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Resumen

RESUMEN

La Osteocondromatosis Multiple (OM) o EXT1/EXT2-CDG, es una patologia de
herencia autosémica dominante, debida a defectos en la formacién de O-
glicoconjugados. Afecta a 1/18.000 personas a nivel mundial y esta caracterizada por
la formacion de tumores benignos cartilaginosos(osteocondromas) preferentemente en
las metéfisis de los huesos largos o en la superficie de los huesos planos. La
osteocondromatosis puede presentar lesiones multiples (OM) con herencia familiar o
lesiones solitarias (OS), no hereditarias. La complicacion mas severa es la
transformacion maligna de osteocondroma a condrosarcoma secundario (1-3% de
pacientes). Los genesEXT1 (8q24) y EXT2 (11p12-p13) son genes supresores de
tumores que codifican glicosiltransferasas involucradas en la polimerizacion del
heparan sulfato (HS), el cual interviene en el mecanismo de sefalizaciéon en la placa
de crecimiento del hueso endocondral. Alteraciones en la biosintesis del HS en células
de la placa de crecimiento endocondral conducirian a la formacién de
osteocondromas. Ha sido descripta pérdida de heterocigocidad (LOH) en ambos loci
de genes EXT1 y EXT2 en osteocondromas y condrosarcomas secundarios lo que
sugiere que podrian seguir el modelo de “2-hits” clasico de los genes supresores de
tumores. Durante esta tesis, seanalizaron variables clinicas y se realizd el estudio
molecular, en33 pacientes latinoamericanos. El 82% presentaron OM (n=27) y 18%
OS (n=6). El 81% de pacientes OM presentaron fenotipo severo (n=17) distribuidos en
los siguientes subgrupos: (IS) (12%, n=2); (lIS) (53%, n=9); (IIIS) (12%, n=2) y (IVS)
(23%, n=4). Dos pacientes presentaron transformacién maligna a condrosarcoma. Se
realizd amplificacién por PCR y secuenciacion directade los genes EXT1yEXT2yel
ensayo Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA) para ambos genes. Se
identificaron mutaciones en 74% (n=20) de los pacientesOM, 84% (n=16) detectadas
por PCR y 16% (n=3) mediante MLPA. Se detectaron14 mutaciones en EXT7 (52%), 6
en EXT2 (18%) y en 7 pacientes OM (26%)no se encontraron mutaciones en estos
genes. No se detectd6 LOH en los genes EXT1 y EXT2 en ADN extraido de
osteocondromasni de condrosarcoma. Se detectd la expresion de las proteinas EXT1
y EXT2 en tejido de osteocondromas y condrosarcoma depacientesOM con diferentes
grados de severidad fenotipica. Se observé la expresion disminuida o nula de ambas
proteinas en los tejidos estudiados, independientemente del gen afectado, del tipo de
osteocondromatosis y de la malignizacién. El andlisis estadisticomediante la
asociaciéon de diferentes variables con respecto a 3 grupos de pacientesOM: (A)
mutaciones en EXT1 (n=14), (B) mutaciones en EXT2 (n=6), y (C) sin mutaciones
detectadas (n=7) evidencié diferencias significativas en la asociacién de estos 3
grupos de pacientes con respecto a las lesiones en miembros inferiores (p=0,0417),
fémur (p=0,0251) y escapula (p=0,0396), especialmente en los pacientes del grupo
(A). Futuros estudios son necesarios para profundizar en el conocimiento de las
basesmoleculares de esta patologia en pacientes sin mutaciones detectadas en estos
genes. Esto podria deberse a mutaciones en nuevos genes relacionados a esta
patologia o en regiones de los lociEXT1/EXT2 no analizadas. Probablemente la
metodologia de secuenciacién exdmica provea las herramientas necesarias para su
identificacion.

Este trabajo de tesis ha contribuido a comenzar el estudio de esta enfermedad
metabdlica hereditaria por primera vez en nuestro pais, reconocida dentro del grupo de
los Desérdenes Congénitos de Glicosilacion (CDG) como EXT1/EXT2-CDG. En
conjunto, este estudio multidisciplinario permitié el analisis clinico y genético de un
cohorte de 33 pacientes y contribuyé a la profundizacion en el conocimiento de los
mecanismos genéticos involucrados en la fisiopatogénsis de EXT1/EXT2-CDG.






Abstract

ABSTRACT

Multiple Osteochondromatosis (MO), EXT1/EXT2-CDG, is an autosomal dominant
disorder produced by defects in the formation of O-glycoconjugates. MO affects 1 in
18.000 among the general population and is characterized by benign cartilage-capped
tumors (osteochondromas) located mainly in metaphysis of long bones or the surface
of flat bones. Osteochondromatosis is characterized by multiple tumors with a familiar
inheritance (MO) or by sporadic solitary osteochondroma (SO), a non-hereditary
condition. The most severe complication is malignant transformation to secondary
chondrosarcoma (1-3% of patients). EXT7 (MIM 608177) (8q24) and EXT2 (MIM
608210) (11p11-p13) are tumor suppressor genes that encode glycosyltransferases
involved in heparan sulphate (HS) chain polymerization. HS is involved in signaling
mechanisms in the growth plate of endochondral bone. Alterations in HS chains
biosynthesis in endochondral growth plate cells lead to osteochondroma formation.
Loss of heterozygosity (LOH) was described in EXT7 and EXT2 genes in
osteochondromas and secondary chondrosarcomas. This fact suggests that EXT acts
according to the classical two-hit model for tumor-suppressor genes. Here, we report,
clinical variables analysis and molecular studies in 33 Latin American patients, 82% of
patients presented MO (n=27) and 18% SO (n=6). Eighty one percent of MO patients
showed a severe phenotype (n=17), distributed in the different subgroups: (IS) (12%,
n=2); (IIS) (53%, n=9); (llIS) (12%, n=2) and (IVS) (23%, n=4). Two patients presented
malignant transformation to chondrosarcoma. EXT71 and EXT2 genes have been
analyzed by PCR and direct sequencing and by Multiplex Ligation Probe Amplification
(MLPA). We found the mutant allele in 74% (n=20) of MO patients, 84% of mutations
(n=16) were detected by PCR and direct sequencing and 16% (n=3) by MLPA.
Fourteen mutations (52%) were detected in in EXT1, and 6 (18%) in EXT2. Mutations
remained unknown in 26% of MO patients (n=7). No LOH were detected neither EXT1
nor EXT2 genes of osteochondromas and chondrosarcoma DNA. We detected EXT1
and EXT2 proteins expression in osteochondromas and chondrosarcoma tissues in
patients with different phenotype severity. Reduced or null EXT1 and EXT2 protein
levels were observed in these tissues, independently of the affected gene,
osteochondromatosis type or malignant transformation. Statistical analyses were
performed to associate different clinical variables regarding 3 groups of MO patients:
(A) mutations in EXT1 (n=14), (B) mutations in EXT2 (n=6) and (C) without mutations
in both genes (n=7). The association between the 3 groups of patients detected
significant differences related to a higher prevalence of: lower limb (p=0,0417), femur
(p=0,0251) and scapula (p=0,0396) localization of lesions, especially in patients from
group (A). Additional studies will be necessary to contribute in knowledge of the
molecular bases causing this disease, especially in patients without detected mutations
in both genes. It suggests to the existence of mutations in different genes related with
this disease or in non-analyzed EXT1/EXT2 loci regions. Probably exome sequencing
analysis will provide the tools for the identification of the causes of this disease
This work has contributed to the study of this metabolic disease for the first time in our
country, recently recognized into Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) as
EXT1/EXT2-CDG Altogether, the development of this multi-disciplinary study allowed
clinical and genetic analyses of a cohort of 33 patients and contributed to increase
knowledge of genetic mechanisms involved in pathophysiology of EXT1/EXT2-CDG.




