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Introduccioén

1.1. LAHEMOSTASIA

La hemostasia se refiere al conjunto de procesos que controlan la fluidez
de la sangre y la integridad del sistema vascular. La palabra “hemostasia”
proviene de dos palabras griegas: haimo que significa “sangre” y stasia que
significa “detencién”. Cuando un vaso sanguineo se dafa, se ponen en marcha
una serie de mecanismos, conocidos como mecanismos hemostaticos, que por
una parte impiden la pérdida de sangre, y por otra contribuyen a la reparacion
del daio vascular y tisular.

La hemostasia comprende un gran numero de reacciones e
interacciones complejas en las que participan componentes sanguineos y
componentes de la pared de los vasos. Los mecanismos hemostaticos se
pueden agrupar en hemostasia primaria, en la que las plaquetas se adhieren a
la zona de la pared dafiada y se agregan entre si, y hemostasia secundaria, o
también llamada coagulacién, donde tiene lugar la formacién y estabilizacion
del coagulo de fibrina. Los componentes sanguineos responsables de la

hemostasia secundaria se denominan factores de coagulacion.

1.1.1. Factores de la coagulacion

Los factores de coagulacion son proteinas plasmaticas que
interaccionan entre ellas y con las células para producir la hemostasia en los
organismos vivos. Estos factores, casi todos enzimas, circulan como
proenzimas inactivos, y segin el modelo clasico, se activan unos a otros
secuencialmente mediante una cascada de reacciones enzimaticas que
culminan en la formacién de trombina y en la consiguiente formacion del tapon
de fibrina. Los factores de coagulacion se representan con la palabra Factor y
un numero romano, de acuerdo con el orden de su descubrimiento (Factor | al
XIill), de éstos el Factor VI no ha sido asignado, el Factor IV es mejor conocido
como iones calcio y otros no recibieron nimeros romanos como el quininégeno
de elevado peso molecular y la precalicreina. La forma activa de la proteina se
designa con el nimero romano y el subindice “a”. El sistema de nomenclatura

adoptado por el Comité Internacional para Nomenclatura de Factores de
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Coagulacion de la Sangre y los sinénimos mas frecuentemente utilizados, asi

como algunas caracteristicas de estos factores se muestran en la tabla 1.

La clonacién y secuenciacion de los componentes del sistema de

coagulacién en los ultimos 30 aiios del siglo XX ha permitido identificar sus

estructuras proteicas. Los factores de coagulacion se pueden agrupar como:

1. Zimogenos dependientes de vitamina K. Protrombina (Fll), FVII, FIX, y FX.

2. Cofactores solubles. FV, FVIIl y FvW. Los factores V y VIl son labiles, por lo

que no se encuentran presentes en el plasma almacenado.

3. El factor Xl y otros factores de “contacto” (FXIl, precalicreina y quininégeno

de elevado peso molecular). Estos factores estan involucrados en la fase inicial

de la via intrinseca.

4. Cofactor asociado a células. Factor tisular (FT).

5. Fibrin6geno.

6. FXIIL

Tabla 1. Caracteristicas de los factores de coagulacién.

(FvW)

. L
T coproteina g ~
Factor | (FI) Fibrindgeno adhesiva 2.000-4000 4q23-932
Serin proteasa y
Factor 1l (FIl) Protrombina vitamina-K 60-70 11p11-g12
dependiente
Factor Ill (FIIT) Factor tisular Cofactor asociado a - 1p21-p22
Factor V (FV) Proacelerina Cofactor 12 1921-q25
. . Serin proteasa y
Factor VI (FVII) r’°°°”"e”'"a* autoprotrombina | (i mina K 36 13q34
dependiente
Factor VIII (FVIII) Factor antihemofilico A Cofactor 8-12 Xq28
. Serin proteasa y
Factor IX (FIX) :jg°:o$r’;”r:gi'r‘;sil vitamina-K 18-24 Xq27.1-G27.2
P dependiente
Serin proteasa y
Factor X (FX) t':ri;tggg; fst:a”"’mwe" vitamina-K 30-40 13q34
dependiente
Antecedente plasmatico de . g
Factor Xl (FXI) tromboplastina Serin proteasa 52 4q32-q35
Factor XilI (FXII) Factor de Hageman Proteasa 60 5q33
Factor XIII* (FXIlI Protransglutami Transglutaminasa 240 Cadena-A 6p24-p25
actor ( ) rotransglutaminasa ransglutamin Cadena-B 1q31-q32
Precalicreina Factor de Fletcher Proteasa 35 4935
Quinindgeno de alto . Williane.
peso molecular Ef‘a%t.(:a?ji Fitzgerald-Willians Proteasa 150 3q26
(QAPM) |
Factor von Willebrand Cofactor 12 12q13.2

* Toda la cadena A del factor XIli se halla formando un complejo con la cadena B del factor XlI; sélo la mitad de la
cadena B del factor Xili se encuentra formando parte de dicho complejo, el resto esta libre en el plasma.
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Los factores dependientes de vitamina K se sintetizan en el higado y son
proteinas que se caracterizan por la presencia en su molécula de una regioén N-
terminal rica en acido y-carboxiglutamico (dominio Gla). La proteina se sintetiza
con estos residuos en la forma de acido glutdmico, y debe sufrir un
procesamiento post-traduccional de carboxilacion para la conversion de dichos
residuos en y-carboxiglutamico (Gla) (Stenflo J 1977). Estos residuos Gla son
necesarios para la union de esta proteina a las superficies fosfolipidicas
negativas, en las que los iones calcio, cofactores esenciales en la mayoria de
reacciones presentes en la hemostasia secundaria, actian de puentes de
unién (Mann KG 1990). La carboxilaciéon de los residuos de acido glutamico la
lleva a cabo el enzima y-glutamilcarboxilasa, la cual utiliza un derivado de
vitamina K como cofactor.

Los factores V y VIl se sintetizan en el higado y se denominan
cofactores solubles, y son homologos en la estructura de sus genes, en la
secuencia de aminoacidos y en la estructura de sus dominios proteinicos. La
organizacion de dominios es la siguiente: A1-A2-B-A3-C1-C2. Los dominios A y
C del FV tienen un 40% de homologia con los dominios A y C de FVIIil. Por el
contrario los dominios B tienen escasa homologia y se desconoce si tienen
homologia con otras proteinas.

El factor von Willebrand (FvW) es sintetizado en células endoteliales y
en megacariocitos, pero se desconoce como se regula la funcion tisular
especifica. El factor vW es una glucoproteina multimérica grande que sirve
como transportador del FVIIl, y es necesaria para la adhesion plaquetaria
normal a los componentes de la pared del vaso. Es sintetizada como un
prepropolipétido con una secuencia sefial de 22 aminoacidos, un polipéptido
precursor de 741 aminoacidos denominado antigeno del FVW y la cadena
polipeptidica del FvW maduro Bonthron D 1986). La proteina madura contiene
tres dominios A, tres dominios B, dos dominios C y cuatro dominios D. El factor
VIIl se une a la regién amino-terminal del FVW, en los primeros 272
aminoacidos de la subunidad proteica madura (Foster P 1987).

El factor XI se sintetiza en el higado (Bolton-Maggs PH 1992), y aunque
se sintetiza como cadena Unica, circula como un homodimero unido por un
puente disulfuro (Fujikawa K 1995). Cada subunidad contiene 4 repeticiones de

4
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un fragmento estructural denominado “manzana’. Se han designado funciones
especificas a estos dominios manzana como sitios de unién a QAPM,
protrombina, plaquetas, FIX, trombina y FXlla (Baglia FA 1995a, Baglia FA
1995b, Baglia FA 1993, Baglia FA 1996)

El factor Xl y la precalicreina son precursores zimdgenos de proteasas.
La precalicreina tiene 4 dominios manzana y es muy similar al FXI. El QEPM es
un cofactor no enzimatico que circula formando un complejo con FXI y con la
precalicreina. Las tres proteinas se sintetizan en el higado (Saito H 1995). El
FXIl, el QAPM, y la precalicreina son responsables de la activacion de la fase
de contacto de la coagulacién sanguinea.

El factor tisular (FT) es el receptor celular y cofactor para FVlla y se
expresa constitutivamente en muchos tejidos extravasculares. Esta compuesto
por 263 aminoacidos organizados en tres dominios: un dominio extracelular de
219 aminoécidos, una porciéon transmembrana de 23 residuos y un dominio
intracitoplasmico de 21. El FT se encuentra disponible en la cara apical de las
células endoteliales vasculares. La expresion polarizada del FT permite que el
FVlla interactie especificamente con aquellas células endoteliales que han
sido suficientemente dafadas o estimuladas para expresar el FT.

El fibrinbgeno es una glucoproteina dimérica, sintetizada en el higado,
que se encuentra en el plasma y en las plaquetas y forma la malla estructural
que consolida al tampén plaquetario inicial en un coagulo hemostatico sélido.
Cada subunidad contiene tres cadenas polipeptidicas unidas por puentes
disulfuro (Gardlund B 1977), que se denominan cadenas Aa, BB y y. Las
secuencias gendmicas de las tres cadenas muestran gran similitud, lo que
sugiere que se originaron por la duplicacion de un gen ancestral (Doolittle R
1979; Kant JA 1985).

El factor Xlll es una protransglutaminasa compuesta por las subunidades
Ay B, que es activada por trombina en presencia de calcio (Lai T-S 1995). La
cadena A contiene el sitio activo de cisteina, mientras que la cadena B no es
enzimaticamente activa y funciona como una proteina transportadora. El factor

Xllla entrelaza proteinas entre el carbono y de la glutamina en una proteina y el
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grupo amino € de la lisina en otro. Ademas de encontrarse en el plasma, el

factor Xlll también se encuentra en plaquetas, monocitos, y macrofagos.

1.1.2. Hemostasia primaria

La hemostasia primaria es el conjunto de mecanismos que generan un
primer tapon hemostatico instantaneo en el vaso dafado. Estos mecanismos
comprenden vasoconstriccion, adhesion y agregacion de las plaquetas. Se
inician al cabo de unos segundos de producirse la lesion y tiene una
importancia enorme para detener la salida de la sangre en los capilares,
arteriolas pequenas y vénulas. Los componentes principales de la hemostasia
primaria son, por lo tanto, los vasos sanguineos y las plaquetas, aunque
también participan otros componentes plasmaticos.

Las plaquetas sufren una serie de reacciones como adhesion, cambios
morfologicos, liberacion del contenido de los granulos, y agregacion que
conducen a la formacion del tapén plaquetario (figura 1) (George JN 2000;
Majerus PW 2001). El inicio de la adhesion plaquetaria necesita la interaccion
entre las plaquetas y el factor von Willebrand (FvW), el cual media la adhesion
plaquetaria y sirve de puente entre el tejido y las plaquetas, uniendo el
colageno expuesto en las zonas de dafio vascular y la glicoproteina de la
membrana plaquetaria 1b-V-IX (GPIb-V-IX). La superficie de las plaquetas
contiene también otros receptores para colageno (glicoproteina la-lla, GPla-lla)
que contribuyen al anclaje de las plaquetas al tejido dafiado (Clemetson KJ
2001). La adhesion plaquetaria estd acompafada de cambios morfologicos
importantes en las plaquetas con reordenamiento de la membrana y exposicion
de fosfolipidos cargados negativamente que dan lugar a la formacién de un
pseudopodio extenso que ayuda a anclar las plaquetas (Majerus PW 2001).
Las plaquetas adherentes secretan tromboxano A2 y liberan el contenido de
sus granulos, ADP (difosfato de adenosina), calcio, y serotonina, que
promueven la activacidon de plaquetas adicionales y la contracciéon de las
células de musculo liso de la pared de los vasos. Una sefal sobre la membrana
de las plaquetas genera un cambio conformacional de la glicoproteina llb-llla
(GPlIb-llla) y la exposicion de los sitios de union para las proteinas adhesivas
como el fibrindgeno, FVW, fibronectina, y trombospondina (Woodside DG
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2001). Estas proteinas forman puentes entre las plaquetas durante la formacion
del agregado plaquetario. La formacion del tapon plaquetario primario esta
coordinada temporal y espacialmente con la activacion del sistema de
coagulacion de la sangre, conduciendo a la generacion de trombina y la
formacién de la red de fibrina (Hemostasia secundaria) (Monroe DM 2002).

Figura 1. Principales fendmenos que intervienen en la hemostasia primaria

Mdsculo liso

Endotelio
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1.1.3. Hemostasia secundaria o coagulacion

El tapén plaquetario formado en la hemostasia primaria no tiene
consistencia suficiente para detener la hemorragia, por lo que debe iniciarse el
mecanismo de coagulaciéon para formar el coagulo de fibrina mas estable y
consistente. El sistema de coagulaciéon, como ya se ha comentado antes, lo
forman diversas proteinas, casi todas enzimas. Existen dos vias para iniciar la
coagulacion sanguinea, la via extrinseca y la via intrinseca (figura 2) (Mann KG
1999).

En la via extrinseca, la cascada de coagulacion se inicia por exposicion
del FT al torrente circulatorio. Esto ocurre fundamentalmente tras la rotura de
un vaso, pero también puede iniciarse por activacion plaquetaria o por
activacion de monocitos. El FT actia como cofactor de FVlla presente en la
circulacion, y el complejo FVII-FT activa al FX. La via intrinseca de la
coagulacion se inicia, generalmente, tras la exposicion de la sangre a una serie
de moléculas, como el colageno (que la pared vascular expone tras la lesion),
lo cual conduce a una serie de reacciones en cadena en las que estan
implicados los factores del sistema de contacto (precalicreina, QAPM, y FXII),
cuyo resultado es la activacion de FXI. Ambas vias convergen en la activacion
de FX, dando lugar a una via final comin. Estas dos vias de iniciacion de la
coagulacién no estan realmente separadas, sino que existen interconexiones
entre ambas, asi como diversos mecanismos de retroalimentacion positivos y
negativos que controlan la velocidad y extension de la activacion de la

coagulacién (Lane DA 1996).
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Figura 2. Modelo clasico de cascada de coagulacion.
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1.1.3.1. Via extrinseca

La activacion fisiolégica de la coagulacion sanguinea transcurre
principalmente por la via extrinseca. En ella, el FT juega un papel fundamental
como iniciador del sistema de coagulacién (Rapaport SI 1995). El FT es una
proteina de membrana que esta presente en la superficie de determinados
tipos celulares tales como células del endotelio, plaquetas y monocitos, pero no
se encuentra expuesto a la sangre circulante (Ruf W 1994). Tras la exposicion
del FT en el lugar de la lesion, una fraccion de FVII en sangre es activada a
través de una serie de mecanismos que no se conocen completamente, y la
union de FVlla al FT inicia la coagulacion (figura 3). El complejo resultante
FVIla/FT, activa a FX y FIX, y tanto el FXa como el FIXa formados activan a su
vez a FVII, lo que constituye un mecanismo de amplificacion. El FXa activa a la
protrombina (FIl) en presencia de FVa, fosfolipidos y calcio. La trombina
formada por el complejo FVIla/FT no es suficiente para activar al fibrinbgeno
pero si es importante para iniciar una serie de acontecimientos, como es la
activaciéon de plaquetas y de FV, FVII FXI y disociar a FVIII de FVW (Oliver J
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1990; Monroe DM 1996), que favorece un aumento posterior en la generacion
de trombina.
El factor FXa formado por accion del complejo FVIla/FT no alcanza
eficazmente la superficie plaquetaria, debido en parte a su rapida inhibicién en
'la fase fluida por la antitrombina Il (ATIIl) y por el inhibidor de la via del FT
(IVFT) (Monroe DM 1996; Rapaport S| 1989). Sin embargo, una vez unido a la
plaqueta, el FXa se encuentra relativamente protegido de la accién inhibitoria
de la ATIII. A diferencia del FXa, el FIXa se encuentra mucho mas capacitado
para viajar a través de la fase fluida y formar complejos en la superficie
plaquetaria, pues es inhibido mas lentamente por la ATIIl y no es neutralizado
por el IVFT. Asi, el FIXa es capaz de mantenerse a la espera por mas tiempo
que FXa, hasta que las plaquetas sean activadas y expresen lugares de union
especificos para el FIXa (Monroe DM 2002; Hoffman M 2003a; Hoffman M
2003b).

Figura 3. Modelo celular de hemostasia
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Una vez que las plaquetas son activadas, los FVllla y FVa se unen a
éstas y son responsables del anclaje y orientacion de FIX y FX,
respectivamente, lo que permite la expresion de la actividad coagulante. El
complejo FIXa/FVllla (complejo “tenasa”) en la superficie plaquetaria activa a
FX'y posibilita el ensamblaje del complejo FXa/FVa (complejo “protrombinasa”),
el cual fomenta una generacion explosiva de trombina. De esta forma, la Gnica
fuente efectiva de FXa para el ensamblaje del complejo “protrombinasa’
plaquetario la constituye el complejo FIXa/FVllla plaquetario (Hoffman M 1995;
Rapaport S| 1995).

La trombina, a su vez, convierte el fibrinbgeno en fibrina, que polimeriza
a fibrina insoluble por accién de FXIlla. El factor FXllla es una transglutaminasa
que une entre si las moléculas de fibrina mediante enlaces covalentes,
estabilizando de esta manera el coagulo inicialmente soluble (Hoffman R 2000).

El factor Xla formado por la activacion de la trombina se asocia a la
superficie plaquetaria, donde puede activar mas FIX (Oliver J 1999; Sinha D
1984). Por tanto, parece que la activacion del FXla potencia la actividad tenasa
plaquetaria y sirve como mecanismo “estimulante” para potenciar la generacibn
de trombina (Hoffman R 2000).

1.1.3.2. Via intrinseca (o sistema de contacto)

La segunda via de activacién de la coagulacion es la denominada via
intrinseca, la cual se pone en marcha a consecuencia de un traumatismo en la
pared del vaso. Es mas lenta que la via extrinseca y comienza con la activacion
del FXIl. Esta activacion tiene lugar por exposicion de FXIlI a superficies
cargadas negativamente, tales como la membrana basal de la pared del vaso
sanguineo o plaquetas activadas. El factor Xl activa a la precalicreina a
calicreina la cual es, a su vez, un potente activador de FXII, formandose
mediante este mecanismo de retroalimentacion positivo, cantidades
apreciables de FXlla. En la misma superficie, este FXlla activa a FXI,
generando FXla. Para ello se requiere un cofactor no enzimético, el QAPM, el
cual circula en plasma formando un complejo con el FXI, por un lado, y con la
precalicreina por otro. El papel de este cofactor es llevar a los proenzimas FXI
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y precalicreina, a las proximidades de FXlla, ya que el QAPM se une
fuertemente a las superficies negativas, al igual que FXII. Estas reacciones no
requieren la presencia de calcio (Thompson RE 1977).

El factor Xla activa a su vez a FIX para dar FiXa. Esta reaccion tiene
lugar sobre la misma superficie, y requiere la presencia de calcio. El complejo
FIX/FVIII, en presencia de calcio, activa a FX para dar FXa (Walsh PN 2001).

El resto de reacciones son comunes para las dos vias.

1.1.4. Regulacion de la coagulaciéon sanguinea

Una vez que se ha formado el coagulo de fibrina en un area de lesion, el
proceso de coagulacion debe finalizar para evitar la oclusién trombética en las
areas adyacentes normales de la vasculatura. Las proteinas que intervienen en

la regulacién se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Componentes del sistema de regulacion de coagulaciéon sanguinea

S s T

Alnhlbidor de la via del factor . - \. |

tisular (IVTF) Inhibe al complejo VIla/FT y a FX

Antitrombina IIl (ATIII) Inhibe trombina, Xlla, Xla, 1Xa, Xay Vila

Proteina C activa (PCa) Inactiva proteoliticamente a los factores FVlllay FVa

Proteina S Cofactor de proteina C activa

Trombina Uni'da a tromborpodulina sobre células endoteliales intactas
activa a la proteina C

FV Cofactor de la proteina C activa, previa activacién por parte
de la proteina C

1.1.4.1. Inhibidor de la via del Factor Tisular (IVFT)

Este inhibidor regula la actividad catalitica del complejo Vlla/FT (figura
3) y fue purificado por primera vez y clonado a mediados de los afos 80.
Pertenece a la familia de los inhibidores de proteasas tipo Kunitz (Wun TC
1988), siendo la fuente endégena principal del mismo IVFT, el endotelio
vascular. El IVFT es liberado después de la infusion de heparina, lo que eleva

sus niveles plasmaticos en varios érdenes de magnitud (Sandset PM 1988). El
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IVFT inhibe a FX directamente, mientras que la inhibicion de FVlla requiere de

la presencia simultanea de FXa.

1.1.4.2. Antitrombina lll (ATIII)

La ATIII es el inhibidor mas importante de la coagulacion, es un
miembro de la familia de inhibidores de serin proteasas conocida como
serpinas (Carrell RV 1987). La ATl neutraliza a la trombina en presencia de
heparina, la cual acelera el proceso. Ademas de la trombina, otras proteinas de
la coagulacién son inactivadas por la ATIII: FXlla, FXla, FIXa, FXa y FVlla,
proceso que también ocurre en presencia de heparina (Griffith MJ 1982,
Sheffield W 1995). La potenciacion de la eficiencia de ATIII mediante heparina
es la base molecular para el uso de heparina como un anticoagulante
terapéutico. El papel fisiolégico de la ATIII es limitar el proceso de coagulacion

a sitios de dafio vascular y a proteger la circulacion de enzimas liberadas.

1.1.4.3. Sistema de la proteina C (PC)

La superficie del endotelio constituye el sitio principal para la activaciéon
de la proteina C. La via de la PC se inicia cuando la trombina se enlaza a la
trombomodulina presente en la superficie de las células endoteliales (Esmon
CT 1989), y este complejo formado (complejo trombina-trombomodulina) es un
activador potente de la PC. Una vez que se forma la PCa, ésta inactivaa FVay
FVllla por ruptura proteolitica, limitando asi la posterior formacién de trombina
(figura 4) (Dahlback B 2005). La PCa se une a su cofactor, la proteina S, e
inactiva todo el FVa o FVllla unido a membrana (Dahlback B 2004; Mann KG
2003).
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Figura 4. Sistema de la proteina C

1.2. ENFERMEDADES HEMORRAGICAS HEREDITARIAS
(COAGULOPATIAS CONGENITAS)

Las enfermedades hemorragicas hereditarias o coagulopatias
congénitas son debidas a deficiencias de alguna de las proteinas plasmaticas
implicadas en la cascada de la coagulacién sanguinea. Estas deficiencias
estan causadas por mutaciones en los genes que codifican para la proteina
correspondiente. La mayoria de los genes responsables se encuentran
localizados en cromosomas autosémicos y, por tanto, las enfermedades a las
que dan lugar siguen un patrén de herencia mendeliana clasica. Sin embargo,
los genes FVIll y FIX se localizan en el cromosoma X y las enfermedades a las
que dan lugar siguen un patrén de herencia ligada al sexo.

La enfermedad hemorragica hereditaria mas frecuente es la enfermedad
de von Willebrand (EVW), que tiene una prevalencia del 1-2% en la poblacion
general (Rodeghiero F 2001), siendo debida a un defecto en la calidad o
cantidad del factor von Willebrand. Tras la EVW, las hemofilias A y B, debidas a
deficiencias de las proteinas FVIIl y FIX de la coagulacion, respectivamente,
son las enfermedades hemorragicas hereditarias de mayor incidencia. La
hemofilia A afecta a uno de cada 5.000-10.000 varones, mientras que la
hemofilia B afecta a uno de cada 30.000 varones (Tuddenham EG 1994). Las
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deficiencias de otros factores de coagulacion que causan enfermedades
hemorragicas son generalmente mucho mas raras que las hemofilias, con
prevalencias en la poblacién general que varian entre 1: 500.000 y 1: 2.000.000
(Peyvandi F 1999).

1.2.1. Enfermedad de von Willebrand

La enfermedad de von Willebrand estd causada por defectos
cuantitativos o cualitativos del FVW y la prevalencia, como ya se ha comentado
antes, es del 1-2% en la poblacién general (Rodeghiero F 2001). Los pacientes
con esta enfermedad tienen un defecto en la hemostasia primaria causado por
una adhesion deficiente de las plaquetas al colageno subendotelial expuesto
(Ruggeri ZM 2003).

Hay tres tipos principales de enfermedad von Willebrand. En la
enfermedad tipo 1 aproximadamente el 70% de los pacientes tienen al menos
una mutacion en el gen FYW, la mayoria de estas mutaciones son cambios de
aminoacidos, que ocurren a lo largo de todo el gen, y el patrén de herencia es
autosémico dominante, aunque algunas muestran penetrancia incompleta.
Aproximadamente el 15% de los pacientes tienen mas de una mutacion, en su
mayor parte como heterocigoto compuesto (Peyvandi F 2006).

La enfermedad tipo 2 presenta varios subtipos, 2N, 2A, 2B y 2M, y esta
asociado con un defecto cualitativo en el FYW, que afecta la estructura
multimérica de la proteina. El tipo 2N tiene una herencia autosémica recesiva y
el resto de subtipos un patréon de herencia autosémico dominante (Peyvandi F
2006).

Por ultimo la énfermedad tipo 3, se refiere a una deficiencia total
(homocigoto o heterocigoto compuesto) y tiene un patrén de herencia
autonémica recesiva (Sadler JE 1998). Familiares heterocigotos pueden ser
clasificados como tipo 1 pero frecuentemente son asintomaticos.

La enfermedad es clinicamente heterogénea y la gravedad de los
sintomas depende no solamente de la naturaleza de la mutacion que causa la
enfermedad, sino también de si los dos alelos estan afectados. Las

manifestaciones clinicas mas comunes son menorragia y epistaxis; la
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hemartrosis y hemorragia en musculos ocurre solamente en los casos mas
graves, tipo 3 (poco comun), en los cuales el factor vW esta ausente (Bolton-
Maggs PHB 2003).

Los tipos de anomalias genéticas encontradas son de todo tipo, aunque
principalmente mutaciones de cambio de aminoacido. Varias formas de la
enfermedad de von Willebrand son tratadas con concentrados de FvW, en
funcién de los episodios hemorragicos (Mannucci PM 2004 (von Willebrand)).

1.2.2. Enfermedades autosdmicas recesivas

Las deficiencias de factores de coagulacién como deficiencias de
fibrindgeno, protrombina, FV, FV combinado con FVIIi, FVII, FX, FXI, y FXIIl,
tienen generalmente una prevalencia en la poblacién general que varian entre
1: 500.000 y 1: 2.000.000. No obstante, en poblaciones donde los matrimonios
consanguineos son frecuentes, como en paises musulmanes y en el sur de la
India, estas deficiencias son mas frecuentes y juntas pueden alcanzar
prevalencias mas elevadas que las de la hemofilia B, representando un
problema clinico y social significativo. En los ultimos afos, el numero de
pacientes con defectos de coagulacion autosémicos estd aumentando en
paises europeos con un alto porcentaje de inmigracion procedente del Medio
Oriente, India, Pakistan y el Norte de Africa (Peyvandi F 2002).

En general, las deficiencias de factores que se trasmiten con un patron
autosémico recesivo tienden a ser menos graves que la hemofilia A y B, siendo
frecuentes sintomas de sangrado como epistaxis y menorragia, muy raros en
hemofilicos (Peyvandi F 2002). Las Unicas excepciones son las deficiencias de
factores X y XllI, caracterizadas por la aparicién de sintomas a edad temprana,
tales como hemorragias en el sistema nervioso central y en el cordon umbilical
al nacer.

Los tipos de mutaciones encontradas en pacientes con defectos de
coagulacién autosémicos son de todo tipo, aunque principalmente mutaciones
de cambio de aminoacido. Para cada defecto de coagulacion hay mdultiples
mutaciones y la mayoria de ellas son Unicas en cada familia. La relacion entre
genotipo y fenotipo no siempre esta bien definida y aunque las deficiencias

graves estan generalmente asociadas con mutaciones deletéreas, hay un

16



Introduccién

numero de casos con deficiencia grave asociada con mutaciones de cambio de

aminoacido (Peyvandi F 2002).

Como consecuencia de la rareza de estas deficiencias, y la menor

gravedad de los sintomas, el tratamiento actual de los episodios hemorragicos

no esta bien establecido, a diferencia de lo que ocurre en hemofilia A y B
(Peyvandi F 1999).

Los factores que intervienen en el inicio de via intrinseca, FXII,

precalicreina y QAPM, no originan problemas hemorragicos (Mannucci PM

2002). En la tabla 3 se recogen algunas de las caracteristicas mas importantes

de este tipo de enfermedades.

Tabla 3. Caracteristicas de las enfermedades autosémicas recesivas.

parada.

tipo | Todo tipo de defectos - Sintomas frecuentes:
TG . s moleculares, principaimente hemorragia en articulaciones y
Fibrinogeno Deficiencia 1: 1 milin AR mutaciones de cambio de cordon umbilical, epistaxis y
tipo i aminoacido. menorragia.
Deficiencia - deficiencias tipo I:
tipo | mutaciones de cambio de
aminoacido, codon de parada | - Sintomas frecuentes:
Protrombina Deficienci 1: 2 millones AR y 1 pequena delecién hemartrosis y hematomas en
tino |1 a - deficiencia tipo 1I: musculos, epistaxis y menorragia.
P mutaciones de cambio de
aminoacido
Deficiencia - Sintomas frecuentes: epistaxis y
tipo | Todo tipo de defectos menorragia.
. - moleculares, principaimente - Sintomas poco frecuentes:
Fv Deficiencia 11 milion AR mutaciones de cambio de hemartrosis y hematomas,
tino Il aminoacido. raramente sangrado
P gastrointestinal.
Def;licss rl\cna L%?g;l'ﬁ:rg: ‘:)?if:;t::Imente - Sintomas frecuentes: Epistaxis y
Fvi Deficiencia 1: 500,000 AR mutaciones de cambio de menorragia.
tipo Il aminoacido.
FV Todo tipo de defectos - Sintomas frecuentes: Epistaxis,
A Deficiencia . fix moleculares, principalmente menorragia y sangrados leves
c(?or::bgl\a/ﬁ:) tipo Il 1: 1 milion AR mutaciones de cambio de después de extracciones
aminoacido. dentales.
. - Sintomas frecuentes:
Deficiencia L%?gctt:‘l):rg: g :fxe: etozi 6n de Hematomas, hemartrosis y
FX tipo | 1: 1 millén AR mutaciones de cod c’?n de hemorragias gastrointestinales
Deficiencia arada desde edad temprana, también
tipo Il P ) sangrado del cordén umbilical.
Todo tipo de defectos - Sintomas hemorragicos muy
Deficiencia , o moleculares a excepcion de leves, solo después de un frauma
FXi tipo | 1: 1 millén AR mutaciones de codén de u operacion.
parada.
Todo tipo de defectos - Sintomas hemorragicos graves
Deficiencia . . moleculares a excepcion de como sangrado del cordén
Fxill tipo | 1: 2 millones AR mutaciones de codén de umbilical y del sistema nervioso

central.
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1.2.3. Enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X: Hemofilias A y

Las referencias escritas mas antiguas de lo que parece ser hemofilia son
atribuidas a textos judios (Talmud) del siglo Il. En estos textos se afirmaba que
un niflo no necesitaba ser circuncidado si dos hermanos de éste ya habian
muerto previamente mediante este procedimiento (Ingram GIC 1976). En el
siglo XlIl, Maimonides describié una familia en la cual varios varones habian
muerto por hemorragia después de heridas sin importancia. La primera
descripcion moderna de hemofilia es atribuida al doctor John Conrad en 1803,
quién describi6 una historia familiar de hemofilia, que abarcaba tres
generaciones (Otto JC 1803). Sin embargo, el primer uso de la palabra
“hemofilia” aparece en un escrito de Hopff en 1928 (Hopff F 1928). Aggeler y
col. (1952) y Biggs y col. (1952) reconocieron y describieron los dos tipos de
hemofilia, siendo Soulier y col. los que sugirieron el uso de hemofilia A y B para
diferenciar las dos enfermedades (Soulier JP 1953). A la hemofilia también se
le conoce como “enfermedad real”, porque varios miembros de familias reales
europeas estuvieron afectados por ella. La reina Victoria de Inglaterra (1837-
1901) fue portadora de la enfermedad y a partir de ella la enfermedad se
extendid a las familias reales de Espafa, Alemania y Rusia. Quizas el individuo
afectado mas famoso fue el hijo del Zar Nicolas |l de Rusia, Tsarevich Alexis
(Ingram GIC 1976).

Las hemofilias A y B son debidas a la deficiencia de los factores VIII y
IX, respectivamente, siguiendo ambas enfermedades un patrén de herencia
recesiva ligada al sexo (figura 5). Como ya se ha comentado anteriormente, la
hemofilia A afecta a uno de cada 5.000-10.000 varones, mientras que la
hemofilia B afecta a uno de cada 30.000 varones (Tuddenham EG 1994).
Clinicamente, las hemofilias se clasifican en forma grave, moderada vy leve,
segin los niveles de factor en el plasma de <1%, 1-5% vy 6-30%,

respectivamente (tabla 4).

18



Introduccién

Figura 5. Herencia en hemofilia

® ;O

Mujer portadora Hemofilico
Mujer Mujer  Hemofilico Varén Mujer Varén
portadora  normal (50%)  normal portadora normal (100%)
(50%) (100%)

Tabla 4. Clasificacion de hemofilia

Hemorragias espontaneas en articulaciones y
Grave musculos, hemorragias después de golpes,
accidentes y cirugia.

<0,01 1U/ml
(<1% del normal)

Hemorragias en articulaciones y masculos después
Moderada de pequeiias heridas, hemorragia excesiva
después de cirugia, y extracciones dentales.

0,01-0,05 1U/ml
(1-5% del normal)

No se producen hemorragias espontaneas,
Leve hemorragias después de cirugia, extracciones
dentales y accidentes.

>0,05-0,40 1U/ml
(6-30% del normal)

Los pacientes con hemofilia grave sangran de forma espontanea o
después de un golpe sin importancia, un promedio de 20 a 30 veces por afo e
incluso algunas veces con mas frecuencia (Mannucci PM 2002). Los sintomas
clasicos de la hemofilia son episodios hemorragicos que afectan a
articulaciones, musculos, 6rganos internos, y cerebro, siendo la gravedad de
los mismos dependiente del grado de deficiencia de la proteina implicada
(menos factor = mas sangrado) (Dahlback B 2000). Lo que caracteriza a la
hemofilia grave son las hemorragias espontaneas en articulaciones
(hemartrosis) y musculos, dolorosas y destructivas si el paciente no esta
tratado adecuadamente. La mayoria de nifios con hemofilia grave
experimentan su primera hemorragia en una articulacién a la edad de 4 anos,
pero ya habran tenido hemorragias en otras zonas antes de esa edad
(Pollmann H 1999). Por otro lado, la hemofilia moderada es diagnosticada en la
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mayoria de los casos a la edad de 5 afios, y la hemofilia leve puede ser
diagnosticada mucho mas tarde después de un golpe o una operacion.

La hemofilia es diagnosticada inicialmente bien porque existe una
historia familiar conocida o después de un episodio hemorragico, siendo las
pruebas rutinarias de coagulacion las que confirman el diagnéstico. Estas
pruebas se componen de unas pruebas basicas, que analizan varios factores o
componentes a la vez, y de otras especificas, que permiten la cuantificacion
individual de los distintos factores.

La hemofilia A, debida a la deficiencia de FVIII, debe ser distinguida de
la enfermedad de von Willebrand mediante ensayos del factor von Willebrand.
La historia familiar (herencia autosémica) y los sintomas hemorragicos
(menorragia, epistaxis) difieren de‘ la hemofilia A. Como se ha comentado
anteriormente, existen varios subtipos de enfermedad de von Willebrand
(Rodeghiero F 2002), incluyendo uno en el que existe una unién defectuosa del
factor VIII al factor vW (Tuley EA 1991). En estos casos, la cantidad de factor
von Willebrand presente es normal pero la unidén es anormal. Este diagnéstico
debe ser excluido en familias con una aparente hemofilia A moderada o leve,
en particular si algunas mujeres de la familia tienen una concentracion baja de
FVIII.

No existen diferencias clinicas entre la hemofilia A y B, y por tanto un
ensayo del factor IX es lo que confirma el diagnostico de hemofilia B. Al igual
que para el factor VIII la concentraciéon de FIX no cambia con la edad, excepto
en el caso de pacientes con mutacién en la regién promotora del gen (factor IX
Leyden), en los cuales la concentracion de FIX aumenta con lo cambios

hormonales que se producen en la pubertad.
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1.3. HEMOFILIAS

Las hemofilias A y B son, como hemos definido anteriormente, las
enfermedades hemorragicas hereditarias de mayor incidencia en la poblacion
general y siguen un patron de herencia recesiva ligada al sexo, y se deben a la

deficiencia de los factores VIl y IX, respectivamente.

