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DESCRIPCION

Meétodo y sondas para el diagnéstico genético de la hemocromatosis.

La invencién se refiere a un método para el diagndstico genético de la hemocromatosis, asi como a sondas para el
diagnéstico genético de la hemocromatosis.

La Hemocromatosis Hereditaria (HH) /11/ es una enfermedad autosomal recesiva comin que se caracteriza por
un trastorno del metabolismo del hierro en el cuerpo humano que conduce a una sobrecarga progresiva de hierro. El
hierro en exceso se deposita en diversos érganos, principalmente el higado, el corazén y el pancreas, causando dafios
irreversibles y enfermedades tales como cirrosis hepdtica, diabetes, artritis, cardiomiopatfas y muerte prematura. Con
un diagndstico temprano y un tratamiento por flebotomia terapéutica se puede prevenir completamente el dafio a los
organos y la esperanza de vida de los pacientes es la normal. Debido a que, a menudo, los sintomas clinicos de la
hemocromatosis no aparecen antes de los 40, 50 o mds afios de edad, cuando pueden existir ya dafios irreversibles en
los 6rganos, es preferible un diagndstico presintomaético.

Se ha identificado un nimero de mutaciones puntuales en un nuevo gen de tipo MHC clase I denominado HFE
(locus 6p) y que estan relacionadas con HH /1,7,9/. Este gen codifica una proteina que interactiia con el receptor de
la transferrina (TFRC) y que afecta negativamente a la captacién de hierro celular de la transferrina /36/. En 1996 se
identificé el gen HFE y se han descrito originalmente dos mutaciones, C282Y y H63D /1/. Estas dos mutaciones se
utilizan actualmente para el diagndstico genético de la hemocromatosis.

La H63D es una mutaciéon C — G en el codén 63, que transforma el aminodcido 63 de histidina en 4cido aspartico.
Debido a su alta frecuencia en la poblacién general, su papel en el diagndstico de la enfermedad sigue siendo dudoso.

Un criterio mucho mejor para el diagndstico de la hemocromatosis es la mutacién de C282Y, encontrada en el
65% hasta el 95% de los pacientes en cuestion. C282Y es una mutaciéon G — A en el nucleétido 845 de la secuencia
de cADN de HFE que convierte el aminoacido 282 de cisteina a tirosina. Por tanto, la mayoria de los pacientes
con HH son homocigéticos para la C282Y /1,13,14,15/. Entre las probandas de HH, los heterocigotos compuestos
para C282Y/H63D dan cuenta de aproximadamente un 5-7% /1,16/, los homocigotos para H63D son muy raros v,
en general, ambos tienen una forma suave de hemocromatosis /17/. Una minoria de casos que se presentan con un
fenotipo HH son heterocigotos para C282Y o H63D o ni C282Y ni H63D. Parece que esto es mas comin en el sur
de Europa que en el norte de Europa /18/19/. Esto significa que el porcentaje de pacientes con hemocromatosis que
no presentan una mutacién de C282Y varfa, siendo, por ejemplo, mds alta en Italia que en los paises del norte de
Europa. En un estudio de colaboracién que inclufa 188 pacientes italianos con el fenotipo tipo HH, se caracterizé
incompletamente un 28% con al menos un cromosoma sin una mutacién asignada /19/. En algunos de estos pacientes
se ha sugerido la presencia de otras mutaciones de HFE u otros determinantes genéticos unidos en 6p o la existencia
de otra forma de sobrecarga genética de hierro no ligada al cromosoma 6 /19,20,21/. Se han descubierto recientemente
tres nuevas mutaciones de HFE en el estado heterocigoto en asociacién con C282Y en casos tnicos con HH clasica:
una mutacién del sitio de empalme (IVS3 + 1G — T) causando un salto obligado del exén 3 /22/ y dos mutaciones de
sentido erréneo (1105T y G93R) localizadas en el dominio @1 que pueden afectar a la unién de la proteina del HFE
al receptor de transferrina /23/. Ademas, se descubrié que la mutacién de sentido erréneo S65C estaba enriquecida
notablemente en cromosomas de HH que no eran C282Y ni H63D, lo que sugiere que S65C podria ser otra variante
que contribuye a una forma suave de HH en asociacién con C282Y o H63D /9/. Se han descrito recientemente otras
mutaciones de sentido erréneo, pero su papel en la patogénesis de HH sigue siendo poco claro /7/.

Aunque se observa una homocigocidad para C282Y en la mayoria de los pacientes caucasianos con HH y es bien
reconocida como la causa de la enfermedad, el valor de diagndstico de otras mutaciones de HFE sigue investigandose.
Seria particularmente interesante definir las mutaciones causantes de la enfermedad en aquellos pacientes con HH que
no son homocigotos para C282Y.