Abreviaturas

ABREVIATURAS

(-/-): Ambos alelos inactivados

(+#/-): un alelo inactivado y el otro wild-type

11p: brazo largo del cromosoma 11

19p: brazo largo del cromosoma 19

8q: Brazo corto del cromosoma 8

aa: Aminoacido

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNg: ADN genémico

Arg: Arginina

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

Asn: Asparragina

BMP: Proteina morfogenética de hueso

CAM: Cellular Adhesion Molecules (Moléculas de Adhesién Celular)
CDG: Congenital Disorders of Glycosylation (Desérdenes Congénitos de la
Glicosilacion)

CDKN2A/p16: Inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina
cDNA: ADN copia

CIES: Comité Interinstitucional de Etica de la Investigacion de la Salud
COX2: Ciclooxigenasa 2

CS: Condroitin sulfato

DHPLC: Cromatografia liquida desnaturalizante de alta performance
dNTP: Dinucledtido trifosfato

Dpp: Decapentaplegico

DTT: Ditiotreitol

ECL: Enhanced chemiluminescence

EMH: Exostosis Multiple Hereditaria

ESE: Enhancers de splicing exénicos(Colaboradores exénicos del corte y empalme)
EXT1: Gen EXT1

EXT1: Proteina exostosina 1, $1,4-glucuroniltransferasa

EXT2: Gen EXT2

EXT2: Proteina exostosina 2, a1,4-Nacetilglucosaminiltransferasa
EXTL1, EXTL2, EXTL3: genes de la familia EXT-Like

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

Fzd: Genes frizzled
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Abreviaturas

GAGs: Glicosaminoglicanos

Gal: Galactosa

Gal: Galactosa

GalNAc: N-acetilgalactosamina

GalT-1 y GalT-2: Galactosiltransferasa 1y 2

GenBank: Base de datos de secuencias de nucledtidos

GIcA: Acido glucurénico

GIcAT: Glucuroniltransferasa

GlcNAc: N.acetilglucosamina

GIcNACc-TI: a1,4-N-acetil-hexosaminiltransferasa |

GlcUA: Acido urénico

GPl: glicosilfosfatidilinositol

H/E: Hematoxilina/Eosina

HGVS: Human Genome Variation Society(Sociedad de las Variaciones del Genoma
Humano)

Hh: Hedgehog

hLys: Hidroxilisina

hnRNP: Ribonucleoproteina

HS: Heparan sulfato

HSPG: Proteoglicanos de heparan sulfato

Ihh: Indian hedgehog(Erizos de India)

Indel: inserciones y deleciones

Kb: Kilobases

KDa: Kilodaltons

Leu: Leucina

LLO: Oligosacaridos unidos al dolicol

LOH: Pérdida de Heterocigocidad

LOVD: Leiden Open Variation Database (Base de datos abierta de Leiden)
M: Fenotipo moderado

MIM: Mendelian Inheritance in Men (Herencia Mendeliana en Humanos)
MLPA: Multiplex ligation dependent probe amplification(Amplificacion multiple
dependiente de sondas)

MOdb: Multiple Osteochondromatosis database(Base de datos de
Osteocondromatosis Multiple)

NCBI: The National Center for Biotechnology Information

NDST: N-deacetilasa/N-sulfotransferasa
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NIH: National Institute of Health

O-Fuc: O-fucosil glicanos

0O-Glc: O-glucosil glicanos

O-GlcNAc: O-N-acetilglucosaminoglicanos

OM: Osteocondromas multiples

OM: Osteocondromatosis Muitiple

O-Man: O-manosil glicanos

OS: Osteocondroma solitario

OST: Oligosacaridil transferasa

O-Xyl: O-xilosil glicanos

p53: gen que codifica un factor de transcripcién nuclear

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PG: Proteoglicanos

PHYRE: Protein Homology Fold Recognition Engine(Motor de reconocimiento de la
homologia de las proteinas)

PMSF: phenylmethylisulfonyl fluoride, Fluoruro de fenilimetiisulfonilo
Polyphen:Polymorphism Phenotyping(Fenotipificacion de polimorfismos)
Pro: Prolina

PTHrH: Proteina relacionada a la hormona paratiroidea

PVDF: Polyvinylidene Difluoride (Difluoruro de polivinilo)

RB1: gen relacionado al retinoblastoma

RER: Reticulo endoplasmatico rugoso

RIPA: Radio immuno precipitation assay

RMN: Resonancia magnética nuclear

rpm: Revoluciones por minuto

S: Fenotipo severo

SDC:sindecanos

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio

SDS-PAGE: Dodecil Sulfato de Sodio Geles en poliacrilamida
SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment(Evolucién de
ligandos sistematica por enriquecimiento exponencial)

Ser: Serina

SF: Factor de splicing(Factor de corte y empalme de exones)

Shh: Sonic hedgehog(Erizo Sénico)

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms(Polimorfismos de nucle6tidos simples)
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Ta: Temperatura de annealing(Temperatura de templado)
TAC: Tomografia axial computada

TGF: Factor de Crecimiento Transformante

Thr: Treonina

TP53: Fosfoproteina nuclear codificada por el gen p53
TPRS: Sindrome tricorinofalangeal

Tris: Hidroximetil aminometano

UTR: untranslated region(regién no traducida)

Waq: Wingless

WNTSs: Proteinas Wingless

wt/wt: Ambos alelos wild-type (ambos alelos tipo salvaje)
wt: wild-type (Tipo salvaje)

Xyl: Xilosa

XYLT1 y XYLT2: Xilosiltransferasas 1y 2

Abreviaturas
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Introduccion

INTRODUCCION GENERAL

La Osteocondromatosis Multiple (OM), (MIM# 133700, 133701),conocida también como
ExostosisMultiple Hereditaria (EMH), es una patologia ésea de herencia autosomica
dominante, queocurre con una incidencia mundial de 1/18.000personas (De Andrea
&Hogendoorn, 2012; Stieber & Dormans, 2005).Se caracteriza por la formacion de
tumores benignoscartilaginosos,denominados osteocondromas,que se desarrollan
preferentemente en las metafisis o huesos endocondrales adyacentes a la placa de
crecimiento. Los osteocondromaspueden presentarse como lesiones esporadicas
solitarias (OS), no hereditariaso lesiones multiples con herencia familiar (OM) (Bovée,
2008) La complicacion mas severa que puede presentarse en esta patologia es la
transformaciéon maligna de un osteocondroma a condrosarcoma, la cual ha sido descrita
en <1% de pacientes con osteocondromas solitarios y en 1-3 % de pacientes con
osteocondromatosis multiple (De Andrea & Hogendoorn, 2012).

Actualmente la OM esta incluida dentro de un grupo de patologias debidas a
alteraciones genéticasen la biosintesis de glicoconjugados que son denominadas
Desordenes Congénitos de la Glicosilacidén o Congenital Disorders of Glycosylation,
cuya sigla en inglés es CDG. Este conjunto de enfermedades, desde su reconocimiento
por el Prof. Dr.J. Jaeken en 1980, han puesto de manifiesto la importancia crucial de la
glicobiologia en las enfermedades humanas. Estas patologias ocasionadas por
alteraciones en la biosintesis de los glicanos, en su unién a otros compuestos y/o en el
procesamiento posterior de los N- u O-glicoconjugados, forman un grupo cada vez mas
numeroso(Artuch et al., 2003; Briones et al., 2002; Jaeken, 2003; Marklova & Albahri,
2007; Wopereis et al., 2003; Wopereis, et al., 2006).

1. Formacion de Glicoconjugados

La glicosilacion se caracteriza por la uniéon covalente de glicanos (monosacaridos o
polisacaridos) en secuencias consenso de proteinas y lipidos, que dan origen a un
amplio repertorio de glicoconjugados, altamente conservados desde archea vy
eubacterias hasta eucariotas superiores.En seres humanos, la unién de carbohidratos al
esqueleto peptidico comprende predominantemente los enlaces N- y O-glicosidicos, que
pueden coexistir en una misma proteina. Los N-glicanos estan unidos al grupo amino de
residuos asparragina (Asn), mientras que los O-glicanos al grupo oxidrilo de residuos

serina (Ser), treonina (Thr) o hidroxilisina (hLys) mediante una N-acetilgalactosamina,
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manosa, xilosa, fucosa u otros monosacaridos(Figura 1 A y B). A diferencia de los N-
glicanos que son de estructura ramificada, los proteoglicanos que también estan unidos
a residuos serina y/o treonina, son lineales y sintetizados por diferentes vias, siendo
compuestos altamente sulfatados.La glicosilacion de lipidos es tambiénmuy frecuente,
comprende a glicoesfingolipidos (gangliésidos con alto contenido de acido siélico) y a
los anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (glicolipidos de membrana unidos a

distintos tipos de proteinas mediante una estructura nucleo comun) (Varki, 1993).

N-Glicosilacién

Figura 1:Representaciéon esquematica de la union de glicanos a proteinas.(A) Los N-
glicanos estan unidos a residuos asparragina (Asn) de la proteina naciente mediante una N-
acetilglucosamina. (B) Los O-glicanos estan unidos a residuos serina (Ser), treonina (Thr) o
hidroxilisina (hLys) mediante una N-acetilgalactosamina, manosa, xilosa, fucosa u otros
monosacaridos.