1.3.1. Estructura de los genes y proteinas

1.3.1.1. Gen y proteina FVIII

El gen del FVill esta localizado en la parte mas distal del brazo largo
del cromosoma X (Xq28). Es un gen extremadamente largo, con una estructura
compleja que abarca 186 Kb y que esta constituido por 26 exones (figura 6)
(Gitschier J 1984). Este gen es inusual ya que dentro del intrén 22 tiene dos
genes adicionales, F8A (Levinson B 1990) y F8B (Levinson B 1992). Existen
dos copias mas de F8A que se son extragénicas y se encuentran a unas 500
Kb hacia la region telomérica (Levinson B 1990; Naylor JA 1995). La funcién de
los genes F8A y F8B es desconocida.

La cadena polipeptidica esta compuesta de 2351 aminoacidos, la cual
incluye un péptido sefial de 19 aminoacidos y una proteina madura de 2332
aminoacidos (Wood WI 1984, Vehar GA 1984, Toole JJ 1984). Tres tipos de
dominios internos se distinguen en la proteina madura: 3 dominios A, un
dominio B de gran tamaiio y dos dominios C (Vehar GA 1984). Los dominios A
tienen una homologia importante con la ceruloplasmina (proteina de unién al
cobre), y con el factor FV (Church WR 1984). Los dominios C estan
estructuralmente relacionados con los dominios C del factor V. El dominio B es
unico y no tiene homologia con ninguna otra proteina conocida (Lenting PJ
1998). Los tamarios de los dominios A1, A2, y A3 son 336, 345, y 335 residuos
de aminoacidos, respectivamente; el dominio B es el mas grande con 908
residuos, y los residuos C1 y C2 comprenden 155 y 152 residuos,
respectivamente. Tres pequefios dominios acidicos, designados a1, a2, y a3,
conectan, respectivamente, los dominios A1 y A2, el dominio A2 y la porcién

amino-terminal del dominio B, y la porciéon carboxi-terminal del dominio B al
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dominio A3. La organizacion de dominios resultante para la cadena
polipeptidica Unica de FVIll es A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2 (Vehar GA 1984).

2 5 79 11 13 19 21 24
1 34 6 8 10 12 14 15-18 20 22 23 25 26

Gen A —— i H—HH——  186Kb

Exdn
Proteina

2351aa

Motivos A1 A2 B A3 C1 C2
estructurales ’
de FVIII

Figura 6. Relacion entre la estructura del gen y la estructura proteinica de FVIIl.

(En la proteina, P se refiere a la secuencia propéptido guia).

El factor VIl es activado por la trombina o por el FXa mediante escision
en los residuos arginina 372, 740, y 1689 (figura 7) (Eaton D 1986). La primera
escision se produce en el residuo Arg1689 y genera una cadena pesada de
tamano variable (90-120 kDa) formada por los dominios A1, A2, y un fragmento
de tamano variable del dominio B, y una cadena ligera formada por los
dominios A3-C1-C2. A continuacion, se producen dos escisiones mas, en
Arg372 (entre los dominios A1 y A2), y en Arg740 (entre los dominios A2 y B).
Esto produce una molécula heterotrimérica compuesta por los dominios A1 y
A2 unidos de forma no covalente con una cadena ligera A3-C1-C2 mediante
iones calcio. En la circulacion, el FVIII es transportado y protegido por el FVvW
(Weiss HJ 1977, Tuddenham EG 1982). La activacion del FVIII también
produce la liberacion del FVllla del FvW (Hamer RJ 1987, Saenko EL 1999).

La funcién de FVllla es actuar como cofactor de FIX en el complejo
“tenasa” que convierte FX en FXa, permitiendo asi que la coagulacion progrese
hasta la formacién del coagulo (Hoffman R 2000). Diferentes regiones de FVIII

estan implicadas en la interaccién con otras proteinas como FIX y FX (figura 8).
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Figura 7. Activacion de la proteina FVIlI

Proteina FVIII

(2,232 aa) al a2
Arg372 Arg740 Arg1,689

% {ieyl COOH

Arg372 Arg740
— / \ J

Cadena pesada Cadena ligera

Proteina FVIII
activada

) A1 al A2 a2 a8 A3 C1 C2 [feeley
LJ L
707-712
349_372Lr‘ L'J L|J484_509 7 1.811-1.818 L|J Lli—
FIXa
FX FL

FvW 2.303-2332

1.649-1.689 M

2.253-2.270 FXa

Figura 8. Sitios de interaccién de la proteina FVIIl. Los nimeros indican las
posiciones de los aminoacidos. Los sitios de interaccion del FVIII con fosfolipidos
(FL) y otros factores de coagulacion, FvW, FIXa, FX, FXa, estdn también
indicados (Graw J 2005).
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1.3.1.2. Gen FIX

El factor IX es una serin proteasa dependiente de vitamina K. La
proteina esta compuesta de 415 aminoacidos, y tiene una estructura proteinica
similar al resto de factores de coagulacién dependientes de vitamina K como el
FVII, FX, y la proteina C. El gen del FIX se encuentra en el brazo largo del
cromosoma X en la region Xg27 (Camerino G 1984), y es considerablemente
mas pequefio Y menos complejo que el gen FVIII, ya que abarca solo 33.5Kb y
comprende 8 exones (figura 9) (Yoshitake S 1985).

La proteina se sintetiza como un precursor de 454 aminoacidos
incluyendo una pre y pro-secuencia de 27 y 19aa, respectivamente, que son
eliminadas mediante protedlisis antes de liberar la proteina a la circulacion. La
pre-secuencia (péptido sefal) asegura la secrecion a partir del hepatocito, y el
pro-péptido proporciona un sitio de reconocimiento para la interaccioén con la y-
glutamilcarboxilasa, la cual es responsable de la modificacién post-translacional
de los primeros 12 residuos de acido glutamico en el dominio Gla de la proteina
madura (Galeffi P 1987). El resto de dominios que comprenden la proteina son
el dominio acido y-carboxiglutamico (Gla), dos dominios similares al factor de
crecimiento epidérmico (FCE), un péptido de activacion (PA) y un dominio

catalitico serin proteasa (D. Lillicrap 1998).

Ge 1 23 4 5 € 7 8
" —H——H BN 33Kb
Exon
Proteina 454qaa
MOﬁVOS Gla FCE1FCE2 PA  Dominio catalitico
estructurales de ’
FIX

Figura 9. Relacién entre la estructura del gen y la estructura proteinica de FIX. (En la

proteina, Pro se refiere a la secuencia pre-pro guia. PA, se refiere al péptido de activacion).
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El FIX puede activarse a través del FXla (via intrinseca) (Walsh PN
1984) o por el complejo FVIIa/FT (via extrinseca) (Jesty J 1983, Osterud B
1977). La activacion completa requiere la fragmentacion de dos enlaces (Arg
145 y Arg 180), y la liberacién del péptido de activacion (figura 10) (Di Scipio
RG 1978).

Figura 10. Activacion de la proteina FIX.

Proteina FIX

(415 aa) (UM Gla - FCEY FCE2 | PA
Arg 145 Arg 180
Proteina FIX l

activada (L Gla  FCE1 FCE2 Dominio catalitico JRSele4)

La funcién de FIX es la descrita anteriormente: en combinacién con su
cofactor, FVIII, en la superficie de un fosfolipido de membrana, activa a FX. Al
igual que FVIII, la funciéon de FIX requiere la interaccion de varias de sus
regiones con diferentes moléculas, entre ellas su cofactor Vllia (figura 11).
Fisiolégicamente, la actividad del FIX se expresa principalmente en la
superficie de las plaquetas activadas, y hay datos que sugieren que las
plaquetas expresan una proteina de unién al receptor para el FIX que

promueve la unién con el complejo factor IXa/Vllla (London FS 1992).

Proteina FIX

. NH, Gla FCE1 FCE2 Dominio catalitico COOH
activada

L | | | L]

48-84 | 88-109 330-338
FVilla
4-11
Superficie

[ plaquetaria

FVila/FT

FX

ca®

Figura 11. Sitios de interaccion de la proteina FIX. Los nimeros indican las
posiciones de los aminoacidos. También estan indicados los sitios de interaccién
con FVlila, FX, FVIla/FT, Ca*", y la superficie plaquetaria (Rao Z 1995, Mathur A
1999, Wilkinson FH 2002, Fribourg C 2006)
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1.3.2. Bases moleculares de la hemofilia

Los genes de los factores VIl y IX fueron clonados y secuenciados en
1982 (Kurachi K 1982) y 1984 (Gitschier J 1984), respectivamente. Esta
clonacion ha dado lugar a importantes avances en la caracterizaciéon molecular
de los defectos que causan las hemofilias. Se han secuenciado estos genes en
cientos de pacientes, y como consecuencia de ello se han identificado gran
nimero de anomalias genéticas, haciendo evidente que la base molecular de

las hemofilias es extremadamente diversa (Http://europium.csc.mrc.ac.uk;

Stenson PD 2003). Las mutaciones identificadas en ambos genes incluyen
mutaciones puntuales, deleciones, inserciones, y reordenamientos/inversiones.
Por lo general, los reordenamientos/inversiones son bastante raros en la
poblacién hemofilica con excepcion de dos inversiones comunes en pacientes
con hemofilia A grave, la inversion del intron 1 y la inversion del intron 22, que
suponen aproximadamente un 20% de los casos totales (40-55% de los casos
graves) (Antonarakis SE 1995a, Bagnall RD 2002). El 80% restante de los
casos en hemofilia A es debido sobre todo a mutaciones puntuales, que
consisten en sustituciones de un nucleétido, y deleciones o inserciones de una
o pocas bases, distribuidas a lo largo de todo el gen

(Http://europium.csc.mrc.ac.uk; Stenson PD 2003). Las deleciones e

inserciones de gran tamafio son menos frecuentes (<5%) y son, generalmente,

causantes de hemofilia grave (Http:/europium.csc.mrc.ac.uk; Stenson PD

2003). En hemofilia B, mas del 70% se debe a mutaciones puntuales,
aproximadamente un 20% a pequefas deleciones e inserciones y el porcentaje
restante a grandes deleciones e inserciones.

Dentro de las mutaciones puntuales podemos diferenciar:

~ Mutaciones de cambio de aminoacido, la sustitucion de un nucleotido
produce un cambio de aminoécido en la proteina codificada (figura 12).

- Mutaciones de codén de parada, donde el triplete correspondiente
cambia a uno de los tres de fin de mensaje (TAA, TAG, TGA) (figura 13).

- Mutaciones en la zona de procesamiento del ARN, en las que la
sustitucion de un nucleétido altera o suprime la secuencia especifica que indica

el sitio en el que tiene lugar el procesamiento de un intron. A consecuencia de
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estas mutaciones, uno o mas intrones permanecen en el ARN maduro y
pueden alterar la generacion del producto proteico.

Las pequefias deleciones e inserciones son definidas arbitrariamente
como deleciones e inserciones de menos de 50 pares de bases (pb), y cuando
éstas se refieren a un nimero de bases que no es multiplo de tres se cambia el
marco de lectura original y la secuencia de aminoacido a partir del punto de la
mutacion sera diferente a la proteina original, apareciendo con frecuencia un

codon de parada prematuro (figura 14).

Figura 12. Mutacion de cambio de aminoacido

Caodigo de ADN original para una secuencia de
aminoacidos

>

BasesdeADN > CATCATCATCATCAT

Aminoacido Sustitucion de
un nucleétido

=EEEEEEEEEEEEEE>
CATCATCCTCATCAT

Aminoacido
incorrecto

Figura 13. Mutacion de codén de parada

EEEEEEEEEEEEEEE>
CAGCAGCAGCAGCAG

Sustitucion de
un nucleétido

T S S B S i
CAGCAGTAGCAGCAG

w

Proteina mas corta

Proteina
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Figura 14. Mutaciones de cambio de la pauta de lectura. Pequefia delecién (a).
' Pequenia insercion (b).

a)

>

CATCATCATCATCAT

Cambia la pauta de lectura
de la proteina

b)

>

CATCATCATCATCAT

Insercién de un nucleétido

* >

CATCATACATCATCA

Cambia la pauta de lectura
de la proteina
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1.3.2.1. Mutaciones en sitios CpG

La principal forma de modificacion del ADN en mamiferos implica la
metilaciéon de los residuos de citosina para formar 5-metilcitosina, en concreto
cuando estan localizados inmediatamente 5' a una guanina (5’-CG-3’). Estos
residuos de citosina metilados (5-metilcitosina) son propensos a sufrir
deaminacion espontéanea y dar lugar a timidina, el cual no es reconocido como
anormal por el mecanismo de reparacién del ADN de las células, ya que la
timidina se produce de forma natural. Posterior a la replicacion se produce, por
tanto, la introduccién del par de bases AC en la nueva cadena, en lugar de la
secuencia GC original (Lewin B 1994). El dinucleétido CG, también
representado por CpG donde la “p” representa que estan enlazados por un
fosfato, es susceptible de ser metilado en la citosina a lo largo de todo el
genoma, y por tanto, este proceso es una causa comun de mutaciéon en el
genoma humano. Se ha estimado que la frecuencia de transicionesCaTo G a
A en sitios CpG es 20 veces mas elevada que en sitios no CpG (Bottema CD
1993).

Mas del 30% de todas las mutaciones puntuales que se detectan en
hemofilia A y B ocurren en sitios CpG dentro del gen FVIII (70 dinucleétidos
CG), y FIX (21 dinucleétidos CG), respectivamente (Vogel F 1977, Pechet L
1978, Kurachi). Ademas, cuatro de los 6 codones de arginina (CGT, CGC,
CGA, y CGG) contienen dinucledtidos CpG, lo cual explica porqué la arginina
es el amino acido mas mutado.

Una alta frecuencia de mutaciones puntuales recurrentes en hemofilia A
y B (codén de parada y cambio de aminoacido), ocurren en sitios CpG,
indicando que es un “hotspot” para mutaciones en los genes FVIII y FIX,
respectivamente. En hemofilia A, las mutaciones puntuales mas frecuentes son
las mutaciones de cambio de aminoacido, p.R2150H (CGT>CAT) y p.R593C
(CGC>TGC), que han sido informadas en la base de datos en 53 y 37
ocasiones, respectivamente (Http://europium.csc.mrc.ac.uk), y ocurren en sitios
CpG.
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1.3.2.2. Mutaciones propias del gen FVIII

El defecto genético mas comin en hemofilia A es una inversién que
afecta al intron 22 y que se denomina de forma genérica inversion del intron 22
(Inv22). Afecta aproximadamente al 40-50% de individuos con hemofilia A
grave (20% de los totales) (Antonarakis SE 1995a). Esta inversiéon se produce
debido a la existencia de dos regiones (int22h2 e int22h3) localizadas a unas
500Kb del gen FVIII hacia la region telomérica, homoélogas a una secuencia
que se encuentra en el intron 22 (int22h1) pero en orientacion opuesta
(Levinson B 1990; Naylor J 1995). La inversion tiene lugar por una
recombinacién homéloga intracromosoémica entre int22h1 y una de las dos
copias teloméricas, resultando un gen FVIII truncado a partir del exén 22
(Lakich D 1993) (figura 15). En células germinales masculinas existe una
probabilidad 10 veces mayor de que aparezca esta mutaciéon que en células
germinales femeninas, donde esta recombinacién es inhibida durante la
meiosis mediante emparejamiento homoélogo de los cromosomas X (Rossiter
JP 1994).

Una inversiéon similar que implica al intron 1 del gen FVIIl ha sido
descrita en aproximadamente el 5% de los pacientes con hemofilia A grave
(Bagnall RD 2002). Este reordenamiento es la consecuencia de una
recombinacién intracromosdmica entre una region homéloga al intrén 1 (int1h2)
localizada a 140Kb hacia el telémero (se encuentra en orientaciéon opuesta) y

una region dentro del intrén 1 (int1h1) (figura 16).
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Figura 15. Representacion esquematica de la inversion del intrén 22
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Figura 16. Representacion esquematica de la inversion del intrén 1
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Las grandes deleciones en el gen FVIII son definidas arbitrariamente
como deleciones de mas de 50pb en tamaiio y pueden variar hasta la delecion
completa del gen. Los datos mas recientes de la base de datos internacional de
hemofilia A, HAMSTeRS, tiene recopiladas mas de 120 grandes deleciones. La
mayoria de estas deleciones abarcan varias kilobases, pero los puntos de
rotura y empalme han sido caracterizados sélo en algunos casos (Van the
Water N 1998; Vidal F 2002). Algunos estudios recientes indican que las
recombinaciones mediadas por elementos LINE y Alu pueden jugar un papel
significativo en la patogénesis de estas mutaciones (Vidal F 2002; Rossetti LC
2004; Nakaya SM 2004; Van de Water N 1998). Al menos 49 regiones
relacionadas con secuencias Alu se han identificado en la secuencia del gen
FVIII (Rossetti LC 2004). Actualmente sélo se ha informado de tres grandes
inserciones, todas como consecuencia de elementos repetitivos que se han
incorporado en el exon 14 del gen FVII. Kazazian y col. identificaron la
insercién de elementos L-1 (Kazazian HH 1988) y Sukarova y col. identificaron
la insercién de un elemento repetitivo Alu (Sukarova E 2001). Todas las
grandes deleciones e inserciones dan lugar a hemofilia grave

En cuanto a las pequeias deleciones e inserciones, generaimente dan
lugar a cambios en la pauta de lectura que resultan en la aparicién de un codon
de parada prematuro, predominando las deleciones o inserciones de un solo
nucleétido (Cooper DN 1998). Un tipo de mutacion muy frecuente son las
deleciones o inserciones de un nucleétido de adenina en un tramo de ADN
constituido por varias adeninas. Estas deleciones o inserciones son
probablemente causadas por errores de deslizamiento que son introducidos por
la ADN polimerasa durante la replicaciéon del ADN (Young M 1997). Las
pequefias deleciones afectan a todos los exones, excepto los exones 20y 21,y
en cuanto a las pequefas inserciones, éstas se distribuyen a lo largo de varios
exones, pero aun no se han informado inserciones en los exones 3,7,10, 15,
16, y 23 (Oldenburg J 2006b).

Las mutaciones puntuales (aproximadamente 85% mutaciones de
cambio de aminoacido, 15% mutaciones de codon de parada) son el defecto
genético mas comin. Con respecto a las mutaciones de cambio de

aminoacido, éstas pueden dan lugar a fenotipo leve, moderado o grave,
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dependiendo del aminoacido afectado y de la localizaciéon en el gen, mientras
que las mutaciones de codén de parada son responsables de fenotipo grave.
Las mutaciones de cambio de aminoacido estan localizadas a lo largo de todo
el gen FVIII, y se han descrito incluso mutaciones que afectan a la metionina de
inicio (codon -19) y al codon de terminacion (2332) (Goodeve 2003). Como ya
se ha comentado, mas del 30% de estas mutaciones ocurren en uno de los 70
sitios CpG dentro del gen FVIII, aunque estos solo representan el 2% de la
secuencia codificante (Vogel F 1977).

Las mutaciones puntuales también incluyen una pequefia proporcion de
mutaciones que ocurren en la zona de procesamiento del ARN. La mayoria de
estas mutaciones afectan a los sitios dadores invariantes, GT, en la region 5’
de los intrones, y a los sitos aceptores invariantes, AG, en la region 3’ de los
intrones.

La distribucién de los diferentes tipos de mutaciones en la Ultima
actualizacion de la base de datos de mutaciones para la hemofilia A
(HAMSTeRS, 2005) se describe en la siguiente tabla.

Tabla 5. Distribucion de los diferentes tipos de mutaciones. HAMSTeRS, 2005.

Porcentaje (%)

Mutaciones de cambio kde émmdamdb 583 47,7

Mutaciones de codén de parada 131 10,7
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 95 7.8
Pequenas deleciones e inserciones 272 22,3
Grandes deleciones e inserciones 140 11,5

Total 1221 100
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1.3.2.3. Mutaciones propias del gen FIX
El patron de mutaciones genéticas en hemofilia B es sustancialmente
diferente al de hemofilia A (www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html),

y no existe una mutacion comun en el gen FIX como ocurre con la inversion 22
y la inversion del intrén 1 en el gen FVIIL. En la edicién mas reciente de la base
de datos de hemofilia B (132 edicion, 2004) aparecen registrados 2.891
pacientes, y 1053 mutaciones diferentes (tabla 6). De éstas, el 71,3% se
corresponde con mutaciones puntuales (dos tercios son mutaciones de cambio
de aminoacido), el 20% a pequeiias deleciones/inserciones, y el 8,7% restante
a son grandes deleciones/inserciones. Las mutaciones se distribuyen a lo largo
de todo el gen, y como cabria esperar, en los exones 1 y 6 se localizan pocas
mutaciones debido a la falta de importancia de sus aminoacidos (prepéptido y
péptido de activacion), mientras que en los exones 4, 5 y 8 se localizan una
gran cantidad de mutaciones, evidenciando la importancia de las regiones FCE
y dominio catalitico codificados por esto exones (base de datos de Hemofilia
B).

Tabla 6. Distribucién de los diferentes tipos de mutaciones. Base de datos de

mutaciones de Hemofilia B — 2004.

Mutaciones puntuales

Pequenas deleciones e inserciones 211 20
Grandes deleciones e inserciones M 8,7
Total 1053 100

Al igual que ocurre en hemofilia A, entre las mutaciones que aparecen
con mas frecuencia en la base de datos, muchas se localizan en dinucleétidos
CG, implicando cambios CG—TG o CA. Y al igual que en hemofilia A, mas del
30% de las mutaciones puntuales que se detectan en hemofilia B ocurren en
sitios CpG, por lo que se le considera un “hotspot” para mutaciones (Pechet L
1978; Kurachi K 1982). |

Aproximadamente, el 20-30% de los casos de hemofilia B leve son

debidos a mutaciones fundadoras. Estas mutaciones pueden ser transmitidas a
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lo largo de generaciones persistiendo, por tanto, en la poblaciéon. Mediante el
estudio de haplotipo del gen correspondiente se puede demostrar que
pacientes que comparten una misma mutaciéon y que en principio no estan

emparentados pudieron estarlo en generaciones anteriores (Thorland EC

1995). El analisis de haplotipo consiste en el estudio de ciertos marcadores
polimérficos que se encuentran en el ADN genémico y que permiten un
seguimiento del cromosoma portador del gen defectuoso (Goodeve AC 1998).
Estos marcadores polimérficos no tienen ninguna relaciéon con la anomalia y
pueden estar localizados intra o extragénicamente, siendo mas adecuados los
primeros, ya que la probabilidad de recombinacién entre el loci polimorfico y la
mutacion responsable de la enfermedad es menor. Los marcadores utilizados
en hemofilia pueden ser del tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), en los que se determina la presencia-ausencia de una
determinada diana de restriccién, o bien del tipo STR (Short Tandem Repeats)
que consisten en repeticiones de pocas bases (por ejemplo GT) un nimero
variable de veces y que se encuentran localizados a lo largo de todo el
genoma. Estos ultimos marcadores suelen ser mas informativos, ya que al ser
multialélicos proporcionan una mayor heterocigosidad poblacional (Kochhan L
1994).

1.3.3. Tratamiento y complicaciones

La hemofilia A y B se comenzaron a tratar mediante transfusiones
sanguineas desde mitad del siglo XIX, y sin embargo, se necesité un siglo
para comprender los mecanismos fundamentales de este tratamiento. En la
década de los 70s se pudo observar que el precipitado que se obtenia al
descongelar a 4°C plasma fresco congelado, conocido como crioprecipitado,
era muy rica en FVIIl (DiMichele D 1998). Este descubrimiento facilitd la
elaboracién de grandes cantidades de crioprecipitados en los bancos de sangre
y el inicio del fraccionamiento plasmatico por parte de la industria para la
produccién de concentrados comerciales. Los primeros concentrados de FVIil y
FIX se obtuvieron, por tanto, en los aiios 70; cada lote de producto liofilizado se
obtenia a partir de 2000 donantes. La administracién de estos productos se
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tradujo en una disminucion significativa de la morbi-mortalidad y, por tanto, en
una amplia difusién del uso de estos hemoderivados, haciendo posible el
desarrollo de programas de tratamiento domiciliario (Bolton-Maggs PHB 2003).
Pero esta percepcidn dptimista de la enfermedad cambié dramaticamente a
principio de los afios 80, cuando el 60-70% de las personas con hemofilia grave
se infectaron con el virus de inmunodeficiencia humano (HIV) y el virus de la
hepatitis C (VHC), trasmitidos a través de los crioprecipitados. Pronto se
introdujeron los procedimientos de inactivacion viral para erradicar la
transmision del virus HIV y VHC (Mannucci PM 2002). En los ultimos afios, la
aplicacion de técnicas de ingenieria genética, y la secuenciacion del gen FVIIl
en 1984 y del gen FIX en 1982 condujeron al desarrollo de factores
recombinantes altamente seguros y eficaces.

Después de al menos 4 décadas del uso de concentrados derivados de
plasma o concentrados recombinantes, la situacién para los pacientes tratados
en paises desarrollados ha mejorado significativamente. Mientras en el pasado
un hombre con hemofilia probablemente moria en su juventud, hoy gracias a
los avances en el diagnéstico y el desarrollo en el cuidado y tratamiento
efectivo pueden tener una esperanza de vida normal (Bolton-Maggs PHB
2003).

Por otro lado, la hemofilia es el modelo de enfermedad ideal para la
terapia génica ya que una pequefia subida en las concentraciones de factor por
encima del 1-2% del nivel normal conseguiria una mejora sustancial en el estilo
de vida de los pacientes con hemofilia grave. La idea definitiva de la terapia
génica en hemofilia A y B seria corregir el defecto molecular del gen mutado
(Bolton-Maggs PHB 2003). Esta posibilidad ha sido demostrada en modelos
animales, aunque los resultados son muy preliminares (Kren BT 1998; Kren BT
1999).

1.3.3.1. Inhibidores

La principal complicacién en el tratamiento de la hemofilia, en el
momento actual, es el desarrollo de inhibidores frente al FVIIl o FIX, que ocurre
principalmente en hemofilia grave, y es mas comdn en hemofilia A (30-50% de
los pacientes) que en hemofilia B (1,5-3% de los pacientes) (Brettler BD 1996).
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Los inhibidores son anticuerpos dirigidos contra FVIII y FIX, que neutralizan la
funcién de éstos, y que son desarrollados por ciertos hemofilicos tras haber
sido tratados con factor exdgeno. Actualmente, para la cuantificacion del titulo
de inhibidor la prueba mas extendida y utilizada es la técnica Bethesda (Kasper
y cols. 1975), en la que un lote de plasma normal (como fuente de FVIII) con
plasma del paciente sin diluir se incuba durante 2 horas a 37°C y en seguida se
somete a pruebas de FVIII residual. Una unidad de inhibidor (Unidad Bethesda)
se define como la cantidad que destruye la mitad del FVIII en esa mezcla. El
resultado debe ser corregido teniendo en cuenta el deterioro espontaneo del
FVIII, mediante un control consistente en plasma normal incubado con “buffer”.
La misma prueba puede emplearse para medir inhibidores de FIX utilizando
FIX en lugar de FVIIl.

Los pacientes con inhibidores pueden ser divididos en “bajo
respondedor”, cuando la exposicién al factor produce poco o ningin aurﬁento
del titulo del inhibidor (titulo<10 unidades Bethesda (UB)), y “alto respondedor”,
cuando la exposicién al factor es seguida por un rapido incremento en el titulo
de inhibidor (>10 UB). En estos pacientes con titulo de inhibidor alto, los
anticuerpos pueden anular por completo el tratamiento con concentrados de
factor (Bolton-Maggs PHB 2003). Algunos pacientes que no estan recibiendo
infusiones de factor de forma regular, presentan inhibidores de forma
transitoria, estos inhibidores son normalmente de titulo bajo y desaparecen
después de un periodo de tiempo variable (Rothschild C 2000).

Las tempranas observaciones de que el riesgo de formacion de
inhibidor estaba influenciado por la gravedad de la enfermedad, historia familiar
y etnia del individuo, revelaron el importante papel de la genética. Varios
estudios sugieren que tanto la predisposicion genética como el tipo de
mutacién y genes implicados en el sistema inmune, ademas de factores
ambientales contribuyen al fenotipo de respondedor (Oldenburg J 2004b).

Aunque esta ampliamente aceptado que la formacion de un inhibidor se
debe a la presentacién al sistema inmune del paciente de un antigeno FVIII/FIX
nuevo o inmunolégicamente alterado, la patogénesis de la formacion de

inhibidor es comprendida solamente en parte. En hemofilia A existe una
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correlacion bien establecida entre tipo de mutacién y desarrollo de inhibidor
(Oldenburg J 2004b; Schwaab R 1995a), y en hemofilia B, a pesar de que la
formacion de inhibidor es mucho menos frecuente, la correlacion entre tipo de
mutacion e inhibidor parece ser bastante similar a la informada en hemofilia A
(Ljung RC 1995a). En hemofilia A y B grave, las mutaciones que dan lugar a
una ausencia de proteina o a una proteina truncada estan asociadas con un
riesgo mas elevado a desarrollar inhibidor. En hemofilia A, la mayoria de
defectos moleculares graves estan asociados con un riesgo de inhibidor del 20-
40% (Antonarakis SE 1995b; Schwaab R 1995a; Goodeve AC 2000), llegando
por encima del 80% en pacientes con grandes deleciones que abarcan mas de
un dominio de la proteina (Oldenburg J 2006a).

En estos pacientes el objetivo fundamental es eliminar el inhibidor
mediante tratamientos de inmunotolerancia, y asegurarles asi una expectativa y
calidad de vida similar a la del resto de los pacientes hemofilicos. Existen una
variedad de protocolos de inmunotolerancia, la primera, la eliminacién de un
inhibidor mediante la administracion reiterada de concentrados de FVIII, fue
comunicada por el grupo de Bonn (Brackmann HH 1984), erradicando el
inhibidor en el 75% de los pacientes tratados. Pero el coste del tratamiento era
muy elevado, y por ello surgieron iniciativas de otros grupos, intentando
conseguir la inmunotolerancia con dosis menores (Aznar JA 1984; Ewing NP
1088). Los resultados obtenidos con las diferentes pautas de tratamiento son
similares, a pesar de ser esquemas diferentes en dosis y duracion del
tratamiento, siendo la tasa de éxito del 60-79% (Haya S 2001).
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El grupo de Coagulopatias Congénitas Hemorragicas dependiente de la
Asociacion Andaluza de Hematologia y Hemoterapia posee un Registro
Andaluz de Hemofilias en el que estan incluidas las 171 familias de Hemofilia A
y 25 familias de Hemofilia B que se han estudiado en el presente trabajo. La
creacion de un censo de la poblacion hemofilica de Andalucia y la
caracterizacion de las mutaciones genéticas causantes de la enfermedad en
esta poblacion ha sido el objetivo central del grupo, que esta coordinado por la
Unidad de Hemofilia del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario
Virgen del Rocio de Sevilla. El estudio genético se inicia en el afio 2001 en el
Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Virgen del Rocio, en
estrecha colaboracion con la Unidad de Hemofilia del Servicio de Hematologia
del mismo hospital.

Las mutaciones identificadas han sido registradas en el censo andaluz,
donde se encuentran también recogidos los datos fenotipicos del paciente, asi
como informacién acerca de su arbol genealdgico. Actualmente, el censo
Andaluz se compone de 242 familias de hemofilia A (101 graves, 15
moderadas y 126 leves) y 35 familias de hemofilia B (9 graves, 12 moderadas y
14 leves), y ello supone un numero total de 415 pacientes.

Las caracteristicas fenotipicas de los pacientes que se encuentran
registradas en el Registro Andaluz de Hemofilia, al igual que en las bases de
datos internacionales de hemofilia A y B, es una informacion de gran valor para
los profesionales ya que, entre otras aplicaciones, podrian permitir la prediccion
del curso clinico de un paciente con respecto al riesgo de desarrollo de
inhibidores que depende, entre otros factores, de la naturaleza de la mutacion
responsable de la patologia (Schwaab R 1995a), y poder asi, si es posible,
optar a estrategias preventivas.

Otra aplicacion practica de gran repercusion es la identificacion de
portadoras, ya que, una vez que se identifica el defecto genético en el paciente

se puede analizar de forma rapida y con total garantia la presencia de la
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mutacion responsable de la hemofilia en los familiares. Por tanto, se puede
ofrecer a las mujeres de estas familias la posibilidad de acceder a un consejo
genético adecuado y optar libremente por la opcion reproductiva que
consideren mas adecuada.

2.2. OBJETIVOS

Como objetivos de este estudio se fijaron los siguientes:

2.2.1. Objetivos iniciales:
1.- Caracterizar las mutaciones en pacientes con hemofilia A y B de Andalucia
con la finalidad préactica de poder realizar un estudio de portadora en aquellas

mujeres que lo acepten voluntariamente.

2.- Comparar las mutaciones encontradas con las descritas en la literatura para
establecer si existe prevalencia de una determinada mutacién en Andalucia.

3.- Estudiar la distribucién de las mutaciones encontradas a lo largo del gen
FVIIl'y FIX'y ver si existe alguna correlacion entre:

- El tipo de mutacién encontrada y su localizacién

- El tipo de mutacién y el nivel de gravedad de la enfermedad

— Localizacion de la mutacion y nivel de gravedad de la enfermedad

4.- Estudiar la correlacién entre el tipo de mutacion encontrada y el desarrollo

de inhibidor en los pacientes que proceda.

2.2.2. Objetivos “a posteriori”
La informacion de que dispusimos, una vez caracterizadas las
mutaciones en los pacientes estudiados, nos hizo plantearnos una serie de

objetivos adicionales:

5.- Comprobacion de que las mutaciones nuevas de cambio de aminoacido

constituyen la base molecular de la enfermedad.
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6.- Estudio de portadoras en familias con grandes deleciones.

7.- Datacién de las mutaciones causantes de la enfermedad en la poblacion
hemofilica estudiada.

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos propuestos realizamos el siguiente disefio
experimental: '

1° Recoger las muestras de sangre de los pacientes con hemofilia A y
hemofilia B.

2° Extraer el ADN de las células sanguineas para realizar el estudio
genético.

En los pacientes que presentan hemofilia A grave el primer estudio
genético que se realiza es la inversion del intron 22, estudiada mediante “Long
PCR”, que es una reaccion de amplificacion que permite generar un producto,
de miles de pares de bases, mas extenso que mediante una PCR
convencional. A continuacion, a los pacientes negativos para esta mutacion se
les estudia la inversion del intrén 1. En los casos negativos para la inversion del
intrén 1 (resto de pacientes con hemofilia A grave), en los pacientes con
hemofilia A moderadalleve y en los pacientes con hemofilia B se procede a la
secuenciacion de todos los exones y regiones intronicas adyacentes
(implicadas en la regulacion del procesamiento de ARN) de los genes FVIII y
FIX para la identificacion de la mutacién responsable (figura 17).

Una vez caracterizada las mutaciones en los pacientes estudiados, en el
caso de algunos pacientes con hemofilia A que presentan la misma mutacion
se realiza un estudio de haplotipos para investigar si podrian tener
antepasados comunes. Ademas, en el caso de pacientes con grandes
deleciones y con historia familiar previa se identifican los puntos de rotura de
las deleciones para poder realizar un estudio de portadora en dichas familias.
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Figura 17. Diagrama de flujo.
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PACIENTES Y METODOS
3.1 PACIENTES

3.1.1. Pacientes incluidos en el estudio

Incluimos en el estudio un total de 171 varones no emparentados con
hemofilia A y 25 varones no emparentados con hemofilia B, remitidos desde la
Unidad de Hemofilia del Hospital Universitario Virgen del Rocio. Todos los
pacientes estaban incluidos en el Registro Andaluz de Hemofilia y procedian de
distintas areas geograficas de Andalucia, Ceuta y Melilla. Los pacientes antes
de ser incluidos en el Registro Andaluz de Hemofilia deben firmar un
consentimiento informado y se les realiza un estudio geneal6gico comprobando
que no estan emparentados entre ellos como minimo en tres generaciones. Los
pacientes se clasifican como “familiar” cuando existen otros hemofilicos en
generaciones anteriores, y como “esporadico” cuando solo existe un hemofilico
en la familia o una sola generacion afectada (el paciente hemofilico puede
tener hermanos afectados). Seis de los pacientes desconocian si existian otros
familiares afectados. Con el fin de completar ciertos estudios de segregacion
incluidos en este trabajo, algunos familiares de ciertos pacientes fueron
también investigados.

Entre los pacientes con hemofilia A (tabla 7), 81 presentaban hemofilia A
grave, 13 hemofilia moderada, y los 77 pacientes restantes presentaban

hemofilia leve.