Por tanto, es importante encontrar -ademds de las mutaciones conocidas- otras causas genéticas en el gen HFE u
otros genes que pueden conducir al exceso de hierro en un paciente.

Por esta razon, el problema de la presente invencidn consiste en encontrar otras posibilidades para diagnosticar las
causas genéticas de la hemocromatosis.

El problema se resuelve mediante el examen de una muestra bioldgica en busca de la presencia de una mutacién
G — T en el nucledtido 502 de la secuencia de cADN de HFE. Esta mutacion se descubri6 durante el reconocimiento
de cinco pacientes italianos no relacionados heterocigotos para C282Y con el fenotipo cldsico de hemocromatosis. La
mutacién (nt 502 G — T o E168X) se identificé en el exén 3 del cromosoma negativo C282Y. La mutaciéon G — T en
el nucledtido 502 provoca la conversion del aminodcido 168 correspondiente de dcido glutdmico a un codén de parada
(E168X).

La presente descripcion se refiere también al examen de una muestra bioldgica en busca de la presencia de una
mutacion G — C en el nucledtido 502 de la secuencia de cADN de HFE. Esta mutacion en el exén 3 (nt 502 G —
C o0 E168Q) se identificé en una mujer caucdsica sudafricana de 79 afios de edad. Era también heterocigota para la
mutacién de H63D vy su ferritina en suero era moderadamente elevada en el momento de la prueba (242 ng/ml; valo-
res de referencia: 12-119 ng/ml). Se presentd sin sintomas clinicos notables, pero tenia un historial familiar tanto de
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enfermedad cardfaca como de distintos tipos de cancer. Se identificé inicialmente una mutacién de E168Q mediante
un andlisis del polimorfismo de conformacién de una sola hebra /7/ (SSCP) y se confirmé posteriormente por secuen-
ciacién del ADN. La mutacién G — C en el nucledtido 502 causa la conversién del aminodcido 168 correspondiente
de 4cido glutdmico a glutamina (E168Q).

Preferentemente, la muestra bioldgica se examina adicionalmente en busca de la presencia de una mutaciéon G —
A en el nucleétido 845 y/o una mutaciéon C — G en el nucleétido 187 de la secuencia de cADN de HFE, de modo tal
que pueda tener lugar un diagndstico de hemocromatosis aunque se encuentre sélo una de estas mutaciones conocidas.

El problema se resuelve ademds mediante el examen de una muestra biolégica en busca de la presencia de dcidos
nucleicos que codifican para los productos de HFE con una sustitucién de dcido glutdmico por glutamina o un codén
de parada en el aminodcido 168 (E168Q, E168X) o el examen de una muestra bioldgica en busca de la presencia
de un producto genético de HFE con una sustitucién de dcido glutdmico por glutamina o un codén de parada en el
aminodcido 168 (E168Q, E168X).

Las mutaciones puntuales conocidas en el estado de la técnica o de acuerdo con la presente invencién y descritas
anteriormente provocan ciertas sustituciones de aminodcidos y se han encontrado en pacientes afectados de hemocro-
matosis. Sin embargo, las sustituciones de aminodcidos descritas anteriormente también ser resultado de mutaciones
distintas a dichas mutaciones conocidas o mutaciones de acuerdo con la presente invencién y conducirdn por ello a
una afeccidn o una situacién portadora. Por tanto, el examen de una muestra bioldgica en busca de la presencia de una
o mads de las sustituciones de aminoacidos anteriores proporcionard informacién sobre si el paciente del que procede
la muestra bioldgica estd afectado por o es portador de hemocromatosis.

Como muestra biolégica se puede utilizar sangre, tejido bidpsico, frotis de la cavidad oral, fluido amniético o
similar y la muestra bioldgica se somete a un pretratamiento conocido de acuerdo con el procedimiento conocido
seleccionado de reconocimiento.

Cuando se examina también la muestra bioldgica en busca de la presencia de dcidos nucleicos que no muestran
las mutaciones mencionadas o las sustituciones de aminodcidos en su gen HFE o productos genéticos respectivos, se
puede demostrar si las mutaciones son heterocigotas u homocigotas.

El examen se puede realizar de manera conocida por andlisis de secuencia de los dcidos nucleicos procedentes de
la muestra bioldgica.