1.1 N-Glicosilacion
El proceso de N-glicosilacién comprende la sintesis de un oligosacéarido que sera unido

al grupo amina del residuo Asn de la proteina naciente. Este proceso, se inicia en el
citoplasma, continia en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)conla posterior
modificacién de la glicoproteina en el aparato de Golgi. La sintesis del oligosacarido
comprende la union secuencial en el citoplasma de azicares cedidos por azucares
nucledtidos activados(GDP-GIcNAc, GDP-Many GDP-Glc) catalizada por diferentes
enzimas glicosiltranferasasque posteriormente sintetizan la cadena de oligosacaridos

unidos al dolicol (LLO) en la membrana citosélica del RER(Figura 1). La translocacion de
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un oligosacarido intermediario (MansGIcNAc,-PP-Dol) hacia el lumen del RE,permite que
esta estructura continle su formacién hasta completar un nucleo o core
(Glc3Man9GIcNAc2) que luego sera transferidoa través de una N-acetilglucosamina al
residuo Asn de la proteina naciente. En este proceso, interviene un complejo enzimatico
denominado oligosacaridil transferasa (OST). La unién de la porciéon glicano a la
proteina se realiza mediante una N-acetilglucosamina en una secuencia consenso Asn-
X-Ser/Thr donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. Posteriormente, aun
en el RE, se eliminan 3 moléculas de Glc y 1 de Man, resultando en una estructura “rica
en manosa’(Helenius et al., 2002, Hennet, 2012). La proteina glicosilada es transferida
al aparato de Golgi, donde sera modificada por medio de diferentes enzimas con funcién
de glicosidasas y glicosilatransferasas que remueven residuos manosa y adicionan
diversos monosacaridos tales como, N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa (Gal),
acido sidlico, fucosa, y N-acetilgalactosamina (GalNAc), produciendo asi una amplia
variedad de estructuras de N-glicanos de diferente complejidad (Helenius & Aebi, 2004;
Hennet, 2012; Jaeken, 2010).

1.2 O-Glicosilaciéon
El proceso de O-glicosilacion es un procesoque ocurre principalmente en el aparato de

Golgi y a diferencia de las N-glicoproteinas, que presentan una ruta de biosintesis
comun y solamente difieren en los procesos de modificacion que ocurren en el aparato
de Golgi, la sintesis de los O-glicanos se produce posteriormente a la oligomerizacion y
plegamiento de la proteina por medio de O-glicosiltranferasas. Estas enzimas, estan
ubicadas en el aparato de Golgi, participan ensamblandosecuencialmente cadenas de
glicanos y formando un nucleo de oligosacaridos que sera unido a oxidrilos de residuos
serina (Ser), treonina (Thr) 6 hidroxilisina (hLys) de la proteina posteriormente a su
sintesis y plegamiento (Hameetman et al., 2007).La sintesis del oligosacarido, su
transferencia a la cadena polipeptidica naciente y su modificaciéon subsecuente requiere
de numerosas etapas. La composicion de las cadenas de O-glicanos presenta mayor
diversidad quela delos N-glicanos. Cada monosacarido posee 3 6 4 sitios de anclaje a
otros azlcares y ademas tiene la posibilidad de producir uniones alfa o beta
glucosidicas.De este modo, la O-glicosilacién da lugar a la sintesis de7clases diferentes
de O-glicanos;que son clasificados de acuerdo al primer azdcar unido al grupo hidroxilo
de una proteina y comprenden: O-N-acetilglucosaminoglicanos cuando el azlcar es
N-acetilglucosamina (O-GIcNAc); glicanos tipo mucinas cuando el azucar es N-

acetilgalactosamina (O-GalNAc), O-galactosil glicanos cuando el azucar es galactosa
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(O-Gal), O-xilosil glicanos cuando el azicar es xilosa (O-Xyl) constituidos por los
glicosaminoglicanos (GAGs), O-manosil glicanoscuando el azucar es manosa (O-
Man), O-glucosil glicanoscuando el azucar es glucosa (O-Glc) y O-fucosil
glicanoscuando el azucar es fucosa (O-Fuc). Los O-glicanos mas abundantes en seres
humanosestan constituidos por glicanostipo mucinas unidos mediante O-
GalNAc(Martinez-Duncker et al., 2012; Jaeken et al., 2009; Wopereis et al., 2006).

2. Importancia de los Glicoconjugados

Se estima que el 1% de los genes en el ser humano estan implicados en los procesos
de glicosilacion y mas de la mitad de las proteinas de nuestro cuerpo estan glicosiladas.
Los glicanos intervienen en numerosos procesos indispensables para el normal
funcionamiento de los sistemas bioldgicos. Entre ellos, participan en el correcto
plegamiento y estabilidad de las proteinas, en los mecanismos de control de calidad de
glicoproteinas, en procesos de activacion enzimética, intervienen en la respuesta
inmune, juegan un papel importante en el tréfico intracelular e intercelular, "'marcando”
proteinas que seran transportadas a diferentes estructuras celulares, como el rol de la
manosa-6-fosfato en el destino de las enzimas que se dirigena loslisosomas (Varki,
1993; Wopereis et al., 2006).Su importancia reside principalmente en el caracter
multisistémico de su participaciéon en el metabolismo humano. Los glicanos cumplen un
rol esencial en el reconocimiento, adhesion y migracion celular, participando en las
etapas del desarrollo y en mecanismos de defensa y antigenicidad (Jaeken, 2011,
Wopereis et al., 2006).

Entre las principales funciones que cumplenlos O-glicanoses reconocida su intervencion
enlos mecanismos de estabilidad, estructura, inmunidad, sefializacién celular mediada
por receptores, interacciones proteicas inespecificas, modulaciéon en la actividad
enzimatica, expresion y procesamiento de las proteinas, etc. El rol biolégico de estos
compuestos es crucial para el desarrollo, crecimiento, funcién y sobrevida de los
organismos. Los O-glicanos pueden influr ademas en la estructura terciaria y
cuaternaria de las proteinas al igual que en la agregacion proteica. Intervienen en el
mantenimiento de la estabilidad de las proteinas, la resistencia al calor, hidrofilicidad y la
resistencia a la degradacion por proteasas.Otra funcién importante de los O-glicanos es
la deintervenir como mediadores para el reconocimiento entre proteinas, direccionando
proteinas no enzimaticas como las lectinas.Ademas, los O-glicanosparticipan enel

crecimiento celular, la apoptosis, procesos de endocitosis, interacciones entre células y
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con la matriz extracelular.Los O-glicanos también participan en el ensamblaje de la
matriz extracelular y enla fertilizacion del oocito(Varki, 1993; Wopereis et al., 2006).
Entre las clases de glicanos mencionados anteriormente, los GAGs se unen a las
proteinas formando los proteoglicanos (PG), que se encuentran ampliamente
distribuidos en la matriz extracelular. Los GAGs poseen grupos sulfato que le otorgan a
la molécula carga negativa mediante la cual establecen interacciones con moléculas de
agua, proporcionando de este modo resistencia a la compresién, lubricacién y reducciéon
en la friccion en tejidos estructurales como el cartilago que se encuentra en las
articulaciones y participan como molde para la formacién del hueso endocondral.Es
importante destacar que los GAGs cumplen ademas un rol en interacciones
inespecificas de las proteinas, por €. losPG de la superficie celular se adhieren a
factores de crecimiento, regulandoasi la difusién yel gradiente de concentracién de los
mismos(Jaeken, 2011; Wopereis et al., 2006).

Debido a que los O-glicanos estan involucrados en numerosos procesos celulares, es
inevitable que defectos en su biosintesis produzcan severas anormalidades en el
funcionamiento de distintos tipos de célulasresultando en un amplio espectro de signos
y sintomas clinicos involucrados en diferentes procesos patolégicos (Coman et al.,
2008; Spiro & Spiro, 2000; Wopereis et al., 2006).

2.1 Glicosaminoglicanos

De acuerdo a su estructura quimica los GAGs estan formados por la unién polimérica de
unidades de disacaridos constituidos por un aminoazucar unido a un acido urénico.
Segun la composicion de los azlcares, los GAGs pueden clasificarse en: a) acido
hialurénico, b) condroitin sulfato, ¢) queratan sulfato, d) dermatan sulfato y e) heparan
sulfato. Los GAGs presentan una gran heterogeneidad atribuida a la variabilidad que
existe enla sintesis de los mismos(Gallagher & Lyon, 1986). El heparan sulfato (HS) es
un GAG lineal formado por unidades alternadas de glucosamina N-acetilada o N-
sulfatada y acido glucurdnico 6 idurdénico. El HS es sintetizado por la mayoria de las
células de mamiferos como un componente de los proteoglicanos, con una distribucién
ubicua en las membranas plasmaticas y en lamatriz extracelular en una amplia variedad

de tejidos de diferentes especies animales (Figura 2) (Ornitz, 2011).
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Figura 2:Representacion esquematica de la estructura quimica del heparan sulfato.
Formado por la union glicosidica 8 124 de un acido glucurénico o idurdnico sulfatado con una N-
acetil glucosamina sulfatada.