Tabla 7. Tipo de herencia en los pacientes con hemofilia A.

lar

Hemofilia A grave Esporadica 50
Desconocida
Familiar

Hemofilia A moderada
Esporadica
Familiar 56
Hemofilia A leve Esporadica 19

Desconocida 2
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Entre los pacientes con hemofilia B (tabla 8), 6 presentaban hemofilia B
grave, 8 hemofilia moderada, y los 11 casos restantes presentaban hemofilia B
leve.

Tabla 8. Tipo de herencia en los pacientes con hemofilia A.

5

Hemofilia B grave
Esporadica 1
Familiar 2

Hemofilia B moderada

Esporadica 6
Familiar 7

Hemofilia B leve
Esporadica 4

3.1.2. Otros pacientes incluidos en el estudio

Con el fin de completar algunos estudios poblacionales realizados en
este trabajo, se incluyeron 8 pacientes con hemofilia A moderada/leve
procedentes del Hospital de Sant Pau y la Santa Creu de Barcelona. Cinco de
los pacientes eran andaluces y estaban incluidos en el Registro Andaluz de

Hemofilia.

3.1.3. Controles

Para comprobar que las mutaciones de cambio de aminoacido
identificadas en este estudio no descritas previamente no estaban presentes en
nuestra poblacion sana, se utilizaron como controles 50 mujeres andaluzas no
emparentadas.

Para determinar la frecuencia de haplotipos del factor VIIl en nuestra
poblacién se utilizaron como controles 50 hombres sanos. Todos los controles
estaban incluidos en el banco de donantes de médula 6ésea. Los controles se

incluyeron en el estudio después de obtener el consentimiento informado.
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3.2. EXTRACCION DE ADN

3.2.1. Proteinasa K

Como material de partida se utilizo sangre periférica fresca o conservada

a —20°C, obtenida por venopuncion en tubos estériles con EDTA como

anticoagulante.

Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre total:

Dispensar 100ul de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5ml previamente
esterilizado en autoclave y afiadir 1ml de tampén TE (ver apéndice).
Mezclar con vortex y centrifugar a 13.000 x g 10s.

Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado celular en 1ml
de tamp6n TE. Centrifugar 10s a 13.000xg.

Repetir esta operacion hasta eliminar cualquier resto de hemoglobina, ya
que el grupo hemo inhibe la PCR. Normalmente es suficiente con
hacerlo dos veces mas.

Resuspender el botén celular en 200ul de tampén K (proteinasa K,
100pg/ml, en 200! de un tampon tris 20mM pH 8 que contiene 0-5% de
tween 20) e incubar 45min en un bafo termostatizado a 56°C para
digerir las proteinas.

Incubar 10min a 95°C para inactivar la proteinasa K. Dar un pulso de
centrifuga a 13.000xg para precipitar los restos celulares no digeridos.

El ADN asi obtenido esta preparado para su amplificacién mediante PCR

y puede conservarse a —20°C durante varios afios.

3.2.2. ADN purificado

Para la técnica de la inversion del intron 22 se necesitd ADN purificado

ya que se amplifican fragmentos de hasta 12Kb. Para su obtencion se utilizé el
kit comercial QiAamp (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany).

Para ello, partimos de 200ul de sangre y seguimos las instrucciones del

fabricante. En el paso final resuspendimos el ADN en tampén AE (suministrado

en el kit).
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3.3. INVERSION DEL INTRON 22

cebadores que habian sido previamente descritos por Liu Q y col. (1998a) y
fueron sintetizados por Invitrogen (Barcelona, Espana) (ver tabla 9). Los
cebadores se suministraron liofilizados y fueron resuspendidos en el laboratorio
en agua destilada, llevando a una concentracion de 12uM, 30uM y 20uM a los
cebadores A, Q y P, respectivamente. En la figura 19 se muestra la localizacion
de los cebadores y la orientacion de las secuencias relevantes, asi como el

tamafo del producto amplificado en un paciente con inversién, un individuo

3.3.1. Cebadores

La inversidon del intrén 22 la detectamos realizando una PCR con tres

normal y una portadora.
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Tabla 9. Cebadores utilizados en la PCR de la Inversién del intrén 22.

Nombre Cebadores
A 5CACAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAS
Q 5’ GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATAZ
P 5GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC3'

Figura 19. Representacion esquematica del ensayo de PCR.

-«— — —
26 22 Q5 & p 2 1 A> A>

int22h2

26 23 —

ot “— 1 22 -

Int22h3/1 Int22h2 Int22h1/3
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Paciente Normal Portadora
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10:

3.3.2. Condiciones de mezcla de PCR

Los reactivos utilizados para la amplificacion estan descritos en la tabla

Concentracion

Reactivos Volumen final
ADN 3ul 25ng/ul
e E
Cebador A (12uM) 1ul 0,5uM
Cebador Q (30uM) 1l 1,2uM
Cebador P (20puM) 1l 0,8uM
DMSO 100% 1,4l 0,06%
DNTPs? 5ul 500uM
Do e eonziesy | 1M 0,04U/l
ddH,0O 9,1ul e
Total 250 | -

"Ver reactivos, 262,5pM de dGTP y deaza-dGTP, 125uM del resto de nucledtidos

3.3.3. Parametros de PCR

Los parametros utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:

Parametros de PCR

10 ciclos .
94°C | 94°C 194°C
2min §12min

: t 12s

15min

: e
\ 5°C/ “7min

1 5m|n+ZOs/csc|o

17 ciclos

c
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3.3.4. Electroforesis

Los fragmentos amplificados se someten a electroforesis en gel de
agarosa sumergido en tampon TBE 0.5X (Ver reactivos). La concentracion de
agarosa para los fragmentos del estudio de la Inversion del intron 22 fue al
0,4%.

-Se disuelve la cantidad deseada de agarosa en TBE 0.5X y se calienta
hasta su disolucion total en un horno microondas. Se deja enfriar ligeramente y
se afade bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5ug/mi (Ver
apendice). Posteriormente se vierte sobre un molde previamente sellado y se
deja enfriar hasta que solidifique.

-Se mezclan 4pl del producto de PCR con 1ul de tampon de carga 5X
(Ver apéndice) y se dispensa en los pocillos del gel sumergido en TBE 0.5X.
Reservar un pocillo para el marcador de peso molecular (Escalera de 1Kb,
Amersham Biosciences) (Ver reactivos).

-Someter a electroforesis en tamp6n TBE 0.5X a 25V durante toda la
noche.

-Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta.
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3.4. INVERSION DEL INTRON 1

3.4.1. Cebadores

Los cebadores fueron descritos por Richard D. Bagnall y col. (2002) y
fueron sintetizados por Invitrogen. Los cebadores se suministraron liofilizados y
fueron resuspendidos en el laboratorio en agua destilada, llevandolos a una
concentracion de 100uM (ver tabla 11).

Tabla 11. Cebadores utilizados en la PCR de la Inversion

del intrén 1.
Nombre Cebadores
9F 5GTTGTTGGGAATGGTTACGGY
9¢R 5CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG3

Int 1h-2F 5GGCAGGGATCTTGTTGGTAAAZ
int 1h-2R 5TGGGTGATATAAGCTGCTGCTGA3

Para detectar la inversion se prepararon dos reacciones de amplificacion
por cada muestra, una incluye la pareja de cebadores 9F y 9cR, mas el
cebador Int 1h-2F y la otra la pareja Int 1h-2F e Int 1h2R mas el cebador 9F.
En la figura 20 se muestra la localizacion de los cebadores y la orientacion de
las secuencias relevantes, asi como el tamafo del producto amplificado en un

paciente con inversion, un individuo normal y una portadora.

Figura 20. Representacién esquematica del ensayo de PCR.

1191 pb 1908 pb
— +» e

TEL &= CEN

Int 1h-2 Int 1h-1 Exén 2
1323 pb
It 1h-2R )70 Pe_ oF Int1h-2F |, "= Pe_ecR
L] 4_ L]
CEN
Exon 1 Exén 2
4a pcr | Paciente Normal Portadora 2a pcRr | Paciente Normal Portadora
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La primera reaccion daria un producto de 1908 pb para un ADN normal y
una banda de 1323 pb para un paciente con la inversion, mientras que en caso
de una mujer portadora obtendriamos las dos bandas. En la segunda reaccion
el producto serd una banda de 1191 pb para un ADN normal y una banda de
1776 pb en un paciente con inversion, y en caso de portadora obtendriarhos las

dos bandas.

3.4.2. Condiciones de la mezcla de PCR
Los reactivos utilizados para la amplificacion estan descritos en la

siguiente tabla (tabla 12):

Reactivos Volumen Conc;ei::‘rlamon
ADN 3ul 10ng/ul
Tampén PCR™ 10X | 3l 1X
Cebador 1 0,2ul 0,7uM
Cebador 2 0,2ul 0,7uM
Cebador 3 0,2ul 0,7uM
DMSO 100% 1,5ul 0,05%
dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM
o tae? | 054 | 0,08Uyl
ddH,O 21l | -
Total 30ul | e

*
Ver apéndice

3.4.3. Parametros de PCR
Los parametros utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:

Parametros de PCR

30 ciclos ;

95°C 194°C
—— 72°C 72°C

5 o ;
min 5305 ggsc 2min| 10min

52



Pacientes y Métodos

3.4.4. Electroforesis

Para la visualizacion de los fragmentos amplificados se siguié el mismo
procedimiento que en el apartado 3.4., solo se introdujeron 2 cambios
marcados por el tamafo del producto de PCR: se utilizd agarosa al 1% y la
electroforesis se realizé a 100V durante 30min.
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3.5. SECUENCIACION

3.5.1. Cebadores para la amplificacion del gen FVIIl y del gen FIX

Los cebadores para la PCR de los exones del factor VIl fueron descritos
por David D y col. (1994). Los cebadores del gen FIX se disefiaron en nuestro
laboratorio segun la secuencia publicada del gen de coagulacién humano FIX
(n° de acceso en NCBI Sequence Viewer: K02402). Los cebadores fueron
sintetizados por Invitrogen y se suministraron liofilizados, resuspendiéndose en
el laboratorio en agua destilada hasta una concentraciéon de 100uM. En las
tablas 13 y 14 se muestran los cebadores utilizados y el tamafio de los
fragmentos amplificados del los genes FVIII y FIX.

Tabla 13. Cebadores utilizados y tamafio de los fragmentos amplificados del gen del factor VI

Tamano del fragmento
Exén Cebadores amplificado (pb)

1 E1F 5'AATCCTATCGGTTACTGCTTA3' 430
E1R 5’AGCATCACAACCATCCTAAC3'

2 E2F 5TGGAAGCATTACTTCCAGCT3’ 276
E2R 5AACTGCAACCTCAAGATTGGY

3 E3F 5TGCTTCTCCACTGTGACCTS’ 355
E3R 5ATCTAGTAAATGTTAAGAAATACA3'

4 E4F 5'GTACAGTGGATATAGAAAGGAC3T 318
E4R 5'GATTCAGTTGTTTGTACTTCTC3

5 ESF 5'CTTACTGTCAAGTAACTGATG3 279
ESR 5'CTTCATTCCTGAACAGTAATG3’

6 E6F 5TCCCACTTATTGTCATGGAC3' 421
E6R 5 TACAGAACTCTGGTGCTGAA3Z

7 E7F 5GGCAAGAGCTGTTGGTTTG? 459
E7R 5 TGTCCAGTAAATTTTATTAAAAGT3

8 E8F 5CCATATAGCCTGCAGAACAT3’ 548
E8R 5'CTGATGCTCAGCTATGTTAG3

9 E9F 5'CTAACATAGCTGAGCATCAGS' 47
E9R 5'AGATCATGTCCATTGGAGACAA3’
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Exoén

Cebadores

Tamano del fragmento
amplificado (pb)

10

E10F 5CTAGCCTCAAATTACTATAATGS’
E10R 5’ACTTTAGACTGGAGCTTGAG3

346

11

E11F 5TGCGACTTTAGCTTCCACTT3'
E11R 5’ACTGACCTATATTGCAAACCAY

445

12

E12F 5TGCCATCGCTTTCATCATAG3’
E12R 5’CATCATTATCTGGACATCAC?

319

13

E13F 5’AACAATCTACTTTTTTGGAAGAZ
E13R 5’AGCATACGAATGGCTAGTGAS

424

14

E14-1 5ACAGGCATAGTACAACAGCAZ
E14-2 5CTTGGCTATTCATTAAACCTG3

1007

E14-3 5TCCATCAGACAATTTGGCAGS
E14-4 5CTACATTTTGCCTAGTGCTC3'

1042

E14-5 5AGTAGGAAAGGGTGAATTTACS
E14-6 5AGGTCCTTCTGATAAATGTGAZ

1061

E14-7 5AGCAGTCATTTCTTACAAGGAZ
E14-8 5’GTTGATAGGTGAGGTTGAC3’

1088

15

E15F 5’AGATGAAGTGGTTAACTATGC3’
E15R 5 GTGGGAATACATTATAGTCAG

348

16

E16F 5’AGCATCCATCTTCTGTACCAZ’
E16R 5TCAGTAGATTCCAGAATGACA3Y

524

17

E17F 5TGTCATTCTGGAATCTACTGAZ
E17R 5'CACTCCCACAGATATACTCT3

491

18

E18F 5’AGAGTATATCTGTGGGAGTG3
E18R 5’CTTAAGAGCATGGAGCTTGT3

412

19

E19F 5GCAAGCACTTTGCATTTGAGY
E19R 5’AGCAACCATTCCAGAAAGGAS'

341

20

E20F 5ACGTTGAGTACAGTTCTTGG3'
E20R 5ACTAATAGAAGCATGGAGATGY

314

21

E21F 5CAGCTTAGATTAACCTTTCTC3
E21R 5'GAGTGAATGTGATACATTTCC3

226

22

E22F 5’AAATAGGTTAAAATAAAGTGTTAZ'
E22R 5GTCCAATATCTGAAATCTGCS’

262

23

E23F 5’GTCTTATGTAGATGTTGGATG3'
E23R 5AGTCTCAGGATAACTAGAACAZ’

349

24

E24F 5 GCTCAGTATAACTGAGGCTG3'
E24R 5’CTCTGAGTCAGTTAAACAGTZ

248

25

E25F 5’AGTGCTGTGGTATGGTTAAGS
E25R 5'TTGCTCTGAAAATTTGGTCATAS'

371

26

E26F 5GGTTTAATCCTGGACTACTG?Z’
E26R 5'GTGTCTGCTAGGATTTAGCA3Z'

373
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Tabla 14. Cebadores utilizados y tamario de los fragmentos amplificados del gen del factor IX

2 Tamaiio del fragmento
Exon Cebadores (pb)
1 F9 E1F 5’CCATTGAGGGAGATGGACATT3 325
F8E1R 5TGCGTGCTGGCTGTTAGACTCTT3’
23 F9 E2F 5'CATGCCCTAAAGAGAAATTGGCY 624
FO E3R 5GGACTGATCTTTCTGAGTCCT3’
4 F9 E4F 5CCAGGTCAGTAGTTTTGCTCTG3 549
F9 E4R 5’'CGTTGGAGTTGCGGTTTTCTC3
5 F9 E5F 5'GACCCATACATGAGTCAGTAG3’ 312
F9 E5R 5’GGAAGCAGATTCAAGTAGG3
6 F9 E6F 5TGACAAGGATGGGCCTCAATY 374
F9 E6R 5’AAAATAGCCTCAGTCTCCCACCY
7 F9 E7F 5’GCCTATTCCTGTAACCAGCACAZ 320
F9 E7R 5'CCTTCTGCCTTTAGCCCAATTY
8 F9 E8F 5'CATTGCCAATTAGGTCAGTGGTC3’ 710
F9 E8R 5'GATTAGTTAGTGAGAGGCCCT3'

3.5.2. Condiciones de la mezcla para la amplificacion del gen FVIIl y el

FIX

Los reactivos utilizados para la amplificaciéon estan descritos en la

siguiente tabla (tabla 15):

Concentracion

Reactivos Volumen final
ADN 3ul 10ng/pl
Tampon PCR 10X | 3ul 1X
Cebador 1 0,1ul 0,3uM
Cebador 2 0,1ul 0,3uM
dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM
ClhMg (25mM) 0,5ul 0,42mM
Taq Polimgrasa 0,2l 0,03U/ul
(Amersham Biosciences ) ,

ddH.0O 22,7ul | -
Total 30pl | -
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3.5.3. Los parametros utilizados para la amplificacion fueron los
siguientes:

Parametros de PCR

L 35 ciclos

95°C 194°C

Bmin |30s \ ggoc —L2C 72°C
Trin Imin 10min

3.5.4. Electroforesis
Para la visualizacion de los fragmentos amplificados se siguié el mismo
procedimiento que en el apartado 3.4., pero se utilizd agarosa al 2% y la

electroforesis se realizdé a 200V durante 15min.

3.5.5. Purificacién
Los productos de PCR se purificaron mediante columnas de sephacryl
S-400.

3.5.6. Reaccion de secuenciacion
Durante los afios que duré el estudio se utilizaron dos secuenciadores
automaticos, el secuenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) y

el secuenciador automatico CEQ 8000 (Beckman-Coulter).

3.5.6.1. Secuenciador automatico ABI Prism 310 (Perkin-Elmer):
Los productos de PCR purificados se reamplificaron utilizando el ABI
Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, con las

siguientes condiciones (tabla 16):
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Reactivos Cantidad
ADN 5ul del producto de PCR

“Terminator Ready

_ 4ul
Reaction Mix”

Cebadores (3uM) {1l

El ciclo de secuenciacidon se llevo a cabo en un termociclador bajo las

siguientes condiciones:

25 ciclos

94°C 96°C
3min  10s

60°C

50°C
Bs

Los productos se purificaron mediante precipitacion con MgCly/etanol
para retirar el exceso de nucleétidos marcados.
- Anadir 9.5pl de MgCl; 2mM y 27.5ul de etanol por cada 10ul de PCR.

Incubar 10-15 min a T amb.

Centrifugar 20 min a 14000 rpm.
Lavar con 250ul de etanol al 75% (v/v en ddH;0).

Centrifugar 10 min a 14000 rpm. Secar 10 min a T® amb

Cada precipitado se resuspende en 12.5ul de “Template Supresion
Reagent” y se calienta a 95°C durante 3min para la desnaturalizacion. La
electroforesis se llevd a cabo en el secuenciador ABI Prism 310 segun las

instrucciones del fabricante.
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3.5.6.2. Secuenciador automatico CEQ 8000 (Beckman-Coulter)

Tras purificar los productos de PCR, se reamplificaron utilizando “CEQ
Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit", con las siguientes
condiciones (tabla 17):

Reactivos Cantidad

ADN 1ul del producto de PCR
“DTCS Quick Start Master Mix" | 4ul

Cebadores (3uM) 1l

ddH,O 4ul

El ciclo de secuenciacion se llevd a cabo en un termociclador con las
siguientes condiciones:

35 ciclos
96°C .
20s

Tras la amplificacién se lleva a cabo una precipitaciéon con etanol:

- Afadir a cada tubo 10pl de ddH;O y 4ul de solucién de parada
(mezclar en el momento 2pl de acetato sodico 3M pH 5.2 y 2ul de EDTA-Na;
pH 8.0)

- Afadir a cada tubo 60pl de etanol/ddH,O 95% (v/v), previamente
enfriado a —20°C, mezclar y centrifugar a 14.000 rpm a 4°C durante 15min.
Retirar sobrenadante.

- Lavar 2 veces con 200pul de etanol/ddH20 70% (v/v) previamente
enfriado a —20°C. Centrifugar a 14.000 rpm 5min a 4°C. Retirar sobrenadante

- Secar.

- Resuspender en 40ul de tampén de carga (Sample Loading
Solution).

La electroforesis se llevo a cabo en el secuenciador CEQ 8000 segun las

instrucciones del fabricante.

59



Pacientes y Métodos

3.5.7. Alineacion de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias
gendmicas publicadas para los genes de coagulacion humanos FVIil (GenBank
Accession nos AY769950) y FIX (GenBank Accession nos K02402). La
nomenclatura utilizada para nombrar a nucledtidos y aminoacidos fue la

seguida por las bases de datos internacionales de la hemofilia A y B.
3.6. ESTUDIO DE HAPLOTIPOS

Para el estudio de haplotipos se analizaron seis marcadores polimérficos
dentro del gen del factor VIII. Se estudiaron tres polimorfismos mediante PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): sitio polimorfico ALWN | en
el intron 7 (G>A), sitio polimérfico Bel | en el intron 8 (T>A) y sitio polimoérfico
Hind 1ll en el intron 19 (C>T). Los tres marcadores restantes son del tipo “STR”
(short tandem repeats) que se estudiaron mediante PCR+Electroforesis
capilar: repeticiones GT en intron 1, repeticiones CA en intrdn 13 y
repeticiones GT-AG en intron 22. La figura 21 muestra la localizacién de los 6

marcadores polimoficos dentro del gen FVIIL.

Alw NI (G>A) A
Intron 1 (GT), Intron 13 (CA), Intrén 22 (GT-CA),

lZ 5 '/lg 1 13l 19 21 l 24
6 8 10 12 14 1518 20 22 23 25 26

I—I-I—I—H—I-I-I—I—H—I——I—I-I-I-I—H-I-I———I-I-I—I 190 Kb

T T

Bel | (T>A) Hind il (C>T)

Figura 21. Localizacion de los 6 marcadores polimoérficos en el gen FVIII. Los nimeros

del 1 al 26 se refiere a los exones.
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3.6.1. PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

El estudio de marcadores mediante PCR-RFLP consiste en la
amplificacion por PCR y posterior digestion con enzimas de restriccion de la
zona deseada, donde el patron de tamarfos de los fragmentos de restriccion
difiere en funcién de la variante alélica. Todos los cebadores utilizados en el
estudio de haplotipos fueron sintetizados por Invitrogen (Barcelona, Espafia) y
se suministraron liofilizados, resuspendiéndose en agua destilada hasta
100uM.

3.6.1.1 Cebadores para la amplificacion de los sitios polimérficos ALW
NI en el intron 7 (G>A), Bcl | en el intron 18 (T>A) y Hind Il en el intréon 19
(C>T).

- Los cebadores para el sitio polimérfico ALW NI fueron descritos
previamente por Kogan y col. (1990). Para cada muestra se realizd una
reaccion de amplificacion obteniéndose un fragmento amplificado de 260 pb,
que se sometia a digestion con la enzima de restriccion Alw NI (New England
Biolabs, USA).

- Los cebadores utilizados para el sitio polimérfico Bel | habian sido
descritos previamente por Kogan y col. (1987). Para cada muestra se realiz6
una reaccion de amplificacién obteniéndose un fragmento amplificado de 142
pb, que se sometia a digestion con la enzima de restriccion Bcl | (New England
Biolabs, USA).

- Para la amplificacion del sitio polimérfico Hind 1l se usé6 el cebador
directo que se utiliza en la amplificacion del exén 19 (E19F) y el inverso
utilizado en la amplificacion del exén 20 (E20R). Para cada muestra se realizo
una reaccién de amplificacién obteniéndose un fragmento amplificado de 1047
pb, que se sometia a digestidn con la enzima de restriccién Hind /Il (Boehringer
Mannheim). El intron 19 tiene dos sitios Hind /I, uno constante y otro
polimérfico que es el que nos interesa.

En la tabla 18 se muestra la secuencia de los cebadores utilizados en
el estudio de los tres marcadores polimoérficos y el tamafio de los fragmentos

amplificados.
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Tabla 18. Cebadores utilizados y tamafio de los fragmentos amplificados

Tamaino del

fragmento
Cebadores
amplificado (pb)

Alw NI-F 5TAATGTACCCAAGTTTTAGGS'

260 pb
Alw NI-R 5TATAGAACAGCCTAATATAGCAACAGACTC3' P
Bcl I-F 5TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGCS' 142 oD
Bcll-R 5 TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTTC3! P
E19R 5’AGCAACCATTCCAGAAAGGA3S'

1047 pb

E20R 5’ACTAATAGAAGCATGGAGATG3'

3.6.1.2. Condiciones de la mezcla para la amplificacién de los sitios
polimérficos ALW NI, Bel | y Hind il
Los reactivos utilizados para la amplificacion estan descritos en la

siguiente tabla (tabla 19):

Concentracion

Reactivos Volumen final
ADN 3ul 10ng/ul
Tampén PCR 10X | 3ul 1X
Cebador 1 0,1ul 0,3uM
Cebador 2 0,1ul 0,3uM
dNTPs (25mM) 0,4l 300uM
ClaMg (25mM) 0,4ul 0,33mM
Taq PoIi_merasa 0,3l 0,05U/ul
(Amersham Biosciences )

ddH,O 22,7ul | -
Total oul |-

3.6.1.3. Los parametros utilizados para la amplificacion fueron los

siguientes:

Parametros de PCR

ol 30 ciclos ;
94°C :94°C
—— 72°C: 72°C
2min 30s 56?6 Imin | Smin
i Imin
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3.6.1.4. Digestion

Se utilizaron 2ul de cada producto de PCR y se digirieron con los

enzimas Alw NI, Bcl | y Hind lll, respectivamente. Las condiciones de mezcla

para la digestion fue en todos los casos la siguiente (tabla 20):

Reactivos | Volumen Concentracion
final

Tampon* 3ul 1X

Alw N | 10

Bol I 01u  |15U

Hind 111 15U

ddH,0 249ul |-

Total oul |

*NEB4 para Alw N [y Bcl I, y M para Hind il {ver reactivos)

Las reacciones se prepararon, en un volumen final de 10pl. La mezcla

se incuba durante 2h a 37°C para los enzimas Alw NIy Hind Ill 'y 2h a 50°C

para el enzima Bcl I, cada una con su tampon correspondiente. Posteriormente

se somete a electroforesis en un gel de agarosa al 2% en TBE 0.5X (Ver

apéndice).

La enzima Alw NI solo digerira el fragmento amplificado para el alelo

Guanina, la enzima Bcl | digerira el fragmento amplificado en presencia del

alelo Timina y la enzima Hind /Il digerira el fragmento amplificado en presencia

del alelo Citosina (tabla 21).
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Tabla 21. Tamafio de los fragmentos de PCR tras la

Digestion.
Tamario de los fragmentos de PCR
Enzima de la di L by*
restriccion tras la digestion (pb)
260 -
Alw NI
232828 +
142 -
Bel | 99 & 43 +
605 & 442 -
Hind ll
605 & 361 & 81+

* + Indica presencia de sitio de restriccion, - indica ausencia.

3.6.2. “STR” (Short Tandem Repeat)

Los polimorfismos del tipo “STR” (short tandem repeat) consisten en un
n° variable de repeticiones en tandem, éstas pueden estar en cualquier parte
del gen. Nuestros tres marcadores se encuentran dentro del gen del factor VIii:
repeticiones GT en el intron 1, repeticiones GA en el intron 13, y repeticiones
GT-AG en el intron 22.

Debido a que las diferencias de tamaifio entre los diferentes alelos son
muy pequefias, e imposibles de detectar en los geles de agarosa, se deben
utilizar sistemas que permitan una mayor resolucion como geles de acrilamida
0 como en nuestro caso sistemas de electroforesis capilar.

En todos los casos, el fragmento de ADN se amplificé utilizando el
cebador directo correspondiente marcado en el extremo 5’ con el fluorocromo
D4. Este marcaje nos permite discriminar el tamafo de los fragmentos en un
sistema de electroforesis capilar con un detector laser CEQ™ 8000 Genetic
Andlisis System (Beckman Coulter).

3.6.2.1. Cebadores para la amplificacion de las regiones de repeticion
en Intrén 1, Intrén 13 e Intron 22

- Los cebadores para la amplificacion de las repeticiones GT en el
intron 1 fueron descritos por Tizzano y col (2005).

- Los cebadores para la amplificacion de las repeticiones CA en el
intrén 13 y GT-AG en el intron 22 fueron descritos previamente por Lalloz y col.
1991, 1994, respectivamente.
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Todos los cebadores directos se marcaron con el fluorocromo D4 en el
extremo &5 y fueron sintetizados por Oligos Online: WellRED™ Oligos. Los
cebadores inversos fueron sintetizados pof Invitrogen. Los cebadores fueron
suministrados liofilizados y se resuspendieron a 100uM. Los productos de PCR
fueron sometidos a electroforesis capilar para determinar el tamafio exacto de
los fragmentos. En la tabla 22 se muestra la secuencia de los cebadores

utilizados.

Tabla 22. Cebadores utilizados en la amplificacién de las regiones de repeticién en el gen

FVILL.
Nombre Cebadores (5°-3’)
Intrén 1 INT 1F D4-ATGCAAAAGAACTGAAATGGG
ntrén

INT 1R GACCCTGTACTTTTACCATTG

INT13-F D4-TTCTAAGAATGTAGTGTGTG
Intrén 13

INT13-R CCAAATTACATATGAATAAGCC

INT22-F D4-TTCTAAGAATGTAGTGTGTG
Intrén 22

INT22-R TAATGCCCACATTATAGA

3.6.2.2. Condiciones de la mezcla para la amplificacién de las regiones
de repeticidn
Los reactivos utilizados para la amplificacion de las repeticiones GT en

el intrén 1 estan descritos en la siguiente tabla (tabla 23):

Reactivos Volumen Concfei:glacmn
ADN 3l 10ng/pl

Tampdédn PCR 10X | 3pl 1X

Cebador 1 0,1ul 0,3uM

Cebador 2 0,1ul 0,3uM

dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM

CloMg (25mM) 0,1ul 0,08mM
ey | 020l | 0,03UM

ddH,O 2314l | -

Total 30pl |-
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Los reactivos utilizados para la amplificacion de las repeticiones CA en
el intrén 13 y GT-AG en el intrén 22 estan descritos en la siguiente tabla (tabla
24).

Reactivos Volumen Conczlr':glacmn
ADN 3ul 10ng/pl

Tampén PCR 10X | 3yl 1X

Cebador 1 0,1ul 0,3uM

Cebador 2 0,1pl 0,3uM

dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM

CloMg (25mM) 0,64l 0.5mM
TaqPolimerasa | g3, | 0,05U/ul

ddH,0 22501 |~

Total 30ul |

3.6.2.3. Los parametros utilizados para la amplificacién
Los parametros de PCR para las repeticiones en intrén 1 fueron los

siguientes:

Parametros de PCR

ol 30 ciclos ;
94°C {94°C on! 7m0
2min | 30s \ 58°C 73%: ;Z.C

30s omn

Los parametros de PCR para las repeticiones en el intron 13 e intron 22

fueron los siguientes:

Parametros de PCR

. 5940 30 ciclos :

95°C | C
— 72°C: 72°C

5 o
min | 305\ 50°C i Bmin

i Imin
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3.6.2.4. Andlisis del tamaiio de los fragmentos

El tamafio de los fragmentos se determiné utilizando el programa
informatico “Fragment Anadlisis Software” (Beckman Coulter). Este software
asigna el tamafio de los fragmentos interpolando los datos de cada muestra en
funciéon del control del peso molecular. Cada muestra es sometida a una
electroforesis independiente y debe contener el control de peso molecular, ya

que, las condiciones pueden variar ligeramente en cada caso.
3.6.2.4.1. Preparacién de las muestras para la electroforesis Capilar

- Diluir las muestras en una proporcion 1:10 con ddH,O autoclavada.
Mezclar 1ul de la dilucién anterior con 0,5u de marcador de peso molecular
(DNA Size Standard Kit-400, Beckman Coulter) y con 37 pul de formamida
desionizada (suministrada en DNA Size Standard Kit-400, Beckman Coulter) en
la placa de muestra CEQ.

- Cubrir cada una de las muestras con una gota de aceite mineral
ligero (suministrado en el kit)

- Cargar la placa de muestra en el CEQ 8000 y comenzar la
electroforesis capilar. Utilizar el polimero Separation Gel-LPA | (Beckman

Coulter).

Los parametros para la electroforesis capilar fueron los siguientes
(tabla 25):

Tabla 25. Parametros de electroforesis capilar

50°C

Temperatura Capilar

90°C para 120 seg.
Temperatura de desnaturalizacion P 9

2Kv para 30 seg.
Voltaje de Injeccion y tiempo P g

. . . 6Kv para 35 min.
Voltaje de Separacién y Tiempo
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3.7. ESTUDIO DE GRANDES DELECIONES

3.7.1. Caracterizacion de del8-9

Los cebadores usados en la caracterizacion de la delecion fueron

disefiados en nuestro laboratorio en base a la secuencia genémica publicada

en la base de datos (GenBank Accession nos. AY769950) y fueron sintetizados

por Invitrogen. Los cebadores se suministraron liofilizados y se resuspendieron

a 100uM.

Se realizaron cinco reacciones de amplificacion con las siguientes
parejas de cebadores: Int7-1F/Int7-1R, Int7-2F/Int7-2R, Int7-3F/Int7-3R, Int7-
3F/E10-2, Int7-3F/Int9-4. En la tabla 26 se muestra la secuencia de los

cebadores utilizados y su localizacién genémica.

Tabla 26. Cebadores usados para PCR y su localizacion

"~ , Localizacién Gen Bank AL
Cebadores 5"- Sequence - 3 genomica Nucleotides

Int7-1F | TGAAAGGACTATTTGG intron 7 57127 — 57142
Int7-1R | GGTGAAATGATGATGCAATCT Intrén 7 57257 — 57277
Int7-2F | ATAGCATTTCTTTCTTCCTATTACT Intrén 7 57800 — 57824
Int7-2R | AGGTCTTGTCAAAATTCCAT Intrén 7 57991 - 58010
Int7-3F | TGATCTTCAAAATTGCCCTG Intrén 7 58384 - 58403
Int7-3R | CCAAGTTCATAAAACCATGACA Intron 7 58555 — 58576
Int9-4 TGATTTGGCTCTCTGTCTG Intrén 9 62597 — 62615
E10-2 ACTTTAGACTGGAGCTTGAG Intrén 10 64892 — 64873

Los reactivos utilizados para la amplificacién estan descritos en la

siguiente tabla (tabla 27):

. Concentracion
Reactivos Volumen final
ADN 3ul 10ng/ul
Tampén PCR 10X | 3ul 1X
Cebador 1 0,1ul 0,3uM
Cebador 2 0,1ul 0,3uM
dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM
Taq Polimerasa
(Ameqrsham Biosciences ) 0'3“' O’OSU/HI
ddH20 23,14l |-

Total 30pl -

68




Pacientes y Métodos

Los parametros de PCR fueron los siguientes:

Parametros de PCR

o5° 594°C 30 ciclos

e e 72°C| 72°C
omin §2mm g:::f\ 2min; 5min

Las condiciones de PCR para la pareja de cebadores Int7-3F/E10-2
fueron las mismas pero con 35 ciclos.

3.7.2. Caracterizacion de la delecién del exdn 15

Los cebadores usados en la caracterizacion de la delecién fueron
disefiados en nuestro laboratorio en base a la secuencia genémica publicada
en la base de datos (GenBank Accession nos. AY769950) y fueron sintetizados
por Invitrogen. Los cebadores se suministraron liofilizados y se resuspendieron
a 100pM

Se realizaron siete reacciones de amplificacion en el intrén 14 con las
siguientes parejas de cebadores: Int14-1F/Int14-1R, Int14-2F/Int14-2R, Int14-
3F/Int14-3R, Int14-4F/Int14-4R, Int14-5F/Int14-5R, Int14-6F/Int14-6R, Int14-
7F/Int14-7R. Se amplificaron tres regiones del intrén 15 con las siguientes
parejas de cebadores: Int15-1/Int15-2, Int15-3/Int15-4, Int15-5/Int15-6. Se
realizé una PCR adicional con la pareja de cebadores Int14-2F/Int15-6. En la
tabla 28 se muestra la secuencia de los cebadores utilizados y su localizacion

genémica.
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Tabla 28. Cebadores utilizados para la amplificacién y su localizaciéon genémica

" , Localizacion Gen Bank AL

Cebadores 5"- Sequence -3 genémica Nucleotides

1 14-1F TGCTGGCACTTATTCCCACTG Intron 14 110718 — 110738
114-1R CACAGTTCCAAAGTTGCTTC Intron 14 110961 — 110980
| 14-2F TAGTGGAGCTGTGAGAAGAG Intron 14 111918 — 111937
| 14-2R CTCCGTGTCTCACATTTAGG Intron 14 112119 - 112138
1 14-3F ATTATGCAGTCTCAGGCAG Intron 14 113097 - 113115
114-3R CTTTATGCCAGTACCATGCT intron 14 113249 — 113268
| 14-4F AACATCGATGAGCCTGGATG Intron 14 114319 — 114338
| 14-4R CCACCCCTTCATTTTACACC Intron 14 114509 — 114528
| 14-5F CTATGACTAAGAACATGCGG Intron 14 115481 — 115500
114-5R CATGTGCGGTGTTGAGTCA Intron 14 115685 — 115703
| 14-6F ATGTGGGCTTCAGTGTCAAG Intron 14 116721 - 116740
| 14-6R CAAACCTGCAAGCAATGTGA Intron 14 116881 — 116900
| 14-7F TGGATAGGTGCTCCACA Intron 14 118139 — 118155
| 14-7R GTTGGGCGGAATTACTAGG Intron 14 118363 — 118381
115-1 CGCTGTAATCACACAACAG Intron 15 119790 — 119807
115-2 CTCTCATTAAAATGTTCAGTGGT Intron 15 119958 — 119980
1 15-3 ATTCCTGCCTATCCAGAG Intron 15 120114 - 120131
| 15-4 TCTTTGGTTCACACAATGC Intron 15 120234 - 120252
115-5 ATTTTTAATCTGGAAAGTAAGCCT Intron 15 120414 — 120437
115-6 AGGAGAAAATTCCTAAACTCAT Intron 15 120569 — 120590

Los reactivos utilizados para la amplificacion estan descritos en la

siguiente tabla (tabla 29):
Reactivos Volumen Conc;:;rlacmn
ADN 3ul 10ng/pl
Tampén PCR 10X | 3ul 1X
Cebador 1 0,1ul 0,3uM
Cebador 2 0,1ul 0,3uM
dNTPs (25mM) 0,4ul 300uM
MgCl,; 25mM 0,3ul 0,25mM
Taq Poli_merasa 0,24l 0,03U/yl
(Amersham Biosciences )
ddH>O 22,9ul | ==
Total 30pl | -
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Los parametros de PCR fueron los siguientes:

Parametros de PCR

30 ciclos
95°C :194°C

o 72°c§72°c
Smin 3OS \——f?:\:): 1min ; 5min

La pareja de cebadores Int14-2F/115-2 fue amplificada bajo las mismas

condiciones pero con una temperatura de “annealing” de 58°C.
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3.8. REACTIVOS

-Bromuro de etidio 10mg/ml

Disolver 100mg de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
Missouri, USA) en un volumen final de1Oml de ddH,O. Se almacena a
temperatura ambiente protegido de la luz.