O los 4cidos nucleicos de la muestra biolégica se ponen en contacto con al menos una sonda capaz de hibridarse
con una region de dichos dcidos nucleicos correspondiente a una regién de la secuencia de cADN de HFE que contiene
el nucleé6tido 502 si existe una mutacién G — T en la posicién 502 de la secuencia de cADN de HFE y/o que contiene
el nucleétido 502 si existe una mutacién G — C en la posicion 502 del gen de HFE y se realiza un examen en relacién
a si se han creado los productos respectivos de hibridaciéon. A partir de la muestra bioldgica, los dcidos nucleicos
(ADN y/o ARN gendémico, por separado o mezclados) se vuelven asequibles por medio de cualquiera de los métodos
respectivos conocidos del estado de la técnica.

Cuando también se debe examinar la muestra bioldgica en busca de la presencia de la mutacién conocida de C282Y
y/o H63D, los 4cidos nucleicos de la muestra bioldgica se ponen en contacto también con al menos otra sonda capaz
de hibridarse con una regién de dichos dcidos nucleicos correspondiente a una regién de la secuencia de cADN de
HFE que contiene el nucledtido 845 si existe una mutacién G — A en el nucleétido 845 y/o el nucleétido 187 si existe
una mutacién C — G en el nucleétido 187 de la secuencia de cADN de HFE y se realiza un examen en relacion a si se
han creado los productos respectivos de hibridacion.

Para diferenciar si una o mas mutaciones son heterocigotas u homocigotas, preferentemente los dcidos nucleicos
de la muestra se ponen también en contacto con al menos otra sonda capaz de hibridarse con una regiéon de dichos
dcidos nucleicos correspondiente a una regién de la secuencia de cADN de HFE que contiene al menos uno de di-
chos nucleétidos si no existe ninguna mutacién y se realiza un examen en relacion a si se han creado los productos
respectivos de hibridacién.

Actualmente se utiliza diversos métodos diferentes para el andlisis de las mutaciones, entre ellos el polimorfismo de
longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP), PCR con cebadores especificos para secuencias (PCR-SSP), hibridacién
de oligonucledtidos especificos de alelos, polimorfismo de conformacién de una sola hebra (SSCP), electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE), ensayo de ligacién de oligonucleétidos (OLA), PCR en tiempo real
de fluorescencia y secuenciaciéon de ADN /1,2,3,4,5,6,7,8,9/. Cuando se examina el ARN, se puede llevar a cabo por
ejemplo mediante “NASBA” o el ARN se transcribe en cADN por transcripcion inversa, que se amplifica después por
PCR y que se caracteriza sucesivamente. Todos estos métodos de andlisis conocidos se pueden utilizar para el método
de diagndstico de la presente invencion.

La sonda para el diagndstico de la hemocromatosis por medio de mutaciones en el gen HFE de acuerdo con la
invencién es capaz de hibridarse con los 4cidos nucleicos de una muestra bioldgica en una regién que corresponde a
una region de la secuencia de cADN de HFE que contiene el nucle6tido 502 para determinar si existe una mutacién G
— T en la posicién 502 de la secuencia de cADN de HFE.
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Los siguientes ejemplos describen las posibilidades de ejecucién en cuanto a los métodos de diagnéstico de la
hemocromatosis de acuerdo con la invencién. Las figuras adjuntas ayudan a ilustrar los ejemplos. La ilustracién gréfica
de la Fig. 1 muestra algunos modelos de tincion posibles que se pueden obtener con ADNs que portan distintos alelos
de HFE mutantes y de tipo salvaje por medio de hibridacién inversa tal como se explica en el Ejemplo 2.

Ejemplo 1
Aislamiento y Amplificacion de ADN

Se aislé6 ADN de sangre anticoagulada por métodos de extraccion estdndar /10/ o con reactivos comercialmente
disponibles (GenXtract DNA extraction system, Viennalab). Las secuencias del exén 3 del gen HFE se amplificaron
en una reaccion PCR utilizando los cebadores 5’-GGA TTG GAG AGC AGC AGA AC-3’ y 5’-AAA CTC CAA CCA
GGG ATT CC-3’. Cada cebador se utilizé a una concentracién final de 0,4 uM en el tampén 1xPCR que contenia
1,5 mM Mg**, 200 uM dNTPs (Epicentre, Madison, WI) y 0,02 U/ul de polimerasa AmpliTaq DNA (PE Biosystems,
Foster City, CA). Se realiz6 un programa de termociclos de 30 ciclos (94°C durante 15 s, 58°C durante 30 s, y 72°C
durante 30 s) en un GeneAmp PCR System 2400 (PE Biosystems).

Secuenciacion

Se purificaron los productos PCR con columnas “Centricon-100” de acuerdo con las recomendaciones del fa-
bricante. El ADN amplificado y purificado se cuantificé por espectrofotometria UV y posteriormente se secuencid
estrictamente siguiendo el protocolo descrito en el kit de reaccién “BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Re-
action Kit - con Polimerasa AmpliTaq DNA, FS” (PE Applied Biosystems) de ABI Prism instrumentation (PE Applied
Biosystems).

