump, washing
the pump between polymer type
changes, and during instrument
shutdown. The pouch has sufficient
volume for a one-time use.

Radio Frequency ldentification
(RFID) Labeling

The 3500 Series Systems incorporate
RFID labels on all capillary arrays,
polymer pouches, buffer containers,
and conditioning pouches. These
labels allow for tracking and reporting
of consumables usage, lot and part
numbers, expiration dates, and
on-instrument lifetime. The tracked
consumables data are stored and
retrievable from the 3500 Series
Data Collection Software even if

the consumable is removed from

the instrument.

Instrument Normalization Reagent
The GeneScan” 600 LIZ® Size Standard v2
is specially formulated for dual-purpose
use on the 3500 Series Systems. The
reagent may be used as a size standard
for DNA fragment sizing applications.

In addition, the reagent can be used as
a normalization standard by enabling
the normalization feature in the Data
Collection Software. The 3500 Series
Systems, working together with the
GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2
(and specific normalization software
features), help minimize instrument-to-
instrument, run-to-run, and capillary-to-
capillary variation.

Reagents
Reagents Available for Use With the
3500 Series Genetic Analyzers:

« BigDye® Terminator v1.1 and
3.1 Cycle Sequencing Kits

Performance

Resolution Range in Largest Fragment Collected in 50-400bp  401-600bp 601-1,200 bp
290% of Samples 290% of Samples

40 to 520 2600 <0.15 <0.30 NA

20to 550 2600 <0.15 <0.30 NA

4010 700 21,200 <015 <0.30 <0.45

60to 400 2420 <0.15 NA NA

40t0 120 2120 <0.50 NA NA

General

maintenance, and warm-up).

Sizing Precision of 100% of Alleles in

290% of Samples

across 3 runs would have an average deviation of <1 bpin 90% of all samples.
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Multirun Sizing of 100% of Alleles in
290% of Samples

50-400bp  401-600bp 601-1,200 bp
<1bp <2bp NA
<1bp <2bp NA
<1bp <2bp <3 bp
<1bp NA N/A
<1bp NA NA



« GeneScan” LIZ® Size Standards
* GeneScan” ROX" Size Standards
« Application-specific kits

System Software

* Primary Analysis With 3500 Series
Data Collection Software
The Applied Biosystems 3500 and
3500xL Genetic Analyzers include
Data Collection Software with a
simple user interface and clean
design for easy display of consumable
and array usage information,
quick-start functionality, system
maintenance reminders, and several
convenient features. Basecalling
and fragment sizing functionalities
are performed within the primary
Data Collection Software, allowing
for real-time data quality evaluation.
An optional upgrade provides
security, audit, and eSig features
to assist laboratory compliance
with 21 CFR Part 11 security,
audit, and eSig requirements.

Secondary Analysis Software Options

- Sequencing Analysis Software v5.4
with KB" Basecaller v1.4.1—
for sequence base call editing,
re-basecalling, reporting, and
printing

Variant Reporter® Software
v1.1—for mutation detection, SNP
discovery, comparative sequencing,
resequencing, validation, and
sequence confirmation

SeqScape® Software v2.7—
for resequencing applications
with library identification

GeneMapper® Software v4.1—
for microsatellite, LOH, SNP, MLPA,
AFLP, and t-RFLP analyses

GeneMapper® ID-X Software v1.2—
for analysis of Human Identification
data using AmpF(STR® kits

MicroSEQ® ID Analysis Software
v2.2—for microbial sequence typing
using MicroSEQ® Kits

www.appliedbiosystems.com/3500hid

3500 System Operating Specifications

Laser

Long-life, single-line 505 nm, solid-state laser excitation source
Electrophoresis Voltage

Up to 20 kV

Oven Temperature

Active temperature control from 18°C to 70°C

Minimum Computer Requirements

Hardware: Pentium” IV 1.86 GHz Processor

Operating system: Windows Vista™ SP1

Installed RAM: 2 GB

Hard drive: 1X 80 GB 7200 RPM SATA 3.0GB/s and 8 MB data burst cache
Operating Environment

Temperature: 15°C-30°C

(Room temperature should not fluctuate more than +2°C during an instrument run])
Humidity: 20-80% (noncondensing)

Main Power Voltage

100-240V £10%

50-60 Hz +10%

Current

Maximum: 15 A

m Power Di ion

417 VA, 371 W (approximately, not including computer and monitor)
Dimensions

Width (closed-door): 61 cm

Width (open-door): 122 cm

Depth: 61 cm

Height: 72 cm

Weight: 82 kg (approximately)

Service and Warranty

1-year limited warranty on parts and labor
Service installation

Application training

Post-warranty service contract is available for sale.