-Marcador de peso molecular (Escalera de 100pb)

Preparar a una concentracion final de 0.1ug/ul. Mezclar 100ul del
marcador, 700ul de TE y 200ul de tampén de carga 5X. Almacenar a 4°C.

-Marcador de peso molecular (Escalera de 1Kb)

Preparar a una concentracion final de 0,5ug/ul. Mezclar 100ul de
marcador, 100ul de tampén de carga 5X y 200ul de ddH,O. Almacenar a 4°C.

-MgCl; 1M

Disolver 203.3g de MgCl; en 1l de ddH,O. Esterilizar en autoclave.
Almacenar a temperatura ambiente.

-Proteinasa K 33ug/ul

Disolver 49.5mg de proteinasa K (Sigma-Aldrich) en 1.5ml de ddH,O
estéril. Aimacenar a —20°C. |

-Tampon de carga

Solucién de blue juice 5X

Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) al 0.25% (p/v), xilencianol (Sigma-
Aldrich) al 0.25% (p/v) y glicerol (Merck, KgaA, Darmstadt, Alemania) al 30%
(v/v) en ddH,0. Conservar a 4°C.

-Tampén M 10X

Tris-HCI 10Mm, MgCl; 10mM, NaCl 50mM, Dithiothreitol 1mM (pH 7.5).
Conservar a -20°C.

-Tampoén NEB4

Acetato potasico 50mM, Tris-acetato 20mM, Acetato magnésico 10mM,
Dithiothreitol 1mM, (pH 7.9). Conservar a T? ambiente.

-Tampén casero (“Expand Long”) 10X

Tris-HCI 50mM, pH 9.2, (NH,), SO, 16mM, MgCl; 2,25mM, DMSO 2%,
Tween-20 0,1%. Almacenar a —20°C.
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-Tampon para PCR 10X

KCI 50mM, MgCl,1.5mM, Tris-HCI 10mM, pH 8.3. Suministrado junto a
la Taq polimerasa. Almacenar a —20°C.

-Tampon Tris-borato-EDTA (TBE) 1X

Trizma base 89mM, acido boérico 89mM, EDTA 2mM, pH 8.0.

-Tampén TE

Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1mM pH 8.0.

- Kit de extracciéon de ADN (QUIAGEN)

Se almacena a T? ambiente
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4. RESULTADOS

4.1. HEMOFILIA A

4.1.1. Descripcion general de las mutaciones

En este estudio se han incluido un total de 171 pacientes con hemofilia A
(81 grave, 13 moderada y 77 leve) del Registro Andaluz de Hemofilia (tabla 28).

4.1.1.1. Tipo de mutaciones encontradas

La mutacion se identifico en 159 pacientes, lo que representa el 93% de

los casos (tabla 30). El perfil del tipo de mutaciones encontradas en estos 171
pacientes estudiados se muestra en la figura 22.

Tabla 30. Total de pacientes estudiados

Nivel de Pacientes Pa;:::\atzisé(r:'on
gravedad estudiados identificada, n (%)
Grave 81 74 (91,3)
Moderada 13 13 (100)
Leve 77 72 (93,5)
Total 171 159 (93)
Figura 22
Perfil del tipo de mutaciones encontradas en 171 pacientes
. con hemofilia A
Mutaciones en
zona de
procesamiento Inversion del
de ARN, n:4 | Sin mutacion, MroN 22, n:29 1y ergign del
Pequefias (2%) n:12 (7%) (17%) intrén 1, n:4
deleciones e (2%)
inserciones™,
n:15 (9%)
Grandes

. deleciones, n:2
Mutaciones de

0,
codoén de ' (1%)
parada, n:12
(7%) Mutaciones de
cambio de
aminoacido,
n:93 (55%)

*Pequefias deleciones e inserciones se refiere a deleciones e inserciones de <50pb
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Con respecto a los pacientes con hemofilia A grave, la mutacién fue
identificada en 74 pacientes de los 81 estudiados (91,3%). Como era de
esperar, las dos mutaciones mas frecuentes fueron la inversion del intron 22
(35,8%) y la inversion del intron 1 (5%). La frecuencia del resto de mutaciones,
agrupandolas por tipo de mutacién, fue del 18,5% para las pequefas
deleciones e inserciones, 14,8% para las mutaciones de codén de parada y
13,6% para las mutaciones de cambio de aminoacido. Las deleciones grandes
y mutaciones en la zona de procesamiento del ARN fueron muy poco
frecuentes (tabla 31).

En el grupo de 13 pacientes con hemofilia A moderada (tabla 32), la
mutacion fue identificada en los 13 pacientes. El tipo de mutacion presente en
el 92,3% (12/13) de los pacientes fueron las mutaciones de cambio de
aminoacido. El otro tipo fue una mutaciéon en la zona de procesamiento del
ARN. Con respecto a los 77 pacientes con hemofilia A leve (tabla 33), la
mutacion fue identificada en 72 (93,5%). Al igual que en el grupo de hemofilia
moderada, el tipo de mutaciéon presente en mas del 90% (70/72) de los
pacientes fueron mutaciones de cambio de aminoacido, el otro tipo de mutacion

presente fueron mutaciones en la zona de procesamiento de ARN.

Tabla 31. Distribucion de los diferentes tipos de mutaciones encontradas en pacientes

con hemofilia A grave.

. Porcentaje
] B Numero de de

Tipo de mutacién mutaciones pacientes

observadas o

(%)
Inversién intrén 22 29 35,8
Inversion intrén 1 4 4,9
Pequefias deleciones o inserciones 15 18,5
Mutaciones de codén de parada 12 14,8
Mutaciones de cambio de aminoacido 11 13,6
Grandes deleciones 2 2,5
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 1 1,2
Total 74 91,3
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Tabla 32. Distribucion de los diferentes tipos de mutaciones encontradas en pacientes
con hemofilia A moderada.

. Porcentaje
Ndamero de de
Tipo de mutacion mutaciones h
pacientes
observadas (%)
Mutaciones de cambio de aminoacido 12 92,3
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 1 7,7
Total 13 100

Tabla 33. Distribucion de los diferentes tipos de mutaciones encontradas en

pacientes con hemofilia A leve.

. Porcentaje
Ndamero de de
Tipo de mutacién mutaciones pacientes
observadas o
(%)
Mutaciones de cambio de aminoacido 70 97,2
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 2 2,8
Total 72 94,4

4.1.1.2. Mutaciones no descritas previamente

En el grupo de pacientes con hemofilia A grave, excluyendo los
pacientes positivos para la inversion del intrén 22 y la inversion del intrén 1, se
identificaron 36 mutaciones diferentes. Veintidos de estas mutaciones (61%) no
estaban descritas previamente en las bases de datos de hemofilia A (tabla 34).
Los dos grupos mas frecuentes de mutaciones nuevas lo constituian las
pequefias deleciones e inserciones que representaban mas del 36%, y las
mutaciones de cambio de aminoacido con un 31,8%. Otras mutaciones nuevas
fueron: 4 mutaciones de codon de parada, 2 grandes deleciones y una
mutacion en la zona de procesamiento del ARN. Algunas de las mutaciones no
descritas previamente se diagnosticaron en mas de un paciente que
pertenecian a familias diferentes.

En cuanto al grupo de pacientes con hemofilia A moderada, se
identificaron 9 mutaciones diferentes, 4 de éstas (44,4%) no estaban descritas
previamente (tabla 35). Estas incluian 3 mutaciones de cambio de aminoacido
y 1 mutacién en la zona de procesamiento de ARN.

Con respecto al grupo de hemofilia A leve, 17 (50%) de las 34

mutaciones diferentes encontradas no estaban descritas previamente (tabla
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36). Estas incluian 16 mutaciones de cambio de aminoacido y 1 mutacion en la
zona de procesamiento del ARN. Algunas de las mutaciones nuevas se
diagnosticaron en mas de un paciente que pertenecian a familias distintas. Una
de las mutaciones nuevas aparece también en un paciente del grupo de
hemofilia A moderada.

En conjunto, de las 79 mutaciones diferentes encontradas en los
pacientes con hemofilia A, 42 mutaciones no estaban descritas previamente, 22
en el grupo de hemofilia grave y 20 en el grupo de hemofilia moderada/leve, lo
que representa el 53,2%.

Tabla 34. Numero de mutaciones no descritas previamente diagnosticadas en pacientes

con hemofilia A grave.

Ndamero de .
Tipo de mutacion mutaciones nuevas Porc:z ntaje
* (%)
observadas, (n)
Pequefas deleciones o inserciones 8(12) 36,4
Mutaciones de cambio de aminoacido 7(9) 31,8
Mutaciones de codén de parada 4 (11) 18,2
Grandes deleciones 2(2) 9,1
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 1(1) 4,5
Total 22 (35) -

(n)*, nimero de pacientes.

Tabla 35. Nimero de mutaciones no descritas previamente diagnosticadas en pacientes

con hemofilia moderada.

Numero de

. . . Porcentaje
Tipo de mutacion mutaciones nuevas (%)
observadas, (n)
Mutaciones de cambio de aminoacido 3(3) 75
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 1{1) 25
Total 4(4) -

Tabla 36. Namero de mutaciones no descritas previamente diagnosticadas en pacientes

con hemofilia leve.

Ndamero de

. ‘s . Porcentaje
Tipo de mutacion mutaciones nuevas (%)
observadas, (n)
Mutaciones de cambio de aminoacido*® 16 (35) 94,1
Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN 1(2) 59
Total 17 (36) -

* Una de las mutaciones de cambio de aminoacido aparece en el grupo de hemofilia moderada.
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4.1.2. Descripcion de las mutaciones identificadas en pacientes con

hemofilia A grave

4.1.2.1. Inversion intrén 22/Inversién intron 1

Se identificaron 29 pacientes con inversién del intron 22 (Inv22), lo que
representa el 35,8% del grupo de pacientes graves y el 17% del total de
pacientes estudiados. De los 29 pacientes, 23 (79,3%) eran casos esporadicos
y los 6 casos restantes (20,7%) presentaban historia familiar previa.

Con respecto a la inversion del intron 1 (Inv1), se identificaron 4
pacientes con esta mutacion, lo que representa aproximadamente el 5% del

grupo de pacientes graves y el 2,3% del total.

4.1.2.2. Pequeiias deleciones e inserciones (<50pb)

Se identificaron 9 pequeinas deleciones y 3 pequefias inserciones en
un total de 15 pacientes (10 casos esporadicos y 5 casos con historia familiar).
Ocho de estos defectos moleculares no estaban descritos previamente en las
bases de datos de hemofilia A (Http://europium.csc.mrc.ac.uk; Stenson PD

2003). Una descripcion detallada de las mutaciones se muestra en la tabla 37.
En la figura 23 se muestra la localizacion de las mutaciones identificadas en los
dominios de la proteina FVIII, las mutaciones nuevas aparecen subrayadas. A
excepcion de dos mutaciones, localizadas en el dominio A3, el resto de

mutaciones se localizaron en la cadena pesada.

Tabla 37. Pequefias deleciones o inserciones en el gen FVIII en pacientes con hemofilia A grave.

Historia
Cdédigo . L Cambio de Dominio -~ o
muestra Ex6n  Mutacion aminoécido afectado CpG Inhibidor fz:zl\lllizr
A-121 6 741G->A W228X (TGG->TGA) Todos No No Positiva
A-050 14 2440C-T R795X (CGA—TGA) B, A3, C1, C2 Si No Negativa
A-011 15 5301CHG Y1748X (TAC—»TAG) A3, C1,C2 No Transitorio  Positiva
A-359 16 5508GH>A  W1B17X (TGG->TGA) A3, C1,C2 No No Negativa
A-149 18 5878C>T R1941X (CGA—>TGA) A3, C1,C2 No No Negativa
A-325 18 5953C-T R1966X (CGA-»TGA) A3, C1,C2 Si No Negativa
A-005 21 6250AHT K2065X (AAG—>TAG) C1,C2 No No Negativa
A-293 21 6266G>A W2070X (TGG-TAG) c1,C2 No No Negativa
A-028 23 6496C—-T R2147X (CGA-TGA) C1,C2 Si Transitorio Negativa
A-288 23 6496C—>T R2147X (CGA—TGA) C1,C2 Si Transitorio  Negativa
A-065 25 6748CHT Q2231X (CAA-TAA) Cc2 No No Positiva
A-042 26 6976C>T R2307X (CGATGA) C2 Si No Positiva

(Las mutaciones no descritas previamente aparecen en negrita)
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Figura 23. Localizacion de las pequeiias deleciones e inserciones en los
dominios de la proteina FVIli (A1-A2-B-A3-C1-C2).

* Las mutaciones no descritas previamente aparecen subrayadas

Con respecto a las mutaciones no descritas previamente, éstas se
localizaron en el dominio A1 (F51fsX y D167_L168delinsV), en el dominio A2
(P526fsX), en el dominio B (G823fsX, G1083fsX, y T1478fsX), y en el dominio
A3 (K1845fsX y R1966fsX). Ninguna de las mutaciones se localizé en los
dominios C. Todas estas mutaciones, excepto la mutacion 557_559delACT
(p.D167_L168delinsV), fueron responsables de un cambio en la pauta de
lectura de la proteina, dando lugar a una proteina truncada. La mutacion
557_559delACT (p.D167_L168delinsV) fue responsable de la sustitucion de un
residuo de acido aspartico y un residuo de Leucina (167, 168) por un residuo
de valina.

Tres de las mutaciones ya descritas, p.11194fsX, p.N1441fsX y
p.T1590fsX, se localizaron en tramos de 7 a 9 nucleétidos de adenina en el
exon 14, estos tramos de adeninas son conocidos por ser zonas donde se
producen pequefias deleciones e inserciones con mas frecuencia que en

regiones donde no hay series de adeninas (Kunkel TA 1986).

4.1.2.3. Mutaciones de codén de parada

Se identificaron 11 mutaciones puntuales que dieron lugar a un codon
de parada en 12 de los pacientes (8 casos esporadicos y 4 con historia familiar)
(tabla 38). Cuatro de las mutaciones (p.R795X, p.R1966X, p.R2147X, y
p.R2307X) estaban localizadas en sitios CpG. En la figura 24 se muestra la
localizacién de las mutaciones identificadas en los dominios de la proteina
FVIII. A diferencia de las pequeiias deleciones e inserciones, la mayoria de las

mutaciones se localizaron en los dominios A3, C1y C2.

80



Resultados

Tabla 38. Mutaciones de codén de parada en el gen FVIIl en pacientes con hemofilia A

grave.

Cddigo Exén  Mutacié Cambio de Dominio CoG Inhibid ':'Stﬁ."?

muestra ° acion aminoécido afectado P nhibicor 22'\/';
A-121 6 741G-A W228X (TGG-TGA) Todos No No Positiva
A-050 14 2440C-T R795X (CGA—>TGA) B, A3, C1, C2 Si No Negativa
A-011 15 5301C»>G  Y1748X (TACHTAG) A3, C1,C2 No Transitorio  Positiva
A-359 16 5508GH>A  W1B17X (TGG—-TGA) A3, C1,C2 No No Negativa
A-149 18 5878C-T R1941X (CGA>TGA) A3, C1,C2 No No Negativa
A-325 18 5953C>T R1966X (CGA—-TGA) A3,C1,C2 Si No Negativa
A-005 21 6250A-T K2065X (AAG-TAG) C1,C2 No No Negativa
A-293 21 6266G>A  W2070X (TGG—-TAG) C1,C2 No No Negativa
A-028 23 6496C—>T R2147X (CGA—>TGA) C1,C2 Si Transitorio ~ Negativa
A-288 23 6496C-T R2147X (CGA—-TGA) C1,C2 Si Transitorio ~ Negativa
A-065 25 6748CHT Q2231X (CAA-TAA) c2 No No Positiva
A-042 26 6976C>T R2307X (CGA—->TGA) C2 Si No Positiva

Figura 24. Localizacién de las mutaciones de codon de parada en los dominios
de la proteina FVIIl (A1-A2-B-A3-C1-C2).

R1966X R2147X
W1817X J/Kzossxl 231X

|

!
K f

W228X R795X Y1748X R1941X T R2307X
W2070X

|

De las 11 mutaciones identificadas, 4 no estaban descritas
previamente (p.Y1748X, p.W1817X, p.K2065X, y p.Q2231X). Las mutaciones
p.Y1748X y p.W1817X se localizaron en el dominio A3 de la cadena ligera,
eliminando ésta casi en su totalidad, y p.K2065X, y p.Q2231X en los dominios
C1y C2, respectivamente. Ninguna de estas mutaciones nuevas implico sitios
CpG.

Cuatro de las mutaciones identificadas que ya estaban descritas,
p.R795X, p.R1941X, p.R1966X y p.R2307X, aparecen en la base de datos en
multiples ocasiones (Http://europium.csc.mrc.ac.uk). Tres de ellas ocurren en

zonas CpG.
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4.1.2.4. Mutaciones de cambio de aminoacido

Se identificaron 10 mutaciones diferentes de cambio de aminoacido, 8

de las cuales no habian sido previamente descritas, en 11 de los pacientes (5

casos esporadicos y 6 con historia familiar de hemofilia) (tabla 39). Sé6lo dos

mutaciones se localizaron en sitios CpG, la mutacion p.R2163L, que no habia

sido descrita previamente, y la mutacion p.R2304H. Las mutaciones

identificadas estaban localizadas en la cadena pesada y ligera. Todos los

dominios estaban afectados salvo el dominio B (figura 25). Este hecho refuerza

la idea de que sustituciones de cambio de aminoacido dentro de este dominio

son poco importantes (Cutler JA 2002). La mutaciéon nueva p.C153F estaba

presente en dos pacientes no emparentados, ambos con historia familiar

positiva, el resto eran mutaciones Unicas.

Tabla 39. Mutaciones de cambio de aminoacido en pacientes con hemofilia A grave.

. . Historia

Cédigo . . . ) . Dominio . .
Exén Mutacién  Cambio de aminoacido CpG Inhibidor familiar

muestra afectado )
previa
A-025 4 396A—-C E113D (GAA—>GAC) A1 No Si Negativa
A-304 4 515G-»>T C153F (TGCHTTC) A1 No No Positiva
A-21 4 515GH>T C153F (TGC—HTTC) A1 No No Positiva
A-433 10 1463C-A A469E (GCA->GAA) A2 No No Negativa
A-247 15 5260T-C F1735L (TTC—»CTC) A3 No No Negativa
A-019 15 5291A-G Q1745R (CAG—-CGG) A3 No No Positiva
A-092 15 5327G-HT G1757V (GGA-GTA) A3 No No Positiva
A111 18 5881T—->C W1942R (TGG—-CGG) A3 No No Negativa
A-059 18 5924T-»A 956N (ATT—HAAT) A3 No No Positiva
A-397 23 6545G-T R2163L (CGC—HCTC) Cc1 Si No Negativa
A-337 26 6967G—HA R2304H (CGC—CAC) c2 Si No Positiva
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Figura 25. Localizacion de las mutaciones de cambio de sentido en los dominios
de la proteina FVIII (A1, A2, B, A3, C1, C2).
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4.1.2.5. Grandes deleciones

Dos de los pacientes presentaron deleciones parciales en el gen FVIIL
Las deleciones se identificaron por fallo en la amplificacion de los exones 8 y 9
en el paciente A-223 y fallo en la amplificaciéon del exén 15 en paciente A-52.
La caracterizacion de los puntos de rotura de ambas deleciones se describe en
el apartado 5. Los dos pacientes presentaban historia familiar de hemofilia.

4.1.2.6. Mutaciones puntuales en la zona de procesamiento del ARN

En un paciente sin historia familiar, se identificé una mutacion puntual
en la zona de procesamiento del ARN, IVS4-1G—A (tabla 40). Esta mutacion
no estaba descrita en las bases de datos y consistia en un cambio G—A en el
nucleétido 1 del sitio dador del intrén 4.

Tabla 40. Mutacion puntual en zona de procesamiento del ARN en un paciente
con hemofilia A grave.

Paciente Intrén Mutacion Dominio afectado CpG Inhibidor  Historia familiar

A-113 Intrén 4 IVS84-1G—A Todos No No Negativa

4.1.3. Descripcion de las mutaciones identificadas en pacientes con
hemofilia A moderada
4.1.3.1. Mutaciones de cambio de aminoacido
Se identificaron 8 mutaciones diferentes, 3 de las cuales no habian
sido descritas previamente, en 12 de los pacientes (8 casos familiares y 4
casos esporadicos) (tabla 41). Cuatro mutaciones estaban localizadas en sitios
CpG. Dos pacientes presentaron el polimorfismo p.D1241E, y no presentaron
ningun otro cambio en la secuencia codificante. Esta variacién se localiza en el
dominio B del FVIIl y esta asociado con niveles reducidos de FVIII (Machiah DK
2003). En la figura 26 se muestra la localizacién de las mutaciones
identificadas en los dominios de la proteina FVIIl. Todas las mutaciones, a
excepcion de p.L242P y el polimorfismo p.D1242E, se localizaron en la cadena

ligera.
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Tabla 41. Mutaciones de cambio de aminoacido en pacientes con hemofilia A moderada.

Cadigo Dominio Historia
Exén Mutacion  Cambio de aminoacido CpG Inhibidor familiar

muestra afectado .

previa

A-578 6 782T>C L242P (CTG-CCG) A1 No No Negativa
A-358 14 3780C-G D1241E* (GAC—>GAG) B No No Positiva
A-368 14 3780C—»G D1241E* (GAC—»GAG) B No No Positiva
A-228 16 5399G—HA R1781H (CGT-CAT) A3 Si No Negativa
A-531 16 5428T—C $1791P (TCT-CCT) A3 No No Positiva
A-064 19 6046C—T R1997W (CGG->TGG) A3 Si No Positiva
A-323 19 6046C—>T R1997W (CGG—TGG) A3 Si No Positiva
A-014 23 6506G—A R2150H (CGT—>CAT) c1 Si Si Positiva
A-583 23 6506G—>A R2150H (CGT—CAT) c1 Si Si Negativa
A-588 23 6506G—A R2150H (CGT-CAT) c1 Si No Positiva
A-053 23 6545G>A R2163H (CGC—CAC) c1 Si No Positiva
A-078 23 6551A-T E2165V (GAG—GTG) C1 No No Negativa

Figura 26. Localizacion de las mutaciones de cambio de aminoacido en los
dominiosde la proteina FVIli (A1, A2, B, A3, C1, C2).

R1781H

|

L242P D1241E S1791P T R2150 ‘E216SV

R1997W  R2163L

4.1.3.2. Mutacion en la zona de procesamiento de ARN

Un nuevo cambio en la zona de procesamiento de ARN en el gen FVIII
fue identificado en el grupo de pacientes con hemofilia A moderada (tabla 42).
El cambio IVS7+3A—G fue encontrado en un paciente sin historia familiar
previa, y consistia en un cambio A—G en el tercer nucleétido del sitio aceptor

del intron 7.

Tabla 42. Mutacién puntual en la zona de procesamiento de ARN en un paciente

con hemofilia moderada.

Paciente Intrén Mutacion Dominio afectado CpG Inhibidor Historia familiar
A-016 Intréon 7 IVS7+3A-G Todos No No Negativa
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4.1.4. Descripcién de las mutaciones identificadas en pacientes con
hemofilia A leve

4.1.4.1. Mutaciones de cambio de aminoacido

Se identificaron 34 mutaciones diferentes, 10 de las cuales estaban
localizadas en sitios CpG (tabla 43). Nueve de estas 10 mutaciones se
encontraron en mas de un paciente, resultando ser mutaciones recurrentes
ampliamente representadas en la base de datos de hemofilia A. Las
mutaciones mas frecuentes encontradas fueron p.R593C (12 pacientes),
p.R1966Q (7 pacientes), y p.R2150H (6 pacientes). Las mutaciones p.R1781H,
p.R1997W, y p.R2150H, y el polimorfismo p.D1241E, se encontraron también
en pacientes con hemofilia moderada. En la figura 27 se muestra la
localizacion de las mutaciones identificadas en los dominios de la proteina
FVIII. Las mutaciones identificadas estaban localizadas en todos los dominios
de la proteina.

Dieciseis de las mutaciones encontradas no estaban descritas
previamente, y sblo una de ellas, p.R1696Q, se localiz6 en un sitio CpG. Las
mutaciones p.V266A, p.S1791P, y p.H2082D aparecieron en mas de un
paciente. La mutacion p.V266A se detectd en dos pacientes, A-128 y A-510,
ambos con historia familiar previa. La mutaciéon p.S1791P se identificé en 3
pacientes, A-096, A-215, y A-286, y todos tenian historia familiar previa.
Ademas, esta mutacion también aparecia en un paciente con hemofilia
moderada, A-531, con historia familiar previa. La mutacion p.H2082D se
detectd en dos pacientes, A-476 con historia familiar previa y A-594 que resulté

ser un caso esporadico.

Tabla 43. Mutaciones de cambio de aminoacido en pacientes con hemofilia A leve.

Codigo Cambio de amino  Dominio Historia
muestra Ex6n Mutacién acido Afectado CpG  Inhibidor F:::\lllin:r
A-151 4 538CHT H161Y (CAT—>TAT) Al No No Positiva
A-514 4 538CoT H161Y (CAT—-TAT) Al No No Positiva
A-084 6 755CoT T233] (ACA—ATA) A1 No No Positiva
A-561 6 755CHT T233| (ACA—>ATA) A1 No No Positiva
A-128 7 854T-»C V266A (GTG—-GCG) Al No No Positiva
A-510 7 854T-C V266A (GTG—-GCG) A1 No No Positiva
A-089 7 878A-T H274L (CAC—-CTC) Al No No Positiva
A-266 7 923C->T S289L (TCG-HTTG) A1l Si No Positiva
A-544 7 923C—>T S289L (TCGHTTG) A1 Si No Negativa
A-454 8 1185G—>C K376N (AAG—AAC) A2 No No Negativa
A-342 8 1195A->G K380E (AAA—GAA) A2 No No Positiva
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A-221 10 1505T->A V483D (GTC—-GAC) A2 No No Positiva
A-003 11 1726G->A E557K (GAA—>AAA) A2 No No Negativa
A-452 11 1648G—>T R531C (CGC-HTGC) A2 Si No Negativa
A-482 11 1648G->T R531C (CGC—-»TGC) A2 Si No Negativa
A-009 12 1834C>T R593C (CGC-TGC) A2 Si No Positiva
A-039 12 1834C—>T R593C (CGC—-TGC) A2 Si No Positiva
A-040 12 1834CHT R593C (CGC—TGC) A2 Si No Positiva
A-061 12 1834C>T R593C (CGC—HTGC) A2 Si No Positiva
A-260 12 1834C—>T R593C (CGC—H»TGC) A2 Si No Positiva
A-298 12 1834C>T R593C (CGC—HTGC) A2 Si No Positiva
A-365 12 1834CH>T R593C (CGC-TGC) A2 Si No Positiva
A-189 12 1834C—>T R593C (CGC—TGC) A2 Si No Positiva
A-173 12 1834C->T R593C (CGC—»TGC) A2 Si No Positiva
A-425 12 1834C>T R593C (CGC-TGC) A2 Si No Negativa
A-475 12 1834C>T R593C (CGC-TGC) A2 Si No Positiva
A-524 12 1834C>T R593C (CGC—TGC) A2 Si No Positiva
A-035 13 2043G-HA M662l (ATG—ATA) A2 No No Negativa
A-392 14 2167G—-A AT704T (GCCHACC) A2 Si No Positiva
A-118 14 2167G—HA A704T (GCC—ACC) A2 Si No Positiva
A-183 14 2213A-G Y719C (TAC—HTGC) A2 No No Negativa
A-573 14 3780C->G D1241E (GAC—»>GAG) B No No Negativa
A-136 14 5144GH>A R1696Q (CGA—>CAA) A3 Si No Positiva
A-012 14 5159CHT A1701V (GCT->GTT) A3 No No Positiva
A-387 15 5305G—A G1750R (GGA—AGA) A3 No No Positiva
A-521 15 5305G—>A G1750R (GGA—AGA) A3 No No Negativa
A-599 15 5316THA N1753K (AAT->AAA) A3 No No Positiva
A-336 16 5399G—A R1781H (CGT—CAT) A3 Si No Positiva
A-281 16 5420G->C $1788T (AGC—ACC) A3 No No Negativa
A-096 16 5428T-C $1791P (TCT-CCT) A3 No No Positiva
A-215 16 5428T->C $1791P (TCT-CCT) A3 No No Positiva
A-286 16 5428T—>C S$1791P (TCT-CCT) A3 No No Positiva
A-390 16 5527G—~A A1824T (GCA—>ACA) A3 No No Positiva
A-037 16 5531C»>T P1825L (CCC—CTC) A3 No No Positiva
A-027 18 5954G-A R1966Q (CGA—>CAA) A3 Si No Positiva
A-030 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) A3 Si No Positiva
A-417 18 5954G-HA R1966Q (CGA—>CAA) A3 Si No Positiva
A-155 18 5954GH>A R1966Q (CGA—>CAA) A3 Si No Positiva
A-472 18 5954GHA R1966Q (CGA—CAA) A3 Si No Positiva
A-446 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) A3 Si No Positiva
A-515 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) A3 Si No Positiva
A-134 19 6046C>T R1997W (CGG->TGG) A3 Si No Positiva
A-574 19 6046C—T R1997W (CGG-TGG) A3 Si No Negativa
A-476 22 6301C-»G H2082D (CAC>GAC) c1 No No Positiva
A-594 22 6301C>G H2082D (CAC—»>GAC) Cc1 No No Negativa
A-046 23 6506G—>A R2150H (CGT—CAT) C1 Si No Positiva
A-194 23 6506G—»>A R2150H (CGT—>CAT) C1 Si Transitorio Positiva
A-209 23 6506G—>A R2150H (CGT—CAT) C1 Si No Positiva
A-245 23 6506G—»>A R2150H (CGT—-CAT) c1 Si No Positiva
A-559 23 6506G—»>A R2150H (CGT—>CAT) c1 Si No Positiva
A-584 23 6506G—>A R2150H (CGT—CAT) C1 Si Si Positiva
A-129 24 6623A—G Q2189R (CAG->CGG) c2 No No Negativa
A-592 24 6623A—>G Q2189R (CAG->CGG) Cc2 No No Positiva
A-068 24 6622C—»>G Q2189E (CAG—>GAG) c2 No No Positiva
A-493 24 6622C—~G Q2189E (CAG-H>GAG) C2 No No Desconocida
A-505 24 6622C—»G Q2189E (CAG—GAG) c2 No No Positiva
A-024 25 6744G->T W2229C (TGG-TGT) c2 No  Transitorio Negativa
A-120 25 6821THA M2255K (ATG—>AAG) c2 No No Positiva
A-373 26 6967G—HA R2304H (CGC—CAC) Cc2 Si No Negativa
A-081 26 7028T->C L2324P (CTG—>CCG) C2 No No Positiva

(Las mutaciones no descritas previamente aparecen en negrita)
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Figura 27. Localizacion de las mutaciones de cambio de aminoacido en los
dominios de la proteina FVIII (A1, A2, B, A3, C1, C2).
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4.1.4.2. Mutaciones puntuales en zona de procesamiento del ARN
Una nueva mutacién en la zona de procesamiento del ARN en el gen
FVIII fue identificada en 2 pacientes (1 caso familiar y 1 caso esporadico) con

hemofilia A leve (tabla 44). La mutacién IVS11+5G—T consistia en un cambio
G—T en el quinto nucleétido del sitio aceptor del intrén 11.

Tabla 44. Mutaciones puntuales en la zona de procesamiento del ARN en
pacientes con hemofilia A leve.

. Dominio Historia
Paciente Intrén Mutacién CpG Inhibidor .

afectado familiar

A-536 Intrén 11 IVS1145G—-T Todos No No Positiva

A-563 Intron 11 IVS11+5G—T Todos No No Negativa

4.1.5. MUTACIONES “DE NOVO”

Este aspecto es muy importante porque estos casos requieren de un

estudio causa-efecto. Es decir, al no existir antecedentes familiares se precisa

demostrar que la mutacion encontrada es la responsable de la alteracion
funcional

En hemofilia grave, el 61,7% (50/81) de los pacientes fueron casos
esporadicos y en hemofilia moderada/leve fueron el 26,7% (24/90). De los 171

pacientes con hemofilia A estudiados, 74 fueron casos esporadicos, es decir,
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los pacientes no tenian antecedentes familiares de hemofilia, lo que supone
que un 43,3% (74/171) de los casos de hemofilia A se han originado en la
generacién del paciente.

Analizando los datos en conjunto, la mutacién se identific6 en 70 de los
74 casos esporadicos, 47 con hemofilia grave y los 23 restantes con hemofilia
moderadal/leve. En 45 de los 70 casos esporadicos, se dispuso del ADN de la
madre del paciente para el estudio de portadora. En 5 casos, la madre resultd
ser no portadora de la mutacion. De los 40 casos restantes sélo dispusimos de
ADN de 9 abuelas maternas, siendo 1 portadora de la mutacién y las 8

restantes negativas para la mutacion.

4.1.6. INHIBIDORES DEL FACTOR FVIil

De los 171 pacientes con hemofilia A estudiados catorce desarrollaron
inhibidores, 9 de los 81 pacientes graves (11%) y 5 de los 90 pacientes con
hemofilia moderada/leve (5,6%). La tabla 45 muestra los datos clinicos de
estos 14 pacientes con inhibidor permanente e inhibidor transitorio incluyendo
tipo de mutacién, fenotipo, titulo de inhibidor y dias de exposicidn al tratamiento

en el momento de la deteccidon del inhibidor.

Tabla 45. Caracteristicas de pacientes con inhibidor permanente (A) e inhibidor transitorio (B)

Titulo de inhibidorv NuUmero de dias de

Paciente Mutacién Fenotipo més elevado (UB) exposicion*

A A-223 Del E8-E9 Grave 40 <50
A-284 N1441fsX Grave 1,4 > 50
A-25 E113D Grave 30 <50
A-14 R2150H Moderado 32 <50
A-583 R2150H Moderado 1 > 50

B A-48 INV22 Grave 19 <50
A-52 Del E15 Grave 6 > 50
A-11 Y1748X Grave 4 > 50
A-28 R2147X Grave 1,5 > 50
A-288 R2147X Grave NC Desconocido
A-45 P477fsX Grave 2 > 50
A-194 R2150H Leve NC Desconocido
A-559 R2150H Moderado ‘ NC Desconocido
A-24 W2229C Moderado 1,2 > 50

Todos los pacientes de la tabla 2A han sido sometidos al protocolo de erradicacion. Los pacientes de la
tabla 2B no han recibido el protocolo de erradicacién, ya que estos inhibidores desaparecen sin
tratamiento especial.