Ejemplo 2

A continuacion, se describe la aplicacién con éxito de la hibridacion inversa, para establecer una prueba de detec-
cion para la deteccion de algunas mutaciones conocidas y algunas nuevas mutaciones puntuales de HFE y TFR2, asi
como una nueva mutacién por cambio de marco de TFR2. La prueba se basa en la amplificacion multiplex de ADN y
tiras de prueba de membrana listas para usar que contienen sondas de oligonucleétido para cada alelo de tipo salvaje
y mutado inmovilizado como serie de franjas paralelas. La prueba es rdpida, facil de realizar y se puede acceder a la
automatizacioén en equipos comercialmente disponibles, y con la adicién de nuevas sondas la tira de prueba se puede
adaptar facilmente para abarcar un nimero creciente de mutaciones.

Aislamiento y Amplificacion de ADN

Se aisl6 ADN de sangre anticoagulada por métodos de extraccidn estdndar /10/ o reactivos comercialmente dis-
ponibles (GenXtract DNA extraction system, Viennalab). Las secuencias de los exones 2, 3 y 4 del gen HFE y las
secuencias de los exones 2, 4 y 6 del gen TFR2 se amplificaron en una tinica reaccién PCR multiplex utilizando los ce-
badores 5’-biotinilados (/1,31,32/; Tabla 3). Cada cebador se utiliz6 a una concentracién final de 0,4 M en el tampén
1xPCR que contenfa 1,5 mM Mg>*, 200 uM dNTPs (Epicentre, Madison, WI) y 0,02 U/ul de polimerasa AmpliTaq
DNA (PE Biosystems, Foster City, CA). Se realiz6 un programa de termociclos de 30 ciclos (94°C durante 15 s, 58°C
durante 30 s 'y 72°C durante 30 s) en un GeneAmp PCR System 2400 (PE Biosystems).

Preparacion de las Tiras de Prueba

El principio general de marcar de cola e inmovilizar las sondas de hibridacion especificas de las secuencias ya
se ha descrito anteriormente /34/. Las sondas (16-24 meros) especificas del alelo de tipo salvaje o mutante de cada
mutacidn se seleccionaron a partir de las secuencias de los bancos de datos para HFE y TFR2 (nimeros de acceso al
GenBank: HFE-792910, TFR2-AF067864) y se sintetizaron mediante la quimica de fosforamidita estdndar. Se afadi6
enzimdticamente una marca de cola 3’-poli(dT) (300-500 residuos) mediante la incubacién de oligonucleétidos (200
pmol) en presencia de 60 U de transferasa desoxinucleotidilo terminal (Amersham Pharmacia, Buckingamshire, UK)
y 150 nmol de dTTP (Epicentre) durante 8 horas a 37°C. La reaccién termind por la adicién de EDTA 10 mM y se
comprobd la eficacia del marcaje de cola mediante electroforesis en gel de agarosa. Las sondas con marca de cola poli
(dT) se aplicaron a hojas de membrana de nitrocelulosa (Whatman, Maidstone, UK) como franjas paralelas separadas
de 1 mm de ancho utilizando un aparato slot-blot hecho a medida, se secaron y fijaron mediante cocido durante toda
la noche a 60°C. Se incluyé un oligonucledtido control 5’-biotinilado para permitir el control del rendimiento de los
reactivos de deteccion. La hoja de membrana finalmente se cortd en tiras de pruebas de 3 mm listas para usar.

Hibridacion Inversa y Deteccion

Se llevé a cabo todo el procedimiento de hibridacién y deteccidn en franjas individuales de una bandeja de incu-
bacién de plastico de paredes finas (Bio-Rad, Hercules, CA). Se mezclaron volimenes iguales (10 u) del producto de
PCR y una solucién desnaturalizante (400 mM NaOH, 10 mM EDTA) y se incubaron a temperatura ambiente durante
5 minutos. La reaccién alcalina se neutralizé con un tampén de fosfato de sodio, pH 7, se afiadi6 una tira de prueba y
se llevd a cabo la hibridacién durante 30 minutos a 45°C en un bafio de agua, con agitacién. Después de tres lavados
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de incubacién a temperatura ambiente.

Resultados

Se estableci6 un sistema PCR multiplex para obtener fragmentos de ADN biotinilados que comprendian los exones
2,3y 4 del gen HFE y los exones 2, 4 y 6 del gen TFR2 en una unica reaccién de amplificacion. Para evitar errores
tipograficos potenciales de la mutacién C282Y debidos a un polimorfismo intrénico (5569G — A) dentro de la regién
de unién del cebador inverso original de Feder y col. (1996) /1/, el fragmento del ex6n 4 se modificé de acuerdo con

Jeffrey y col. (1999) /32/.

