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Como nace DIEL? Un poco de historia... Caso indice: Varén 44 afios

Dolor muy fuerte e incapacitante en la articulacidn
de la cadera: diagndstico de gota
JZ}-% 45 anos:
Crisis de dolor
{@ - Hermano de 48 anos: reciente diag de Gaucher
7 Indicacion de estudio de Gaucher: resultado positivo

— O d} m m Presento:

Hepatoesplenomegalia
anemia y plaquetopenia

0 O

1987 1991 1997 2002 2024 . ..
Diagnostico de  Aprobacion de Inicio Convenio UNLP-TKT para
Enfermedad de 1lera terapia para de ERT servicio de diagndstico EPOF
Gaucher una enfermedad de enfermedades

lisosomal lisosomales

Rozenfeld J. enlLisos 2022, N°1



ENFERMEDADES LISOSOMALES

Enfermedades hereditarias monogénicas
Errores innatos del metabolismo

Enfermedades lisosomales(EL): (n>70)

ALTERACION EN LA FUNCION DE PROTEINA Y/O FUNCION LISOSOMAL

LISOSOMA
Organela rodeada por una bicapa lipidica
pH acido (4 - 5)
Enzimas hidroliticas
Proteinas de membrana




PROTEINAS LISOSOMALES: PROTEINAS DE MEMBRANA

= PROTEINAS DE TRANSPORTE DE SUSTRATOS
= CANALES IONICOS

« Lysosomal membranes contain hundreds of integral and
peripheral membrane proteins, including diverse transporters
and ion channel

« The acidic lysosomal lumen is maintained by the lysosomal
multi-subunit V-ATPase, it has a low pH of 4.5-5.5

V1B1 mutation 9 -
Renal Tubular Acidosis ;m”:ﬂ"“*"‘:&gﬂ i
V1B2 mutation Hedera type Mental Retardation
E:,,M’;::;,,,! 3 ‘ATP13A2 mutation
syndrome Kufor-Rakeb Syndrome,
Zimmermann-Laband Parkinsan Disease
o WFS1 mutation
V0a2 mutation V1AV 1B instability
Autosomalrecessive >Wolfram Syndrome
;:'swlm bos Rtekly Presenilin-1 mutation

= i Va1 processing defect
V0a3 mutation —Familial Alzheimer Disease
Autosomal recessivi
osteopetrosis with Oxidative Modification
neurodegeneration Alﬂtl’gt Disease
V034 mutation Aging (rat)
Renal Tubular Acidosis _J | _LRRKZ mutant (¢. elegans)




PROTEINAS LISOSOMALES: ENZIMAS

/ Biosynthesis and transport of lysosomal enzyr@

-~

Function of lysosomal enzymes \

« Substrate degradation within Lysosome

Phosphate esters-ackd phosphatase
Nuclegses: DNase, RNase

Protein digesting enzymes:
colagendase, cathepsins,

other prolenses

Carpohydrate doesting enzymes:
pB-glucosidase, hexosaminicase A,
o-Mannosidase, a-fuccsdass,
siglidass, etc,

Lipld digesting enzvmes:
sphingomyelinase, esterases




ENFERMEDADES LISOSOMALES

Lipid Storage Mutations of NPC1 and NPC2 Glycogen Storage
: genes cause impairment in cellular
including sphingomyeijn processing and transport of LDL- Acid alpha-glucosidase or
and cholesterol > cholesterol acid maltase deficiency
accumulation ¥ +
W Niemann-Pick disease type C Pompe disease
SMPD1 gene mutation cause Glycosaminoglycans
acid sphingonyelinase activity (mucopolysaccharides) Storage
deficiency
g . a-L-iduronidase deficiency
Niemann-Pick disease type A mucopolyssacharidosis |
and B - Iduronate sulfatase deficency <
L mucopolyssacharidosis ||
Glycolipid Storage - Heparan sulfamidase deficiency =»
mucopolyssacharidosis IlIA
Glucocerebrosidase f - N-acetylgiucosaminidase deficiency =
deficiency - y mucopolyssacharidosis B
¥ : - Heparan-a-glucosaminide N-
Gaucher's disease Lysosomes acetyltransferase deficiency &
Nmmpolyw ssachdﬁosls‘e- mlllc
- N-acetylglucosamine 6-sulfatase
w";‘m"p“ \ deficiency=?mucopolyssacharidosis HID
L - Galaclose-6-sulfate suffalase
: deficiency»muc aridosis IVA
a-galactosidase A deficiency Bt ey >
+ mucopolyssacharidosis IVB
Fabry diseas - N-acetylgalactosamine-4-sulfatase
deficiency ?*mucopolyssacharidosis VI
- a-N -acetyl neuraminidase (sialidase) @*mucolipidosis type | - B-glucoronidase deficiency <
- N-acetylglucosamine-1- phosphotransferase deficiency <» mucolipidosis mucopolyssacharidosis VI
type Il and type Il - Hyaluronidase deficiency =