UB: Unidades Bethesda

*Numero de dias de exposicién en el momento de deteccién del inhibidor

88



Resultados

Los pacientes con inhibidor permanente fueron sometidos al protocolo
de erradicacion y Unicamente en el paciente A-223 el inhibidor fue erradicado.
Los pacientes con inhibidor transitorio no fueron tratados especialmente ya que
estos inhibidores desaparecen espontdneamente.

Entre las mutaciones identificadas en este estudio, que estaban
descritas previamente, 15 estaban asociadas con el desarrollo de inhibidores
segun el registro de mutaciones HAMSTeRS. En nuestro grupo de pacientes,
sblo 5 de estos 15 genotipos se asociaron con desarrollo de inhibidor (INV22,
R2150H, W2229C, E113D y R2147X). La mutacion N1441fsX, que no estaba
asociada con el desarrollo de inhibidor segin HAMSTeRS, se identifico en un
paciente (A284) con inhibidor permanente.

Sélo fueron detectados inhibidores de titulo alto (> 10 UB) en los
pacientes A-14 y A-25 con mutaciones de cambio de sentido, en el paciente A-

223 con una delecion parcial y en el paciente A-48 con inversion del intron 22.
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4.2. HEMOFILIA B

4.2.1. DESCRIPCION GENERAL DE LAS MUTACIONES
En este estudio se han incluido un total de 25 pacientes con hemofilia B
(6 grave, 8 moderada y 11 leve) del Registro Andaluz de Hemofilia (tabla 44).
4.2.1.1. Tipo de mutaciones encontradas
La mutacion se identificé en 24 pacientes, lo que representa el 96% del
total (tabla 46). En la figura 28 se muestra el perfil del tipo de mutaciones

encontradas en los 25 pacientes estudiados.

Tabla 46. Total de pacientes estudiados

Pacientes con

Nivel de Pacletntes mutacién
gravedad estudiados identificada, n (%)
Grave 6 5(83,3)
Moderada 8 8 (100)
Leve 11 11 (100)
Total 25 24 (96)
Figura 28

Perfil del tipo de mutaciones encontradas en 25 pacientes con

hemofilia B
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En el grupo de 6 pacientes con hemofilia B grave, la mutacion fue
identificada en 5 (83,3%). El tipo de mutaciones encontradas fue: 2 mutaciones
de codon de parada, 1 gran delecion, 1 pequefa insercion, y 1 mutacion de
cambio de aminoacido (tabla 47). En el grupo de 8 pacientes con hemofilia B
moderada, la mutacién se identifico en todos ellos. El Gnico tipo de mutacion
que se identificd en estos pacientes fue la mutacion de cambio de aminoacido
(tabla 45). Con respecto a los 11 pacientes con hemofilia leve, se identificé la
mutacion en todos ellos y todas las mutaciones identificadas fueron de cambio
de aminoacido a excepcion de una mutacion puntual en la zona promotora.

En conjunto, el tipo de mutacién mas frecuente encontrada en el grupo
de pacientes con hemofilia B fueron las mutaciones de cambio de aminoacido
con una frecuencia del 76% (19/25), donde 18 de las mutaciones ocurrieron en

pacientes con hemofilia moderada/leve.

Tabla 47. Distribucion de los diferentes tipos de mutaciones encontradas en pacientes

con hemofilia B.

Pacientes con Pacientes con Pacientes con

Tipo de mutacidn hemofilia hemofilia hemofilia leve
grave moderada

Grandes deleciones 1 - -
Pequeiias deleciones o inserciones 1 - -
Mutaciones de codén de parada 2 - -
Mutaciones puntuales en regién promotora - - 1
Mutaciones de cambio de aminodcido 1 8 10

Total 5 8 11

4.2.1.2. Mutaciones no descritas previamente
En el grupo de pacientes con hemofilia B grave se identificaron 5
mutaciones diferentes, 2 de las cuales no estaban descritas previamente en la
base de datos de hemofilia B

(www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html). Las mutaciones consistian

en 1 mutacion de codén de parada y 1 pequeiia insercion.
En el grupo de pacientes con hemofilia moderada se identificaron 8
mutaciones diferentes, ninguna de ellas era nueva, y con respecto al grupo de

pacientes con hemofilia leve, se identificaron 14 mutaciones diferentes, 1 de las
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cuales no estaba descrita previamente en la base de datos de la hemofilia B.
La mutacién consistia en una mutacion de cambio de aminoacido.

En total se han identificado 19 mutaciones diferentes, 3 de las cuales
(16%) eran nuevas.

4.2.2. Descripciéon de las mutaciones identificadas en pacientes con
hemofilia B grave

En la tabla 48 se describen las 5 mutaciones diferentes identificadas en
los cinco pacientes con hemofilia B grave (1 caso esporadico y 4 con historia
familiar). Solo la mutacién p.R248X afect6 a una zona CpG.

Las dos mutaciones nuevas eran una delecion parcial del gen que
abarcaba los exones 4-8 y una insercion de 5 pares de bases
(31198_3199insGAGAT; 359fs), que introducia un cambio en la pauta de
lectura.

Tabla 48. Mutaciones en el gen FIX en pacientes con hemofilia B grave.

Cadigo Cambio de Historia

: Ex6n Mutacién S Dominio afectado CpG Inhibidor familiar
muestra aminoacido previa

B-011 4-8 EX4_EX8del Frameshift - Si Negativa
B-047 8 30863CHT R248X (CGA—TGA) Domino Catalitico Si No Positiva
B-010 8 31051G—>A W310X (TGG—»TGA) Domino Catalitico No No Positiva
B-023 8 31278G->T G386V (GGT-HGTT) Domino Catalitico No No Positiva
B-022 8 31198 _31199insGAGAT 359fs Domino Catalitico No No Positiva

(Las mutaciones no descritas previamente aparecen en negrita).

4.2.3. Descripcidon de las mutaciones identificadas en pacientes con
hemofilia B moderada

Se identificaron 8 mutaciones diferentes en 8 pacientes con hemofilia B
moderada (6 casos esporadicos y 2 con historia familiar) (tabla 49). Todas las
mutaciones identificadas fueron mutaciones de cambio de aminoacido, 3 de las
cuales se localizaron en sitios CpG (37,5%). Cinco de las mutaciones se
localizaron en el dominio catalitico. Todas las mutaciones habian sido descritas

previamente.
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Tabla 49. Mutaciones en el gen FIX en pacientes con hemofilia B moderada.

.- . Historia
rggg;gt’; Exon Mutacién :;;:2;51% Dominio afectado CpG Inhibidor fs:r;i\lliigr
B-082 2 6364C—T R-4W (CGG-TGG) Propéptido Si No Negativa
B-050 2 6401T->C F9S (TTT-HTCT) Dominio Gla No No Negativa
B-005 6 20540C—»>A  A187D (GCC—»>GAC) Péptido de Activacion  No No Negativa
B-025 8 30933C—>A  A271D (GCC—>GAC) Domino Catalitico No No Negativa
B-018 8 31008C—»>A  T296K (ACG—AAG) Domino Catalitico Si No Negativa
B-003 8 31119G->A  R333Q (CGA-CAA) Domino Catalitico Si No Positiva
B-034 8 31169T—->C  C350R (TGT—-CGT) Domino Catalitico No No Positiva
B-052 8 31170G>A  C350Y (TGT>TAT) Domino Catalitico No No Negativa

4.2.4. Descripcion de las mutaciones identificadas en pacientes con
hemofilia B leve

Se identificaron 6 mutaciones diferentes en 11 de los pacientes (4 casos
esporadicos y 7 con historia familiar de hemofilia) (tabla 50). Cinco de las
mutaciones eran cambios de aminoacido, todas localizadas en el dominio
catalitico, la mutacion restante era una mutacion puntual en la zona promotora.
Sélo 1 de las mutaciones de cambio de aminoacido y la mutacién en la region
promotora se localizaron en un sitio CpG. Solo la mutacién p.H268Q no habia
sido descrita previamente y no estaba localizada en un siﬁo CpG.

La mutaciéon p.S308N se observé en 5 pacientes (2 casos esporadicos y
3 con historia familiar) y la mutacion p.T296M aparecié en 2 pacientes (1 caso

esporadico y 1 caso con historia familiar).

Tabla 50. Mutaciones en el gen FIX en pacientes con hemofilia B leve.

Codi Cambio d Historia

0digo Exén  Mutacién ambio de Dominio afectado  CpG Inhibidor  familiar

muestra aminoacido previa
B-008 Promotor -6G—-A - em Si No Positiva
B-044 7 30150G—>A  A233T (GCA—HACA) Domino Catalitico No No Negativa
B-065 8 30925T—>A  H268Q (CAT-CAA) Domino Catalitico No No Negativa
B-072 8 31008C—>T  T296M (ACGHATG) Domino Catalitico Si No Negativa
B-074 8 31008C—»>T  T296M (ACG—HATG) Domino Catalitico Si No Positiva
B-029 8 31044G—A  S308N (AGT—AAT) Domino Catalitico No No Positiva
B-055 8 31044GH>A  S308N (AGT—AAT) Domino Catalitico No No Positiva
B-060 8 31044G—>A  S308N (AGT—AAT) Domino Catalitico No No Positiva
B-079 8 31044G>A  S308N (AGT—AAT) Domino Catalitico No No Positiva
B-081 8 31044G—>A  S308N (AGT—AAT) Domino Catalitico No No Negativa
B-048 8 31080C—-»>T  A320V (GCT->GTT) Domino Catalitico No No Positiva

(Las mutaciones no descritas previamente aparecen en negrita)
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4.2.5. Mutaciones “de novo”

De los 25 pacientes con hemofilia B estudiados, 12 fueron casos
esporadicos, lo que supone que un 48% de los casos de hemofilia B se han
originado en la generacion actual. En el grupo de hemofilia grave, sélo 2
pacientes fueron casos esporadicos, mientras que en hemofilia moderadal/leve,
el 50% (10/20) de los pacientes fueron casos esporadicos.

La mutacidén se identifico en 11 de los 12 casos esporadicos, 1 con
hemofilia grave y 10 con hemofilia moderada/leve. En 5 de los 11 casos
esporadicos, se dispuso del ADN de la madre del paciente para el estudio de
portadora. En los 5 casos la madre era portadora de la mutacién. En uno de

estos casos se dispuso del ADN de una abuela materna y resultd no portadora.

4.2.6. Inhibidores del FIX

De los 25 pacientes con hemofilia B estudiados, solo 1 paciente con
hemofilia B grave desarrollé inhibidor (4% del total). El paciente tenia una
delecién parcial del gen FIX que abarcaba los exones 4-8. El paciente habia
desarrollado una reaccién alérgica tras la administraciéon de los concentrados

de factor.

4.3. CORRELACION ENTRE CAMBIO DE AMINOACIDO NO DESCRITO
PREVIAMENTE EN EL GEN FVIll Y HEMOFILIA

4.3.1. Rastreo en la poblacién general de los cambios de aminoacido no
descritos previamente

Uno de los problemas al que nos enfrentamos es la necesidad de
comprobar si las mutaciones de cambio de aminoacido no descritas
previamente que habiamos identificado tenian consecuencias clinicas para los
pacientes o por el contrario eran irrelevantes clinicamente.

Para comprobar que estas mutaciones eran las responsables de la
hemofilia o se trataban por el contrario de polimorfismos neutros del gen FVIII,
se secuencid el gen del factor VIl en 50 mujeres de familias no hemofilicas

(100 cromosomas X). El resultado fue que ninguna de estas mutaciones estaba
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presente en el grupo control, lo que sugiri6 que las mutaciones descritas

constituian la base molecular de la hemofilia en estas familias.

4.3.2. Cambio de aminoacido en casos con antecedentes familiares

En hemofilicos con historia familiar de hemofilia se realizd un analisis de
segregacion familiar de la mutacion con la enfermedad para comprobar que la
mutacién aparecia en los individuos enfermos y era la responsable.

En el grupo de hemofilia grave, las mutaciones nuevas p.C153F,
p.Q1745R, p.G1757V y p.I11956N, fueron identificadas en pacientes con historia
familiar previa pero no pudimos realizar el analisis de segregacion de la
mutacién con la enfermedad ya que no dispusimos de muestras de ADN de
otros miembros familiares afectados. Lo mismo sucedi6 con la mutacién nueva
p.S1791P, que se identificé en un paciente del grupo de hemofilia moderada y
en tres pacientes del grupo de hemofilia leve, todos con historia familiar previa.

Con respecto al grupo de hemofilia leve, el analisis de segregacion de la
mutacion con la enfermedad se pudo realizar en el caso de las mutaciones
p.H274L, p.A1701V, p.N1753K y p.P1825L. En el resto de mutaciones que
aparecian en pacientes con historia familiar previa no se pudo realizar el
andlisis de segregacion con la enfermedad.

La asociacion de la mutacion p.H274L con la enfermedad fue confirmada
en 4 individuos afectados con hemofilia A leve, IlI-6, 1lI-8, 11I-10, y 11I-13 (figura
29). La mutacion estaba presente en 7 mujeres de la familia, 1I-6, II-8, I1-13, II-
14, 1I-15, 1I-7, y llI-9. Dispusimos de los niveles de FVIIl de dos de las
portadoras, 11-6 y IlI-7, que presentaban unos niveles reducidos de 65 y 56U/dI,
respectivamente.

La mutacién p.A1701V fue identificada en el caso indice A-12 (lli-12),
afectado con hemofilia A leve. La segregacion de la mutacién con la
enfermedad fue confirmada en su hermano, llI-13 (figura 30). La hermana
portaba la mutacion y tenia un nivel de factor de 76U/dl.

Para la mutacion p.N1753K, la asociacion de la mutacién con la
enfermedad fue confirmada en el caso indice (lll-1) y en su abuelo materno (I-
2) (figura 31). La madre del caso indice y su hermana eran portadoras de la

mutacion.
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Con respecto a la mutacion p.P1825L, la asociacion de la mutacién con
la enfermedad fue confirmada en 4 individuos afectados (IlI-2, 1lI-5, Ill-14, y V-
9) (figura 32). Cuatro mujeres de la familia, I1I-10, IV-2, IV-8, y IV-10, portaban
la mutacién, y presentaban los siguientes niveles de factor VIII: 100U/dl, 50U/d|,

67U//dl, y 79U/dI, respectivamente.
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Figura 29. Arbol familiar del paciente A-089. Analisis de segregacion de la mutaciéon p.H274L.

El paciente indice esta indicado con una flecha. * Individuos estudiados.
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Figura 30. Arbol familiar del paciente A-012. Andlisis de segregacion de la mutacion p.A1701V.

* Individuos estudiados.
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Figura 31. Arbol familiar del paciente A-599. Andlisis de segregacion de la mutacién p.N1753K.
* Individuos estudiados.
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Figura 33. Arbol familiar del paciente A-037. Andlisis de segregacion de la mutacién p.P1825L.

El paciente indice esta indicado con una flecha. * Individuos estudiados.
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4.5. CARACTERIZACION DE LOS PUNTOS DE ROTURA DE LAS DOS
GRANDES DELECIONES IDENTIFICADAS EN ESTE ESTUDIO:
IDENTIFICACION DE PORTADORAS

4.5.1. Delecioén de los exones 8 y 9

En el paciente A-223, todos los exones fueron amplificados excepto el 8
y el 9 lo que sugeria la existencia de una delecion que los implicaba. Para
determinar los puntos de rotura de la delecion, en primer lugar se mapeo el
intron 7 con tres parejas de cebadores (figura 33). Se obtuvieron productos de
PCR del tamafio esperado para las tres parejas de cebadores, lo que indicaba
que el intrén 7 no estaba implicado en la delecion. Posteriormente se probo a
amplificar con los cebadores Int-3F y E10-2 (cebador utilizado en la
secuenciacion del exdén 10) (figura 34), y se obtuvo un producto de PCR de
unas 3,200 pares de bases (pb). Esta pareja de cebadores debe amplificar en
un gen normal un fragmento de 6.500-pb, anunciando, por lo tanto, una

delecién de aproximadamente 3.300-pb.

Int7-2F  Int7-2R
Int7-1F Int7-1R\[/ \L Int7-3F  Int7-3R
E7 —Pe4 > >4 Eg E9 E10 12
— a e N\ g O\ AN
Intrén 7 Intron 9

Figura 33. Representacion esquematica de la localizacion de las parejas de cebadores utilizadas en la

caracterizacion de la delecion.

ADN Normal
6.500-pb

I ES8 E9 E10 |

Int 7:3E NN RN RN O

E8 E10

Int 7-3F o RN
*+ £10-2

I |
3.200-pb
ADN Paciente A-223

Figura 34. El diagrama representa la localizacion de los cebadores, Int7-3F y E10-2, en el gen

FVIIl en control sano y paciente.
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Se secuencio el producto especifico de la deleciéon para determinar los
puntos de rotura. El punto de rotura 5’ fue localizado dentro del exén 8 en el
nucleotido 59.318, mientras que el punto de rotura 3’ se encontraba en el intrén
9 en el nucledtido 62.505. Por tanto, la delecion de 3.185-pb incluye una

porcion del exén 8 y la totalidad del exén 9 (figura 35).

Exon 8 Intron 9
Normal  ATCCAAATTCGCTCAGTTGCC YAAGAAGCATCCT--————- ACCATTGTCTCAGCC YCAAAATCTCCTTAAGC

Paciente CTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCC CAAAATCTCCTTAAGCTGATAAGCAACTTCAGCAAA

Figura 35. Puntos de rotura de la delecion en el paciente A-223. La secuencia superior es ADN

normal y la inferior ADN del paciente (GenBank Accession nos. AY769950).

4.5.1.1. Estudio de portadoras 7

Debido al hecho de que los cebadores Int7-3F y E10-2 amplificaban un
producto de PCR de 3.326-pb, disefiamos un nuevo cebador (Int9-4) hacia el
‘extremo 5' mas proximo a la delecién para obtener un producto de PCR de
1.046-pb en individuos con delecidon. En individuos sin delecion, la pareja de
cebadores amplificaria una banda de 4.234-pb, sin embargo, esta banda no
amplificd bajo las condiciones de PCR usadas, por lo que se utilizaron los
cebadores del ex6n 1 como control de la amplificacién. Analizamos el ADN de
la abuela, la madre y la hermana del paciente, y dos controles sanos. Sélo la

abuela y la madre resultaron portadoras del gen mutado (figura 36).
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400 — Exon 1

Figura 36. Amplificacion del fragmento especifico de la delecién. Un fragmento de 1046-pb fue
amplificado mediante los cebadores Int 7-3 y Int 9-4 en el paciente 1, su abuela (2) y su madre (3). No fue
observado producto en la hermana (4) ni en los dos controles (5, 6). Se usé un marcador de 100-pb (M).
El exon 1 del gen FVIII fue amplificado mediante los cebadores Ex-1F y Ex-1R como control positivo de
PCR.

4.5.2. Delecién del exén 15

En el paciente A-52, todos los exones fueron amplificados excepto el 15,
lo que sugirié la presencia de una delecion que afectaba Unicamente a este
exon. Para caracterizar las regiones de los puntos de rotura, en primer lugar se
mapeo el intron 14 con siete parejas de cebadores (figura 37). Se obtuvieron
productos de PCR del tamafio esperado mediante las parejas Int14-1F/Int14-
1R, Int14-2F/Int14-2R, pero no se generd producto alguno para el resto de
parejas de cebadores. En segundo lugar, se mape6 el intrdbn 15 con tres
parejas de cebadores y se generaron productos de PCR del tamaiio esperado
en todas las parejas (figura 38). Para obtener un fragmento de PCR que
contuviera la zona de empalme de la deleciéon, combinamos el cebador Int14-
2F con Int15-1R y se obtuvo un producto de aproximadamente 600-pb. Esta
pareja de cebadores debia amplificar un fragmento silvestre de 8.000-pb

prediciendo una delecién de aproximadamente 7.400 pb (figura 36).
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E 14 ] E15 E 16
Z g 4 £ € 7 1 z !
/- NNNSY Pt P P Pt P Pt —><—m > >t > N7~
+ 4+ - - - - - + o+ +

Figura 37. Representacion esquematica de la localizacion de las parejas de cebadores utilizadas en la
caracterizacién de la delecion.

ADN Normal
8.000-pb
E14 E15 E 16
ON—ON—RN—
> -

Int 14-2F Int 15-2

E14 E16

—_NN—N

Int142F » % |pt15-2

600 pb
ADN Paciente A-52

Figura 38. El diagrama representa la localizacion de los cebadores, Int14-2F y Int15-2, en el
gen FVIll en control sano y paciente.

Se secuencio el fragmento de 600-pb para localizar los puntos de rotura.
El punto de rotura 5’ se localiz6 en el intréon 14 en el nucleétido 111.980, y el 3’
en el intrén 15 en el nucledtido 119.463 (figura 39). El tamafo de la delecion

resultd de 7.481-pb, y se localizé en el punto de rotura y empalme de la
delecién una insercién de 56-pb de origen desconocido.

Intron 14 Intron 15

v v
Normal ATGGTAGATCCACTGAGAG CTTGCACCGTGGG------ TAATTTTATATATT TATTTTCTTGCTGACTAT

Paciente CCACTGAGAG TCTACTGGAATTACAAGAAAATTAATTTTATATATTTTATATATTTATTTTATATA TATTTTCTTGCTG

Figura 39. Puntos de rotura de la delecion en el paciente A-52. La secuencia superior es de ADN
normal y la inferior ADN del paciente. Se localizé una insercion de 56-pb de origen desconocido en el
punto de rotura y empalme en el gen factor VIl del paciente A-52 (GenBank Accession nos. AY769950).
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4.5.2.1. Estudio de portadoras

Se utilizé la pareja de cebadores Int14-2F y Int15-1R para el estudio de
portadoras, obteniendo un producto especifico de 637pb. Como en el caso
anterior, los cebadores amplificarian una banda de 8.062-pb, que no fue
observada con las condiciones de PCR usadas, por lo que se utilizaron los
cebadores del exdn 1 como control de la amplificacion. Analizamos el ADN de
dos sobrinas y dos controles sano. Las dos sobrinas fueron portadoras del gen
mutado (figura 40).

— Exon 1
400 —

Figura 40. Amplificacion del fragmento especifico de la delecién. Un fragmento de 600-pb fue
amplificado mediante los cebadores Int 14-2F y Int 15-2 en el paciente 2 (1) y sus dos sobrinas (2,3). Este
producto no fue observado en los dos controles (4 y 5). Se us6 un marcador de 100-pb (M). El exén 1 del
gen FVIIl fue amplificado mediante los cebadores Ex-1F y Ex-1R como control positivo de PCR.

4.6. ANALISIS DE HAPLOTIPOS

En algunos pacientes pertenecientes a familias diferentes que
presentaban la misma mutacién, se realiz6 un estudio de haplotipos para

investigar si podrian tener antepasados comunes.

4.6.1. Poblacién general de Andalucia

Para determinar los haplotipos y sus frecuencias en la poblaciéon general
del sur de Andalucia se estudiaron 50 varones no hemofilicos. El analisis revel6
un haplotipo comun (h1): Int1 (GT)17 = ALWN | (+) — Int13 (CA)24 — Bel | (+) -
Hind 1l (-) - Int22 (CA + TC)y6 con una frecuencia del 38%. Se observaron
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otros 19 haplotipos en menor representacion con un rango de frecuencia que
iba del 2% al 8% (tabla 51).

Tabla 51. Haplotipos en el gen FVIIl encontrados en la poblacion normal andaluza.

Polimorfismos Frecuencia
. Ne° de de
Haplotipo | | 4 awnt | 13 1 gt | g | Int22 | alelos | Haplotipo

(GTh (CA)n (CA) (%)

h1 17 + 24 + - 26 19 38
h2 17 + 24 + - 25 4 8
h3 17 + 25 + - 25 4 8
h4 17 - 24 + - 25 3 6
h5 17 + 25 + - 26 3 6
hé 18 + 24 + - 26 2 4
h7 18 + 25 - + 25 2 4
h8 14 + 24 + - 26 1 2
h9 15 + 25 + + 25 1 2
h10 16 + 24 + - 26 1 2
h11 17 + 24 + - 27 1 2
h12 17 + 24 + - 28 1 2
h13 17 + 23 + - 26 1 2
h14 17 + 25 + - 27 1 2
h15 18 + 23 - + 24 1 2
h16 18 + 24 - + 24 1 2
h17 18 + 25 + - 25 1 2
h18 18 - 28 - + 25 1 2
h19 19 + 23 + + 24 1 2
h20 20 - 27 + + 25 1 2

Total 50

En cada caso ‘+ indica la presencia y ‘' la ausencia de un sitio de restriccion.

4.6.2. Pacientes con inversion del intron 22

Se realiz6 el andlisis de haplotipos en 22 pacientes con la mutacion
Inv22 para estudiar el origen de esta mutacion en nuestra poblacion hemofilica.
El analisis revel6 un haplotipo comun: Int1 (GT)7 = ALWN | (+) — Int13 (CA)24 -
Bel | (+) — Hind 1l (-) - Int22 (CA + TC),6 con una frecuencia del 27,3%, que
resultd ser el haplotipo mas comuin en la poblacion general (tabla 52). Se
observaron otros 12 haplotipos con menor representacion con un rango de
frecuencia que iba del 4,5% al 9%, 7 de los cuales no estaban representados

en la poblacién general.
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Tabla 52. Haplotipos en el gen FVIIl encontrados en pacientes con la mutacién Inv22,

Polimorfismos Frecuencia
: N° de de
Haplotipo Int 1 ALWN1 Int13 Bell | Hind I Int 22 alelos Haplotipo
(GT), (CA) (CA) (%)
h1 17 + 24 + - 26 6 27,3
h2 17 + 24 + - 25 2 9
h3 17 + 25 + - 25 2 9
h5 17 + 25 + - 26 2 9
h7 18 + 25 - + 25 2 9
h15 18 + 23 - + 24 1 4,5
h 17 - 25 + - 29 1 4,5
h 18 + 26 - + 25 1 4,5
h 18 - 26 - + 25 1 4,5
h 18 - 27 - + ND 1 4,5
h 19 - 27 - + 25 1 4,5
h 20 + 28 - + 25 1 4,5
h 20 - 27 - + 25 1 4,5
Total 22 4,5

4.6.3. Andlisis de haplotipos en pacientes con las mutaciones
recurrentes p.R593C, p.R1966Q y p.R2150H

4.6.3.1 Estudio de haplotipos en pacientes con la mutacién p.R593C

Se incluyeron los 15 pacientes andaluces, 12 incluidos en este estudio
y 3 remitidos desde el hospital de Sant Pau (Barcelona). Ademas se incluyeron
3 pacientes de origen no andaluz, también remitidos desde el hospital de Sant
Pau. Los 15 pacientes andaluces compartian el haplotipo h1, el mas comun en
la poblacion general de Andalucia. Los tres pacientes procedentes de fuera de
Andalucia presentaban haplotipos diferentes (tabla 53), dos de los cuales no
estaban representados en nuestra poblacion.

Se realizd un estudio detallado de los arboles familiares de los
pacientes, pudiendo documentar 4 generaciones afectadas en la mayoria de
familias (figura 41). El estudio reveldé que un grupo de 8 pacientes con tal
anomalia procedian de dos pequefios municipios de la provincia de Sevilla,
Martin de la Jara y Pedrera, muy cercanos entre si (9 Km), y otro grupo de 5

pacientes contaban con familiares afectados que procedian de la provincia de
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Cadiz. Los dos pacientes restantes, A-425 y 01-1284, no tenian historia familiar

previa y procedian de la provincia de Huelva.

Tabla 53. Haplotipos en pacientes con la mutacién p.R593C: Datos del paciente

Paciente | Haplotipo Polimorfismos Procedencia familiar
Int 1 ALWN 1 Int 13 Bcl | Hind Il | Int22
A-9 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera

A-39 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-40 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-61 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-189 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-173 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-298 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-260 h1 17 + 24 + - 26 Martin de la Jara-Pedrera
A-524 h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
A-365 h1 17 + 24 + - 26 Cadiz

99-1900* h1 17 + 24 + - 26 Cadiz

00-1946* h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
A-475 h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
A-425 h1 17 + 24 + - 26 Huelva

01-1284* h1 17 + 24 + - 26 Huelva

95-476* h11 17 + 24 + - 27 Qrigen no andaluz

00-1016~ hx1 16 + 24 + - 27 | Origen no andaluz

00-2022* hx2 19 + 24 - + ND Origen no andaluz

* El estudio genético de estos pacientes se realizé en el hospital Sant Pau.
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Figura 41. Arbol familiar del paciente A-9. * El paciente indice esta indicado con una flecha.
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El nimero entre paréntesis indica la fecha de nacimiento del bisabuelo del paciente IV-11.
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4.6.3.2. Estudio de haplotipos en pacientes con la mutacién p.R2150H

Se incluyeron 11 pacientes andaluces con la mutacién p.R2150H, 9
pertenecian a este estudio y 2 fueron remitidos desde el hospital de Sant Pau.
El analisis de haplotipo revelé que los 11 pacientes compartian el haplotipo h1
(tabla 54). El estudio familiar también document6 la hemofilia hasta cuatro
generaciones atras (figura 42).

Tabla 54. Haplotipos en pacientes con la mutacién p.R2150H: Datos del paciente

Paciente | Haplotipo Polimorfismos Procedencia familiar
Int 1 ALWN 1 Int 13 Bell [ HindIll | Int22
A-14 ht 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-46 h1 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-245 h1 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-559 h1 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-583 h 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-584 h1 17 + 24 + 26 Malaga/Granada
A-588 h1 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
97-1094* h1 17 + 24 + - 26 Malaga/Granada
A-209 h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
A-194 h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
00-2019* h1 17 + 24 + - 26 Cadiz
* El estudio genético de estos pacientes se realizé en el hospital de Sant Pau.
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Figura 42. Arbol familiar del paciente A-245.

* El paciente indice esta indicado con una flecha.

106



Resultados

Ocho pacientes tenian ancestros que procedian de tres poblaciones de
la costa oriental Andaluza (Vélez-Malaga, Nerja y Motril) muy cercanas entre
si, situadas en un radio de aproximadamente 35 Km. Del paciente A-583
aunque también procedia de esta zona no se conocia historia familiar previa.
Los 3 pacientes restantes tenian familiares afectados que procedian de la

provincia de Cadiz.

4.6.3.3. Estudio de haplotipos en pacientes con la mutacién p.R1966Q

Se incluyeron en el estudio 7 pacientes andaluces con la mutacion
p.R1966Q. El analisis de haplotipos reveld que todos, a excepcidn del paciente
A-446, compartian el haplotipo h1 (tabla 55). El paciente A-446 presentaba el
haplotipo h6, que tenia una frecuencia en la poblaciéon general del 4%.

Haciendo un estudio de la rama afecta del grupo de pacientes con el
haplotipo h1, se vio que dos de los pacientes (A-417 y A-515) tenian
antepasados familiares que procedian de la provincia de Cadiz. Por otro lado
los antepasados familiares de A-27, A-30 y A-472 procedian de Ecija, Almeria y
Granada, respectivamente, y por tanto sin relaciéon aparente entre ellos. Por

Ultimo, los antepasados familiares del paciente A-155 procedian de Zaragoza.

Tabla 55. Haplotipos en pacientes con la mutacién p.R1966Q: Datos del paciente

Paciente | Haplotipo Polimorfismos Procedencia familiar
Int 1 ALWN 1 Int 13 Bell [ Hind lli | Int22
A-27 h1 17 + 24 + - 26 Ecija
A-30 h1 17 + 24 + 26 Almeria
A-155 h1 17 + 24 + 26 Zaragoza
A-417 h1 17 + 24 + 26 Cadiz (Algeciras)
A-515 h1 17 + 24 + 26 Cadiz (Barbate)
A-472 h1 17 + 24 + 26 Granada
A-446 hé 18 + 24 + 26 Cadiz (Algeciras)

4.6.4. Analisis de haplotipos en pacientes con mutaciones nuevas de
cambio de aminoacido : »

La mutacion p.V266A se identificé en los pacientes A-128 y A-510 que
presentaban hemofilia A leve. La mutacion p.S1791P se identificO en un
paciente con hemofilia moderada (A-531) y en tres pacientes con hemofilia leve
(A-096, A-215, y A-286). Con respecto a la mutacion p.C153F, ésta se
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identifico en dos pacientes con hemofilia grave. Ninguna de estas mutaciones
se encontraba en sitios CpG. En la tabla 56 se muestran los resultados del

analisis de haplotipo realizado en estos pacientes.

Tabla 56. Haplotipos en pacientes no relacionados que comparten

mutaciones nuevas.

. ) Polimorfismo
Mutacién Paciente Haplotipos
Int 1 ALWN | Int13 | Bell Hind Il | Int22
A-128 h5 17 + 25 + - 26
V266A
A-510 h5 17 + 25 + - 26
A-096 hx3 18 - 29 - + 26
S1791P A-215 hx3 18 - 29 - + 26
A-286 hx3 18 - 29 - + 26
A-531 hx3 18 - 29 - + 26
A-021 h1 17 + 24 + - 26
C153F
A-304 h1 17 + 24 + - 26

El analisis de haplotipo en los dos pacientes con la mutacion p.V266A
revel6 que compartian el haplotipo h5, que se encuentra representado en la
poblacion general con una frecuencia del 6%. El estudio de la historia familiar
de ambos pacientes reveld que tenian familiares afectados de generaciones
anteriores que procedian de Sevilla.

En el caso de la mutacion S1791P, el analisis de haplotipos revelo que
los cuatro pacientes compartian el mismo haplotipo, el cual no estaba
representado en poblacién control andaluza. Cuando se realiz6 un estudio
familiar para ver la procedencia de los cuatro individuos se vio que las cuatro
familias eran de etnia gitana. Se pudo determinar la procedencia familiar de los
pacientes A-94 y A-215, localizandose en la provincia de Cadiz, aunque no
quedo clara la procedencia familiar de los pacientes A-286 y A-531, debido a
que son familias muy extensas y con una gran movilidad geografica.

Por dltimo, los pacientes A-304 y A-021, con la mutacion C153F,
compartian el haplotipo h1 y ademas ambos tenian generaciones anteriores de
familiares afectados que procedian de Cabra, un pueblo de la provincia de
Cordoba. La familia del paciente A-021 describe que el abuelo materno de éste
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era hemofilico, aunque no estd documentado el diagnéstico de hemofilia, y que

murié muy joven por una hemorragia interna.
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5. DISCUSION

El estudio de 196 pacientes con hemofilia pertenecientes a 196 familias
andaluzas, nos ha permitido caracterizar el defecto genético causante de la
enfermedad en el 93,4% de casos. De estos defectos, el 46,9% eran inéditos y
el resto habia sido descrito previamente. El porcentaje de deteccion de la
mutacion en el grupo de pacientes con hemofilia A fue del 93%, mientras que el
porcentaje de deteccion en pacientes con hemofilia B fue del 96%.

En hemofilia A, diversos trabajos consultados, realizados en los ultimos
afnos en poblacion alemana, francesa, india, y estadounidense, obtuvieron
porcentajes de deteccidon de la mutacién muy similares a los nuestros
(Bogdanova 2006, Guillet B 2006, Bogdanova 2005, Jayandharan G 2005,
Citron M 2002). Con respecto a la hemofilia B, en un trabajo multicéntrico
realizado en el 2005 en pacientes Italianos (Belvini D 2005), la deteccion fallo
en 2 de 238 pacientes estudiados. Por tanto, confirmamos que el porcentaje de
deteccién de mutaciones en hemofilia B es mas elevado que en hemofilia A,
existiendo numerosos trabajos donde el porcentaje alcanza el 100% (Mahajan
A 2004; Onay UV 2003; Vidal F 2000; Costa JM 2000; Jaloma-Cruz AR 2000;
Attali O 1999).

A la vista de los resultados obtenidos y de los trabajos anteriormente
citados, es evidente que mediante la secuenciacion de los exones de los genes
FVIil y FIX, la mutacién no puede ser detectada en un 5-10% de pacientes con
hemofilia A y entre el 1-5% de pacientes con hemofilia B. Esto puede ser
debido a que los cebadores utilizados no permiten la identificaciéon de cambios
en secuencias intronicas que puedan afectar a la transcripcion (Citron M 2002).
Por otro lado, pueden ocurrir inversiones en el gen (aparte del intrén 22 e intron
1) que tampoco son detectadas mediante PCR del ADN gendmico, asi como
duplicaciones de cierto exones (Acquila M 2004). Este tipo de mutaciones s6lo
pueden ser estudiadas mediante el ARN, aunque esto no se realizo en este
trabajo. Sin embargo, un reciente trabajo realizado en ARN de pacientes a los
que no se les detectdé mutacion a nivel genémico, no reveld defectos
adicionales que afectaran al gen FVIIl (El-Maarri O 2005). Es posible que
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defectos en otras proteinas implicadas en plegamiento, secrecidn, trafico o
estabilidad sobre los factores de coagulacion FVIIl y FIX puedan ser
responsables del nivel reducido de FVIII/FIX en algunos de estos casos
(Bogdanova N 2006).