Sample Requirement

The 3500 Series Systems can
analyze many types of templates
prepared by a variety of sample
preparation protocols. Samples
are automatically injected directly

from 96- or 384-well* microtiter plates.
The 3500 Series Systems are also
designed for use with 96-well Fast

and 8-tube standard or Fast strips.

* The 3500xL Genetic Analyzer is compatible wit|
384-well plates

For Research Use Only. Not intended for any animal or human therapeutic or diagnostic use.

For those who require IVD-marked devices, the 3500 Dx and 3500xL Dx Genetic Analyzers and system accessories meet the requirements of the In Vitro Diagnostics Medical Devices
Directive (98/79/EC). The 3500 Dx and 3500xL Dx systems are for distribution and use in specific European countries only. For more information about the 3500 Dx Series Systems,
contact your Applied Biosystems representative.The purchase price of this Instrument includes a grant of a limited, non-transferable license under U.S. patents and method claims of
its foreign counterparts, and under U.S_ patents and element clams of its foreign counterparts, to use this particular instrument for electrophoresis methods employing fluorescence
as ameans of detection. Noother licenses or rights are hereby conveyed either expressly, by implication, or estoppelincluding, but not limited to, any claims to a composition. This
instrument incorporates technology subject to one or more patents licensed from Hitachi, Ltd. as well as patents and patented technology owned by or under control of Applied Biosys-
tems. This instrument is Authorized for use in DNA sequencing and fragments analysis only. This Authorization is included in the purchase price of the instrument and corresponds to
the up-front fee component of a license under process claims of U.S. patents and under all process claims for DNA sequence and fragment analysis of U.S. patents now or hereafter
owned or licensable by Applied Biosystems for which an Authorization is required, and under corresponding process claims in foreign counterparts of the foregoing for which an
Authorization is required. The running royalty component of licenses may be purchased from Applied Biosystems or obtained by using Authorized reagents purchased from Authorized
suppliers in accordance with the label rights accompanying such reagents. Purchase of this instrument does not itself convey to the purchaser a complete license or right to perform
the above processes. This instrument is also licensed under U.S. patents and apparatus and system claims in foreign counterparts thereof. No rights are granted expressly, by

or by Lunder

claims or under other process or system claims owned licensable by Applied Biosystems. For more information regarding licenses,

please contact the Director of Outlicensing at Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City. California 94404, USA.

©2010 Life Technologies Corporation. All rights reserved. The trademarks mentioned herein are the property of Life Technologies Corporation or their respective owners.

Printed in the USA, 08/2010 Publication 1125P01-01 B-091137 0210

A applied
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850 Lincoln Centre Drive Foster City, CA 94404 USA

www.app liedbiosystems.com

International Sales

For our office locations please call the division
headquarters or refer to our Web site at
www.appliedbiosystems.com/about/offices.cfm

Headquarters

Phone 650.638.5800 ' Toll Free 800.345.5224

83



3. Hoja de especificaciones del equipo ION TORRENT (The lon PGM System

High-quality, accessible sequencing).

jontorrent

SPECIFICATION SHEET

The lon PGM System

High-quality, accessible sequencing

The lon PGM™ System makes affordable, high-quality
next-generation sequencing accessible to human disease
researchers and microbiologists around the world. The
lon PGM System is a reliable sequencing platform that
combines simple sample preparation and data analysis
solutions with flexible chip output for ultimate project

flexibility.

lon PGM System

lon PGM System performance specifications

. 200 base
Oulput™ 400 paset
Reads
Run time 200 basy

400 base

Research areas

Key applications

Target selection solutions

Library solutions

Data analysis solutions

lon 314™ Chip v2 or lon 316™ Chip v2 or lon 318™ Chip v2 or
lon 314 Chip v2 BC lon 316 Chip v2 BC lon 318 Chip v2 BC
30-50 Mb 300-600 Mb 600 Mb-1Gb
60-100 Mb 600 Mb-1Gb 1.2-2 Gb