- MCONLN1 gene mutation encoding mucolipin 1<*mucolipidosis type IV mucopolyssacharidosis IX



ENFOQUE DIAGNOSTICO PARA ENFERMEDADES LISOSOMALES

FENOTIPO FENOTIPO - SOSPECHA
SOSPECHA CLINICA ESPECIFICA CLINICA AMPLIA
ESTUDIO FUNCIONAL GENOMICA CLINICA (EXOMA)
DIAGNOSTICO VARIANTES GENETICAS
GENOTIPO DIAGNOSTICO
- ~ CORRELACION ENTRE CLINICA,
Requiere que el médico conozca cada ESTUDIOS FUNCIONALES
patologia poco frecuente en detalle, Y GENOTIPO

para la solicitud de estudios de lab

g J




ENFOQUE DIAGNOSTICO

ADN GENOMICO ENZIMA

ESTUDIOS DE
LABORATORIO

ESTUDIO ACTIVIDAD
GENETICO ENZIMATICA



MUCOPOLISACARIDOSIS (MPS)

COL0-Lu2




MUCOPOLISACARIDOSIS: MPS

Enfermedades genéticas lisosomales

HHHHH

Incidencia en conjunto: 1/25000 QQOO

iduronidase

14 deficiencias enzimaticas que producen 9 enfermedades ot | @

™ MPSIIIC

Almacenamiento de GAGs: Q JC} @

Heparansulfato apvecn l;gs -
Queratansulfato sucenme |+ papsy
COoH H,co®
Condroitinsulfato C/\;O
beta-glucuronidase l_, MPS VI

Dermatansulfato o ®

Ac. hialurénico sfsu'_f aaaaa lA‘——

Figure 3.4: Enzymatic degradation of heparan sul-
fate.




Enfermedad
MPS

MPS IH
MPS IS
MPS IH/S

MPS I

MPS Ill A
MPS Il B
MPSIIIIC
MPS I D
MPS Il E

MPS IV A
MPSIVB

MPS VI

MPS VII

MPS IX

MPS X

MPSPS

Enfermedad Deficiencia enzimatica GAG GEN
Hurler a-L-iduronidasa DS, HS IDUA
Scheie
Hurler-Scheie
Hunter Iduronato sulfatasa DS, HS IDS
Sanfilippo A Heparan-N-sulfatasa HS HSU
Sanfilippo B a-N-acetilglucosaminidasa NAGLU
Sanfilippo C Acetil-CoA: a-glucosaminido acetiltransferasa HGSNAT
Sanfilippo D N-acetilglucosamina-6-sulfatasa NGS
Sanfilippo E Arilsulfatasa G ARSG
Morquio A Galactosa-6-sulfatasa KS GALNS
Morquio B B-galactosidasa GLB1
Maroteaux-Lamy N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa DS ARSB
(Arilsulfatasa B)
Sly B-glucuronidasa DS, HS GUSB
Natowicz Hialuronidasa hialuronano HYAL1
ARSK deficiency Arylsulfatase K (ARSK) DS ARSK
VPS33 VPS33 DS, HS VPS33

Muenzer J. ) Pediatr 2004, 144: S27-S34. Verheyen S, et al. ) Med Genet 2021;0:1-8. doi:10.1136/jmedgenet-2021-108061




MPS-Excrecion urinaria de GAGs -

Cuantitativo: DMB (Dimetil Metilen Blue)
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Cualitativo: Cromatografia en capa fina

Espectrometria de masas

de Jong et al. Clin Chem. 1989 Jul;35(7):1472-7; Whitley C et al. Clin Chem 1989, 35: 374-379; Gallegos M et al. Arch Med Res 2000, 31: 505-510.