En el grupo de pacientes con hemofilia A se identificaron un total de 79
mutaciones diferentes, 42 de las cuales no habian sido descritas previamente,
y fueron identificadas en un total de 49 pacientes. Tomando todos estos datos
en conjunto, aproximadamente una tercera parte (49/171) de los 171 pacientes
con hemofilia A incluidos este trabajo presentaron una mutacidon nueva,
coincidiendo con los resultados publicados en trabajos previos en otras
poblaciones (sueca, checa, y francesa), donde también la tercera parte de los
pacientes presentaron mutaciones que no habian sido descritas previamente
(Ljung RC 1999, Habart D 2003, Guillet B 2006).

Con respecto a la hemofilia B, se han identificado un total de 19
mutaciones diferentes, 3 (15,8%) de las cuales no habian sido descritas
previamente. Entre los diversos trabajos consultados realizados en diversas
poblaciones, el porcentaje de pacientes que presentaban mutaciones nuevas
oscilé entre el 10 y el 27% (Ljung R 2001; Mahajan A 2004; Onay UV 2003;
Belvini D 2005; Espinds C 2003).

El defecto genético mas comun en hemofilia A grave es la inversién del
intrébn 22 del gen FVIII, la cual fue descrita en 1993 por Lakich D y col. En
nuestra poblacion, la incidencia de la inversién del intron 22 fue del 35,8%
(29/81). En un estudio multicéntrico realizado en 1995 (Antonarakis SE 1995a),
la frecuencia de la inversion del intrdn 22 en pacientes con hemofilia A grave
oscild, entre los diferentes grupos, del 28% al 53%, siendo la frecuencia en el
grupo de pacientes espafoles (grupo 21 del estudio) del 42%. Esta diferencia
en la frecuencia entre las diferentes poblaciones pudo ser debida, al menos en
parte, al tamafo de la muestra de cada grupo y a la metodologia empleada, si
bien la variacién étnica no pudo ser excluida.

Cuando analizamos la correlacion entre historia familiar y frecuencia de
esta mutacién, se vio que un porcentaje muy elevado, 79,3%, se debia a casos
esporadicos y sélo el 20,7% a casos con historia familiar previa. Estos
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resultados estan en corcondancia con los encontrados previamente en
poblacién sueca por Ljung & Sjérin (1995b), donde la inversién del intron 22 era
también mas frecuente en familias con hemofilia esporadica (63,6%) que en
familias con historia familiar conocida (36,4%). Similares resultados fueron
obtenidos en un trabajo del 2004 realizado en poblacién irani, donde el 73% de
los pacientes con inversion del intron 22 eran casos esporadicos (Rastegar LG
2004). De acuerdo a los datos de la literatura, mas del 90% de las madres de
los casos esporadicos causados por esta mutacién, son portadoras de la
misma y casi exclusivamente los gametos afectados son trasmitidos por los
abuelos maternos (Rossiter JP 1994). En nuestro estudio, de los 23 casos
esporadicos con Inv22, solo se pudo estudiar a 12 de las madres de estos
pacientes y todas resultaron portadoras de la mutacion, ademas se estudiaron
3 abuelas maternas siendo dos de ellas no portadoras. El mecanismo
postulado para la inversion del intron 22 es que en varones, la ausencia de un
segundo cromosoma X para el alineamiento homoélogo durante la meiosis
favoreceria el alineamiento intracromosdémico entre las regiones homoélogas
(entre region int22h1 y regién int22h2 o int22h3).

En relacion a la inversion del intron 1 del gen FVIII, la incidencia de esta
mutacion en nuestra poblacion fue del 5%. Esta frecuencia se corresponde con
la ya descrita (2-5%) por otros estudios, realizados en poblacién mejicana, indu
y del Reino Unido (Mantilla-Capacho JM 2007, Jayandharan G 2005, Bagnall
RD 2002).

Con respecto a las pequefias delecciones e inserciones,
aproximadamente la tercera parte (15/47) de los pacientes con hemofilia A
grave, negativos para Inv22 e Inv1, portaban pequefias deleciones e
inserciones. Este porcentaje esta en concordancia con los resultados que
aparecen en un estudio previo realizado por Bogdanova y col. (2002) en
poblacién alemana, donde se informa que existe una prevalencia del 30% de
este tipo de mutaciones en pacientes con hemofilia A grave.

En este trabajo, hemos identificado 12 pequefias deleciones/inserciones
diferentes, 11 de las cuales provocaron un cambio de la pauta de lectura. La
mitad de éstas (6/12) se localizaron en el exon 14, el cual es considerado un
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punto caliente para este tipo de mutaciones, debido principalmente, a la
presencia de varios tramos de nucleétidos de adenina (poli-A) (Nakaya S
2001). De hecho, tres de estas mutaciones implicaban la insercion o delecion
de una adenina dentro de un tramo poli-A, 3637delA, 4379 4380insA vy
4825_4826insA. Los tramos de adeninas en los exones del gen FVIII son
mucho mas comunes que otra secuencia de ADN formada por la repeticion de
cualquier otro nucleétido. Por ejemplo, hay doce secuencias de Ag en los
exones del gen FVIII, comparado con 3 secuencias de Tg, 1 de Gg, y ninguna
de C¢ (Goodeve AC 2003).

Ocho de las doce mutaciones identificadas no habian sido descritas
previamente, y a excepcion de la mutacion 557_559delACT
(p.D167_L168delinsV), todas producian un cambio de la pauta de lectura. La
mutacién 557_559delACT (p.D167_L168delinsV) fue responsable de la
sustitucion de un residuo de acido aspartico y un residuo de leucina (167, 168)
por un residuo de valina. La mutacion se localizé6 en el dominio A1, el cual
interacciona con FX, aunque ninguna region especifica ha sido identificada.
Una mutacion de cambio de aminoacido en el residuo 167, Asp>Tyr
(GAC>TAC), ha sido descrita por Liu ML y col. (2002) asociada con hemofilia
grave. Ademas, los residuos 167 y 168 tienen un porcentaje de accesibilidad
del 0,1% y 7,3%, respectivamente, lo que indica que se encuentran en el
nucleo del dominio A1. Todo esto apoyaria el fenotipo grave del paciente con la
mutacién p.D167_L168delinsV.

Las mutaciones de coddn de parada estaban presentes en una cuarta
parte de nuestros pacientes con hemofilia A grave, negativos para Inv22 e Inv1.
Este resultado coincide con el de otros trabajos publicados, donde
aproximadamente el 24% de los pacientes con hemofilia grave presentaban un
coddén de parada (lvaskevicius V 2001; Bogdanova N 2005; Vinciguerra C
2006; Guillet B 2006).

En este estudio, hemos identificado 11 mutaciones de coddn de parada,
4 de ellas no estaban descritas previamente, y ninguna de éstas se localiz6 en
sitios CpG. Estos resultados son similares a los obtenidos por Citron y col. en el
2002 que identificaron 7 mutaciones nuevas de codén parada y ninguna de
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ellas estaba localizadas en sitios CpG. Estas observaciones son diferentes a
las de un estudio multicéntrico realizado en 1996 en 147 pacientes hemofilicos
sin historia familiar previa, donde la mayoria de las mutaciones nuevas se
localizaban en zonas CpG (Becker J 1996). Esta diferencia de resultados
podria ser debida a que la identificacion de mutaciones en hemofilia A cuando
se realizd el trabajo de Becker y col. era relativamente reciente, y por lo tanto,
la frecuencia de aparicion de mutaciones nuevas, incluidas las localizadas en
sitios CpG, era muy elevada.

Por otro lado, las mutaciones identificadas en nuestro estudio
localizadas en sitios CpG (p.R795X, p.R1941X, 'p.R1 966X y p.R2307X)
aparecen en la base de datos en multiples ocasiones asociadas con hemofilia
grave.

El mecanismo deletéreo de este tipo de mutaciones es obvio, ya que un
codén de parada prematuro conduce a un ARNm y/o proteina truncada
(Antonarakis SE 1995b). Como consecuencia, todas las mutaciones de codon
de parada identificadas en este estudio dieron lugar a un fenotipo grave.

En el caso de las mutaciones de cambio de aminoécido, un 55% del total
de pacientes con hemofilia A estudiados presentaron este tipo de mutacion.
Entre los diversos trabajos consultados, el porcentaje de pacientes con este
tipo de mutacién oscilé entre el 22 y el 60% (Ahmed RPH 2005, Ivaskevicius V
2001, Citron M 2002, Guillet B 2006, Hill M 2005). En nuestros pacientes con
hemofilia A grave, negativos para Inv22 e Inv1, la prevalencia de este tipo de
mutacion fue del 24,4%. Este resultado es similar al que se obtuvo en un
estudio multicéntrico realizado por Vinciguerra y col. en pacientes graves donde
la prevalencia para las mutaciones de cambio de aminoacido fue
aproximadamente del 29% (Vinciguerra C 2006). Sin embargo, en un estudio
multicéntrico realizado en el 2005 (Bogdanova N 2005) el porcentaje fue del
38,4%. Con respecto a nuestros pacientes con hemofilia A moderadal/leve, la
incidencia fue aproximadamente del 84,7%, coincidiendo con resultados
previos obtenidos en otros trabajos (Citron M 2002, Hill M 2005, Guillet B 2006,
Bogdanova N 2006).
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Se identificaron 48 mutaciones diferentes de cambio de aminoacido,
aproximadamente el 21% (10/48) en hemofilia A grave y el 79% restante en
hemofilia A moderada/leve. De estas mutaciones, 26 eran no habian sido
descritas previamente, 8 se identificaron en pacientes con hemofilia grave y 18
en pacientes con hemofilia moderada/leve.

Las mutaciones de cambio de aminoacido encontradas en pacientes con
hemofilia A grave se observaron a lo largo de todo el gen FVIII, aunque cinco
de las 10 mutaciones de cambio de aminoacido identificadas en estos
pacientes se localizaron en el dominio A3, ninguna de las cuales habia sido
descrita previamente. En hemofilia moderada/leve, las mutaciones se
observaron a lo largo de todo el gen FVIII, principalmente en el dominio A3. Las
mutaciones inéditas se localizaron en su mayoria en el dominio A2 (5/18) y en
el dominio A3 (6/18).

En los dominios C se identificaron 24 mutaciones de cambio de
aminoacido y solo el 8,3% (2/24) estaban asociadas con hemofilia grave. En un
estudio realizado por Liu ML y col. (2000), se identificaron 57 pacientes con
mutaciones de cambio de aminoacido localizadas en los dominios C, en los que
el 20% de las mutaciones estaban asociadas a hemofilia A grave. La frecuencia
mas baja obtenida en nuestro estudio quizas fue debido al tamafio de la
muestra, aunque estos datos nos indican, que las mutaciones de cambio de
aminoacido en los dominios C tienden a asociarse con hemofilia
moderadal/leve.

El caracter “hotspots” de los dinucledtidos CG ha sido ya confirmado en
numerosas publicaciones (Cooper DN 1988; YouSsoufian H 1988; Cooper DN
1990; Pattinson JK 1990). En el caso de la hemofilia A, entre un 30-40% de las
mutaciones puntuales ocurren en uno de los 70 sitios CpG del FVIII, aunque
éstos soblo representan el 2% de la secuencia codificante (Cooper DN 1988,
Youssoufian H 1988, Pattinson JK 1990).

En nuestro estudio, en hemofilia A, hemos identificado 59 mutaciones
puntuales, entre mutaciones de codon de parada y mutaciones de cambio de
sentido, y 17 (28,8%) se localizaron en sitios CpG. En un estudio anterior

realizado por V. Ivaskevicius y col. (2001) en 63 pacientes con hemofilia A de
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Lituania, se encontrd que el porcentaje de mutaciones localizadas en sitios
CpG era del 29,2%. Estos resultados corroboran que aproximadamente el 30%
de las mutaciones puntuales ocurren en sitios CpG.

De las 59 mutaciones puntuales identificadas, 30 no habian sido
descritas previamente y solo 2 (6,6%) de ellas se localizaron en sitios CpG.
Este porcentaje es significativamente menor que el 32% informado por Cooper
(1990), pero igual al 6,1% obtenido por Cutler y col (2002). En otro trabajo
realizado en el afio 2002 por Citron y col., encontraron 17 mutaciones
puntuales que no habian sido descritas previamente pero ninguna de ellas se
localiz6 en zonas CpG. La diferencia significativa en los resultados obtenidos
por Cooper y col. en el 1990 y los obtenidos en el resto de trabajos
mencionados, incluido el nuestro, podria ser debida, como ya se ha comentado
antes para un trabajo de Becker en 1996, a que la frecuencia de aparicién de
mutaciones puntuales nuevas, incluidas las localizadas en sitios CpG, era
mayor en el momento del estudio, ya que la identificacion de mutaciones en
hemofilia era reciente.

Por otro lado, 4 de los 6 codones que codifican para el aminoacido
arginina contienen sitios CpG, de hecho, de las 17 mutaciones puntuales
localizadas en sitios CpG en este estudio, 14 se localizaban en codones de
arginina. Como consecuencia de ello, la arginina es el aminoacido mas mutado,
estando afectado en aproximadamente 1/3 de todas las mutaciones puntuales
(Oldenburg J 2004a). En este trabajo se han obtenido datos similares, ya que el
27% (16/59) de las mutaciones puntuales se localizaron en codones de_
arginina.
| En hemofilia existe una alta frecuencia de mutaciones puntuales
recurrentes y éstas se encuentran principalmente en sitios CpG (Oldenburg J
2006b, base de datos HAMSTeRS). En nuestro caso, en hemofilia A, y a
excepcion de las dos mutaciones nuevas (p.R1696Q y p.R2163L) y la mutacién
R2304H, que solo aparece en HAMSTeRS en dos ocasiones, las 14
mutaciones restantes localizadas en sitios CpG se consideran mutaciones

recurrentes ya que aparecen en la base de datos en numerosas ocasiones.
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Por tanto, nuestros resultados confirman que la tercera parte de las
mutaciones puntuales ocurren en sitios CpG, y que el amino acido arginina es
el mas mutado. Por otro lado, la gran mayoria (82%) de las mutaciones
puntuales localizadas en sitios CpG son mutaciones recurrentes, y solo un
minimo porcentaje de las mutaciones puntuales nuevas se localizan en sitios
CpG.

Dos grandes delecciones se identificaron en dos pacientes con hemofilia
A grave (4%), negativos para Inv22 e Inv1, ambas delecciones no habian sido
descritas previamente. En un estudio multicéntrico realizado en 846 pacientes
de origen aleman la frecuencia de este tipo de mutacion fue del 3% (Oldenburg
J 2004a). En otros trabajos recientes realizados en poblacion indu y francesa,
las frecuencias fueron del 4% y 6%, respectivamente (Jayandharan 2005;
Vinciguerra C 2006). En general, lo que nos indican estos resultados es que la
frecuencia de ese tipo de mutacion es baja.

El ultimo tipo de mutaciéon identificada en nuestros pacientes con
hemofilia A fueron las mutaciones en la zona de procesamiento del ARN. Un
2% del total de pacientes con hemofilia A estudiados presentaron este tipo de
mutacion, coincidiendo con los resuitados obtenidos en trabajos previos
consultados (lvaskevicius V 2001, Cutler JA 2002, Citron M 2002, Jayandharan
G 2005, Vinviguerra C 2006). Se identificaron 3 mutaciones puntuales en la
zona de procesamiento de ARN, ninguna de las cuales habia sido descrita
previamente. La mutacién IVS4-1G>A se detecté en un paciente con hemofilia
A grave y afectaba al dinucleétido invariante AG (sitio aceptor). Esta secuencia
esta totalmente conservada en todos los sitios aceptores de procesamiento de
ARN, por lo que la mutacién interferird en el procesamiento de intrones
(Krawczak M 1992), provocando hemofilia grave. Esta hipotesis esta apoyada
por un caso descrito en HAMSTeRS donde una mutacion en el sitio aceptor AG
del intrén 4 (IVS4-2A>G) esta asociada con la forma grave de la enfermedad.
Las dos mutaciones restantes, IVS7+3A>G y IVS11+5G>T, se localizaron en la
secuencia consenso del sitio dador de los intrones, dando lugar a hemofilia
leve. Se podria postular, que al estar ambas mutaciones en la secuencia

consenso, pero no en una de las posiciones invariantes, podria darse algun
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procesamiento correcto lo que explicaria la levedad de la afeccion clinica
(Bowen DJ 2001).

Con respecto al estudio que hemos realizado en pacientes con hemofilia
B, se han identificado 19 mutaciones diferentes dentro del grupo de pacientes,
17 de las cuales fueron mutaciones puntuales. Las mutaciones de cambio de
aminoacido fueron el defecto genético mas frecuente, con un 73,7% (14/19),
seguido de las mutaciones de codén de parada con un 10,5% (2/19). Estas
frecuencias son similares a las informadas en dos estudios multicéntricos
realizados en poblacién espafola (Montejo JM 1999) e italiana (Belvini D 2005),
y en la base de datos internacional de hemofilia B, donde las frecuencias de las
mutaciones de cambio de aminoacido fueron 72,5%, 65%, y 68%,
reSpectivamente; y las mutaciones de coddn de parada fueron de 9,7% y 15%,
y 14%, respectivamente.

El 35,5% (6/17) de las mutaciones puntuales identificadas en nuestro
pacientes con hemofilia B estaban localizadas en sitios CpG, coincidiendo con
el 40% informado en la base de datos internacional de hemofilia B (Mukherjee
S 2003), y con el 35% obtenido en el estudio realizado por Belvini D y col
(Belvini D 2005). En otro estudio realizado en 18 pacientes con hemofilia B, que
procedian del Norte de la India, el porcentaje que obtuvieron fue de
aproximadamente un 29% (Mahajan A 2004). Como sucede en el gen del FVIl,
nuestros resultados vuelven a confirmar que los dinucleétidos CpG son un
“hotspot” en el gen FIX (Green PM 1990)

En el grupo de pacientes con hemofilia B grave se identificaron dos
mutaciones que no habian sido descritas previamente, una gran delecién que
abarcaba los exones 4 y 8, y una pequefia insercion (31198_31199insGAGAT)
que provocaba un cambio en la pauta de lectura y como consecuencia, un
coddn de parada prematuro en el exén 8. La frecuencia de ambas mutaciones
fue inferior al 10%, lo cual estaba en concordancia con las frecuencias
informadas por estudios previos (Ljung R 2001, Enayat MS 2004, Mahajan A
2004).
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En hemofilia B moderada/leve se identificaron 13 mutaciones de cambio
de aminoacido y una mutacion en la regién promotora. S6lo la mutacién de
cambio de aminoacido p.H268Q no habia sido descrita previamente.

La mutaciéon en la zona promotora, -6G—A, estaba asociada con
fenotipo B Leyden en un paciente con hemofilia leve. Esta variante de la
enfermedad se caracteriza por tener una deficiencia grave de factor IX en el
nacimiento y la infancia, aumento de los niveles desde la pubertad a la
adolescencia, y valores de FIX casi normales en la edad adulta (Crossley M
1992). Se sabe que la hormona esteroide juega un papel importante en el
aumento de los niveles de FIX en la pubertad (Briet E 1985). La regién
promotora de FIX tiene un sitio de unién para el factor nuclear de hepatocitos 4
(HNF-4), que es un factor de transcripcion en la superfamilia de receptores de
hormonas esteroides. En la hemofilia B Leyden, la unidon del factor de
trascripcion HNF-4 a esta region promotora estd afectada, y por lo tanto
también lo estd la transactivacion del FIX (Reijnen MJ 1992). El fenotipo
Leyden se supera parcialmente durante la pubertad, con el incremento en la
concentracion de testosterona. De entre las mutaciones en la zona promotora
que dan lugar a este fenotipo, la mutacion -6G—A, la cual se encuentra
localizada en un sitio CpG y para la que ha sido documentado un efecto
fundador (Morgan GE 1995), es la que da un fenotipo mas leve y una
recuperacion parcial mas temprana de los niveles de FIX (Morgan GE 1995;
Vidaud D 1993).

Todas las mutaciones identificadas en este estudio, tanto si eran inéditas
como si ya habian sido previamente descritas por otros autores, han sido
enviadas a las bases de datos correspondientes
(Http://europium.csc.mrc.ac.uk; Stenson PD 2003,
www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html) con objeto de que puedan
ser consultadas por la comunidad cientifica internacional.

En ausencia de estudios funcionales, la relacion entre causa y efecto no
siempre es clara, y s6lo en una minoria de mutaciones, podemos comprender
perfectamente como el defecto genético presente en el gen es el causante de

la hemofilia. Esto queda limitado en su mayor parte a mutaciones cuyo efecto
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es evidente, lo que sucede en grandes delecciones, mutaciones de codén de
parada, mutaciones que cambian la pauta de lectura y mutaciones en la zona
de procesamiento del ARN, ya que el gen queda interrumpido, la traduccién de
la proteina es terminada de forma prematura, o el procesamiento del ARNm es
incorrecto, etc; estando relacionadas este tipo de mutaciones con la forma
grave de la enfermedad. Sin embargo, para la mayoria de mutaciones de
cambio de aminoacido no hay una explicacion obvia para el efecto que
producen, en cuyo caso se intentan buscar posibles explicaciones como
desestabilizacion de la proteina, plegamiento incorrecto, o perturbaciéon de
regiones estructural y funcionalmente importantes. Aunque a menudo las
posibilidades para probar estas explicaciones son pocas, la cristalografia de
rayos X y avances en software de modelos moleculares y prediccién de
estructura de proteina han permitido la explicacion para algunas mutaciones
(Pemberton S 1997; Brandstetter H 1995; Mertens K 1999; Bajaj SP 1999).

En nuestro estudio, hemos identificado 26 mutaciones de cambio de
aminoacido, en pacientes con hemofilia A, que no habian sido descritas
previamente. Siguiendo una serie de pasos hemos intentado demostrar que
estos cambios son los responsables de las anomalias clinicas en estos
pacientes.

Se descartd la existencia de un segundo cambio en la secuencia
codificante de estos pacientes que pudiera ser causante de la enfermedad, ya
que se secuencio la region codificante del gen del FVIIl y las zonas adyacentes
exon/intrén y no se encontrd ningan otro cambio. También pudimos descartar la
presencia de estas mutaciones en la poblacién general, porque al secuenciar el
gen FVIIl en 100 cromosomas no hemofilicos no encontramos ninguno de
estos cambios entre ellos, sugiriéndonos que no se trataban de cambios
polimérficos neutros.

Estudiamos el grado de conservacion de los residuos afectados en
cuatro genomas de mamiferos que han divergido en la evolucién: humano,

ratdbn, cerdo y perro (Http://europium.csc.mrc.ac.uk). Todos los residuos

afectados, a excepcion de uno, estaban altamente conservados en el FVIII de

humano, ratdon, cerdo y canino, lo que sugiri6 un importante papel para la
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funcion de la proteina (Matthews BW 1996) (tabla 57). La Unica excepcion fue

valina en el codon 266, sustituido por isoleucina en el genoma de canino.

Tabla 57. Conservacion de los residuos afectados en 4 genomas

de mamiferos.
Tipo de Mutacién FVill Fvil Fviil FVII
Hemofilia | encontrada | Humano | Cerdo Ratén Canino
C153F
A469E
F1735L
Q1745R
G1757V
W1942R
11956N
R2163L
L242P
Moderada | S1791P
E2165V
V266A
H274L
K376N
K380E
V483D
M662t
Y719C
Leve R1696Q
A1701V
N1753K
S1788T
P1825L
H2082D
M2255K
L2324P

Grave
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Los pacientes con las mutaciones p.H274L, p.A1701V, p.N1753K, y
p.P1825L, presentaban historia familiar, y pudimos realizar un analisis de
segregacion de las mutaciones con la enfermedad, demostrando que la
mutacion aparecia solamente en individuos enfermos.

Por ultimo, en el caso de las mutaciones identificadas en pacientes

esporadicos y, en pacientes a los que no se les pudo realizar el analisis de
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segregacion de la mutacién con la enfermedad al no disponer del ADN de otros
miembros afectados, la hipotética correlaciéh del cambio con la funcion de la
proteina fue analizada siguiendo los modelos moleculares descritos para el
FVIIl (Pemberton S 1997; Stoilova-McPhie S 2002; Pratt KP 1999), y
basandonos en la diferente naturaleza entre el amino acido silvestre y el
sustituido, apoyandonos a su vez en referencias de cambios de aminoacidos
similares.

- Mutacién p.C153F

La mutacion se identifico en dos pacientes no emparentados que
presentaban hemofilia grave. Una mutaciéon en el mismo codén, p.C153W, ha
sido descrita asociada con hemofilia grave (Waseem NH 1999), aunque la
mutaciéon se produjo en el tercer nucleétido (TGC>TGG). La sustitucion de
cisteina por fenilalanina da lugar a la sustitucion de un aminoacido polar por un
aminoacido apolar con anillo aromatico, igual que la sustitucion antes
mencionada. Ademas, la cisteina en el codon 153 esta implicada en puentes
disulfuro en el dominio A1 (McMullen 1995). El factor VIII tiene 23 residuos de
cisteina y se han identificado 7 puentes disulfuro, de los cuales 2 estan en el
dominio A1, entre los residuos 153 y 179, y entre los residuos 248 y 329. Por
tanto, la sustitucion de cisteina en la posicion 153 podria cambiar la geometria
del dominio A1 y causar la enfermedad.

- Mutacién p.A469E

El residuo A469 se encuentra en el dominio A2 y de acuerdo con el
modelo molecular tiene un porcentaje de accesibilidad del 9%. Un valor del 0%
indica que un residuo es inaccesible, mientras que un valor del 100% indica
que es totalmente accesible. Dos mutaciones en el residuo A469, p.A469G y
p.A469V, han sido descritas previamente por Schwaab y col. (1995b) y Ljung y
col. (pase de datos HAMSTeRS), respectivamente (ambas asociadas con
hemofilia moderada). En nuestro caso, la mutacion p.A469E, da lugar a la
sustitucion de un residuo hidrofébico de alanina por un residuo de acido

glutamico de mayor tamafio y con una carga negativa.
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- Mutacién p.F1735L

De acuerdo con el modelo molecular del dominio A3, el residuo F1735
es completamente inaccesible, lo cual nos indica que se encuentra en el nicleo
de la proteina. Con la mutacién p.F1735L se produce la sustitucion del
aminoacido fenilalanina, un residuo hidrofébico aromaético, por un residuo de
leucina, también hidrofébico aunque de menor tamafio y sin anillo aromatico.

- Mutacion p.Q1745R

El residuo Q1745 se encuentra en el dominio A3, en la superficie de la
proteina, con un porcentaje de exposicion del 61%. La mutacién da lugar a la
sustitucion de glutamina, residuo polar, por arginina, residuo con carga positiva
y de mayor tamario.

- Mutaciéon p.Q1757V

Segun el modelo molecular del dominio A3, el residuo Q1757 tiene un
porcentaje de exposiciéon del 3%, por lo que se encuentra en el nicleo de la
proteina. La mutacién da lugar a la sustitucion del aminoacido glutamina,
residuo polar, por valina, residuo polar y de menor tamaiio.

- Mutacion p.W1942R

Una mutacion de codén de parada en el residuo W1942 fue previamente
descrita por Lin y col. (1993), en nuestro caso ha sido un mutacién de cambio
de aminoécido, p.W1942R (TGG>CGG). Esta mutaciéon provoca el cambio de
triptéfano, un residuo hidrofébico que se encuentra en el interior de la molécula
(accesibilidad 0,9%), por un residuo de arginina, aminoacido mas pequefio y
que ademas esta cargado positivamente, lo que podria provocar un cambio en
la estructura tridimensional de la proteina (Eriksson AE 1993; Xu J 1998).

- Mutacién p.11956N

El residuo 11956 se localiza en el dominio A3 y es totalmente
inaccesible. Una mutacion en el mismo residuo, p.11956T ha sido descrita
previamente asociada con hemofilia leve (Cutler JA 2002). Ambas sustituciones
son no conservativas y dan lugar a la sustitucion de un aminoacido apolar por
un aminoacido polar; sin embargo, mientras nuestro paciente presenta
hemofilia grave, el paciente con la mutacion p.11956T presentaba una hemofilia

leve.
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- Mutacién p.R2163L

En HAMSTeRS aparecen descritas previamente dos sustituciones en el
residuo R2163, p.R2163H y p.R2163C. El residuo R2163 se localiza en el
dominio C1 y tiene un porcentaje de exposicién menor al 10%, por lo que
segun el modelo molecular se le sitia en el niucleo de la proteina (Liu ML
2000). En la mutacién p.R2163L, la arginina, residuo cargado positivamente, se
sustituye por un residuo sin carga y de menor tamafo. Segun Liu ML y col.
(2000), la mayoria de mutaciones de cambio de aminoacido localizadas en el
dominio C1 y asociadas a hemofilia grave, a menudo parecen desestabilizar el
plegamiento de la proteina y/o alterar el trafico y secrecion de FVIII mediante la
modificacion de la estructura del nucleo de la proteina.

- Mutacién p.L242P

Segun el modelo molecular, el residuo L242 tiene un porcentaje de
exposicién del 8,6% por lo que se encuentra en el interior de la molécula. En la
mutacion p.L242P, se produce un cambio de leucina, amino acido hidrofobico,
por prolina, amino &acido también hidrofobico. Se sabe que un residuo de
prolina puede influir en la conformacion de la proteina, por tanto, una mutacion
que implique un residuo de prolina podria modificar la estructura tridimensional
de la proteina en funcion de la localizacion de éste en la molécula (Boekhorst J
2005; Jayandharan G 2005).

- Mutacién p.V266A

El residuo V266 esta localizado en el dominio A1 y tiene un porcentaje
de exposicion del 0,8%, lo que nos indica que se encuentra en el nucleo de la
proteina. Una mutacién en este residuo, p.V266G, ya habia sido descrita
previamente (Higuchi M 1991b) asociada también con hemofilia leve. La
mutacion da lugar a la sustitucién de valina, residuo hidrofébico, por alanina,
algo mas pequeio pero también hidrofobico.

- Mutacién p.vV483D

El residuo V483 se localiza en el dominio A2 y tiene un porcentaje de
accesibilidad del 40%, por lo que se encuentra en la superficie de la molécula.
La sustitucién da lugar a un cambio de valina, aminoacido apolar, por acido

aspartico, aminoacido cargado negativamente. Se ha sugerido que la
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secuencia 483-493 es un sitio de reconocimiento del FIXa (Fray and Scandella
1999, Koszelak ME 2000), por lo que la mutaciéon podria alterar este sitio de
reconocimiento.

- Mutacién p.S1791P

Segun el modelo molecular de A3, el residuo S1791 tiene un porcentaje
de exposicion del 3,8%, por lo que se encuentra en el interior de la proteina. La
mutacidn provoca la sustitucion de un residuo de serina, residuo polar, por un
residuo de prolina, amino acido hidrofébico que por su morfologia, al igual que
en la mutacién p.L242P, puede influir en la conformacion de la proteina
(Boekhorts J 2005; Jayandharan G 2005).

- Mutacién p.M662|

Con respecto a la mutacién p.M662I, la sustitucion de metionina por
isoleucina en el residuo 662 ha sido descrito previamente por Cutler JA y col
2002, asociado con hemofilia leve al igual que nuestro paciente, y producida
por el cambio ATG>ATC. En nuestro caso, se produce un cambio de
ATG>ATA. Ambos aminodcidos tienen la misma carga y polaridad, por lo que
inducen cambios estructurales leves en la proteina.

- Mutacién p.K376N

De acuerdo con el modelo molecular de A2, el residuo K376 tiene un
porcentaje de accesibilidad de 27% y se encuentra en la zona de interfase A1-
A2 (337-372). La sustitucion de un residuo de lisina por un residuo de
asparagina (p.K376N) resulta en una pérdida de carga positiva, lo cual podria
desestabilizar la zona de interfase ya que el dimero A1/A3-C1-C2 esta
débilmente asociado con A2 por medio de interacciones electrostaticas
(Saenko EL 2002). Recientes estudios han identificado segmentos ricos en
residuos basicos en la subunidad A2 (373-385, 418-428) que pueden ser
interactivos con el dimero A1/A3-C1-C2 (Koszelak ME 2000).

- Mutacién p.K380E

El residuo K380 se localiza en el dominio A2, cercano a la zona de
interfase A1-A2, y tiene un porcentaje de exposicion del 58%. La sustitucion de

lisina a acido glutamico da lugar a un cambio de carga (positiva—negativa), y al
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igual que en el caso de la mutacion p.K376N, ello podria desestabilizar la zona
de interfase (Koszelak ME 2000, Saenko EL 2002).

- Mutacién p.Y719C

En el residuo Y719 fue descrito previamente un codon de parada por Liu
y col. (1997). Este residuo esta localizado en la regién acidica a2, interfase de
los dominios A2-A3, y tiene un porcentaje de accesibilidad del 79%, por tanto
se encuentra en la superficie de la proteina (Pemberton S 1997). La mutacion
p.Y719C se encontré en un paciente con hemofilia leve y consistio en la
sustitucion de tirosina, un residuo aromatico de gran tamario, por cisteina, un
residuo sin anillo aromatico y mas pequefio. Los residuos de tirosina, Y718 y
Y719, los cuales son sulfatados como modificacion posttranslacional (Pittman
DD 1992), pueden intervenir en varios procesos, incluyendo interacciones
proteina-proteina (Huttner WB 1988). Estos residuos pueden jugar un papel en
la estimulacion de la actividad enzimatica del FlXa, por lo que un mutante para
estos residuos podria reducir esta capacidad (Michnick DA 1994). Por otra
parte, es posible que un residuo de cisteina libre pueda unirse a otro residuo de
cisteina dentro de la molécula o a un residuo de cisteina libre de otra molécula
formando puentes disulfuro, lo cual podria afectar la vida media y también la
secrecion del FVIII (Boekhorst J 2005).

- Mutacién p.R1696Q

El residuo R1696 se localiza en el dominio A3 y tiene un porcentaje de
exposicién del 14%, por lo que no se encuentra en el nucleo de la proteina. Se
han informado previamente dos mutaciones en este codon, una mutacién de
codon de parada, p.R1696X, asociada con hemofilia grave (Pattison 1990a), y
la mutacion de cambio de sentido p.R1696G asociada con hemofilia leve (Liu Q
1998b). La sustitucion de arginina por glutamina provoca la pérdida de una
carga positiva.

- Mutacién p.S1788T

De acuerdo con el modelo molecular de A3, el residuo S1788 tiene un
porcentaje de accesibilidad de 0,2%, y por tanto se encuentra en el nucleo de
la proteina. La mutacién p.S1788T da lugar a la sustitucion de serina por

treonina, ambos aminoacidos son hidrofilicos y de tamafio similar. La
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interaccion de alta afinidad entre FVllla y FiXa es proporcionada principalmente
por la cadena ligera del FVIIl, la cual contiene un importante sitio de unién al
FIXa formado por residuos localizados en el dominio A3, E1811-K1818. Varias
mutaciones asociadas con hemofilia A han sido identificadas en la region
Q1778-D1840, apoyando el papel esencial de esta interaccion de alta afinidad
que contribuye a su funcién de cofactor (Fay PJ 2005). Sin embargo, todavia
no se han publicado estudios sobre los efectos de estas mutaciones y ninguna
mutacion deletérea ha sido identificada dentro del segmento 1803-1818.

- Mutacién p.H2082D

La mutacion p.H2082D se identifico en dos pacientes no relacionados,
uno de los pacientes presentaba historia familiar y el otro era un caso
esporadico. El residuo H2082 se localiza en el dominio C1 y la sustitucion de
histidina por &cido glutdmico dio lugar a un cambio de carga
(positiva—negativa). Se sabe que un aminoacido cargado juega un papel
importante en la estabilidad de la estructura tridimensional y la interaccién con
otras moléculas. Segun Jacquemin M, mutaciones en el dominio C1 del FVIl
dan lugar a una unién reducida FVIII‘-FvW, ya que estas mutaciones podrian
afectar de forma indirecta esa union mediante la alteracion de otras regiones
del FVIII que intervienen en el contacto con el FVYW (dominios A3 o C2)
(Jacquemin M 2000).

- Mutacién p.E2165V

El residuo E2165 se localiza en dominio C1, cercano a la zona de
interfase C1-C2, y tiene un porcentaje de exposicion menor al 10%. La
mutacion p.E2165V da lugar a la sustitucion de acido glutdmico, aminoacido
con carga negativa, por valina, aminoacido apolar de menor tamano. Al igual
que la mutaciéon p.H2082D, la mutacién p.E2165V podria afectar de forma
indirecta la union FVIII-FVW (Jacquemin M 2000).