Para desarrollar el ensayo de hibridacién inversa, se recogieron muestras de ADN de individuos conocidos por
portar las siguientes mutaciones exénicas de HFE: HFE: V53M, V59M, H63D, H63H, S65C, Q127H, E168Q, E168X,

W169X, C282Y, Q283P; TFR2: E60X, M172K e Y250X (Tabla 1).

Codén 172 tipo salvaje TFR2
Codédn 250 tipo salvaje TFR2

TABLA 1
Franja Especificidad de la sonda Designacion de Referencia
la mutacién
(control)

1 nt 157 G — A exon 2 HFE V53M Villiers y col. /7/
2 nt 175G — Aexdn 2 HFE V59M Villiers y col. /7/
3 nt 187 C —» G exdén 2 HFE H63D Feder y col. /1/
4 nt 189 T — C exdn 2 HFE H63H Villiers y col. /7/
5 nt 193 A — T exdén 2 HFE S65C Mura y col. /9/
6 nt 381 A — C ex6n 3 HFE Q127H Villiers y col. /7/
7 nt502 G — C exdn 3 HFE E168Q Presente

8 nt502 G — T exdn 3 HFE E168X invencion

9 nt 506 G — A exo6n 3 HFE W169X Presente

10 (nt845G — Aexén 4 HFE C282Y invencion

11 nt 848 A — C exén 4 HFE Q283P Nuevo

12 |nt 84-88insC exén 2 TFR2 EB0X Feder y col. /1/
13 |nt515TAex6n4 TFR2 M172K Rubini y col. /41/
14 |nt750 C G ex6n 6 TFR2 Y250X Nuevo

15 | Coddn 53 tipo salvaje HFE Nuevo

16 | Codon 59 tipo salvaje HFE Nuevo

17 | Codones 63-65 tipo salvaje HFE

18 |Codones 168-169 tipo salvaje

19 |HFE
20 |Codones 282-283 tipo salvaje
21 HFE
22 | Codon 60 tipo salvaje TFR2
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Se seleccionaron varias sondas candidatas de entre 16 y 24 nucleétidos de longitud que codifican el alelo de tipo
salvaje o mutante de cada mutacién a partir de las secuencias del GenBank para HFE y TFR2. Después del marcaje de
cola enzimadtico poli(dT), los oligonucledtidos se aplicaron a una membrana de nitrocelulosa como una serie de franjas
paralelas y se fijaron mediante cocido. Finalmente, la hoja de membrana se cort6 en tiras de prueba individuales. Los
productos de amplificacién procedentes de distintas muestras de ADN que cubren las 14 mutaciones totales fueron
hibridados en estas tiras de pruebas preliminares en condiciones de rigurosidad idénticas y controladas con precision.
Las secuencias biotiniladas unidas se detectaron por medio de un conjugado de estreptavidina-enzima y reaccion de
tincién. A partir de estos resultados, se disefio la tira de pruebas final mediante la seleccién de sondas que reconocian
especificamente el alelo de tipo salvaje o el alelo mutante en las mismas condiciones estandardizadas. Se incluyé una
sonda de control que contenia residuos de biotina para que reaccionara positivamente sin tener en cuenta la presencia
de fragmentos de ADN de hibridacion para controlar el rendimiento del sistema de deteccion. La ilustracion gréfica
de la Fig. 1 muestra algunos modelos posibles de tincién obtenibles con ADNs que llevan distintos alelos de HFE o
TFR2 mutantes o de tipo salvaje.

Se utilizaron las siguientes muestras:

1. no mutante

2. HFE:V53M heterocigoto

3. HFE:V59M heterocigoto

4. HFE:H63D homocigoto

5. HFE:H63H heterocigoto

6. HFE:S65C heterocigoto

7. HFE:S65C homocigoto

8. compuesto HFE:H63D + HFE:S65C heterocigoto

9. compuesto HFE:H63D + HFE:Q127H heterocigoto

10.  compuesto HFE:H63D + HFE:E168Q heterocigoto

11.  compuesto HFE:H63D + HFE:W169X heterocigoto

12.  compuesto HFE:E168X + HFE:C282Y heterocigoto

13.  HFE:C282Y heterocigoto

14.  compuesto HFE:H63D + HFE:C282Y heterocigoto

15.  compuesto HFE:S65C + HFE:C282Y heterocigoto

16.  compuesto HFE:C282Y + HFE:Q283P heterocigoto

17.  HFE:C282Y homocigoto

18.  TFR2:E60X homocigoto

19.  TFR2:M172K heterocigoto

20.  TFR2:Y250X heterocigoto

21.  TFR2:Y250X homocigoto

22.  control PCR negativo

La mayoria de las técnicas conocidas son muy limitadas en su capacidad para identificar mds de una mutacién
en una sola prueba; por tanto, un andlisis genético completo puede resultar mas bien laborioso. Por otra parte, los
métodos altamente informativos como la secuenciaciéon de ADN no son adecuados para los laboratorios de diagnéstico
rutinarios, en los que se necesita alta capacidad de produccién de muestras. Con el ensayo descrito mds arriba, la