MPS Actividad biologica de la enzima

>

Fluorocromo

4-metilumbeliferon
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Normal Deficiente




ESTUDIO GENETICO MOLECULAR

Identificar la mutacion en el paciente indice

Necesario para estudio familiar: diagnostico de heterocigotas



VARIANTES GENETICAS EN PACIENTES MPS Il DE ARGENTINA

30 ALELOS DIFERENTES ND DATO : 33AG 1402C>T

592G>A

H (o)
18 missense (60%) CAISCHA 708+1G>A

5 splicing (17%) c.413A>G
c.998C>T

B 191T>A

_ g 359C>A
3 deleciones (10%)

2 nonsense (7%)
1 reordenamientos complejos
3 delecion completa del gen (3%)

1122C>T

75% de mutaciones privadas

c253G>A
57% nuevas

GEN-SEUDOGEN ‘
10% de novo

Molecular Genetics and Metabolism Reports 1 (2014) 401-406 — Amartino et al



ASESORAMIENTO GENETICO
PROGRAMA DE ESTUDIOS FAMILIARES

OBJETIVOS (,) — ;
;i . » ;4
| 1 1 1
Orientacion genética © 0 6 é‘ I_% O [j O ?
© 0 O

iasasane estan en riesgo.

caso indice.

B

WY /se 0 aminorarse

GAUCHER

HUNTER

AEH

a s Be B )

FABRY

Rozenfeld PA et al. Mol Genet Genomic Med. 2019;7(7):e00794. Copyright 2019, Los Autores. CC BY 4.0



ENFOQUE DIAGNOSTICO PARA ENFERMEDADES LISOSOMALES

FENOTIPO FENOTIPO - SOSPECHA
SOSPECHA CLINICA ESPECIFICA CLINICA AMPLIA
ESTUDIO FUNCIONAL GENOMICA CLINICA (EXOMA)
DIAGNOSTICO VARIANTES GENETICAS
GENOTIPO DIAGNOSTICO
- ~ CORRELACION ENTRE CLINICA,
Requiere que el médico conozca cada ESTUDIOS FUNCIONALES
patologia poco frecuente en detalle, Y GENOTIPO

para la solicitud de estudios de lab

g J




ENFERMEDAD DE FABRY: VARIANTES CLINICAS

Classic FD 1217

@ Central nervous system Strokes,

transient ischemic attacks (T1A)

General
Fatigue and/or
exercise intolerance e Cardiac
a Left ventricular hypertrophy,
conduction defects,

cardiac fibrosis with arrhyvthmia
Gastro-intestinal
Abdominal pain,

: Renal
diarrhoea 72 o
Albuminuria, proteinuria,
chronic renal insufficiency
Skin
Angiokeratomas, b
Iymphedema

Peripheral nervous system
acroparesthesia

Later-onset FI) 341551 mostly cardiac manifestations (rarely, proteinuria, mild GFR decrease)

Germain Clinical Genetics. 2021;1-13



ENFERMEDAD DE FABRY

* SUBDIAGNOSTICO A
, elacion Fabry clasico — variante tardia

* ERRORES DE DIAGNOSTICO

 RETRASO DIAGNOSTICO el

e ODISEA DIAGNOSTICA Prevalencia: 1/40000 — 1/4000

\_ J

MANIFESTACIONES CLINICAS EN ORGANOS BLANCO INESPECIFICAS

SIMILARES A OTRAS MULTIPLES PATOLOGIAS

RINON PROTEINURIA E INSUFICIENCIA RENAL
CORAZON CARDIOMIOPATIA
CEREBRO ACV

Germain Clinical Genetics. 2021;1-13



ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO DE PACIENTES FABRY

4% SOSPECHA
- § CLINICA
. L
67% ESTUDIO FAMILIAR
<1%

EXOMA CLINICO



TAMIZAJE PARA ENFERMEDAD DE FABRY EN VARONES CON ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Choua Martin!, Neumann Pablo?, Quieto Pedro?, Rozenfeld Paula®® on behalf of the Argentine renal group on Fabry disease. !AADELFA; %Servicio de Nefrologia, Ipensa, La Plata,

Argentina; 3lIFP, La Plata, Argentina

Criterios de inclusion:
Hombres

Edad: 18 — 65 afos
IRC1ab5.
Consentimiento informado

1.