2.2 Proteoglicanos

Los proteoglicanos (PG) son una familia de moléculas complejas, multifuncionales
formadas por la unién covalente del oxidrilo deuna xilosa de una o mas cadenas de
GAGs a residuosserina de una proteina, mediante un proceso de O-glicosilacion (Figura
3).

Proteoglicano

Acido
glucurénico Galactosa Galactosa Xilosa
6 Idurénico

Proteina J’K
ZN

H oW

a o ; =0
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Tetrasacérido de unién

COOH
Glicosaminoglicanos

Figura 3: Representacion esquematica de la estructura de un proteoglicano. Se destaca la
estructura del tetrasacarido de unién de cada cadena unida a un residuo de serina de la proteina.

Los proteoglicanos pueden unirse e interactuar con proteinas, y esas interacciones

proteina-GAGs cumplen roles esenciales durante las diferentes etapas del desarrollo,
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principalmente en procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Esko & Lindahl,
2001).

2.3 Proteoglicanos de heparan sulfato

Los proteoglicanos deheparan sulfato (HSPG) son una familia compleja y heterogénea
de macromoléculas compuestas por una cubierta proteica y una o méas cadenas de
HS(Gallagher & Lyon, 1986). Las cadenas de HS se unen por medio de una xilosa
aloxidrilo delaminoacido serina de una proteina(Gallagher & Lyon, 1986, Hardingham et
al., 1992).

Los HSPGs se expresan tanto en la superficie celular como en la matriz extracelular, se
encuentran estratégicamente posicionados para regular interacciones entre las células y
su micro-medioambiente. La actividad biolégica de estos compuestos, depende
principalmente de la carga negativa de los dominios sulfatados que permite la
interaccion de las cadenas de HS con proteinas; asi como también depende de la
distribucion de los residuos de HS a lo Iérgo de estas cadenas. Este rasgo estructural se
establece durante la biosintesis del HS, pero puede también sufrir modificaciones por la
accion post-biosintética de diferentes endosulfatasas (Gallagher & Lyon, 1986;
Nadanaka & Kitagawa, 2008).

Los HSPGs cumplen funciones importantes en el proceso de modulaciéon de la
sefializacion celular a través de interacciones con una amplia variedad de ligandos
proteicos como factores de crecimiento, citoquinas, sustancias que favorecen el
desarrollo  tisular6  “morfégenos’y  proteinas de la matriz  extracelular
regulandodiferentesprocesos fisiolégicos, como la homeostasis, el crecimiento celular
normal; asi como en el desarrollo de funciones involucradas en la diferenciaciéon
ymigracion celular. Ademas, los HSPGs pueden afectar la distribucion de moléculas de
senalizacién en los epitelios y, por lo tanto, participan en la regulacién del gradiente de
morfégenos y en el metabolismo nutricional durante las etapas del desarrollo(Bishop et
al., 2007; Carlsson et al., 2008; Gallagher & Lyon, 1986; Selleck, 2000).Los HSPGs
también intervienen en la unién de proteinas adhesivas, en el anclaje de las células a la
matriz extracelular y actuan como receptores para la captaciéon hepatica de lipoproteinas
ricas en triglicéridos (Bishop, Schuksz, & Esko, 2007; Kreuger & Kjellén, 2012; Schrage
et al., 2009).

Algunos HSPGs estan representadospor glipicanos y sindecanos, los cuales se
encuentran adheridos a la membrana plasmatica mediante una unidn
glicosilfosfatidilinositol (GPl), o wunidos a un dominio de transmembrana,

respectivamente. Los glipicanos son proteinas que presentan un gran domino globular
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rico en residuos de cisteina que contienede 2 a 5 sitios consenso de unién a cadenas
de HS y una secuencia sefal hidrofébica en el extremo C-terminal unida un residuo de
anclajeGPIlque sirve de unién a la membrana plasmatica. Los sindecanosson proteinas
de transmembrana tipo | que presentan un dominio extenso extracelular que contiene 2
0 3 sitios de unidén a los GAGs asi como sitios de unién a la membrana y dominios
citosoélicos cortos por medio de los cuales se unen a moléculas efectoras (Kirn-Safran et
al., 2004).

Los perlecanos constituyen otro grupo importante de HSPGs y se encuentran
distribuidos en las membranas basales de todas las células. Ademas,sonconstituyentes
de la matriz extracelular de la placa de crecimiento cartilaginosa, con unrol muy
importante en el desarrollo normal de la misma. Los perlecanos se encuentran formados
por una cubierta proteica que contiene aproximadamente 5 dominios, aunque solamente
el dominio | es el sitio de unién a los GAGsen el extremo N-terminal donde se
encuentran2 ¢ 3 cadenas de HS, y en el extremo C-terminal se unena 1 cadena de
condroitin sulfato (CS), aunque la composicién y tamafio de los GAGs es variable con
respecto al tejido en el que se encuentren(Kirn-Safran et al., 2004). No obstante, las tres
familias de HSPGs se encuentran conservadas evolutivamente desde Drosophila y
Caenorhabditis elegans hasta vertebrados.Diferentes tipos y concentraciones de HS
pueden ser expuestos en la superficie celular unidos a sindecanos y glipicanos, y/o en la
matriz extracelular unidos a la perlecanos y a colageno tipo VIII (Kreuger & Kjellén,
2012; Schrage et al., 2009).

3.Desordenes Congénitos de la Glicosilacion

Los Desérdenes Congénitos de la Glicosilacion (CDG) son un grupo de enfermedades
genéticas humanas producidaspordefectos en la sintesis de glicanos, en su unién a
proteinas ¢ lipidos, 6 en el posterior procesamiento de los glicanos en el aparato de
Golgi(Hennet, 2012; Jaeken, 2010). En la actualidad se han caracterizado mas de 50
defectos genéticos diferentes, incluidos dentro dela clasificacion de CDG. La mayoria
estan representados por alteraciones en la via de la N-glicosilacion, los cuales pueden
ser debidos a mutaciones en genes que codifican para enzimas citosélicas, del RER o
de Golgi, como asi también para transportadores e incluso alteraciones que afectan a
ambasvias metabdlicas. Debido a que los azucares nuclebtidos, enzimas vy

transportadores que participan durante la biosintesis de los glicanos pueden ser
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comunes para ambas vias, se han podido observarpatologias debidas a defectos
combinadospor alteraciones ya sea N-glicosilacién como O- glicosilacién(Tabla 1).

Las alteraciones de O-glicosilacién descritas hasta el momento,sélo involucran enzimas
y/o transportadores que participan en la remodelacién del glicano en el aparato de Golgi
(Tabla 2). Ademas,han sidoincluidas como CDG, enfermedades que presentan defectos
en las vias de glicosilacion de glicoesfingolipidos y anclajes de glicofosfatidilinositol
(Tabla 3)(Artuch et al., 2003; Briones et al., 2002; Cheillan et al., 2004; Jaeken, 2011,
Marklova & Albahri, 2007; Wopereis et al., 2007, 2006).

3.1 Clasificacion de los Desérdenes Congénitos de la Glicosilaciéon

A partirdel afio 2010, se implementd una nueva nomenclatura para la designacion de los
defectos genéticos que producen CDG. Anteriormente se usaban nameros romanos y
letras arabigas en orden alfabético para nombrar y clasificar los defectos de la
glicosilacion (CDG-la, CDG-Ib, etc). Sin embargo, dada su complejidad,la nueva
clasificacion utiliza el simbolo del gen o de la proteina afectada seguida de “CDG”
(www.genenames.org)(Frank et al., 2004; Jaekenet al., 2009; Martinez-Duncker et al.,
2005; Wopereis et al., 2007).
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Tabla 1: Clasificaciéon y nomenclatura de los Desérdenes Congénitos de la Glicosilacion
(CDG): Defectos producidos en las vias de N-Glicosilacion

