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Resumen

Introduccion: El sindrome Usher tipo II es una enfermedad genética caracterizada por
hipoacusia neurosensorial bilateral congénita de moderada a severa, inicio pospuberal de la
retinosis pigmentaria y funcién vestibular normal. Con un patrén de transmision autosémico
recesivo, se presenta con gran heterogeneidad clinica y genética. El tipo II es el mas frecuente
en todas las regiones.

Objetivo: Caracterizar molecularmente a enfermos de una familia en la provincia de Holguin
con diagnostico clinico de sindrome Usher tipo I1.

Métodos: Se realizo estudio molecular mediante un panel de genes de secuenciacion de nueva
generacion, que incluye todas las regiones codificantes de los 11 genes responsables de
sindrome de Usher descritos hasta la fecha. La presencia de las mutaciones detectadas mediante

esta tecnologia, se confirm6 mediante secuenciacion directa por el método Sanger.
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Resultados: Tras el analisis se detectd la presencia de una mutacion en homocigosis en el gen
GPR98 (NM 032119.3): c.15446 15447 del CT (ex6n 74) no descrita con anterioridad.
Adicionalmente, se identificd la mutacion ¢.3242 G > A en el exon 28 del gen CDH23 (ex6n
28) en heterocigosis. Segin el programa Polyphen este cambio es probablemente patolégico,
por lo que podria estar modificando el fenotipo causado por las mutaciones en GPR98.
Conclusiones: Se conoce nueva mutacion en GPR98 no descrita anteriormente y otra en
CDH23, lo que muestra variabilidad genética. Esta investigacion ayudara a disefar estudios
similares que caractericen molecularmente la enfermedad en las familias cubanas, lo cual
beneficiara la prevencion y facilitara la realizacion de un asesoramiento genético adecuado.
Palabras clave: sindrome Usher; pérdida auditiva; genética; GPR98; retinosis pigmentaria

asociada a sordera; caracterizacion molecular.

ABSTRACT

Introduction: Usher type II syndrome, a genetic disease characterized by moderate to severe
congenital bilateral sensorineural hearing loss, onset of postpubertal pigmentary retinitis and
normal vestibular function. With autosomal recessive transmission pattern, it presents with
great clinical and genetic heterogeneity. Type II is the most common in all regions.

Objectives. to characterize molecularly the patients of a family with clinical diagnosis of
syndrome Usher type II, in the province of Holguin.

Methods: We performed a molecular study using a panel of new generation sequencing genes,
which includes all the coding regions of the 11 genes responsible for Usher's syndrome
described to date. The presence of mutations detected by this technology was confirmed by
direct sequencing by the Sanger method.

Results: the presence of a mutation in homozygosis in the GPR98 gene (NM_032119.3):
c.15446 _15447delCT (exon 74) not previously described was detected after the analysis. In
addition, the c.3242 G> A mutation was found in exon 28 of the CDH23 gene (exon 28) in
heterozygosity. According to the Polyphen program this change is probably pathological so it
could be modifying the phenotype caused by the mutations in GPR98.
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Conclusions. new mutation is known in GPR98 not previously described and another in
CDH23 showing genetic variability. This research will help design similar studies in order to
molecularly characterize this disease in Cuban families, which will benefit prevention and
facilitate proper genetic counseling.

Key words. Usher syndrome, hearing loss, genetics, GPR98, pigmentary retinitis associated

with deafness, molecular characterization.
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INTRODUCCION

El sindrome Usher (USH) es un heterogéneo grupo de enfermedades hereditarias, autosémicas
recesivas, caracterizadas por hipoacusia neurosensorial bilateral congénita, retinosis
pigmentaria (RP) y se acompafia en ocasiones de alteracion vestibular.(-?