400-550 thousand 2-3 million 4-5.5 million

23 hr 3.0 hr 4.4 hr

3.7 hr 4.9 hr 7.3 hr

Cancer research, inherited disease research, microbial genomics, stem cell research,
agriculture, epigenomics, metagenomics, forensic science, and ancient DNA genomics

Targeted DNA sequencing, copy number analysis, targeted RNA sequencing, small RNA
sequencing, de novo microbial sequencing, bacterial typing research, viral typing research,
ChIP sequencing, methylation analysis, SNP verification, and genotyping by sequencing

lon AmpliSeq™ technology, lon TargetSeq™ kits (3 custom enrichment kits and 1 multi-
blocker kit)

lon AmpliSeq™ Library Kits, lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit, lon Total RNA-Seq Kit

v2, lon Library Equalizer™Kit, and 884 barcodes supported by Torrent Suite™ Software

Torrent Suite Software processes signals, calls bases, aligns sequences, and performs
basic variant calling as the primary analysis software for the lon PGM™ Sequencer.

Optimized data analysis workflows have been developed for targeted DNA sequencing,
targeted RNA sequencing, microbial de novo sequencing, microbial typing research, and
other research applications using third-party software solutions and freely downloadable
plug-ins.

lon Reporter™ Software performs controlled analysis, annotation, and reporting of variants
along with application-specific workflows to support single, trio, and paired tumor-normal
analysis.

ThermoFisher
SCIENTIFIC
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jontorrent

lon PGM Sequencer specifications

Clearances:
Temperature: 12 in. (30.5 cm) in rear
Working environment 68-77°F (20-25°C) 4in. (10 cm) on left side
(for indoor use only) Humidity: 40-60%, 4 in. (10 cm) on right side
noncondensing 4 in. (10 cm) from front edge of bench to sequencer bezel

Altitude: <6,500 ft (2,000 m) 36 in. (90 cm) aisle in front of bench for operator access
8 in. (20 cm) from front edge of bench to the conical tubes

Bas siiboh Connection: 0.25 in. Pressure: 35-45 psi Composition: nitrogen
PPy push-to-connect fitting (grade 4.5, 99.995% or better)
Other connections Ethernet: 1 GigE USB: 2x USB 2.0
Voltage: 100 V (min) to Frequency: 50/60 Hz
Power 240V (max) Power draw: 200-300 W
Current: 9 A (max)
Dimensions 24 x 20 x 21in./61 x 51 x 53 cm (W x D x H)
5 Crated for shipment: Free-standing: 65 Ib/30kg
oAl 85 1/39 kg

lon PGM Torrent Server specifications

A single free-standing tower computer appliance, included with the purchase of the lon

Product configuration PGM System. Includes Torrent Suite Software with all necessary software components to
deliver signal processing, base calling, read alignment, and variant calling.

Processor Dual 8-core 2.6 GHz CPUs

Memory 64 GB RAM

Storage (approx.) 18 TB

Operating System Ubuntu™

Dimensions (approx.) 9x28x43in./22x71x17 cm (W x D x H)

Weight (approx.) 121 1b/65 kg

BROE Voltage: 100 V (min) to 240 V (max) Frequency: 50/60 Hz
Current: 12 A (max) Power draw: 1,100 W

Data formats Industry-standard FASTQ, SFF, BAM, and VCF format outputs

Ordering information

lon PGM System (includes lon PGM Sequencer and lon PGM Torrent Server) 4462921
lon Chef System 4484177
lon OneTouch 2 System 4474779
ThermoFisher
Find out more at thermofisher.com/pgm SCIENTIFIC

* Expected output with >99% aligned/measured accuracy. Output is dependent on read length and application.

1400 base pair chemistry is not compatible with the lon Chef™ Instrument at this time.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. © 2015 Thermo Fisher Scientific Inc. Al rights reserved. All trademarks
are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified. Ubuntu is a trademark of Canonical Limited.
C0126656 1015
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