Nombre de la Nombre previo Proteina defectuosa OMIM
enfermedad
PMM2-CDG (CDG-la) Fosfomanomutasa 2 601785
MPI-CDG (CDG-Ib) Fosfomanosa isomerasa 602579
ALG1-CDG HMT1-CDG GDP-Man : GlcNAcz-P-P-Dol 608540
(CDG-Ik) manosiltransferasa (manosiltransferasa
\A))
ALG2-CDG (CDG-li) GDP-Man : Man;-GlcNAc,-P-P-Dol 607906
manosiltransferasa (manosiltransferasa 2)
ALG3-CDG NOT56L-CDG Dol-P-Man : Mans-GlcNAc2-P-P-Dol 601110
(CDG-Id) manosiltransferasa(manosiltransferasa 6)
ALG6-CDG (CDG-Ic) Dol-P-Glc : Mang-GlcNAcz-P-P-Dol 603147
glucosiltranferasa
(glucosiltranferasa 1)
ALG8-CDG (CDG-Ih) Dol-P-Man : Man7-GlcNAc2-P-P-Dol 608104
manosiltransferasa(manosiltransferasaVlll)
ALG9-CDG DIBD1-CDG Dol-P-Man : Mang-and Mang-GIcNA-P-P- 608776
(CDG-IL) Dol manosiltransferasa
(manosiltransferasa VII-IX)
ALG11-CDG (CDG-Ip) manosiltransferasa IV/V 613661
ALG12-CDG (CDG-ig) Dol-P-Man : Man;-GlcNAc2-P-P-Dol 607143
manosiltransferasa (manosiltransferasa 8)
DPAGT1- (CDG-lj) UDP-GIcNAc : Dol-P-GlicNAc-P 608093
CDG (ALG7) transferasa (Dolicol fosfato N-
acetilglucosamina-1 fosfato transferasa)
GCS1-CDG GLS1-CDG Glucosidasa 1 606056
(CDG-lIb)
MAGT1-CDG Subunidad de la oligosacaridiltransferasa 300715
MGAT2-CDG (CDG-ila) N-acetilglucosaminiltransferasa 2 602616
RFT1-CDG (CDG-In) Flipasa de MansGlcNAc2-PP-Dol 611633
TUSC3-CDG Subunidad de la 601385
oligosacaridiltransferasaTUSC3
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Tabla 2: Clasificacién y nomenclatura de los Desérdenes Congénitos de la Glicosilacion
(CDG): Defectos producidos en las vias de la O-Glicosilacion

Nombre de la enfermedad Proteina afectada OMIM

*Sintesis de O-xilosilglicanos

EXT1/EXT2-CDG Glucuroniltransferasa/N- 608177/
(Osteocondromatosis multiple) acetilglucosaminiltransferasa $-1,4- 608210

galactosiltransferasa 7

B4GALT7-CDG R-1,4-galactosiltransferasa 7 604327
*Sintesis de O-N-acetilgalactosaminilglicanos

GALNT3-CDG O-N acetilgalactosaminil-transferasa 3 601756
(Calcinosis tumoral familiar)

*Sintesis de O-xilosil/N-acetilgalactosaminilglicanos

SLC35D1-CDG Miembro D1 del transportador dual UDP- 610804
(Displasia de Schneckenbecken) acido glucurénico / UDP-N-

acetilgalactosamina

*Sintesis de O-manosilglicanos

POMT1/POMT2-CDG O-manoasiltransferasa 1 607423
(Distrofia muscular congénita)

POMGNT1-CDG (Distrofia muscular O-manosaf-1,2-N- 606822
congénita) acetilglucosaminiltransferasa

FKTN-CDG (Distrofia muscular congénita | Glicosiltransferasa Fukutina 607440
de Fukuyama)

FKRP-CDG (Distrofia muscular Proteina relacionada a la Fukutina 606596
congénita)

LARGE-CDG (Distrofia muscular Proteina tipo N- 603590
congénita) acetilglucosaminiltransferasa

*Sintesis de O-fucosilglicanos

LFNG-CDG O-fucosa especifica -1,3-N-acetil- 602576
(Disostosis espdndilo-costal tipo 3) glucosamino-transferasa

B3GALTL-CDG O-fucosa especifica- 3-1,3- 610308

(Sindrome de Peters plus)

glucosiltransferasa
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Tabla 3: Clasificacion y nomenclatura de los Desérdenes Congénitos de la Glicosilacion
CDG): Defectos en la sintesis de glicoesfingolipidos, anclajes de glicosilfosfatidilinositol

y en multiples vias

diseritropoyética congénita tipo i)

Nombre de la enfermedad Npc::vt:tr)e Proteina afectada OMIM
ST3GAL5-CDG SIAT9-CDG Lactoceramida a-2,3-sialotransferasa | 609056
(Epilepsia infantil Amish) (GM3 sintetasa)

PIGM-CDG Fosfatidilinositolglicano, clase M 610273

(Deficiencia en

_glicosilfosfatidilinositol)

PIGV-CDG Fosfatidilinositolglicano, clase V

(Deficiencia en

glicosilfosfatidilinositol)

DPM1-CDG (CDG-le) Dolicol-fosfato-manosiltransferasa 603503
(DOIP-Man sintasa 1)

MPDU1-CDG (CDG-If) Man-P-Dol Utilization 1/Lec 35 608799

B4GALT1-CDG (CDG-lId) B-1,4-galactosiltransferasa 1 607091

GNE-CDG UDP-GIcNAc epimerasa/quinasa 600737

(Miopatia con cuerpos de

inclusion hereditaria)

SLC35A1-CDG (CDG-If) Transportador CMP de acido sialico 605634

(Deficiencia del transportador de

acido sialico-CMP)

SLC35C1-CDG (CDG-lIc) Transportador GDP de fucosa 605881

(Deficiencia del transportador de

GDP-Fucosa)

*Defectos en la via del Dolicol

DK1-CDG (CDG-Im) Dolicol kinasa 610768

SRD5A3-CDG (CDG-lq) 5-alfa Reductasa esteroidea tipo 3 612379

*Defectos en COG (Conserved Oligomeric Golgi)

COG1-CDG (CDG-llg) Complejos oligoméricos de Golgi 606973
conservados en la subunidad 1

COG4-CDG (CDG-llj) Complejos oligoméricos de Golgi 606976
conservados en la subunidad 4

COG5-CDG Complejos oligoméricos de Golgi 606821
conservados en la subunidad 5

COG7-CDG (CDG-lle) Complejos oligoméricos de Golgi 606978
conservados en la subunidad 7

COG8-CDG (CDG-llh) Complejos oligoméricos de Golgi 606979
conservados en la subunidad 8

*Defectos en V-ATPasa

ATP6VO0A2-CDG Subunidad VO subunit A2 de la H(+)- 611716

(cutis laxa tipo Il) ATPasa vesicular

*Defectos en COP Ii

SEC23B-CDG (CDAIl) (Anemia Componente SEC23B de COPII 610512
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3.2Manifestaciones clinicasen patologias debidas a Desérdenes Congénitos de
Glicosilacién
La mayoria de las patologias debidas a CDGse transmiten mediante
herenciaautosémicarecesiva, excepto EXT1/EXT2-CDG(osteocondromatosis multiple
hereditaria)que presenta una herencia autosémica dominante y MAGT1-CDG con
herencia ligada al cromosoma X. Los pacientes afectados con CDG presentan
manifestaciones clinicas muy variables, principalimente multisistémicas y con
compromiso neurolégico muy severo en las alteraciones de N-glicosilacién. Sin
embargo,las anormalidades debidas a alteraciones en la glicosilacion sonmuy
heterogéneas, principalmente si se corresponden a desérdenes de O-glicosilacion, entre
las que se encuentran diferentes clases de distrofias musculares, condrodisplasias,
mucolipidosis | y Il, trastornos de la migracién neuronal,entre otras(Hennet, 2012;
Morava et al., 2008; Ohtsubo & Marth, 2006).

4. Osteocondromatosis multiple hereditaria (EXT1/EXT2-CDG)

De acuerdo a la nomenclatura utilizada para designar los Des6rdenes Congénitos de la
Glicosilacién,la osteocondromatosis multiple hereditaria (OM) ha sido denominada como
EXT1/EXT2-CDG.Han sido identificadas hasta el momentoalteraciones endosgenes en
relacion a OM, en el gen EXT1 (MIM 608177), ubicado en el cromosoma 8 (8q24.11-
q24.13) y en el genEXT2 (MIM 608210) localizado en el cromosoma 11 (11p12-p11).
Existiria un posible tercer gen, EXT3 cuyo locus ha sidolocalizado en el brazo corto del
cromosoma 19 (19p) peroaun no se handetectado alteraciones en este locus en relacion
a esta patologia(Ahn et al., 1995; Busse et al.,, 2007; Hecht et al., 1995; Lind et al.,
1998; Nadanaka & Kitagawa, 2008; Wuyts et al., 1996).Se ha descripto un porcentaje de
pacientes con ausencia de mutaciones en ambos genes (EXT1 y EXT2)
aproximadamente un 10% (Pedrini et al., 2011) a un 30% (Signori et al., 2007) segun los
estudios realizados. Se postula que la ausencia de mutaciones en EXT1y EXTZ2 podria
deberse a alteracionesen otros genes que intervienen en la biosintesis del HS,
incluyendo los genes de la familia EXT-Like (EXTL1, EXTL2, EXTL3) (Xu et al., 1999).