El sindrome Usher tipo II (USH2) es el mas frecuente de los tipos descritos. Por su doble
discapacidad, esta enfermedad tiene un impacto social y representa un problema de salud en
algunos paises.**>

Se considera que el USH2 constituye la primera causa de sordo-ceguera hereditaria a nivel
mundial, y provoca entre 3-6 % de los casos de nifios con sordera y entre 8-33 % de los
pacientes con RP. Su prevalencia es variable, oscila entre 2,2 x 100 000 habitantes en
Dinamarca y 4,4 x 100 000 habitantes en Estados Unidos. Para Espafa se ha estimado en 4,2 x
100 000 habitantes, aunque estudios recientes consideran que pudiera ser el doble.®

El USH es clinica y genéticamente heterogéneo. Hasta la fecha se han descrito 11 genes
responsables del sindrome Usher: MYO7A, USHIC, CDH23, PCDHI15, USHIG, CIB2,
USH2A, GPR98, DFNB31, CLRN1 y HARS. Desde el punto de vista clinico se puede dividir

en 3 tipos bien caracterizados y un cuarto tipo atipico, atendiendo al caracter estable o
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progresivo de la sordera, al momento de aparicion de la RP y a la existencia o no de disfuncion
vestibular.®

En Cuba se realiza deteccion de dos mutaciones: 2299delG y C759F en el laboratorio de
biologia molecular del Centro Nacional de Genética Médica. En la actualidad, desde el punto
de vista asistencial, no se dispone de la deteccion de otras mutaciones responsables de esta
enfermedad en familias cubanas.

Este estudio permitira disefiar protocolos para estandarizar nuevas mutaciones para el
diagnostico molecular de esta enfermedad en Cuba, con vistas a poder efectuar prevencion
secundaria en las familias caracterizadas a través del diagndstico prenatal molecular. Por otra
parte, los resultados de esta investigacion contribuyen al conocimiento de las mutaciones
causante de esta afeccion en el pais, posibilitando un adecuado asesoramiento genético a cada
familia.

Se realiza esta investigacion con el fin de caracterizar molecularmente a enfermos de una
familia con diagnoéstico clinico de sindrome Usher tipo II, que residen en la provincia de

Holguin.

METODOS

Se realiz6 estudio molecular analizando ADN de cuatro enfermos de una familia con
diagnostico clinico de USH2. Se obtuvo 20 mL de sangre venosa periférica de cada individuo
siguiendo procedimientos estandarizados y las normas de bioseguridad establecidas. La sangre
se depositd en tubos conicos de 50 mL, junto con 200 pL de é4cido etilendiamino tetraacético
como anticoagulante. Las muestras se conservaron en frio a 4 °C hasta el momento de la
extraccion. Se obtuvo ADN gendmico de leucocitos de sangre periférica, el ultimo paso de
centrifugacion produjo dos fases separadas; la fase superior correspondid al ADN genomico.
Este ADN fue precipitado con etanol absoluto glacial y luego lavado tres veces con etanol al
70 %. El etanol fue eliminado y el ADN fue secado en una estufa durante una hora a 55 °C. Una

vez seco, el ADN fue disuelto con una solucion de tris-EDTA (buffer TE).(67
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Se realiz6 este estudio a través de un proyecto de colaboracion internacional entre el Hospital
Universitario de La Fe, Valencia, Espafia con la Universidad de Ciencias Médicas de la
provincia de Holguin desde el 2015. El estudio de las muestras se efectud en el laboratorio de
biologia molecular del mencionado hospital. Para su analisis se disenid un panel AmpliSeq
personalizado utilizando la herramienta (lon AmpliSeq Designer de Thermo Fisher Scientific
Inc.) (www.ampliseq.com). La presencia de las mutaciones detectadas mediante esta tecnologia
se confirmd en ese mismo laboratorio, mediante secuenciaciéon directa por el método de
Sanger.)

La amplificacion de los objetivos se realizd de acuerdo con el protocolo lon AmpliSeq™
(Library Kit 2.0 Thermo Fisher Scientific Inc.) para la secuenciacion lon Torrent. La
secuenciacion se llevo a cabo con una cobertura minima teoérica de 500x en el sistema PGM o
lon Proton.?”

Los datos de secuenciacion resultantes se analizaron con la herramienta de (Software lon
Reporter™) (www.ionreporter.thermofisher.com/) con respecto a la secuencia consenso de
genoma humano (Human Enssemble GRCh37) (también conocido como hgl9). Las variantes
anotadas se filtraron segin un valor de frecuencia de alelo menor (MAF) de 0,01; su anotacion
en dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), su descripcion en la base de datos
(https://grenada.lumc.nl/LOVD2/Usher montpellier/) de mutacion del sindrome Usher y el tipo
de mutacién.(1%!D