técnica de hibridacién inversa se aplicé con éxito para analizar 14 mutaciones diferentes (11 mutaciones de HFE,
3 mutaciones de TFR2) simultdneamente en un tnico experimento. Antes, se empleaba mucho este método para la
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genotipificacion de enfermedades hereditarias complejas, tal como la fibrosis cistica /30/ y la talasemia /33/, asi como
agentes infecciosos, como el virus de la hepatitis C /35/.

El modelo de tincién de una sonda mutante y su sonda de tipo salvaje correspondiente permite la discriminacién
de tres genotipos posibles: la mutacion estd ausente sélo si la sonda de tipo salvaje se tifie de positivo, ambas sefiales
son visibles en los heterocigotos y sélo la sonda mutante es positiva en muestras de mutantes homocigotos. Se aplica
el mismo principio a la mayoria de los heterocigotos compuestos para dos mutaciones (Fig. 1, calles 8-12, 14-16). Sin
embargo, el gen HFE contiene al menos dos regiones, una en el exén 2 (nt 187-193) y la otra en el ex6n 3 (nt 502-
506), donde se han encontrado varias mutaciones muy cercanas. Como las sondas de hibridacién abarcan més de una
mutacién en esta zona, no se observa ninguna sefial de tipo salvaje si las dos mutaciones procedentes del mismo grupo
(por ejemplo H63D y S65C) tienen lugar en distintos cromosomas en la misma muestra (Fig. 1, calle 8). La aparicién
de dos mutaciones cercanas en un solo cromosoma conduciria de nuevo a un modelo diferente, pero hasta la fecha no
ha sido descrito.

El ensayo de hibridacién inversa presentado aqui tiene la capacidad de convertirse en una herramienta valiosa para
el diagndstico rutinario de multiples mutaciones de HFE y/o TFR2. Al utilizar una tnica reaccién de amplificacién
multiplex y tiras de prueba elaboradas previamente, listas para usar, el procedimiento es sencillo, fiable y se puede
realizar en pocas horas desde la extraccion de sangre hasta los resultados finales. Para una gran produccion de muestras,
se pueden automatizar las pruebas en un equipo ya existente comercialmente disponible, tal como profiBlot II T
(TECAN AG, Hombrechtikon, Suiza). El nimero de mutaciones abarcado por el presente ensayo se puede ampliar
facilmente utilizando la misma aproximacién para seleccionar sondas de hibridacién adicionales.

Ejemplo 3

Se estudiaron cinco probandas italianas afectadas por HH que eran heterocigotas para C282Y y negativas para
H63D. Cumplian todas con los criterios fenotipicos clasicos para la HH homocigota:

1) aumento de la saturacién de transferrina (en repetidas ocasiones > 50% en ayuno) y aumento de niveles de
ferritina en suero;

2) depositos hepatocelulares de hemosiderina de grado IIT o IV segtin Scheuer y col. /24/;

3) indice de hierro hepético > 2.

Se excluyeron las anemias por carga de hierro, hepatitis viral crénica B y C e historiales de alto consumo de alcohol
o de transfusiones de sangre. Todos los pacientes y sus parientes dieron su consentimiento con previo conocimiento al
estudio.

En los estudios clinicos, la presencia de fibrosis y cirrosis se determind mediante una biopsia de higado. Todos
los cirréticos se encontraban en la clase Child A. La presencia de complicaciones clinicas relacionadas con la HH se
determindé de acuerdo con los criterios anteriormente descritos /25/. La saturacién de transferrina y la ferritina en suero
se midieron por métodos estandar. La concentracién de hierro hepético (HIC) se determiné por espectrofotometria
de absorcién atémica (Perkin-Elmer S2380, Norwak, CT) y se calcul6 el indice de hierro hepatico (HII) (relacién
entre HIC [umol/g en peso seco] y la edad [afios]). La cantidad total de hierro eliminada por flebotomia (IR) se
evalud tal como se ha indicado anteriormente /25/. El origen geografico de los pacientes se comprobd hasta la cuarta
generacion.