4.1 Manifestaciones clinicas de EXT1/EXT2-CDG
Las manifestaciones clinicas en pacientes con EXT1/EXT2-CDG estan caracterizadas
por el desarrollo de tumores 6seos benignos llamados osteocondromas o exostomas.

Estos tumores afectanprincipalmente las metéafisisadyacentes a la placa de crecimiento
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de los huesos endocondrales,como metafisis distal y proximal de fémur, tibia y peroné;
asi como metéfisis proximales de humero y radio, cubitos distales; y en algunos casos la
superficie de los huesos planos como escapula y/o pelvis (Alvarez et al.,, 2007,

Francannet et al., 2001; Hameetman et al., 2007).

4.2 Caracteristicas de los Osteocondromas

Segun |a definicién de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, del inglésWorld
Health Organization), esta lesidén es una “Proyeccion 6sea recubierta de cartilago que
emerge en la superficie externa de los huesos conteniendo una cavidad con médula que
se continta con el hueso subyacente’(Kitsoulis et al., 2008). La presencia de
osteocondromas es rara en niflos o0 recién nacidos; se encuentran
desarrolladoshabitualmente en adolescentes y adultos, siendo estos tumores los mas
frecuentes (10-15% de todos los tumores que se presentan en hueso y un 50% de todos
los tumores primarios o6seos benignos)(Jennes et al.,, 2009; Kitsoulis et al.,
2008).Generalmente, la formacion de nuevos osteocondromas cesa conjuntamente con
el cierre de la placa epifisiaria en la finalizacién del crecimiento 6seo(Kitsoulis et al.,
2008; Roach et al., 2009).Sin embargo, la capacidad de crecimiento de los mismos se
puede prolongar durante toda la vida. Los osteocondromas pueden presentar diferentes
tamafios y formas,entre las cuales encontramos sésiles6 pedunculados. Los
osteocondromassésiles presentan una base ancha que los une a la superficie del hueso
mientras que los pedunculados se encuentran unidos mediante un “tallo”(Figura 4 A 'y
B). Algunos osteocondromas pedunculadospueden presentar calcificaciones que les
dan un aspecto arbolado, las mismas son debidas a depésitosde calcio(Figura 4C)
(Bovée, 2008; Francannet et al., 2001; Hameetman et al., 2004).
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A B C

Figura 4: Imagenes radiolégicas de diferentes tipos de osteocondromas. A) osteocondroma
sésil, B) osteocondroma pedunculado y C) osteocondroma pedunculado calcificado (Figura
adaptada de Stieber & Dormans, 2005).

En la mayoria de los casosse presentan como lesiones asintomaticas, manifestandose
como una masa de crecimiento lento en el hueso afectado, sin presencia de dolor. Sin
embargo, el dolor aparece con las complicaciones extra esqueléticas mas frecuentes,
que pueden estar asociadas con la presencia del tumor o con deformidades
esqueléticas y del tejido circundante, mal alineamiento de miembros, fracturas,
movimiento restringido de las articulaciones, artritis de inicio temprano o discrepancia de
la longitud de las extremidades(Alvarez et al., 2006, 2007; Francannet et al., 2001,
Stieber & Dormans, 2005).Los osteocondromas pueden comprimir nervios periféricos o
vasos sanguineos, siendo los mas afectados frecuentemente el nervio y la arteria
popliteos, causando en algunos casos trombosis arterial y venosa, aneurismas,
pseudoaneurismas, entre otras manifestaciones vasculares severas.Ademas, estos
tumores pueden causar reduccién del crecimiento éseo, siendo considerada la baja
estatura como una condicion intrinseca de la enfermedad (Francannet et al., 2001,
Schmale et al.,, 1994). Raramentese observan desérdenes neurologicos, cambios
periddicos en el flujo sanguineo, asimetria facial, lesiones en cabeza y cuello,
hemotorax, obstruccion intestinal y del tracto urinario y/o disfagia en pacientes con esta
patologia. Ademas se puede presentar acortamiento de metacarpios, metatarsos y
falanges, varo de coxis, escoliosis y asimetria pélvicas y pectorales (Kitsoulis et al.,
2008; Roach et al., 2009). Entre las complicaciones mas severas se pueden mencionar

dolor, isquemia aguda, flebitis por compresién nerviosa, y la transformacién maligna a
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condrosarcoma secundario periférico (Alvarez et al., 2006; Francannet et al., 2001,
Kitsoulis et al., 2008)(Figura 5).

Figura 5: Imagenes fotograficas de las manifestaciones clinicas y radiolégicas en OM. (A)
Varo tibial; (B) y (E) condrosarcoma de pelvis y femur proximal; (C) osteocondroma en rodilla;
(D) osteocondroma escapular; (F) osteocondroma pedunculado en tibia; (G) deformidad en radio;
(H) braquimetacarpios; (I) osteocondromas sésiles en tibias; (J) osteocondromas sésiles en
cubito y radio (K); (L)osteocondroma sésil en himero y (L) Lesiones vertebrales.

4.3 Osteocondromatosis Multiple y Solitaria

La osteocondromatosis puede manifestarse como una sola lesion esporadica, en cuyo
caso de denomina osteocondroma solitario (OS), 6 como multiples lesiones
frecuentemente asociadas con deformidades esqueléticas, denominandose
osteocondromatosis multiple (OM). El osteocondroma solitario (OS)es la forma de
presentacion mas frecuente (1-2% de la poblacion general) y no es hereditario (Schmale
et al., 2010). La osteocondromatosismultiple, presenta una prevalencia que oscila en
1/18.000 habitantes en la raza caucasica y presenta una historia familiar positiva en
diferentes generaciones en un 90% de los casos(Jennes et al.,, 2009; Stieber &
Dormans, 2005).

Los osteocondromas son altamente frecuentes en las metafisis de los huesos largos,

tubulares, especialmente el fémur (30%), humero (26%) 6 tibia (43%). Las lesiones

30



Introduccion

menos frecuentes se presentan en los huesos de tarsos y carpos, rétula, craneo,
esternén, columna y cadera, aunque han sido descritas afecciones en casi todos los

huesos del esqueleto (Stieber& Dormans, 2005).

4.4Condrosarcomas
El condrosarcoma secundario periférico, es un tumor maligno y constituye el 15% con
respecto a todos los condrosarcomas y es el tercer tumor 6seo malignomas frecuente
en adultos,después del mieloma y del osteosarcoma(Bertoni et al., 2002; Hameetman et
al., 2004). La mayoria se manifiestan como condrosarcomas centrales que aparecen de
novo en la cavidad medular, aunque aproximadamente un 15% se desarrollan como
condrosarcomas secundarios periféricos a partir de la cubierta cartilaginosa de un
osteocondroma (Bovée et al., 2000). La transformacién maligna desde un
osteocondroma a un condrosarcoma secundario periférico se estima que ocurre en un
1-3% de los pacientes con osteocondromatosis multiple y en <1% de pacientes con
osteocondromas solitarios (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Hameetman et al., 2004).
La transformacién maligna a condrosarcoma se produce muy raramente en nifos,
tiende a ocurrir en grupos de en pacientes de 20-60 afios de edad (media=35 afios),
después de la finalizaciéon de formacion de osteocondromas que ocurre en la pubertad,
aproximadamente en la etapa posterior a la fusién de la placa de crecimiento (Bovée &
Hogendoorn, 2010).
Los condrosarcomas tienen predileccion por los huesos planos, especialmente se
producen a partir detransformaciones malignas en osteocondromas pélvicos (94%
condrosarcoma y 6% osteosarcomas)aunque también suelen encontrarse en costillas y
escapula (Bovée et al., 1999; Kitsoulis et al.,, 2008). Se han descripto en menor
proporcién,pacientes que presentaron condrosarcomas en huesos largos, como en
fémur y humero (Kivioja et al., 2000).Los signos clinicos que hacen sospechar una
transformacién maligna son el dolor agudo, la incapacidad funcional, hinchazén local,el
agrandamiento de la masa tumoral y el aumento del espesor de la capa cartilaginosa,
especialmente luego de la maduracidon del esqueleto. Ademas se observa,
mineralizacién irregular, presencia de bandas de tejidos blandos, pérdida de
arquitectura del cartilago y areas del tejido malignizado con necrosis(Kitsoulis et al.,
2008).
La agresividad de los condrosarcomas se puede predecir de acuerdo a un sistema de
clasificaciéon histolégica basada en tres pardmetros: la celularidad, el grado de atipia
nuclear y la actividad mitética. Esta escala es clasificada en un rango desde grado | al Il

(Boveé, 2002). La clasificacion de los rangos histologicos comprende desde
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condrosarcomas de bajo grado (grado ), que presentan una agresividad local y tienen
una tendencia a la recurrencia, pero generalmente no producen metastasis; hasta los
osteocondromas de alto grado (grado |ll), caracterizados por la presencia de una gran
celularidad con frecuentes mitosis y significativas metastasis en 10-30% de los
casos(Bovée et al., 1999; Darilek et al., 2005; Oshiro et al., 1998).