La nueva variante encontrada en la cohorte de probandos se categorizo segln las pautas de la
Sociedad de Genética Clinica y Molecular (https://www.emqn.org/emqn/Best+Practice) con el
sistema de clasificacion de variantes desconocidas
(https://grenada.lumc.nl/LOVD2/Usher_montpellier/), se utilizaron herramientas de prediccion
bioinformaticas (PolyPhen-2). Este programa establece tres clasificaciones basadas en un
puntaje que varia de 0,0 (benigno) a 1,0 (dafiino): Probablemente patogena (se predice que la
sustitucion es dafiina con alta confianza), Posiblemente patogena (se predice que la sustitucion
es perjudicial con poca confianza) y “Benigno” (se predice que la sustitucion es benigna).(!2!3
Se solicitd por escrito, conforme con el cardcter exclusivamente cientifico de la investigacion,

el consentimiento informado a la familia, la que estuvo de acuerdo en participar. Se realizo la
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investigacion respetando los principios de la Declaracion de Helsinki. Se revisaron las historias

clinicas de los enfermos recolectando datos de interés para este estudio.

RESULTADOS

Se estudié una familia holguinera con varios de sus miembros afectados con diagndstico clinico
de USH2. Entre las variables clinicas analizadas estuvieron la funcion vestibular, la hipoacusia,
su severidad y la edad al momento del diagndstico. Los exdmenes audiologicos reflejados en
las historias clinicas corroboran que los 4 hermanos presentaban hipoacusia neurosensorial
bilateral congénita, de forma severa los tres varones y la paciente femenina, aunque con el
mismo tipo de hipoacusia, tenia una forma moderada que le permiti6 desarrollar lenguaje. Los
primeros sintomas de afectacion del 6rgano de la vision se presentaron en la paciente femenina
a los 12 afos y la retinosis pigmentaria (RP) se le diagnosticé a los 17 afios. Los varones,
fueron diagnosticados con RP a los 14, 16 y 19 afios respectivamente.

La funcion vestibular se explor6 a través de prueba calorica y los resultados aparecen en las
historias clinicas de cada uno. Este examen permiti6 confirmar que los cuatro tuvieron
respuesta ante el estimulo calorico con movimientos oculares (nistagmo), resultando normal,
quedando clasificados por sus caracteristicas clinicas como sindrome USH?2.

Sin embargo, la evolucién de la RP se ha comportado de forma variable entre los cuatro
hermanos, llamando la atencion que en los tres varones la evolucion de la degeneracion
retiniana por RP ha sido mas rapida, encontrandose ya en estadio IV de RP los dos primeros
varones enfermos, el tercero en estadio III y la fémina en estadio II.

En la figura 1 se muestra el arbol genealdgico de la familia, donde se aprecian cuatro
generaciones. En la tercera generacion se observan los cuatro enfermos (dos parejas de
hermanos), todos estos contrajeron matrimonio con personas sin sintomas auditivos, ni visuales
por RP y sus descendientes todos son oyentes y no se recoge aun ninguna alteracion visual.
Tras el analisis molecular se detectd en los cuatro afectados la presencia de una mutacion en
homocigosis en el gen GPR98 (NM _032119.3): c.15446 15447delCT (ex6n 74), como se

observa en la figura 2.
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Fig. 1. Arbol genealdgico de familia holguinera con USH2, en el que se ha destacado los
individuos objeto de estudio (I11-2, 111-4, 111-8, 111-13)
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Fig. 2. Electroferograma de la mutacion encontrada en el gen GPR98

Adicionalmente, se encontr6 la mutacion (c.3242G>A) en el ex6n 28 del gen CDH23 (ex6n 28)
en heterocigosis. Sometida al andlisis de predictores bioinformaticos como el programa

Polyphen-2 que resuelve este cambio como probablemente patdgena.

DISCUSION

El gen GPR98, conocido anteriormente como gen VLGRI, estd localizado en el cromosoma

5q13 y contiene 90 exones y, al menos, 600 kb. Se describi6 por primera vez su implicacion en

(D) ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




Revista Cubana de Genética Comunitaria. 2018;12(2)

la aparicion del USH2 en 2004.0Y Se han identificado varias mutaciones en GPR98 entre los
pacientes con sordo-ceguera y varios estudios informan esta mutacion en retina fetal humana y
en la coclea.”"®

El gen GPR98 codifica una de las proteinas mas grandes encontradas en humanos. Esta
proteina pertenece a la superfamilia de los receptores acoplados a la proteina G, también
conocidos como receptores transmembrana de 7 dominios, especificamente a la familia B, que
se caracterizan por su gran dominio N-terminal extracelular. La proteina se compone de varios
dominios, cada uno con una funcion especifica. Se han descrito multiples isoformas de la
proteina codificadas por este gen. Tres isoformas GPR98 en RNAm humanos son conocidos, de
los cuales la isoforma b es la mas grande y contiene 90 exones. Las tres isoformas se expresan
durante el desarrollo del sistema nervioso central y se encuentran en la retina fetal.”)