En los estudios moleculares, se extrajo ADN genémico de leucocitos de sangre periférica. Se detectaron las mu-
taciones de C282Y y H63D por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y digestién por enzimas de
restriccion con Rsa I y Bel I, respectivamente /18/. Se analizaron los microsatélites D65265, D6S105 y D6S1281 tal
como se describe /26/. Los antigenos HLA-A se definieron mediante la prueba de microlinfotoxicidad. Se construyeron
manualmente los haplotipos en base a la segregacién intrafamiliar de los alelos marcadores.

Toda la secuencia de codificacion y los limites ex6n-intrén del gen HFE se amplificaron por PCR segtin Carella
y col. /18/. La secuencia de nucledtidos de ambas hebras de ADN se determinaron independientemente en todas
las probandas y en las relacionadas con el cromosoma negativo de C282Y idéntico a la probanda por medio de la
reaccion de terminacién de la cadena de didesoxi con la versién 2.0 de Sequenase/USB Amersham, Cleveland, Ohio)
y 35 S-a-dATP, de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Las reacciones se separaron en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 6% y se visualizaron mediante autorradiografia. Los cebadores empleados para la
secuenciacion fueron los mismos que los que se utilizaron para las reacciones de PCR.

Para confirmar ademds la presencia de las nuevas mutaciones (véase la seccion de resultados), se realizé un anélisis
del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Como las dos mutaciones no crearon ni destruyeron
ningtn sitio de endonucleasa de restriccion, la porcion de exén 3 que contenia las mutaciones se amplificé por PCR uti-
lizando el oligonucleétido de sentido erréneo especifico de cada mutacién (Bria-F: 5 TGGCCCACCAAGCTGGACT
3’; Dom-F: 5 GCCTGGCCCACCAAACTG 3’) para crear un sitio de restriccion informativo para BsrSI en la secuen-
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cia de HFE de tipo salvaje. El oligonucleétido antisentido era el mismo que el que se utilizé para la secuenciacién. Se
muestran los resultados en la siguiente Tabla 2.

TABLA 2

Datos de las 5 probandas afectadas por hemocromatosis

Sexo |[Edad| TS% | SF | Gradode | HIC HIl | IR |Complicaciéon
pg/l | Scheuer |umolig clinica

48 | 96 | 694 4 238 | 49 | 4 |ninguna

47 | 79 | 1206 359 | 76 | 23 |C

42 | 86 | 608 144 | 3,4 | 3,6 |ninguna

50 | 106 | 2740 425 | 85 | 21 |{C,H,D

66 | 100 | 1351 421 5.4 - |CHAD

OB WN =
=T L
A A W A

Leyenda. TS: saturacién de transferrina; SF: ferritina en suero; HIC: concentracién de hierro hepdtico;
HII: indice de hierro hepatico; IR: hierro eliminado; C: cirrosis hepética; H: hipogonadismo; A: artropatia;
D: diabetes.

La Tabla 2 indica el hierro y los datos clinicos de las 5 probandas. Tres pacientes (1, 2 y 3) tenian sus origenes en el
mismo valle subalpino al noroeste (Ossola) y dos (4 y 5) en una regién alrededor de la ciudad de Monza (Brianza). Los
andlisis de secuencia del gen HFE en las probandas mostraron dos nuevas mutaciones sin sentido en el ex6n 3 en el
estado heterocigoto. La primera, una mutacién G — T en el nucleétido 502 de la secuencia de cADN de HFE (codén
168) (GAG — TAG, Glu — Stop) se encontr6 en las probandas del valle de Ossola. La segunda, una mutacién de G
— A en el nucleétido 506 de la secuencia de cADN de HFE (codén 169) (TGG — TAG, Trip — Stop) se detectd en
las probandas de la regién de Brianza. Las nuevas variantes se llamaron HFE-Ossola y HFE-Brianza, segtin el origen
de los pacientes.

En una familia se encontré a un hermano afectado que compartia los mismos haplotipos del cromosoma 6p y las
mismas mutaciones de HFE con la probanda. Su HIC era de 176,2 umol/g y el HII de 3,92.

Las dos nuevas variantes estaban en completo desequilibrio de enlace con las mutaciones C282Y y H63D. HFE-
Ossola estaba asociada con el haplotipo D6S265-3, HLA-A24, D6S105-5 y D6S1281-6 en dos familias, mientras que
en la tercera familia, el haplotipo cambiaba en los loci D6S265 y HLA-A, sugiriendo que un evento de recombinacién
ocurria entre HLA-A y D6S105. HFE-Brianza estaba asociada con el haplotipo D6S265-3, HLA-A24, D6S105-6 y
D6S1281-6.