2.
3.
4.

Table 2: Demographics, genetics, CKD stage and frequency among the group

Patient | GLA variant | Fabry Age | CKD stage Previous cause of | Frequency
phenotype CKD among CKD
stage group
(%)
1 ¢.520T>G- Late-onset | 40 CKD1 Hypertension - | 3.03
p.Cys174Gly Proteinuria Familiar
Nephropaty
2 ¢.520T>G- Late-onset | 42 CKD3 Hypertension 0.77
p.Cys174Gly Proteinuria-
GFR
39ml/min
3 c.164A>G- Late-onset | 41 CKD5 Unknown 0.17
p-Asp55Gly Dialysis

Importancia de la sospecha de EF en todos los
estadios de IRC. Especialmente en estadios
tempranos.

Posibilidad de detectar variantes late onset.
Frecuencia general: 0.17%

Frecuencia de deteccion de EF en pacientes con
proteinuria como uUnica manifestacion: 3,03 %.

Pedigree: 16 pacientes por caso indice

Choua et al. J Nephrol 2022



ENFERMEDAD DE FABRY Y EXOMAS

Pacientes con cardiopatia de causa desconocida — exoma clinico — genes de cardiopatia

GLANM_000169.3

POSICION CAMBIO DE CAMBIOEN LA EFECTO GENOTIPO PROF. INFO CLASIFICACION
NUCLEOTIDO PROTEINA EXTERNA ACMG

X:101398942 T>C p.(Asn215Ser) Missense HEM 45/45 rs28935197 5
c.644A>G Variant

CASO INDICE ,

| I
= Act enz GLA= 2,58 nmol/mg.h (>4,66) /,*

= LysoGb3=7,2 ng/ml (<3,5) | é i




EXOMA COMPLETO DIRIGIDO A SINDROME UREMICO HEMOLITICO ATiPICO
Paciente masculino de 26 afios - GFR=59 ml/min — Proteinuria
Biopsia renal: microangiopatia trombotica

THBD NM_000361.3 NP_000352.1 R Significado ChrZO';I'a‘[:) 48700

(*188040) c.805G>A p.Ala269Thr : incierto e

(*601440) c.713G>A p-Gly238Glu g incierto )
0.0002866

HALLAZGOS SECUNDARIOS

NM_000169.3 NP_000160.1 Probable .
{*300544} c.1082G>A p.Gly361Glu HEbiciEOtS Patogénica Chrx.1('3w:§.98017 De novo (madre negativa)

Act enz GLA= 0,37 nmol/mg.h (>4,66)
LysoGb3= 18,8 ng/ml (<3,5)

ND



PROYECTO GENOMICA CLINICA: GECEPOF

LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS SON:

OFRECER DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO DE LABORATORIO A PACIENTES QUE PADECEN EPOF, utilizando

- Secuenciacidon gendmica masiva
- Estudios funcionales

- PROVEER ASESORAMIENTO GENETICO INTEGRAL A PACIENTES Y FAMILIAS CON EPOF

- CONOCER LA FISIOPATOLOGIA DE LAS EPOF MEDIANTE MODELQOS IN VITRO OBTENIDOS POR EDICION GENICA
CRISPR/CAS9

- DIFUNDIR EL CONOCIMIENTO SOBRE EPOF A LA COMUNIDAD MEDICA'Y GENERAL



PROYECTO GENOMICA CLINICA: GECEPOF

Las EPOF a las cuales nos dedicamos son:
-ENFERMEDADES METABOLICAS
-ANGIOEDEMA HEREDITARIO

-ENFERMEDAD RENAL CRONICA DE CAUSA GENETICA
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