Otros estudios también han declarado varias mutaciones para el gen GPR98, como: ¢.6901C>T
(p.GIn2301%*), ¢.8713 8716dup (p.1le2906Lysfs*6), ¢.8790del (p.Met2931Trpfs*11),
c.18732 18750del (p.Tyr6244*) y c.18131A>G (p.Tyr6044Cys). Se describio una gran
delecion (g.371657 _507673del), en los exones 84 y 85, lo que presumiblemente condujo a una
mutacion de desplazamiento del marco de lectura en una familia irani afectada. @

En el 2013 se identificaron algunas mutaciones nuevas, c¢.17368 17369delinsTTAT
(p-Ser5790Leufs*6), c.18261delA (p-GIn6088Serfs*20), c.17204+4 17204+7del,
¢.6932 6939dup (p.Glu23140Thrfs*13) y ¢.125281G>T © Otro estudio,” realizado en el 2014
por la misma investigadora, aplicé una técnica de amplificacion de sonda dependiente de
ligacion multiple (MLPA) combinada con un analisis de hibridacion genémica comparativa
(aCGH) basado en matriz personalizada; detectaron seis grandes deleciones que involucran a
USH tipo II. Tres de los pacientes eran homocigotos para la delecion y los tres restantes eran
heterocigotos compuestos con una mutacion puntual previamente identificada.”

En el 2017 se identificd una nueva mutacion en homocigosis en una familia cubana, ocasionada
por un desplazamiento del marco de lectura; producto a una delecion de dos bases citosina y
timina (CT) en la posicion desde 15448 hasta 15449 (c.15448 15449delCT) en el exon 74. Esta
mutacion por desplazamiento del marco de lectura en el codén 5150 resultd un codon de parada

y caus6 un cambio de aminoacido (p.Leu5150Hisfs*6) alterando la funcion de la proteina.

(D) ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




Revista Cubana de Genética Comunitaria. 2018;12(2)

Adicionalmente se detect6 otra mutacion (c.3242G>A), un cambio de glicina por adenina, en la
posicion 3242 el exén 28, del gen CDH23 en heterocigosis. Estas mutaciones fueron analizadas
por las herramientas prediccion bioinformadticas, que permiten detectar variantes de un solo
nucleotido, inserciones cortas y deleciones,%!1:1213) especificamente el programa Polyphen-2.
Este programa inform6 la primera mutacion como patogénica y la segunda como
probablemente patogénica. Esto permitié caracterizar molecularmente esta familia afectada con
USH2.

Otro trabajo reportd una mutacion producto de una gran delecion (g.371657 507673del) de los
exones 84 y 85, que presumiblemente condujo a un cambio de marco de lectura. Una gran
eliminacion en el gen GPR98 de 136017 pares de bases en una familia irani, con USH2; estudio
muy similar al realizado en esta familia cubana, hace sospechar que el tamafio de este gen
favorece continuamente estos sucesos. Todas estas mutaciones anteriormente mencionadas
estan  publicadas en los genes USH, registrado en la base de datos
(https://grenada.lumc.nl/LOVD2/Usher montpellier/USHbases.html).(1

En otra investigacion efectuada en el 2015 con 194 pacientes con pérdidas de la audicion, se
identificaron en dos hermanos nuevas mutaciones causales que eran una mutacion de cambio de
marco de lectura y una mutacion missense en GPR98. La primera mutacion correspondié a
c.16604 16611delGTACCCAG (NM_032119) y dio lugar a la mutacion de cambio de marco y
truncar (p.Ser5535Argfs*6). La segunda mutacion fue ¢.9464C>A (p.Ala3155Asp). También
se realizo la secuenciacion de Sanger para el estudio de la segregacion de la familia; revel6 la
secuenciacion de Sanger que los padres tenian cada uno una mutacion de forma heterocigoto
por que se diagnosticaron como portadores sanos y sus hijos tenian mutaciones bialélicos.!!>
Este estudio también es muy semejante al presente, con la diferencia que no se han estudiado
los padres, pero lo reportado es lo que generalmente se espera encontrar en los progenitores.
Nuestra investigacion estudid cuatro hermanos con la misma mutacion; sin embargo, llama la
atencion como la hipoacusia se mostré de forma variable, asi como el grado o estadio clinico de
la RP, esta variabilidad clinica observada en otras investigaciones, permiten sospechar la
existencia de genes modificadores de la expresion clinica. Estos aspectos clinicos también