Las dos mutaciones determinan un codén de parada en el nucledtido 502 y 506 del marco de lectura abierto (nt
502 GAG — TAG y nt 506 TGG — TAG) respectivamente, conduciendo a proteinas que carecen del dominio a3, el
dominio de transmembrana y la cola citopldsmica. Estas mutaciones producen probablemente, a diferencia de C282Y,
una disrupcién completa de la funcién de HFE similar a la que es inducida por la delecién parcial del exén 4 en
ratones carentes de HFE /27,28/. Asi, estos alelos mutados pueden comportarse como un alelo nulo. Se espera que la
combinacién de estas mutaciones en el estado heterocigoto compuesto con C282Y conduzca a la expresion fenotipica
severa. Tres de las cinco probandas (2, 4 y 5) tenian realmente una enfermedad grave caracterizada por la presencia de
grandes cantidades de sobrecarga de hierro y complicaciones clinicas relacionadas con la HH. La probanda 3 tenia un
fenotipo suave, probablemente debido al hecho de que habia sido donante de sangre en los dltimos 10 afios, mientras
que la probanda 1 y su hermano afectado tenian un fenotipo relativamente suave y ningtn otro factor protector obvio
como pérdida de sangre o malabsorcion.

Por tanto, existe una variabilidad fenotitipa en estos pacientes que se puede relacionar con factores tanto medioam-
bientales como genéticos. La existencia de genes de modificacién localizados alrededor de la regién de D6S105 que
influyen en la expresion fenotipica de pacientes con HH homocigotos para C282Y ha sido recientemente propuesta
125,29/, pero se necesitan otros estudios para aclarar las correlaciones genotipo-fenotipo en pacientes con HH.

Los heterocigotos para las mutaciones de HFE-Ossola y HFE-Brianza no tenian indices elevados de hierro en sue-
ro, lo que indica que la mutacién tampoco era capaz de producir una sobrecarga de hierro en el estado heterocigoto.
Ademas, los tres heterocigotos compuestos para HFE-Ossola o HFE-Brianza y H63D no mostraron ninguna evidencia
de sobrecarga de hierro. Como eran mujeres y/o personas jovenes, es posible que, como ocurre para C282Y, la com-
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binacién de las dos mutaciones sin sentido con H63D u otras mutaciones suaves de HFE puedan producir un fenotipo
de HH con baja penetrabilidad /17/.

Este es el primer descubrimiento reportado de mutaciones sin sentido del gen HFE. Ademds, ésta es la primera
descripcion de varias probandas no relacionadas afectadas por HH que son heterocigotos compuestos para C282Y
y una mutacién distinta de H63D. Las dos mutaciones indicadas aqui tuvieron su origen probablemente en las dos
regiones del noroeste de Italia y su frecuencia aumenté como consecuencia de un efecto fundador local. Como no
existe ninguna cosanguinidad hasta las cuartas generaciones entre las familias afectadas dentro de cada una de las
dos regiones geogréficas, las dos mutaciones debieron producirse hace mucho mas de 100 afios. El andlisis de la
frecuencia de genotipos de HFE en probandas de HH originarias de las dos regiones italianas de Ossola y Brianza
muestra que los heterocigotos compuestos para C282Y y HFE-Ossola o HFE-Brianza son més frecuentes que, o al
menos tan frecuentes como, los heterocigotos compuestos para C282Y/H63D (datos no mostrados). De hecho, los
heterocigotos compuestos para C282Y/HFE-Ossola dan cuenta de un 25% de probandas de HH en la region de Ossola
(contra un 8,3% de C282Y/H63D) y los heterocigotos compuestos para C282Y/HFE-Brianza y C282Y/H63D dan
cuenta cada uno de un 8,4% de probandas de HH en la regién de Brianza. Aunque la baja frecuencia de heterocigotos
compuestos para C282Y/H63D se debe a la muy baja penetrabilidad de este genotipo (del 0,44% al 1,5% en distintas
poblaciones) /17/, se espera que los heterocigotos compuestos para C282Y/HFE-Ossola o HFE-Brianza tengan un
100% de penetrabilidad debido a la severidad de ambas mutaciones. Estos resultados confirman que la HH en Italia no
es tan homogénea como en el norte de Europa y subraya la posibilidad de otras mutaciones de HFE que pueden tener
distinta relevancia en distintos paises. El reconocimiento de estas mutaciones puede tener implicaciones practicas en
las estrategias de diagndstico y exploracion de la HH.
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REIVINDICACIONES

1. Sonda para el diagnéstico de la hemocromatosis, caracterizada porque la sonda es capaz de hibridarse con
los dcidos nucleicos de una muestra biolégica en una regién que corresponde a una regién de la secuencia de cADN
del gen HFE que contiene el nucle6tido 502 para determinar si existe una mutaciéon G — T en la posicién 502 de la
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secuencia de cADN del gen HFE.
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