Los condrosarcomas secundarios periféricos diferenciados,eventualmente pueden
transformarse en condrosarcomas indiferenciados de alto grado (no cartilaginosos). El
proceso de indiferenciacién podria producirse por factores ambientales o por
mutaciones.Las células diferenciadas, localizadas en los condrosarcomas, por medio de
divisiones celulares asimétricas podrian dar origen a células indiferenciadas,que
proporcionarianuna ventaja proliferativa que los llevaria a producir un sarcoma
indiferenciado,mas agresivo y de peor prondstico,ya que producen metastasis en la

mayoria de los casos (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Boveé, 2002)

5. Bases genéticas de la Osteocondromatosis Multiple Hereditaria
5.1. Genes EXT1y EXT2

Los miembros de la familia de genes EXTs codificanglicosiltransferasas que estan
involucradas en la adhesion y/o polimerizacién de las cadenas de heparan sulfato (HS).
Estas cadenas correctamente elongadas y unidas aresiduos especificos de la proteina,
constituyen proteoglicanos de HS(Busse et al.,2007; Nadanaka & Kitagawa, 2008;
Stickens et al., 1996; Wise et al., 1997). Los genesEXT71 y EXT2 en particular, poseen
alta homologia en sus secuencias, localizandose un 18% de secuencias homoélogas en
el extremo 5y un 48% en el extremo 3',lo cual sugeriria que ambos estarian
relacionados evolutiva yfuncionalmente(Wuyts et al., 1996).

El gen EXT1 (MIM 608177) estd compuesto por 11 exones y contiene
aproximadamente3165 pares de bases(pb)(Ahn et al., 1995). Presenta un sitio promotor
que es caracteristico de genes constitutivoscon cajas compuestas por nucleétidos
CAATy no por TATA (Liudecke et al., 1997).Se detecto la expresion ubicua de un ARNm
que tiene una secuencia codificante de2238 nucledtidos(Ahn et al., 1995; Cook et al.,
1993). Posteriormente se identificd que este gen codifica dos ARNm, uno de 3287 y otro
de 3359 nucledtidos(Ludecke et al., 1997).El gen EXT1 codifica la proteina exostosina 1
(EXT1)XEC: 2.4.1.224), una glicosiltransferasade 746 aminoacidosy una masa molecular
de 86,3 KDa que se encuentralocalizada en la membrana delaparato de Golgi (Ahn et
al., 1995; McCormick et al., 1998)(figura 6 A).
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El gen EXT2(MIM 608210) esta formado por 14 exones y dos exones alternativos que lo
extienden en 110 kb, contiene 2154 pb que codifican la proteina exostosina 2 (EXT2)
(EC: 2.4.1.224) constituida por 718 aminoacidos y una masa molecular de 82 kDa
(figura 6 B) con caracteristicas de proteina integral de membrana(Stickens et al., 1996).
Analisis por Northern blot han detectadodos transcriptos de ARNm, uno de 3,5 kb y un
transcriptominoritario de 4 kb en la mayoria de los tejidos estudiados debido a la
presencia de 2 sitios de poliadenilacién en el extremo 3’ del gen EXT2. Este hecho
sugiere que este gen puede expresarse como un conjunto de proteinas mediante
diferentes tipos de splicing alternativos del exdén 1(Clines et al., 1997; Stickens et al.,
1996; Wuyts et al., 1996).Se ha demostrado, la existencia de otro transcripto trunco de
la proteina EXT2 de 70 KDa en suero que es secretado por diferentes células, el mismo
es comun también en otras glicosiltransferasas localizadas en Golgi (Kitagawa et al.,
2001; Lind, et al., 1998).

Ambas proteinas EXT son glicosiltransferasas de transmembrana tipo Il,se expresan de
manera ubicua en la mayoria de los tejidos somaticos y estan constituidas por una cola
citoplasmatica N-terminal, un dominio de transmembrana y un gran dominio luminal
globular en el extremo carboxi-terminal (McCormick et al., 2000; Stickens et al., 1996).
Debido a que ambas proteinas presentan aproximadamente un 70% de homologia,
modificaciones post-traduccionales y pesos moleculares similares, se sugiere que
ambas evolucionaron de un origen comin y que presentan funciones biologicas
similares (Stickens et al., 1996; Wuyts et al., 1996).Las secuencias de cDNA entre
humanos y ratones presentan un 95% de homologia, pero el hecho de presentar
secuencias homoélogas a los genes EXT en invertebrados comoCaenorhabditis elegans
sugiere que la funcién de esta familia de genes no presentarelaciéon unicamente con los
mecanismos regulatorios del crecimiento delhueso(Clines, Ashley, & Shah, 1997;
Stickens et al., 1996).
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Figura 6:Imagen de la estructura génica de EXT1y EXT2 y de la estructura terciaria de las
proteinas exostosina 1 y 2.(A) A partir del transcrito de EXT1 de 8.270 pb se sintetiza una
proteina de 746 aminoacidos; y (B) del transcrito de EXT2 de 3.136 pb, una proteina de 718
aminoacidos.

5.2Genes supresores de tumores

Se postula que ambos genes, EXT1 y EXT2, tendrian funciones supresoras
detumores, ya que mutaciones germinales de estos genesen pacientes EXT1/EXT2-
CDG han desarrollado osteocondromas con alta penetrancia (Hecht et al., 1995, 1997,
Ropero et al., 2004).Existen sindromes genéticos dominantes que pueden producir
cancer, en los cuales el mecanismo de malignizacién se produce por la pérdida de
heterocigocidad de segmentos cromosémicos, reconociéndose de este modo que estos
genes actian como genes supresores de tumores, por ejemplo el
retinoblastoma(13q14) o en el sindrome tricorinofalangeal (TPRS) que al igual que el
gen EXT1 mapea en el cromosoma 8q24(Hecht et al., 1997).
En los ultimos afos se han comenzado a estudiar diferentes marcadores genéticos, en
especial aquellos que pudieran suponer un mayor riesgo de malignizacion de
osteocondroma hacia condrosarcoma (Bovée et al., 1999; Hecht et al., 1997). El
hallazgo de la pérdida de marcadores genéticos en pacientes con OM con herencia
familiary en pacientes con transformacién maligna a condrosarcoma,en diferentes
regionesdelcromosoma 8q(D8S200, D8S85, D8S547, D8S527, D8S522) (Raskind et al.,
1995) en el locus donde se localiza el gen EXT1(D8S199, D8S198, D8S85) (Francannet
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et al., 2001),y en el cromosoma 11p(D11S903, D11S905, D11S1355, D11S544)donde
se localiza el gen EXT2(Francannet et al., 2001)sugirié la funciéon de estos genes como
supresores de tumores y que la pérdida de zonas cromosémicas podria intervenir en el

desarrollo de condrosarcoma(Hecht et al., 1995; Raskind et al., 1995).

5.3Teoria de la Pérdida de Heterocigocidad

La pérdida de Heterocigocidad (LOH, del inglés Loss of heterozigosity) postula que
algunos tipos de cancer se manifiestan con un patron de herencia autosémica
dominantepero con la presencia de 2 mutaciones, una heredada a través de las células
germinales, y la segunda mutacién autosémica recesiva en las células somaticas,
reflejan una pérdida de funcion a nivel celular(Knudson, 1971).El mecanismo de
formacion de tumores que propuso Knudson es un modelo de 2-hits, en el cual el primer
evento o “hit”, consiste en una mutacién simple en un alelo de la linea germinal que
predispone a la enfermedad, mientras que el segundo “hit”, se manifiesta en la
inactivacion del alelo wild-type (wt) remanente, que puede ocurrir por una mutacion
somatica, o por eventos cromosémicos durante la recombinacién mitética (por €j. no
disyuncién, conversién de genes o deleciones intersticiales). Estos eventos resultarian
en LOHycrecimiento de un osteocondroma (Figura 7) (Bovée et al., 1999; Hecht et al,,
1995, 1997; Raskind et al.,, 1995).La pérdida del alelo wild-type que ocurre en casos
hereditarios (Figura 7 A) (Bovée et al., 1999), asi como la pérdida homocigota de ambos
alelos en casos esporadicos (Figura 7 B) indican que para la formacién de un
osteocondroma se requiere la inactivacién de ambos alelos EXT (Hameetman et al,,
2004).