fueron evaluados en otro articulo, !® pero con la diferencia que se identificaron tres mutaciones
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distintas, observandose también similitudes y diferencias del fenotipo auditivo entre varios
hermanos, que varié desde una hipoacusia leve hasta una profunda.'®)

Todos los estudios revisados muestran la variabilidad clinica y genética de esta enfermedad;
que tiene gran heterogeneidad clinica y genética alélica y no alélica de locus, como lo refiere
otra investigacion publicada en el 2014, que reportd once de las mutaciones detectadas como
novedosas y causantes de proteinas truncadas, incluida una reorganizaciéon compleja en GPR9S.
Estos datos resaltan la diversidad genética del sindrome de Usher en la poblacion libanesa y el
enfoque de secuenciacion completa del exoma para el analisis de mutaciones de afecciones
genéticamente heterogéneas causadas por genes grandes.!!”

Otra investigacion desarrolld y validé6 un enfoque de secuenciacion de ADN de nueva
generacion para identificar variantes intronicas profundas y evalud sus consecuencias en el
empalme. Fueron identificadas tres nuevas mutaciones intronicas profundas novedosas.'®)

Por primera vez en el 2001 un estudio realizado en una familia cubana con 23 enfermos con
USHI identificé mutacién en el gen CDH23. Este fue efectuado por Bolz y otros,” entre los
que se encontraba el profesor Orfilio Pelaez La familia cubana portaba diferentes
combinaciones de haplotipos. La secuenciacion directa reveld dos alteraciones; una transicion
c.5237G>A en el ex6n 40 y una transversion ¢.4488G>C del ultimo nucleétido del exén 35. La
transicion ¢.5237G>A desencadeno la sustitucion de aminoacidos no conservativa R1746Q en
una region enlazadora entre repeticiones de cadherina, se encontrd en forma homocigotica en
dos pacientes. En vistas de que ¢.4488G es el ultimo nucledtido del exdn 35, este cambio de
nucleotidos puede interferir con el empalme normal, ya que el ultimo nucle6tido exonico es un
residuo de guanina en aproximadamente el 80 % de los casos; en comparacion con la citosina
en esta posicion (4 %). Esta es la segunda mutacion en familias cubanas para el gen CDH23,
transicion c¢.3242G>A en el exon 28, presente en estado heterocigotico y declarada
probablemente patdgena.

Las mutaciones encontradas pudieran explicar en parte estas particularidades mostradas en
estos enfermos, donde la mutacion en cadherina 23, pudiera estar actuando como una mutacioén
modificadora de la expresion fenotipica y de la mutacion en homocigosis en el gen GPR9S.
También pudiera advertir la presencia de otros genes modificadores, con influencia de factores

epigenéticos.
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En el 2009 se especuld que las mutaciones GPR98 causan un fenotipo mas severo y finalmente
letal en los hombres, ya que hasta la fecha estas se habian estudiado solamente en féminas y,
por primera vez, se analizd en dos pacientes varones con USH2, con nuevas mutaciones
GPR98. La caracterizacion clinica de un paciente masculino y su hermana afectada reveld un
fenotipo USH2 tipico en ambos sexos. (1

Concluyendo, se logré caracterizar molecularmente a cuatro pacientes con diagnostico clinico
de USH2 en una familia holguinera. Se descubri6 nueva mutacion en el gen GPR98 en
homocigosis y otra en heterocigosis en el gen CDH23. Es importante describir las mutaciones
causantes en familias cubanas para poder trazar estrategias futuras que posibiliten efectuar
prevencion secundaria. El conocimiento de estas mutaciones facilita el adecuado asesoramiento
genético y la posibilidad de estandarizar la deteccion de estas mutaciones encontradas para que

estén disponibles para el diagnoéstico.
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