- Mutacion p.M2255K

El residuo M2255 se localiza en el dominio C2, y la mutacion dio lugar a
la sustitucién de un residuo de metionina, aminoacido polar, por un residuo de

lisina, aminoacido cargado positivamente. Ha sido informado que el dominio C2
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interacciona con FXa y trombina a través de la secuencia 2253-2270 (la cual
incluye el residuo M2255) (Foster PA 1990).

- Mutacién p.L2324P

El residuo se localiza en el dominio C2, y la mutacioén p.L2324P dio lugar
a la sustitucion de un residuo de leucina, apolar, por un residuo de prolina,
también apolar pero que por su estructura puede influir en la conformacion de
la proteina. Se ha sugerido que la secuencia C terminal 2303-2332 forma un
sitio interactivo para el factor von Wllebrand (Foster 1990 PA), por lo que la
sustitucion podria alterar este sitio de interaccion.

En hemofilia B se identificé una sola mutacién de cambio de aminoacido
que no habia sido descrito previamente, la mutacién p.H268Q. Este cambio de
aminocido fue descrito previamente en la base Internacional de mutaciones de
hemofilia B (Tartary M 1993) debida a la mutacién CAT—CAG, mientras que el
paciente de nuestro estudio presentaba el cambio CAT—CAA. En ambos casos
la mutacion estaba asociada con hemofilia B leve y daba lugar al mismo
aminoacido. No consideramos necesario realizar un estudio similar al realizado
en hemofilia A porque el cambio de aminoacido ya estaba descrito y dicho
cambio se ha correlacionado con el defecto de la hemostasia.

El diagnéstico de portadora es vital en mujeres pertenecientes a familias
con historial familiar de hemofilia, ya que de esta informacion va a depender la
posibilidad de que transmitan o no la enfermedad a su progenie. En el estudio
de portadoras se nos han presentado limitaciones como el caso de familias con
grandes deleciones, ya que en el andlisis de portadora de una delecién en el
gen FVIIl no se puede realizar mediante la amplificaciéon individual de los
exones, ya que éstos quedan enmascarados por la presencia del alelo normal.
Por ello es necesario el uso de técnicas mas laboriosas como el southern-blot y
técnicas de clonaje gendmico. La caracterizacion de los puntos de rotura
permite desarrollar un simple test especifico de PCR con cebadores que
flanquean la delecion, y de esta manera se pueda realizar el estudio de
portadoras en estas familias, esencial para el consejo genético.

En este trabajo hemos caracterizado los puntos de rotura de dos

deleciones parciales en el gen FVIil. En el paciente A-223, la delecion tenia un
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tamafio de 3,185 pb y eliminaba parte del exén 8 y el exén 9 Completo,
mientras que en el paciente A-52 el tamano de la delecién era de 7,289 pb y
eliminaba el exén 15. Sin embargo, la caracterizacion de los puntos de rotura
es laboriosa y no resulta factible aplicarla al estudio de portadoras de forma
rutinaria, por lo cual no se identificaron los puntos de rotura de la delecién
parcial encontrada en un paciente con hemofilia B, ya que éste se trataba de un
caso esporadico y por tanto no existia la necesidad de realizar un estudio de
portadora en la familia.

En hemofilia, sélo algunas publicaciones han caracterizado los puntos de
rotura de grandes deleciones (Van de Water N 1998, Vidal F 2002). No se han
descrito puntos calientes en el gen FVIll para este tipo de mutaciones, y por lo
tanto es probable que la mayoria de las deleciones tengan puntos de rotura
distintos (Salviato R 2002).

El estudio genético de las mutaciones nos ha permitido detectar los
casos esporadicos, identificando mutaciones “de novo” y descartando, por lo
tanto, la existencia de portadoras en estas familias. Sin embargo, existen casos
de pacientes con madres no portadoras donde no se puede descartar la
posibilidad de que algunas de estas madres tengan mosaicismo genético, y
porten la mutacién en algunas de sus células germinales o incluso podrian ser
mosaicos somaticos. Por tanto, seria necesario investigar la frecuencia de
mosaicismo en familias con hemofilia esporadica a la hora de ofrecer un
consejo genético, ya que se necesita conocer el riesgo de una madre de un
caso esporadico de tener otro hijo hemofilico o hija portadora, si bien ninguna
mutacion puede ser identificada mediante el analisis convencional de la
mutacién usando ADN de células sanguineas (Ljung RCR 1999).

Una de las cuestiones mas importantes en hemofilia es conocer las
bases estructurales de cada tipo de hemofilia, es decir, la correlacion entre los
defectos estructurales en los genes FVIIl o FIX y la forma clinica de la
enfermedad a la que dan lugar: grave o moderadalleve. Esta correlacion, que
como ya se ha comentado anteriormente, sélo esta clara en los casos en que
las mutaciones dan lugar a una proteina truncada, resultando una forma grave
de la enfermedad. De la observacion realizada a partir de los datos obtenidos
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en nuestro estudio junto con los datos de la base de datos de mutaciones para
la hemofilia A (HAMSTeRS), hemos encontrado que, con frecuencia, una
misma mutacién de cambio de aminoacido puede estar asociada a distinto nivel
de gravedad de la enfermedad.

En nuestro estudio, entre las mutaciones de cambio de aminoacido en
pacientes A graves, la mutacion p.E113D aparece en la base de datos en 2
pacientes con fenotipo moderado/leve (Freson K 1998) y en 2 pacientes con
fenotipo grave (Theophilus BD 2001), 1 de ellos con inhibidor como también es
el caso de nuestro paciente. Por otro lado, la mutacion p.R2304H que aparece
en dos pacientes de nuestro estudio, 1 con hemofilia grave y otro con hemofilia
leve, aparece en la base de datos en 2 pacientes, uno de ellos con hemofilia
leve (Schwaab R 1995b) y en el otro paciente no aparecen datos del fenotipo.

Con respecto a las mutaciones identificadas en hemofilia A
moderadal/leve, la mutacion p.R2150H se detectd en 3 pacientes del grupo de
hemofilia moderada y en 6 pacientes del grupo de hemofilia leve. Esta
mutacion es frecuente de acuerdo a la informacién suministrada por las bases
de datos de hemofilia A, y se asocia basicamente con hemofilia moderadal/leve
y Unicamente, en dos casos, con hemofilia grave (Goodeve AC 2000).

La mutacion p.R2163H la observamos en un paciente del grupo de
hemofilia moderada y aparece en la base de datos en asociacion con hemofilia
moderada y grave (Theophilus BD 1998, Hay et al 1998a; 1998b)

En el caso de la mutacion p.R1997W, se identificé en dos pacientes,
uno con hemofilia moderada y el otro con hemofilia leve. En la base de datos,
los casos que aparecen se asocian con hemofilia moderada/leve (Higuchi M
1991a, Pieneman WC 1995, Timur AA 2001, Hill M 2005) y con fenotipo grave
(Waseem NH 1999, Liu Q 1998b, Theophilus 2001, Vidal F 2001,). Theophilus
y col. (2001), encontraron esta mutacion como uUnico cambio gendémico de un
paciente que tenia el exén 19 delecionado del ARNm y sugirié que el cambio
podria afectar al procesamiento de intrones en el precursor de ARNm, aunque
no estd claro el mecanismo por el que esta mutacion afectaria al
procesamiento de intrones. Si este fuera el caso, la variacion en la gravedad de
hemofilia debida a esta mutacién podria ser debida a la produccion de
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pequefias cantidades de ANRm completo, causado por la accion incompleta de
esta mutacion sobre el procesamiento (Hill M 2005).

La mutacién p.R1996Q ha sido informada previamente 30 veces, todas
en asociacion con fenotipo leve a excepcion de 1 caso grave (HAMSTeRS). En
nuestro estudio se identificd la mutacion en 7 pacientes, todos con fenotipo
leve.

La mutacion p.R1781H fue observada en 2 pacientes, uno con hemofilia
moderada y el otro con hemofilia leve. La mutacion ha sido informada en 14
ocasiones asociada con hemofilia grave, moderada y leve (Laprise SL 1998;
Ivaskevicius V 2001; Jonsdottir S 1992).

La mutacion p.S1791P, que no estaba descrita previamente, la
identificamos en 4 pacientes, 1 con hemofilia moderada y los otros tres con
hemofilia leve.

Por ultimo, las mutaciones p.A704T y p.W2229C, asociadas en la base
de datos con hemofilia grave, moderada, y leve, se identificaron en 2 y 1
pacientes, respectivamente, con hemofilia leve. El resto de mutaciones ya
descritas se identificaron en pacientes con fenotipo moderado/leve, lo que
estaba en concordancia con el fenotipo que aparecia en la base de datos para
estas mutaciones.

Por tanto, es importante tener en cuenta que el genotipo del factor Vil
no es suficiente para definir el fenotipo en un paciente. Estas variaciones en la
gravedad de la enfermedad en pacientes con la misma mutacion, podrian ser
explicadas por diferencias en la evaluacién clinica o cuantificacion de los
niveles de FVIII. El fenotipo puede estar también influenciado por un cambio
adicional dentro del FVIII que no se haya identificado, aunque en nuestro caso
la presencia de una segunda mutacion en la region codificante del FVIil fue
excluida ya que ésta se secuencié en todos los pacientes. Sin embargo, en
este estudio no se dispuso de muestras de ARN de los pacientes para estudiar
posibles variaciones intronicas que pudiesen afectar la eficiencia en el
procesamiento de intrones. No obstante, como ya se ha comentado antes, en
un estudio publicado recientemente (El-Maarri O 2005), se examiné el ARN de

pacientes sin mutacion en la regién codificante para buscar posibles defectos
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de procesamiento de intrones y reordenamientos, y los resultados no revelaron
defectos en el gen FVIII.

Otra posible causa de las discordancias entre fenotipo y genotipo seria
la existencia de variaciones en otros factores hemostaticos que podrian
modificar la gravedad clinica de la hemofilia. Varios estudios han informado
acerca de una reduccion de la gravedad de hemofilia con respecto a la
esperada en un paciente con una mutacién coheredada en el FV Leiden (FV
p.R509Q) (Nichols WC 1996, Ghosh K 2001). Por otro lado, se vio que una
mutacion en el gen de la protrombina, PT20210A, estaba relacionada con
niveles elevados de protrombina en el plasma y con un mayor riesgo a un
tromboembolismo venoso (Soria JM 2000). En base a esto, Tizzano y col
(2002a) estudiaron un grupo de pacientes con hemofilia A grave con inversion
del intrén 22 que portaban la variante PT20210A y observaron, que los
episodios hemorragicos, la utilizacién de factor VIII recombinante y el numero
de artropatias fueron significativamente mas bajos que en un grupo de
pacientes de iguales caracteristicas sin PT20210A. Por tanto, dado que los
mecanismos de coagulacién y fibrinolisis son muy complejos e implican un gran
namero de genes, hay multiples variantes genéticas que pueden influir en el
fenotipo final de un individuo (Tizzano EF 2002b).

Ademas de las mutaciones de cambio de aminoacido, en hemofilia A
existe otro tipo de mutaciones, como son las pequefias delecciones e
inserciones en tramos poli-A que, estando en principio relacionadas con
hemofilia grave, debido a que se produce un cambio en la pauta de lectura, se
pueden asociar con hemofilia moderada (Young M 1997, Oldenburg J 1998).
Se ha demostrado, que errores en la replicacion del ADN o en la
trascripcion/traduccion dan lugar a una restauracion parcial del marco de
lectura, que resulta en la produccion de pequefias cantidades de proteina FVIIi
normal responsable de un fenotipo menos grave del esperado (Young M 1997;
Oldenburg J 1998). Existe una mayor probabilidad de que se produzca este
fendmeno en tramos de >8 adeninas (Young M 1997, Oldenburg J 1998). En
nuestro estudio todos los pacientes con pequefas deleciones o inserciones en

tramos de poliadenina presentaban hemofilia grave.
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Con respecto a la correlacion fenotipo/genotipo en la hemofilia B, en la
forma grave encontramos Unica mutacion de cambio de sentido, p.G386V, que
aparecia también en la base de datos asociada con hemofilia grave (Montejo
JM 1999).

Con respecto a las mutaciones identificadas en pacientes con hemofilia
moderadal/leve, la mutaciéon p.R-4W se identificé en un paciente con hemofilia
moderada. Esta mutacion ha sido informada en la base de datos un nimero
elevado de veces, e incluye asociacion con hemofilia grave, moderada, y leve.

La mutacién p.F9S la observamos en un paciente del grupo de hemofilia
moderada y aparece en la base de datos en una sola ocasién asociada con
hemofilia grave (Ketterling RP 1999). También la mutacion p.A187D que la
identificamos en un paciente con hemofilia moderada, aparece en la base de
datos en tres ocasiones asociada en todos los casos con hemofilia grave. La
mutacion p.A271D tiene una sola entrada en la base de datos asociada con
hemofilia grave, mientras que nosotros la hemos identificado en un paciente
con hemofilia moderada. La mutacion p.R333Q se identific6 en un paciente
con hemofilia moderada. La mutacién se considera recurrente y aparece en la
base de datos asociada principalmente con hemofilia moderada, aunque
también se asocia con hemofilia grave y leve.

Las mutaciones p.C350R y p.C350Y se identificaron en dos pacientes
con hemofilia moderada, mientras que todos los casos que aparecen en la
base de datos para estas dos mutaciones estan asociados con hemofilia grave.

La mutacion p.A233T se identificé en un paciente con hemofilia leve.
Esta mutacion tiene un elevado nimero de entradas en la base de datos y
aparece asociada con hemofilia leve principalmente, aunque también con
hemofilia moderada y en un caso con hemofilia grave (Ljung R 2001).

Por dltimo las mutaciones p.T296M y p.A320V, aparecian en la base de
datos asociadas con hemofilia grave, moderada y leve. Ambas mutaciones la
identificamos en dos pacientes con hemofilia leve.

Como ya comentamos en el caso de la hemofilia A, la explicacion de

estas discordancias puede ser que las variaciones intronicas podrian afectar a
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la eficiencia en el procesamiento de intrones, y ademas, multiples variantes
genéticas podrian influir en el fenotipo final de un individuo (Tizzano EF 2002b).
Por otro lado, en la base de datos de hemofilia B también existen ejemplos de
mutaciones de coddén de parada asociadas con fenotipo moderado e incluso
leve. Una de las mutaciones de codén de parada, p.R248X, que se identifico en
un paciente de nuestro estudio con hemofilia B grave, aunque aparece en la
base de datos en multiples ocasiones asociada con fenotipo grave, también
existen 5 casos descritos donde aparece asociada con fenotipo moderado.
Como ya se comenté en hemofilia A, el mecanismo deletéreo de las
mutaciones de coddén de parada resulta obvio; sin embargo, en hemofilia B, se
han descrito algunas de estas mutaciones asociadas con fenotipo moderado
(desde <1 a 6%) (www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html) e incluso
leve (Belvini D 2005). Taylor (Taylor SA 1991) y Cutler (Cutler JA 2004)
propusieron una explicacién para la atenuacion del fenotipo en dos casos de

hemofilia B con presencia de mosaicismo somatico para el alelo mutante. El
mosaicismo en las mutaciones del FIX no ha sido estudiado de forma
sistematica, por lo que su incidencia es desconocida. El mosaicismo puede dar
lugar a una modificacion del fenotipo de la enfermedad a una forma clinica mas
leve, sin embargo dara lugar a una forma mas grave de la enfermedad en la
siguiente generacion (Taylor SA 1991).

El desarrollo de inhibidores es, actualmente, la complicacién mas seria y
que condiciona en mayor medida el tratamiento de los hemofilicos. En nuestro
estudio, 14 pacientes con hemofilia A desarrollaron inhibidores, lo que supone
un 8,2% del total de pacientes, de los cuales 9 tenian hemofilia A grave y el 5
tenian hemofilia A moderadal/leve. Dado que el porcentaje de pacientes con
hemofilia A que desarrolla inhibidor se encuentra en torno a un 10-15% (Wight
J 2003), podemos decir que en nuestro grupo de pacientes con hemofilia A la
frecuencia es algo menor. Con respecto a la hemofilia B, sblo 1 paciente
desarroll6 inhibidor, lo que supone una incidencia del 4% (1/25), porcentaje
similar al 3% publicado previamente (Scharrer | 1993; Oldenburg J 2006a).

De acuerdo a los datos de la literatura, en pacientes con hemofilia A

grave, el riesgo de inhibidor es aproximadamente del 25-30%, mientras que en
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hemofilia A moderada/leve es solamente del 5% (Schwaab R 1995a; Oldenburg
J 2002). Dado que el riesgo de inhibidores en pacientes con hemofilia B es
unicamente del 3%, la formacién de inhibidor se convierte, principalmente, en
una complicacion de la hemofilia A grave (Scharrer | 1993). Los factores
geneticos, como el tipo de mutacién y genes implicados en el sistema inmune,
los factores ambientales como la edad de inicio del tratamiento, tipo de
tratamiento y modo de administracion, asi como las interacciones entre ambos
tipos de factores (genéticos y ambientales), deben ser considerados como
determinantes en la formacion de inhibidor (Oldenburg J 2004b).

Con respecto a los factores genéticos, estudios recientes de hermanos
hemofilicos y gemelos hemofilicos en hemofilia A grave, mostraron
principalmente un alto grado de concordancia (78,3%, 195/249) entre miembros
familiares (todos los miembros en una familia eran positivos o negativos para
inhibidores) (Astermark J 2001). Esta concordancia fue aun mas elevada
cuando solo se consideraron gemelos (88,2%, 15/17). Un estudio mas reciente
de los mismos autores (Astermark J 2005) sugirié que los genes implicados en
la respuesta inmune debian tener una gran influencia en el desarrollo de
inhibidores. Estos genes serian receptores de células T (TCR), moléculas MHC
de clase | y Il y genes que codifican para citoquinas y moléculas reguladoras
del sistema inmune (Astermark J 2006a). Existen otros trabajos que apoyan
que varias de estas moléculas como IL-10, TNFa y moléculas MHC clase | y I,
tienen influencia en el desarrollo de inhibidores (Lalani | 1997; Astermark J
2006b; Oldenburg J 1997; Hay CR 1997). En dos de estos trabajos (Oldenburg
J 1997; Hay CR 1997) realizados en pacientes con hemofilia A que
presentaban la inversion del intron 22, se encontré que algunos alelos HLA de
clase Il estan asociados con un riesgo alto para la formacion de inhibidor,
mientras que otros podrian ser protectores.

A pesar de todos estos estudios, el parametro principal que influye en el
riesgo de desarrollo de inhibidor es el tipo de mutacion en los genes FVIIl y
FIX. En hemofilia A, los defectos genéticos moleculares graves, tales como
grandes deleciones, inversion del intrén 22, y mutaciones de codon de parada,

que causan una ausencia completa de la proteina FVIII, presentan una

136



Discusién

prevalencia en el desarrollo de inhibidor de entre 21-88%. Sin embargo, las
mutaciones de cambio de sentido, pequefias deleciones/inserciones y
mutaciones en la zona de procesamiento de ARN, que provocan pérdida de
funcién pero no ausencia completa de proteina, se consideran mutaciones de
bajo riesgo con una frecuencia de inhibidores menor al 10% (Schwaab R
1995a; Oldenburg J 2004b). Este menor riesgo a desarrollar inhibidor es logico,
ya que la presencia de cierta cantidad de proteina es suficiente para inducir
una tolerancia central, mecanismo mediante el cual el Sistema Inmunoldgico
“aprende” a no responder frente a un antigeno propio, eliminando o anulando
funcionalmente los clones de linfocitos especificos para ese antigeno (Alfonso
O 2000). En hemofilia B, la correlacion entre el tipo de mutacion y el desarrollo
de inhibidor parece ser similar a la informada en hemofilia A (Ljung RC 1995a)

Con respecto a nuestros pacientes con hemofilia A grave, 9 de un total
de 81 (11%) desarrollaron inhibidor. De estos pacientes, 6 presentaban
mutaciones que daban lugar a una proteina truncada: 1 inversion del intron 22,
2 grandes deleciones y 3 mutaciones de codon de parada. Los tres restantes
presentaban mutaciones de bajo riesgo: 1 pequefia deleciéon, 1 pequena
insercion y 1 mutacién de cambio de sentido. Como se ha comentado
anteriormente, el riesgo de desarrollo de inhibidor en hemofilia grave es del 25-
30% (Schwaab R 1995a; Oldenburg J 2002), y por tanto mayor que la
frecuencia obtenida en nuestro estudio.

Con respecto a la inversién del intron 22, s6lo 1 paciente de 29 (3,4%)
que presentaban esta mutacion desarrollé inhibidor. Segun diversos trabajos la
inversién del intrén 22 esta asociada con un riesgo de desarrollo de inhibidor
del 20-30% (Schwaab R 1995a; Goodeve AC 2000; Oldenburg J 2002), lo cual
no concuerda con nuestros resultados. La explicacion para esta frecuencia tan
baja deberia encontrarse en la influencia de otros factores genéticos y en
factores ambientales (Astermark J 2006a). Aunque estas variables no se han
podido comprobar en los pacientes de nuestro estudio, podrian ser algunos de
los motivos que expliquen la diferencia encontrada en cuanto a la incidencia de

esta mutacién en el desarrollo de inhibidor.
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Los dos pacientes que presentaron grandes delecciones desarrollaron
inhibidor, las dos deleciones identificadas afectaban Gnicamente a uno o dos
exones. Las grandes deleciones son el tipo de mutacién que presentan mayor
frecuencia de inhibidores, aproximadamente un 40% para todos los tipos de
grandes deleciones, llegando incluso hasta el 88% para deleciones que
implican mas de un dominio (Schwaab R 1995a; Oldenburg J 2002).

En cuanto a las mutaciones de coddn de parada, 3 de los pacientes con
este tipo de mutacion desarrolld inhibidor (25%). Se identificaron dos
mutaciones de coddén de parada asociadas con el desarrollo de inhibidor,
p.R2147X, que estaba presente en dos pacientes, y p.Y1748X, ambas
localizadas en la cadena ligera. La mutacion p.R2147X se localizd en el
dominio C1 y aparece descrita en la base de datos en 19 ocasiones, estando
asociada con inhibidores en 5 de los casos. La mutacion p.Y1748X se localizo
en el domino A3 y no habia sido descrita previamente. Segun la literatura, la
prevalencia estimada para el desarrollo de inhibidor es de aproximadamente un
30%, llegando incluso al 40% en pacientes que tienen la mutacion localizada
en la cadena ligera (A3-C1-C2) del FVIII (Schwaab R 1995a; Goodeve AC
2000; Oldenburg J 2002; HAMSTeRS). La razén para esto es desconocida. La
incidencia en el desarrollo de inhibidor en nuestros pacientes con mutacién de
codén de parada es similar a la informada previamente, y ademas, solo
pacientes con la mutacion en la cadena ligera desarrollaron inhibidor.

En la cohorte de pacientes estudiada, 15 pacientes presentaron
pequefias deleciones/inserciones y solo 2 de ellos (13%) desarrollaron
inhibidores. Segun HAMSTeRS, las mutaciones que portaban estos pacientes
(p.N1441fsX y p.P477fsX) no estaban asociadas con desarrollo de inhibidores.
Nuestros resultados concuerdan con trabajos previos anteriormente citados
(Schwaab R 1995a; Oldenburg J 2004b) que sugieren que la incidencia de
inhibidor en pacientes con pequeiias deleciones/inserciones es del 7,4-16%.
Para este tipo de mutaciones, esta frecuencia incluso disminuye si estas
mutaciones se localizan en un tramo de adeninas. Young y col investigaron la
baja incidencia de inhibidor en pacientes con este tipo de mutaciéon en tramos

de adeninas y llegaron a la conclusién de que una incorporacién errénea de
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residuos de adenina durante la transcripcion del ARNm daba lugar a una
correccion parcial del marco de lectura (Young M 1996). Como consecuencia
de ello, se produce una cantidad muy pequefia de FVIII que parece ser
suficiente para que no se produzca inhibidor después de la terapia sustitutiva
de FVIII.

Con respecto a las mutaciones de cambio de aminoacido, sélo 1
paciente con mutacion de cambio de aminoacido desarrollé inhibidor. La
mutaciéon p.E113D estaba localizada en la cadena pesada (dominio A1) de la
proteina y aparecia en la base de datos asociada a inhibidores en un paciente
con fenotipo grave. La frecuencia de pacientes con mutaciones de cambio de
sentido que desarrollaron inhibidores fue aproximadamente un 9%, lo cual esta
conforme con trabajos previos (Schwaab R 1995a; Goodeve AC 2000). Parece
que los pacientes con este tipo de mutacion sintetizan proteina endégena que,
aunque funcionalmente alterada, es suficiente, como ya se ha comentado
antes, para inducir tolerancia central (Oldenburg J 2006a).

En cuanto a los pacientes con hemofilia A moderadal/leve, sélo 5 de un
total de 90 (5,5%) desarrollaron inhibidores. En un estudio publicado por Hay
CR y col. (1998a) en pacientes del Reino Unido, se encontré que la incidencia
de inhibidor en hemofilia moderada/leve era del 28%. Sin embargo en un
estudio mas reciente realizado por Sharathkumar A y col. (2003) en poblacion
canadiense, la incidencia fue del 7,4%, lo cual estd mas en concordancia con
nuestros resultados.

Aunque las mutaciones que causan hemofilia moderadal/leve estan
distribuidas por todo el gen, las mutaciones descritas que estan asociadas con
inhibidores tienden a localizarse cerca o en los residuos 482-501 en el domino
A2 y en torno a la zona de interfase C1-C2 (residuos 2009-2229) (Peerlinck K
2006). Entre los 5 pacientes con hemofilia moderada/leve que desarrollaron
inhibidor, 4 presentaban la mutacién p.R2150H, localizada en el dominio C1, y
el quinto paciente la mutacién p.W2229C, localizada en el dominio C2, ambas
mutaciones localizadas en una de las regiones asociadas con el desarrollo de
inhibidores. En la cohorte de pacientes estudiada, 9 pacientes presentaron la
mutacién R2150H y 4 de ellos (45%) desarrollaron inhibidores, lo cual apoya
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que algunas mutaciones de cambio de sentido localizadas en ciertas zonas de
la molécula (A2 y C1-C2) tengan un riesgo muy elevado en el desarrollo de
inhibidores, similar a ciertas mutaciones nulas en pacientes con hemofilia
grave. Las mutaciones p.R2150H y p.W2229C estdan ampliamente
representadas en la base de datos de mutaciones HAMSTeRS vy asociadas
con el desarrollo de inhibidores. La asociacion de la mutacion p.R2150H con el
desarrollo de inhibidores es mencionada en el 34% (18/53) de los pacientes
que aparecen en HAMSTeRS, mientras que la asociacion de la mutacion
p.W2229C con inhibidor se produce en el 39% (7/18) de los pacientes
representados en la base de datos.

Los dominios A2 y C1-C2, son cruciales para la funcién de FVIil
(interaccion con FIX activado y FvW), por lo que es comprensible que
anticuerpos contra estas regiones puedan reducir la actividad del FVIlI
(Jacquemin M 2000). Se ha sugerido que mutaciones en estas regiones
podrian provocar cambios en la conformacion de la molécula FVIII del paciente,
lo cual la conduciria a pérdida de funcién y la haria antigénicamente distinta a
la molécula silvestre (Oldenburg J 2006a). Por otro lado, en un estudio
realizado en 26 pacientes con hemofilia moderada/leve y mutaciones de
cambio de sentido localizadas en la regiones antes mencionadas (p.R593C,
p.Y2105C, p.R2150H, p.P2300L y p.W2229C), se encontré una prevalencia de
inhibidores muy elevada, por encima del 40%, similar a la observada en
pacientes con defectos genéticos graves (Hay CR 1998Db).

Cuando se intentd realizar una correlacion entre el tipo de mutacion y el
tipo de inhibidor (permanente o transitorio) no se encontraron diferencias
significativas. Grandes deleciones, mutaciones de cambio de sentido vy
pequefias deleciones/inserciones se encontraron en ambos grupos. Las
mutaciones de coddn de parada solo se detectaron en el grupo de inhibidores
transitorios, aunque esto puede ser debido al que el nUmero de pacientes con
inhibidor es reducido. En un estudio multicéntrico realizado por Schwaab y col.
en 364 pacientes con hemofilia A grave con inhibidor, tampoco encontraron
diferencias significativas, aunque comentan que ello podria deberse a que el
numero de pacientes con inhibidor transitorio era bajo (Schwaab R 1995a).
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Tampoco pudimos correlacionar el inhibidor de alta (>10 UB) o baja
respuesta (<10 UB) con el tipo de mutaciéon. Segun nuestros resultados, los
dos pacientes con deleciones grandes tenian titulo alto, pero no se pudieron
obtener conclusiones porque el grupo de pacientes con inhibidor de titulo alto
era muy pequefio y ademas no dispusimos de los datos del titulo de inhibidor
en dos pacientes con mutaciones de cambio de sentido. En un estudio
multicéntrico realizado en 201 pacientes con hemofilia A grave e inhibidor,
Oldenburg y col. (2006a) llegaron a la conclusién de que la proporcion de
inhibidores de titulo alto podria ser mas bajo en pacientes con mutaciones de
cambio de sentido y mas elevado en pacientes con grandes deleciones.

En resumen, en hemofilia A grave, aunque el grupo que desarrolld
inhibidor en este estudio es bastante pequefo, se puede ver que la incidencia
en el desarrollo de inhibidor con respecto a las mutaciones encontradas sigue
una tendencia similar a lo publicado hasta ahora, a excepcion de la inversion
del intrén 22, responsable de la baja incidencia de inhibidor en pacientes con
hemofilia grave. Por otro lado, las mutaciones encontradas en los pacientes
con hemofilia A moderada/leve se caracterizaron por tener una incidencia muy
alta en el desarrollo de inhibidores en funcion de la zona de la molécula en la
que se localizaron las mutaciones. |

Con respecto a la hemofilia B, el paciente que desarrollé inhibidor
presentaba hemofilia B grave y la mutacion consistia en una gran delecion que
abarcaba los exones 4-8. El paciente sufrié una reaccion alérgica grave al inicio
del desarrollo de inhibidor, caracteristica que hay que resaltar ya que esta se
produce especialmente en pacientes con grandes deleciones. Warrier y col.
informaron acerca de un grupo de 18 pacientes con inhibidores y reacciones
anafilacticas graves, 10 de los cuales presentaban grandes deleciones, 7
tenian otros defectos genéticos graves y en el paciente restante, el defecto
genético era desconocido (Warrier | 1997).

Existen enfermedades genéticas en las que la clinica se manifiesta en la
edad adulta, no afectando a la capacidad reproductiva de la especie y haciendo
que las mutaciones se trasmitan de generacion en generacion durante siglos.
Sin embargo, hay otras enfermedades genéticas que se manifiestan desde el
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nacimiento, como es el caso de las hemofilias, donde muchos de los individuos
enfermos pueden morir antes de llegar a la edad de reproduccién. En el caso
de las hemofilias, antes de la introduccion de la terapia sustitutiva moderna, se
estimaba que la vida media de las mutaciones era de dos a cuatro
generaciones (Francis RB 1983). Esto indicaria que la mayoria de las
mutaciones responsables de las hemofilias en la actualidad habrian surgido a
lo largo del siglo XX.

Hace unos 40 afos, Biggs y Macfarlane (1966), estimaron que la
prevalencia de la hemofilia esporadica suponia un tercio del total de los casos
de hemofilia. En un estudio mas reciente en poblacion estadounidense, Kasper
CK'y col (2007) sugirieron que en hemofilia A grave el 55% de los casos son
esporadicos, mientras que en hemofilia A moderado/leve los casos esporadicos
representaban el 30%. En nuestro estudio se identificaron 74 casos
esporadicos de un total de 171 casos de hemofilia estudiados, lo cual supone
aproximadamente un 43,3%. En hemofilia grave el 61,7% de los casos fueron
esporadicos y en hemofilia moderada/leve el 26,7%. Por tanto, nuestros
resultados estan en concordancia con los datos anteriormente citados.

De los 74 casos esporadicos, se identificé la mutacion en 70 de ellos y
se ha confirmado que 13 de las mutaciones son “de novo”, 5 pacientes con
- madre no portadora y 8 pacientes con abuela materna no portadora. El resto de
mutaciones suponemos que son “de novo”, aunque no podemos excluir que se
hayan trasmitido a través de varias generaciones. Es probable que la mayoria
de las mutaciones en los casos esporadicos hayan ocurrido en las dos tltimas
generaciones (Ljung RCR 1999) y que solo un pequefio numero de abuelas
maternas de los casos esporadicos tengan la mutacion (Ljung RCR 1999,
‘Kasper CK 2007). En nuestro estudio se estudié el ADN de 9 abuelas maternas
y s6lo una de ellas portaba la mutacion.

En hemofilia B, se identificaron 11 casos esporadicos de un total de 25
casos estudiados, lo que supone un 44%. En hemofilia B grave el 20% de los
casos fueron esporadicos, y en hemofilia B moderadal/leve el 50%. En el
estudio realizado por Kasper CK, se estimé que en hemofilia B grave el 43% de

los casos eran esporadicos, mientras que en hemofilia B moderado/leve los
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casos esporadicos representaban el 30% (Kasper CK 2007). Sin embargo, en
nuestro grupo de hemofilia B la frecuencia de casos esporadicos en hemofilia
moderada/leve es mucho mayor en que en hemofilia grave, esto podria ser
debido a que nuestro grupo de pacientes con hemofilia B grave es muy
pequeiio.

De los 12 casos esporadicos de hemofilia B, se identifico la mutacion en
11 de ellos y se ha confirmado que 1 de las mutaciones es “de novo” (1
paciente con abuela materna no portadora), para el resto de casos no
dispusimos de mas informacion y suponemos que son “de novo” aunque no
podemos confirmarlo. Al igual que en hemofilia A, es probable que la mayoria
de las mutaciones en los casos esporadicos hayan ocurrido en las dos ultimas
generaciones (Ljung R 1999).

Para comprobar en nuestra poblacion la hipétesis de que la mayoria de
las mutaciones han surgido en las Gltimas generaciones y no tienen un origen
comun, hemos realizado un estudio de haplotipos en pacientes con la mutacion
mas frecuente, la Inv22. Se realizd el estudio de haplotipos en 22 pacientes con
esta mutacién, y se obtuvieron 13 haplotipos diferentes, con una distribucion de
haplotipos similar a la de la poblacién general. Estos resultados corroboran el
origen independiente propuesto para esta mutacién (Lakich D 1993).

Por otro lado, existen ciertas mutaciones puntuales que aparecen de
forma repetida en diferentes poblaciones y que estan localizadas en sitios CpG.
En algunos casos, la frecuencia de una mutacién es muy elevada para ser
explicada Unicamente por localizarse en una region “hotspot” (Ketterling EC
1991), y habria que buscar otras causas, como podria ser el efecto fundador.

El efecto fundador ha estado asociado con mutaciones recurrentes en
muchas enfermedades genéticas, en el que las mutaciones pueden ser
trasmitidas a lo largo de varias generaciones persistiendo asi en la poblacion
(Xie YG 2002; Lucotte G 1995; Zabetian CP 2006). En hemofilia B, se sabe que
muchas de las mutaciones que ocurren en sitios CpG, especialmente las que
causan hemofilia B leve (por ejemplo en el nucleétido 31.008), son debidas, al
menos en parte, a un efecto fundador (Thompson AR 1990; Morgan GE 1995).
Varias publicaciones indican que una proporciéon significativa de hemofilia B
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leve (20-30%) es debida a un pequefio nimero de mutaciones fundadoras
(Sommer SS 1996; Thompson AR 1990), entre estas mutaciones predominan 4
mutaciones de cambio de sentido, Gly60Ser, Arg248Gin, Thr296Met vy
11e397Thr, que son responsables de aproximadamente un tercio de toda la
hemofilia B leve en pacientes Caucasico-Americanos (Lillicrap D 1998).

En este estudio, nos planteamos estudiar si las mutaciones mas
frecuentes identificadas en nuestra poblacién con hemofilia A moderadalleve,
p.R593C, p.R1966Q y p.R2150H, podian ser debidas a un efecto fundador o
por el contrario se debian al hecho de que estas mutaciones se localizan en
sitios CpG, que como ya se ha comentado antes es un conocido “hotspot” para
mutaciones (Casula L 1990; Pattinson JK 1990). Actualmente, la base de datos
HAMSTeRS contiene un nimero elevado de entradas para estas tres

mutaciones, pero no hay estudios respecto a un efecto fundador.

Entre los pacientes del Registro Andaluz de Hemofilia incluidos en este
estudio, hay 15 pacientes no relacionados que presentaban la mutacion
p.R593C. El analisis de haplotipos mostré que todos tenian el mismo haplotipo,
h1, lo que estaba a favor de un posible efecto fundador para esta mutacién en
nuestra area. Para confirmar que la mutacion no estaba en desequilibrio de
ligamiento con este haplotipo, se estudiaron tres pacientes con esta mutacion
que procedian de otras Comunidades y se vio que la mutacion estaba asociada
con otros haplotipos, dos de los cuales no estaban representados en nuestra
poblacién general.

Cuando se hizo un estudio genealdgico de antepasados afectos, se vio
que una importante proporcién de los pacientes con la mutacién p.R593C
(8/15) tenian antepasados procedentes de dos areas geograficas cercanas,
Martin de la Jara y Pedrera, en el Noreste de la provincia de Sevilla,
localidades muy cercanas entre si, con aproximadamente 2,800 y 5,000
habitantes, respectivamente. En esta region el nimero de hemofilicos es muy
alto, y considerando el numero total de hemofilicos en estas familias, existe 1
hemofilico por cada 300 varones nacidos. Por otro lado, durante afios esta area
geografica estuvo mal comunicada. Todos estos hechos refuerzan la idea de

un efecto fundador en esta regién. Segun el estudio de pedigri, los primeros
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familiares hemofilicos documentados nacieron a comienzos del siglo XX
(arbol). No se encontraron ancestros comunes entre las familias, un hecho que
indica que el efecto fundador pudo haberse originado en siglos previos.

De los pacientes restantes, 5 tenian antepasados familiares que
procedian de la provincia de Cadiz, que se encuentra a 200 Km del area
geografica Martin de la Jara-Pedrera. El analisis de pedigri en este grupo
también indicé que si la mutacién fue debida a un efecto fundador, se origind
en siglos previos. No podemos asegurar que estos dos grupos procedan de un
ancestro comulin, ya que no hemos encontrado ninguna relacion entre sus
predecesores y, ademas, comparten el haplotipo mas frecuente en la poblacion
general. Por tanto, no se puede descartar que en estos dos focos de poblacion
haya podido surgir un efecto fundador de origen independiente.

Los dos pacientes de Huelva eran casos aislados. La madre de uno de
los pacientes era portadora de la mutacion, mientras que la madre del otro
paciente no pudo ser estudiada. Con la informacién disponible, no fue posible
excluir un efecto fundador en estos casos ya que podria haberse dado una
transmision de la mutacion mediante mujeres asintomaticas en varias
generaciones sin hemofilicos. Sin embargo, esta alternativa deberia ser
considerada como una posibilidad poco probable.

Con respecto a la mutacién R2150H, se incluyeron en este estudio 11
pacientes no relacionados inscritos en el Registro Andaluz de Hemofilia. El
analisis de haplotipos mostré que todos tenian el mismo haplotipo, h1. La
investigacion del arbol genealdgico de los pacientes, mostré que 8 de ellos
tenian antepasados familiares hemofilicos que procedian de la costa Este de
Andalucia (Vélez-Malaga/Nerja/Granada/Motril). Segun el estudio de pedigri,
los primeros familiares hemofilicos documentados nacieron a comienzos del
siglo XX (arbol). No se encontraron ancestros comunes entre las familias, un
hecho que indica que el efecto fundador, al igual que en el caso de la mutacion
p.R593C, pudo haberse originado en siglos previos. Uno de los pacientes de
este grupo (A-583) no tenia historia familiar previa, y a pesar de que no
tenemos datos de la madre, no podemos excluir el efecto fundador ya que la

transmision de la mutacién en la familia, como ya hemos mencionado
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anteriormente, se ha podido producir mediante mujeres asintomaticas en varias
generaciones.

El resto de pacientes con esta mutacion tenia familiares que procedian
de la provincia de Cadiz, en la costa Oeste de Andalucia, y al igual que en el
caso de la mutacion p.R593C, no hemos encontrado datos que muestren una
relacion entre los antepasados de estos dos grupos, por lo que en este caso es
también probable que las mutaciones surgieran independientemente en ambas
poblaciones y se haya perpetuado en estas areas geogréficas. Por lo tanto, la
elevada prevalencia de ambas mutaciones en nuestra poblacién podria ser
debida a la combinacién de dos factores: un efecto fundador de estas
mutaciones en algunos focos de la poblacion y la alta naturaleza mutagénica
del dinucledtido CpG, aunque nuestros resultados sugieren estar mas a favor
de que ambas mutaciones sean debidas a un efecto fundador y procedan de un
ancestro comun.

Con respecto a la mutacién p.R1966Q, se incluyeron en el estudio 7
pacientes no relacionados, todos inscritos en Registro Andaluz de Hemofilia, 6
compartian el haplotipo h1 y uno tenia un haplotipo distinto al resto, indicando
que la mutacion habia surgido de forma independiente. Al estudiar el arbol
genealdgico de los pacientes con haplotipo comun, se vio que salvo dos
pacientes que procedian del mismo lugar (Cadiz), los 4 restantes procedian de
areas geograficas distintas y por tanto sin relaciéon aparente entre ellos. Por
tanto, no hay datos que indiquen que un efecto fundador haya podido influir en
la elevada prevalencia de la mutacién p.R1966Q en nuestra poblacioén, sino
mas bien que el dinucledtido CpG ha propiciado que esta mutacion surja en
Andalucia de forma independiente en distintas areas geograficas.

Por otro lado, en nuestro estudio se identificaron tres mutaciones
nuevas, p.V266A, p.S1791P y p.C153F, que aparecian en mas de un paciente,
todos con historia familiar previa. Ninguna de las mutaciones se localizé en un
sitio CpG

La mutacion p.V266A se identificd en dos pacientes no relacionados que
compartian el haplotipo h5, presente en nuestra poblacién general con una
frecuencia del 6%. Cuando se estudié el arbol genealdgico de los pacientes, se
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vio que tenian antepasados familiares afectados que procedian de la provincia
de Sevilla. El hecho de que se trate de una mutaciéon nueva, que compartan un
haplotipo poco frecuente y que procedan de la misma area geografica hace
probable que procedan de un ancestro comun.

La mutacién p. S1791P se presenté en 4 pacientes de etnia gitana que
compartian el mismo haplotipo (18, -, 29, -, +, 26), y que no estaba
representado en nuestra poblaciéon general. Estos datos apoyan la posibilidad
de que la mutacién se deba a un ancestro comun, sin embargo, no hemos
realizado un andlisis de haplotipos en etnia gitana y por tanto desconocemos la
frecuencia de este haplotipo. Cuando se hizo un estudio genealédgico de los
antepasados familiares afectados, se vio que dos de los pacientes (A-094 y A-
215) procedian de la provincia de Cadiz, pero no se pudo dete’rminar la
procedencia de los familiares hemofilicos de los otros dos pacientes debido a la
constante movilidad geografica de estas familias.

La mutacion p.C153F se presentd en dos pacientes con hemofilia grave
que compartian el haplotipo h1, el mas comln en nuestra poblacién. Al hacer
un estudio del arbol genealdgico de los pacientes se vio que ambos pacientes
tenian antepasados familiares afectados que procedian de Cabra, un pueblo de
la provincia de Cérdoba. Estos datos favorecerian la idea de un ancestro
comun para esta mutacién. La perpetuacion de una mutacién a lo largo de
generaciones se suele asociar con mutaciones que dan fenotipo leve, sin
embargo, en nuestro caso, la mutacion ha podido persistir a pesar de su forma
clinica, debido probablemente a que los hemofilicos tuvieran descendientes a
edad temprana, y al hecho de que tratdndose de familias numerosas se haya
podido dar la transmision de la mutacién a través de mujeres asintomaticas.

En resumen, si bien la mayoria de las mutaciones responsables de la
hemofilia en pacientes andaluces han debido surgir durante el siglo XX, hay
ciertas mutaciones generalmente asociadas a hemofilia moderada/leve que se

han originado en siglos anteriores y se han perpetuado hasta nuestros dias.
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1.- Las mutaciones encontradas en la poblacion hemofilica de Andalucia
muestran una heterogeneidad similar a la informada en otras poblaciones. En
concreto, en hemofilia A, hemos hallado 79 mutaciones diferentes en un total
de 171 familias, y en hemofilia B, 19 mutaciones diferentes en un total de 25

familias.

2.- El 44% de los pacientes con hemofilia A y el 12% de los pacientes con
hemofilia B presentaban mutaciones inéditas, no descritas en otras
poblaciones, lo que demuestra la alta mutabilidad de los genes FVIll y FIX.

3.- A falta de pruebas funcionales, no podemos asegurar que algunas de las
mutaciones nuevas de cambio de aminoacido que hemos identificado,
constituyan la base molecular del déficit funcional. No obstante, su asociacidén
con la enfermedad las convierte en marcadores genéticos para el estudio de
portadoras.

4.- En relacién con las mutaciones de cambio de aminoacido, no existe una
correlaciéon exacta entre la mutacion y la gravedad de la enfermedad, ya que
una misma mutacién puede dar lugar a hemofilia grave, moderada o leve,
indicando la posible influencia de otros factores, probablemente genéticos,
implicados en el curso clinico de la enfermedad.

5.- La frecuencia de pacientes que desarrollé inhibidor del factor VIII fue del
11%, porcentaje inferior a los datos publicados en la literatura. La
representacion del tipo de mutacién en estos pacientes fue similar a la de otros
estudios, a excepcion de la inversion del intron 22. En efecto, los pacientes
andaluces con esta mutacién desarrollaron el inhibidor con una frecuencia

inferior a la descrita.

6.- La mayoria de las mutaciones halladas han surgido de forma espontanea a

lo largo del siglo XX y se han mantenido durante 2-4 generaciones, aunque un
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pequefio numero de mutaciones se ha originado en épocas anteriores y se han

mantenido hasta nuestros dias.

7.- Existe una alta prevalencia de las mutaciones p.R593C y p.R2150H en
nuestra poblacion. La mutaciéon p.R593C aparece distribuida principalmente en
dos areas geograficas, Martin de la Jara-Pedrera y la provincia de Céadiz. Por
su parte, la mutacion p.R2150H se ha localizado en algunos puntos de la costa
oriental de Andalucia y en una zona de la provincia de Céadiz. Con los datos
disponibles en ambas mutaciones no podemos asegurar que estos focos

procedan de uno o de un limitado niumero de ancestros comunes.
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Il. BASES DE DATOS DE MUTACIONES CONSULTADAS
EN ESTE TRABAJO

- The Hemophilia A Mutation, Structure, Test and Resource Site (HAMSTeRS):

htt://www.europium.csc.mrc.ac.uk

- Haemophilia B Mutation Database:

htt://www.klc.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html

- Human Gene Mutation Database (HGMD):

htt//archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/search/119124.html
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Ill. CODIGO GENETICO

TTT Phe (F) |TCT Ser (S) |TAT Tyr (Y) |TGT Cys (C)
TTC" TCC" TAC TGC

TTA Leu(L) |[TCA" TAA Ter TGA Ter
TTG" TCG" TAG Ter TGG Trp (W)
CTT Leu (L) |CCT Pro (P) |CAT His (H) |CGT Arg (R)
CTC" ccc" CAC" CGC"
CTA" CCA™" CAAGIn(Q)|CGA ™"
CTG" CcCcGg™ CAG" CGG"
ATTlle(I) |ACT Thr (T) JAAT Asn (N) |AGT Ser (S)
ATC" ACC" AAC" AGC"
ATA" ACA " AAA Lys (K) |AGA Arg (R)
ATG Met (M) |JACG " AAG" AGG"

GTT Val (V) |GCT Ala (A)|GAT Asp (D) |GGT Gly (G)
GTC" GCC™ GAC" GGC"
GTA" GCA" GAA Glu (E) |GGA "
GTG" GCG" GAG" GGG "




uation of 35 patients." Results obtained from extra-me-
dullary sites and HMCL, of which more than 85% of cases
express CD221, always at high levels, suggest that CD221
expression could be upregulated during disease progression
and associated with a more aggressive disease, and facili-
tates cell growth in vitro, in agreement with the biology of
IGF-1 in mouse models.**

We found that CD221 expression was not random but
correlated with t(4,14) and t(14,16) translocations, translo-
cations generally associated with poorer prognosis in
patients.” It also seemed that CD221 expression was relat-
ed to disease severity, although given the small number of
patients and their non-uniform treatment management,
survival data should be interpreted cautiously. To con-
clude, the CD221 phenotype should be systematically
evaluated in myeloma patients, and this receptor could be
an ideal therapeutic target in patients, as recently shown."
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Letters to the Editor

Disorders of Hemostasis

The spectrum of mutations in Southern Spanish
atients with hemophilia A and identification of
8 novel mutations

The aim of this study was to analyze the muta-
tion pattern causing hemophilia A in a population
from Southern Spain. Mutation analysis identified
the mutation in 99 of the 109 unrelated patients
enrolled in the Hemophilia Registry from Anda-
lusia. About 54% of non-inversion mutations iden-
tified were previously unreported.

haematologica 2005; 90:707-710

(http://www.haematologica.org/journal/2005/5/707.htmi)

Hemophilia A (HA) is an X-linked bleeding disorder
caused by a wide spectrum of mutations in the coagula-
tion factor VIII (F8) gene (MIM # 306700). In the severe
phenotype, the most prevalent mutations are the intron
22 (IVS22) and intron 1 (IVS1) inversion accounting for
40-50% and 5% of the mutations, respectively.'? Apart
from these inversions, no mutation hotspots have been
identified. Approximately 30% of all distinct point muta-
tions in HA occur at CpG sites.’

The aim of this study was to analyze the mutation pat-
tern causing HA in a population from Southern Spain.
The study included a consecutive series of 109 unrelated
males with HA (55 severe, 8 moderate and 46 mild phe-
notypes) enrolled in the Hemophilia Registry from
Andalusia (Southern Spain). Forty were sporadic cases
with no previous family history and 69 had a positive
family history. Genealogical investigations conducted for
each patient’s family did not disclose any common ances-
tor in three generations.

Among the 55 patients with severe HA, of which 27
were sporadic cases (49%) and 28 had a positive family
history (51%), the prevalence of IVS22* and IVS1?) inver-
sion was 36% (20 patients) and 5% (3 patients), respec-
tively. The IVS22 frequency was relatively low in com-
parison with the prevalence reported in other studies in
the Spanish population.' Nevertheless, the number of
patients in the group is too small to determine whether
the frequency is statistically lower. When the correlation
between familial or sporadic inheritance of the disease
was analyzed, no significant differences were observed
(11 and 9, respectively).

In patients with inversion-negative, severe or moder-
ate-mild HA, we sequenced the F8 gene (exons and
intron/exon splice junctions) following standard proto-
cols using previously described primers.® Among 32

atients with severe HA, the mutation was identified in
26 and 23 different mutations were found, 15 (65%) of
which had not been previously reported;*” none of these
mutations affected the CpG sites. The novel mutations
comprised 5 frameshift mutations, 4 nonsense mutations,
5 missense mutations and 1 mutation affecting the splic-
ing sites (Table 1). Among 54 patients with moderate-
mild HA, 12 sporadic cases (22%) and 42 with positive
family history (78%), the mutation was identified in 50
patients and 29 different mutations were found (Table 2),
all of them missense mutations. Thirteen (45%) of the 29
mutations identified were novel®” and only one affected
the CpG site. All the detected mutations were confirmed
through two independent polymerase chain reaction

haematologica/the hematology journal | 2005; 90(5) | 707 |
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Table 1. Summary of F8 mutations in severe hemophilic males. Novel mutations in boldface type. Transient: antibody that disappears

over a period of 6 months.

1D number Exon Mutation Amino acid substitution  Affected domain CoG Inhibitor Family history
A-304 4 5156—T C153F (TGC—TIC) Al No No Positive
A-021 4 5156T C153F (TGC—TIC) Al No No Positive
A-195 4 557 _559delACT D167fs Al No No Positive
A-113 Intron 4 IV$4-16—A Splicing All No No Sporadic
A121 6 741G—A W228X (TGG—TGA) Al No No Positive
A-045 10 1487delC P47T1s A2,B,A3,C1,C2 No Transient Sporadic
AS0 14 2440C—T R795X (CGA>TGA) B,A3, C1,C2 Yes No Sporadic
A-232 14 2526_2527delAG G823fs B,A3,C1,C2 No No Positive
A-017 14 3305_3306insAAAGAGGG G1083fs B,A3,C1,C2 No No Sporadic
A-060 14 3637delA 11194fs B,A3,C1,C2 No No Sporadic
A041 14 3637delA 11194fs B,A3,C1,C2 No No Positive
A43 14 4491_4492delTG T1478fs B,A3,C1,C2 No No Sporadic
A-247 15 5260T—C F1735L (TTC—CTC) A3 No No Sporadic
A-019 15 5291A—G Q1745R (CAG—CGG) A3 No No Pasitive
A011 15 5301C—G Y1748X (TAC—TAG) A3,C1,C2 No Transient Positive
A-359 16 5508G—A W1817X (TGG—TGA) A3, C1, C2 No No Sporadic
A-125 17 5592delA K1845fs A3,C1,C2 No No Sporadic
A-149 18 5878C-~»T R1941X (CGA—TGA) A3,C1,C2 No No Sporadic
A-111 18 5881T—5C W1942R (TGG—CGG) A3 No No Sporadic
A-059 18 5924T—A 11956N (ATT—AAT) A3 No No Positive
A-005 pal 6250A—T K2065X (AAG—TAG) C1,C2 No No Sporadic
A-293 21 6266G—A W2070X (TGG—TAG) C1,C2 No No Sporadic
A-028 23 6496C—T R2147X (CGA—TGA) C1,C2 Yes Transient Sporadic
A-288 23 6496C—T R2147X (CGA—TGA) C1,C2 Yes Transient Sporadic
A-065 25 6748CoT Q2231X (CAA—TAA) c2 No No Positive
A042 26 6976C—T R2307X (CGA—TGA) C2 Yes No Positive

assays from different blood samples. R593C was the
mutation most frequently found. The prevalence of this
mutation in our population is unusually high and,
although this may well be in part due a to founder effect,
this hypothesis has not been studied.

About 30% of hemophiliac patients develop polyclon-
al IgG inhibitory antibodies directed against the exogenic
factor VIIL. In our patients, 5 of 55 patients with severe
HA (9%) and 3 of 54 (5.5%) with moderate-mild disease
developed inhibitors. Only one patient with IVS22 devel-
oped factor VIII inhibitors; therefore, the presence of
IVS22 is not a major predisposing factor to inhibitor
development in our population. Three patients with the
R2150H mutation developed inhibitor antibodies.
R2150H mutation may affect the tertiary structure of the
molecule and alter the immunogenicity of the FVIII pro-
tein. R593C has also been reported in association with
inhibitor; however, neither of our patients developed
inhibitors.

We described 19 novel missense mutations and only
one affecting the CpG sites. These mutations were iden-
tified in both the heavy and light chains, and in all but the
B domain.® This fact reinforces the idea that single
nucleotide substitutions within this domain are largely
unimportant. In the present study the relationship
between the novel missense mutations and the disease
was indicated by several investigations: (i) mutations
were not detected in 50 female controls; (if) in hemophil-
iacs with a family history, we performed a segregation
analysis of the mutation; (iii) in hemophiliacs with no

} 708 | haematologica/the hematology journal | 2005; 90(5)

previous family history, all missense mutations were at
positions preserved in murine, pig, canine and human
genomes.*In conclusion, we report here the results of an
analysis of the F8 gene mutations in Southern Spanish
patients with HA. Mutation analysis identified the muta-
tion in 99 of the 109 hemophilic males (91%). This fre-
quency is similar to those previously described by other
authors.*™ About 54% of non-inversion mutations iden-
tified were previously unreported. We failed to identify
the mutation in ten patients. Rearrangements in introns
other than 22 or 1, or mutations affecting the promoter
or intronic regions could be responsible for the disease in
these cases. Such mutations are not currently part of rou-
tine screening of F8 gene.
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Table 2, Summary of F8 mutations in moderate-mild hemophilic males. Novel mutations in boldface type.

1D number Exon Mutation Amino acid Affected CpG Inhibitor Family history
Substitution Domain
A025 4 396A—C E113D (GAA—GAC) Al No Yes Sporadic
A-151 4 538C—T H161Y (CAT—TAT) Al No No Positive
A-084 6 755C—T T1233| (ACA—ATA) Al No No Positive
A128 7 854T—C V266A (GTG—GCG) M No No Posltive
A-089 7 878AT H274L (CAC—CTC) Al No No Positive
A-266 7 923C—T $289L (TCG—TIG) Al Yes No Positive
A-342 8 1195A-6 F380V (AMA—GAA) A2 No No Positive
A221 10 1505T—A V483D (GTC—GAC) A2 No No Positive
A-009 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) A2 Yes No Positive
A-039 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) A2 Yes No Positive
A-040 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) V] Yes No Sporadic
A-061 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) A2 Yes No Positive
A-260 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) 2 Yes No Positive
A-298 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) A2 Yes No Positive
A-365 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) .V} Yes No Positive
A-189 12 1834C—T R593C (CGC—TGC) L.V Yes No Pasitive
A173 12 1834C—T R693C (CGC—TGC) A Yes No Sporadic
A-035 13 20436—A MB62! (ATG—ATA) A2 No No Sporadic
A-392 14 2167G—A AT04T (GCC—ALC) A2 Yes No Positive
A183 14 21306 Y719C (TAC—TGC) A2 No No Sporadic
A-358 14 3780C—G D1241E (GAC—GAG) B No No Positive
A-368 14 3780C—G D1241E (GAC—GAG) B No No Positive
A-136 14 51446A R1696Q (CGA—>CAA) A3 Yes No Positive
A-387 15 53056—A G1750R (GGA—AGA) A3 No No Positive
A-336 16 5399G—A R1781H (CGT—CAT) A3 Yes No Positive
A-281 16 54206>¢C $1788T (AGC-—ACC) A3 No No Sporadic
A-096 16 5428T—C $1791P (TCT—CCT) A3 No No Positive
A215 16 54281-C $1791P (TCT—CCN) A3 No No Positive
A-390 16 5527G—A A18247 (GCA—ACA) A3 No No Positive
A-037 16 5531C—T P1825L {CCC—CTC) A3 No No Positive
A-309 16 §531C—HT P1825L (CCC—CTC) A3 No No Posltive
A027 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) X} Yes No Positive
A-030 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) A3 Yes No Positive
A417 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) IX] Yes No Positive
A-155 18 5954G—A R1966Q (CGA—CAA) A3 Yes No Positive
A323 19 6046C—T R1997H (CGG—TGG) A Yes No Positive
A-064 19 6046C—>T R1997H (CGG—TGG) A3 Yes No Positive
A134 19 6046C—T R1997H (CGG—TGG) A3 Yes No Positive
A-046 23 6506G—A R2150H (CGT—CAT) 1 Yes No Positive
A194 23 65066—A R2150H (CGT—CAT) C1 Yes Yes Positive
A-209 23 6506G—A R2150H (CGT—CAT) C1 Yes No Positive
A-410 23 6506G—A R2150H (CGT—CAT) (] Yes Yes Positive
A-245 23 6506G—A R2150H (CGT—>CAT) Cl Yes No Positive
AD14 23 6506G—A R2150H (CGT—CAT) €l Yes Yes Positive
A-078 23 6551A—T E2165V (GAG—GTG) c1 No No Sporadic
A129 24 6623A—G 02189R (CAG—CGG) 2 No No Sporadic
A-068 24 6622C—G Q2189E (CAG—>GAG) c2 No No Positive
A024 25 6744G--T W2229C (TGG—>TGT) C2 No No Sporadic
A120 25 6821THA M2255K (ATG—AAG) c2 No No Positive
A-081 26 7028T-C 12324P (CTG—CCG) 2 No No Positive
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Platelets

Increased glycocalicin index and normal
thrombopoietin levels in patients with idiopathic
thrombocytopenic purpura with a decreased rate
of platelet production

Platelet kinetic studies in idiopathic thrombocy-
topenic purpura (ITP) have shown that in a sub-
group of patients a shortened mean platelet life
(MPL) is associated with a decreased platelet pro-
duction rate (PPR).' Other methods of studying
certain aspects of thrombocytopoiesis are the plas-
maelxi concentrations of thrombopoietin and glyco-
calicin.

haematologica 2005; 90:710-711
(http://www.haematologica.org/journal/2005/5/710.htmi)

Clinical studies have shown elevated plasma levels of
thrombopoietin in conditions with diminished megaka-
ryocyte production.’ Glycocalicin is the soluble, external
part of membrane glycoprotein Ibo (GPIboy). The glyco-
calicin-index, normalized for individual platelet count,
has been introduced as a parameter of platelet turnover.?
We investigated thrombopoietin and glycocalicin levels
in ITP patients and correlated them to the platelet kinet-
ic parameters MPL and PPR. Platelet kinetic studies. In
order to study platelet kinetics, autologous platelets were
labeled with Indium-111 tropolonate according to the
recommendations of the International Committee for
Standardization in Hematology.* The platelet production
rate (PPR) is defined as the number of platelets entering
the circulation to maintain the platelet count. The normal
values of PPR is 223x10%day (158-268) and the normal
mean platelet life (MPL) is 9.2+1.4 days (8.9-9.4).°

Plasma thrombopoietin concentrations were deter-
mined with an enzyme-linked immunosorbent assay
(Quantikine, R&D systems, Minneapolis, USA). The nor-
mal value in this assay is 114 pg/mL (93-146). Plasma gly-
cocalicin concentrations were measured by enzymatic
immunoassay (Takara Shuzo Co, Ltd). The glycocalicin
index is derived from the glycocalicin value (mg/mL)
x250x10%L divided by the individual platelet count. The
normal value is 0.7 (0.6-0.9).

Data are presented as the median with 25" and 75°%
percentiles. Statistical analysis was performed using
Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variances and
the Wilcoxon two-sample test. Correlations were
assessed with Spearman’s rank correlation procedure. A
p-value of <0.05 was considered statistically significant,

| 710 | haematologica/the hematology journal | 2005; 90(5)

Table 1. Characteristics of patients.

Production Production p
decreased normal
or increased
Patients, n 9 26
Female 4 16
Age, years 62 (30-68) 44 (32-67) 09
Platelet count at
diagnosis,x10°/L 22 (13-46) 63 (43-89) 0.02
Mean platelet life, days 26(1.4-37) 19(1.1-3) 05
Platelet production 100 (88-145) 255 (188-325)  0.004
rate, 10%/d
Thrombopoietin, pg/mL 109 (71-172) 111 (64-171) 0.8
Glycocalicin-index 12 (7-25) 5 (3-10) 0.03

Results are expressed as median (25"/75" percentile).

[
[—]
1

Glycaocalicin index
8
—_l

o o a]

] ] 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Platelet production x10%day

Figure 1.

and all tests were two-sided. After informed consent, 35
patients (20 women) with ITP were studied. Their mean
age was 45 years (32-66) and platelet count at diagnosis
was 58x10°/L (22-85). MPL was 2 days (1.1-8) and PPR
was 195x10%day (150-300). PPR was reduced in 9
patients whereas in 26 patients it was normal (n=17) or
increased (n=9; median 395, min: 300, max: 950x10%/
day). The PPR were not correlated to changes in MPL.
Thrombopoietin plasma levels (110 pg/mL, 68-171) were
measured in all the studied patients and compared to
those in controls (114 pg/mL, 93-146). No statistical dif-
ference was observed (p=0.7). In addition, there was no
significant difference in thrombopoietin plasma levels in
patients with a normal or increased PPR, (111 [64-171])
vs a reduced PPR (median 109 [71-172], p=0.8).

The glycocalicin index was 5 (4-13). A significant corre-
lation was observed between this index and PPR (Figure 1;
7=0.03). In patients with a normal or increased PPR, the
glycocalicin index was 5 (3 -10), whereas it was 12 (7-25)
in patients with a decreased PPR (p=0.03). No significant
correlation was observed between the glycocalicin index
and MPL (p=0.08). Patients with a MPL <2 days demon-
strated a glycocalicin index of 7 (3-26) compared to 5 (4-
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Characterization of sequence breakpoints in two
haemophiliac patients with large FVIII gene deletions
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Haemophilia A is an X-linked bleeding disorder
caused by a wide spectrum of mutations in the
coagulation factor VIII gene (MIM #306700). The
first recurrent FVIII mutation to be recognized was
intron 22 inversion (Inv22), which accounts for
approximately 45% of severe haemophilia A cases
[1]. Bagnall et al. [2] described another recurrent
FVIII inversion affecting intron 1 (Invl) that is
responsible for up to 5% of severe haemophilia A
cases and results from homologous recombination
between inversely oriented sequences of 1.2 kb
(int1h). Other large deletions account for 1-5% of
the mutations causing severe haemophilia A [3];
however, the molecular mechanisms of excision and
rejoining still remain quite unexplored. In the present
study, we have mapped two different partial dele-
tions within the FVIII gene in two patients with
severe haemophilia A. Neither of the patients had
Inv22 or Invl.

Our subjects were two unrelated patients with
severe haemophilia A (FVIII:C < 1%) enrolled in the
Haemopbhilia Registry of Andalucia (Southern Spain)
[4]. In Patient 1, all exons were amplified except for
the amplimer involving exons 8-9. Exons 8 and 9
were not amplified separately, suggesting a deletion
affecting these exons. To delineate the deletion
breakpoint regions, we mapped intron 7 with three
primer pairs. Polymerase chain reaction (PCR;
Table 1) products of the expected size were obtained
by all three primer pairs, suggesting that this region
was not involved in the deletion. However, the
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combination of primer Int7-3F with E10-2 yielded a
deletion-specific product of 3300 bp (data not
shown). This primer pair amplifies a wild-type
fragment of 6500 bp, predicting a deletion of about
3200 bp. We sequenced the deletion-specific product
to localize the breakpoints. The 5’-breakpoint was
localized inside exon 8 at nucleotide 59 318 while
the 3’-breakpoint occurred in intron 9 at nucleotide
62 505. Therefore, the 3185-bp deletion includes a
portion of exon 8 and all of exon 9. Sequence
analysis revealed a 3-bp region of homology (GCC)
at the junction site (Figure 1).

In Patient 2, all exons were amplified except for
exon 15. This exon consistently failed to amplify,
suggesting the presence of a deletion affecting only
exon 15. To delineate the breakpoint regions, we first
mapped intron 14 with seven primer pairs (Table 1).
PCR products of the expected size were obtained by
primer pairs Int14-1F/Int14-1R, Int14-2F/Int14-2R,
but no amplicons were generated by the remaining
primer pairs. Secondly, we mapped intron 15 with
three primer pairs (Table 1) and obtained PCR
products of the expected size in all the pairs. In
order to amplify a junction fragment, we combined
primer Int14-2F with Int15-1R. A PCR product of
600 bp was obtained. The primer pair amplified a
wild-type fragment of 7900 bp, predicting a deletion
of about 7300. We sequenced the junction fragment
of 600 bp to localize the breakpoints. The 5'-break-
point was identified in intron 14 at nucleotide
111 980, and the other in intron 15 at nucleotide
119 463. We found that 7289 bp were deleted and
replaced with a 56-bp sequence. This DNA region is
extremely A + T rich and contains two 9-bp tandem
copies (TTTTATATA,; Figure 2).

In addition to the breakpoint analysis, we designed
a specific PCR test for each of the families to detect
carrier female members. In carrier analysis of fam-
ilies with large deletions in the FVIII gene, the

© 2007 The Authors
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Table 1. Primers used for characterizing the FVIII deletions were designed based on the genomic sequence deposited in the GenBank
database (AY769950).

Genomic GenBank
Primers Sequence §’ to 3’ location nucleotides
Int 7-1F TGAAAGGACTATTTGG Intron 7 57 127-57 142
Int7-1R GGTGAAATGATGATGCAATCT Intron 7 57 257-57 277
Int 7-2F ATAGCATTTCTTTCTTCCTATTACT Intron 7 57 800-57 824
Int 7-2R AGGTCTTGTCAAAATTCCAT Intron 7 57 991-58 010
Int 7-3F TGATCTTCAAAATTGCCCTG Intron 7 58 384-58 403
Int 7-3R CCAAGTTCATAAAACCATGACA Intron 7 58 555-58 576
Int 9-4 TGATTTGGCTCTCTGTCTG Intron 9 62 597-62 615
E 102 ACTTTAGACTGGAGCTITGAG Intron 10 64 892-64 873
I 14-1F TGCTGGCACTTATTCCCACTG Intron 14 110 718-110 738
114-1R CACAGTTCCAAAGTTGCTTC Intron 14 110 961-110 980
1 14-2F TAGTGGAGCTGTGAGAAGAG Intron 14 111 918-111 937
I 14-2R CTCCGTGTCTCACATTTAGG Intron 14 112 119-112 138
114-3F ATTATGCAGTCTCAGGCAG Intron 14 113 097-113 115
I14-3R CTTTATGCCAGTACCATGCT Intron 14 113 249-113 268
I 14-4F AACATCGATGAGCCTGGATG Intron 14 114 319-114 338
I 14-4R CCACCCCTTCATTTTACACC Intron 14 114 509-114 528
1 14-5F CTATGACTAAGAACATGCGG Intron 14 115 481-115 500
I 14-5R CATGTGCGGTGTTGAGTCA Intron 14 115 685-115 703
114-6F ATGTGGGCTTCAGTGTCAAG Intron 14 116 721-116 740
I 14-6R CAAACCTGCAAGCAATGTGA Intron 14 116 881-116 900
I 14-7F TGGATAGGTGCTCCACA Intron 14 118 139-118 155
I 14-7R GTTGGGCGGAATTACTAGG Intron 14 118 363-118 381
115-1F CGCTGTAATCACACAACAG Intron 15 119 790-119 807
[15-1R CTCTCATTAAAATGTTCAGTGGT Intron 15 119 958-119 980
115-2F ATTCCTGCCTATCCAGAG Intron 15 120 114-120 131
115-2R TCTTTGGTTCACACAATGC Intron 15 120 234-120 252
I 15-3F ATTTTTAATCTGGAAAGTAAGCCT Intron 15 120 414-120 437
115-3R AGGAGAAAATTCCTAAACTCAT Intron 15 120 569-120 590
Exon Intron
Normal ucmmrcccrmrmccﬂaemscmcc-r-————'——Accm'rswcwcz\sccvmn'rc'rccrruoc
Patient CTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGC TCTCCTTAAGCTGATAAGCAACTTCAGCAAA

Fig. 1. Gene deletion breakpoints in Patient 1. Breakpoints were characterized by sequencing. The upper sequence is from normal DNA
and the lower sequence is from patient’s DNA. The 5’-breakpoint was located at base 59 318 in exon 8, and the 3’-breakpoint at base
62 505 in intron 9.

Intron Intron

P

v hd
Normal ATGGTAGATCCACTGAGAG CTTGCACCGTGGG~-~——- TAATTTTATATATT TATTTTCTTGCTGACTAT

Patient CCACTGAGAG TCTACTGGAATTACAAGAAAATTAATTTTATATATTTTATATATTTATTTTATATA TATTTTCTITGCTG

Fig. 2. Gene deletion breakpoints in Patient 2. Breakpoints were characterized by sequencing. The upper sequence is from normal DNA,
and the lower sequence is from patient’s DNA. The 5’-breakpoint was located at nucleotide 111 980, in intron 14, and the 3’-breakpoint
was located at nucleotide 119 463 from the §’-terminal intron 15. We also detected 56-bp intervening bases at the deletion junction in the
patient’s FVIII gene.

detection of deletions by screening techniques based  fragments by PCR can be a useful tool for carrier

on PCR amplification of individual exons is ham-  detection and provides important information for
pered by the presence of a masking normal allele.  counselling the patient’s families.
However, delineation of the breakpoint regions and In Family 1, due to the fact that the Int7-3F and

amplification of rearrangement-specific junction  Ex10-2 primers amplified a 3326-bp PCR product,
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we designed a new primer (Int9-4) at the 5’ closest to
the deletion to obtain a 1046-bp PCR product in
individuals with the deletion. In individuals without
the deletion, the primer pair should amplify a 4234-
bp band. However, this band did not amplify under
the PCR conditions used; hence, it was necessary to
introduce the exon 1 primers as an amplification
control. We analysed the DNA of the patient’s
grandmother, mother and sister, and two healthy
controls. The grandmother and mother were carriers
of the mutant gene, but the sister was not.

In Family 2, primers Int14-2F and Int15-1R were
used for carrier testing, obtaining a 600-bp specific
product. As in the other case, these primers should
amplify a 7900-bp band, which was not observed
with the PCR conditions used; thus, the exon 1
primers were again used as a control. We analysed
the DNA of two nieces and two healthy controls. The
two nieces were carriers of the mutant gene.

In conclusion, herein we describe two large dele-
tions in two families with haemophilia A. Breakpoint
sequences were determined by PCR protocols and
sequencing. Thus, we have developed simple, specific
PCR tests for the detection of carriers of mutations in

Haemophilia (2007), 13, 682684

these two families, without the need for other more
laborious processes, which provide important infor-
mation for genetic counselling.
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