Ha sido descripta LOH en ambosloci de los genes EXT1 y EXT2 en osteocondromas y
condrosarcomasesporadicos provenientes deosteocondromas solitarios como asi
también de osteocondromas muiltiples. Estos hallazgos sugirieren que el desarrollo de
estos tumores podria seguir el modelo de “2-hits” propuesto por Knudson, pudiendo
deberse a anormalidades cromosémicas que involucran regiones cercanas a los genes
EXT(Hameetman et al., 2004; Hecht et al., 1995; Raskind et al., 1995).Mas
frecuentemente se observan pérdidas o rearreglos cromosomicos del 8g24tanto en
tumores solitarios como en hereditarios.Sepuso en evidencia en estudios realizados en
ratones, que para la formaciéon de un osteocondroma es necesario que ocurra LOH en
los genes EXT1 6 EXT2,sugiriendo que la célula de origen es un condrocito en
proliferacion(Jones et al., 2010).Se ha estudiado la organizacion primaria de los
condrocitos en la placa de crecimiento en un modelo de hueso de mamiferos en

desarrollo y se propuso la existencia de células normales EXT(wt/wt) (ambos alelos
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wild-type) 6 EXT(+/-) (un alelo inactivado y el otro wild-type); conjuntamente con células
EXT(-/-) (ambos alelos inactivados), en la cubierta cartilaginosa de los osteocondromas.
Esta composicion heterogénea de células localizadas en el tejido cartilaginoso de los

osteocondromas se define como “mosaico” (Figura 7)(Bovée, 2010).

Formacion de osteocondroma hereditario

o EXTwt
© EXT+I-
Lb EXT--

Figura 7: Modelohipotéticode formacion de un osteocondroma. (A) En pacientes con OM la
formacion de un osteocondroma resulta a partir de un segundo “hit” en una célula en
proliferacion en la placa de crecimiento. Se postula que la célula pierde la polaridad y comienza a
crecer hacia afuera de la superficie del hueso a causa de una sefal distorsionada de Indian
hedegog (Ihh). En la cubierta cartilaginosa existe un mosaiquismo formado por células EXT (-/-)
intercaladas con células EXT (+/-). (B) En osteocondromas solitarios se necesitan 2 “hits” de
mutaciones somaticas para formacion de un osteocondroma (imagen extraida de Bovée, 2010).

6. Biosintesis de proteoglicanos de heparan sulfato

El proceso de sintesis del HS se inicia con la formaciéon de un “tetrasacarido de unién”
formado por cuatro azlcares xilosa-galactosa-galactosa-acido glucurénico (Xyl-Gal-Gal-
GIcUA). El primer residuo en la formacion del HS, la xilosa, es agregado por una enzima
xilosiltransferasa (XYLT1 o XYLT2)en el RER y luego continua el proceso en el Aparato
de Golgi donde se agregan secuencialmente 2 residuos de galactosa por medio de las
enzimas galactosiltransferasa 1y 2 (GalT-1 y GalT-2) respectivamente(Esko & Lindahl,

2001). La sintesis del tetrasacarido se completa con el agregado de un residuo de acido
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glucurénico por medio de la enzima glucuroniltransferasa (GIcAT-1). Este nucleo o
core,se une a un residuo serina de una proteina dando origen a un proteoglicano de
heparan sulfato (HSPG) (Duncan et al., 2001).El tetrasacaridosintetizado actia como
intermediario al cual se van adicionando alternativamente N-acetilglucosamina (GIcNAc)
y acido glucurdnico (GlIcA), elongando de esa manera la cadena de HS(Kreuger &
Kjellén, 2012).0Otros miembros de la familia de genes EXT, como el conjunto de genes
EXT-like(EXTL2 y EXTL3),codifican proteinas que catalizan reacciones de GIcNAc-
transferasas yque comienzan la polimerizacion del HS. EXTL2 codifica para una
enzima, la a1,4-N-acetil-hexosaminiltransferasa | (GIcNAc-TI),que transfiere el primer
residuo de Nacetilglucosamina (GIcNAc) al extremo no reductor del tetrasacarido
aceptor, comenzando lapolimerizaciéon de las cadenas de HS (Busse et al.,, 2007,
Kreuger & Kjellén, 2012; Sandell, 2009).EXTL2 es considerada la principal enzima
encargada de la iniciacidén de la elongacién del HS adicionando el residuo GIcNAc,y esta
demostradala existencia un mecanismo de regulacién complejo conjuntamente con la
enzima EXTL3(Holmborn et al.,, 2012; Kreuger & Kjellén, 2012).Se ha sugeridoque
EXTL2 interviene ademas en la regulaciéon del balance de los niveles de diferentes
GAGs, participando en la iniciaciéon de la biosintesis tanto de las cadenas de heparan
sulfato como en las de condroitin sulfato (Kreuger & Kjellén, 2012). Posteriormente a la
adicion del residuo GIcNAc, la elongacién de la cadena de HS es catalizada porlas
enzimas exostosina 1 (EXT1) (B1,4-glucuroniltransferasa) y exostosina 2 (EXT2) (a1,4-
Nacetilglucosaminiltransferasa) formando un polimero por la adicién repetida de un
disacarido, formado por &acido glucurénicodé acido urénico (GIcUA) unido en B1-4
conGlcNAc(Figura8) (Lind et al., 1998; McCormick et al., 2000).

Las proteinas EXT1 y EXT2 son glicosiltranferasas de transmembrana de tipo Il, que
forman un complejo hetero-oligomérico localizado en el Aparato de Golgi, el cual
poseemayor actividad glicosiltransferasa en conjunto comparado concada enzima por si
sola, sugiriendo que el dimero o complejo hetero-oligomérico representa la forma
biolégica relevante de estas enzimas(figura 8)(Duncan et al., 2001; McCormick et al.,
2000).La cadena de polisacarido naciente [GICUA-GIcNAc]n serd modificada luego por
una familia de enzimas bifuncionales,N-deacetilasa/N-sulfotransferasa (NDST), las
cuales catalizan la de-acetilaciéon y la N-sulfatacién de unidades de GlcNAc(Bishop et
al., 2007; Esko & Lindahl, 2001). Posteriormente, ocurre la epimerizacién de las
unidades de GIcUA B1-4 en acido Idurénico y una 3-O-sulfatacién del residuo GIcNAc.
Este proceso de modificacién no ocurre de manera uniforme, dando como resultado una
variedad de isoformas que muestran distribuciones especificas en diferentes
tejidos(Duncan et al.,, 2001; McCormick et al., 2000; Senay et al., 2000).La figura 8
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representa mediante un esquema, las etapas de la biosintesis de HS en el aparato de

Golgi a través de la accién compleja de diferentes enzimas (Figura 8).
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Figura 8: Representacion esquematica de las etapas de biosintesis de proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPG). Inicialmente se sintetiza un tetrasacarido que se une a un residuo
serina de la proteina que formard el HSPG. Posteriormentediferentes glicosiltransferasas
(GlcNACc-TI) codificadas por los genes EXTL adicionan un residuo GIcNAc. Luego el complejo
heterooligomérico localizado en el complejo de Golgi formado por EXT1/EXT2 elongan la cadena
naciente de HS alternando residuos de GIicUA y GIcNAc. Posterior a la sintesis ocurre una
modificacion en las cadenas de HS, deacetilacion y sulfatacion por medio de enzimas NDSRs,
epimerizacion por C5-epimerasa y sulfatacion por medio de diferentes enzimas OST (Kreuguer
et al., 2012 con modificaciones).

7. Placa de crecimiento epifisiaria y etapas de crecimientodel hueso

endocondral
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La placa de crecimiento epifisiaria es un molde cartilaginoso altamente organizado,
necesario para la elongaciéon de los huesos largos, proceso que ocurre durante la
osificacion endocondral. EI mecanismo de formacién de hueso endocondral en la placa
de crecimiento epifisiaria se produce por un proceso de moldeado que comienza con la
proliferacién de los condrocitos a través de secuencias sucesivas de division celular con
secrecion de matriz extracelular e hipertrofia celular, continuando con la apoptosis de
los condrocitos y la consiguiente mineralizacion y osificacion de la matriz cartilaginosa
del hueso(Campbeli & Kaplan, 1992).

Enuna representacién esquematicade la placa de crecimiento epifisiaria, se inicia con la
condensacién de células mesenquimaticas productoras de un molde cartilaginoso y
posteriormente es remplazado por tejido 6seo(De Andrea & Hogendoorn, 2012) (Figura
9).Durante la formacién de las condensaciones celularesson muy importantes las
interacciones célula-célula, a través de moléculas como N-caderinas y Moléculas de
Adhesién Celular (CAM), las cuales establecen un centro de agregacién que recluta a
las células mesenquimaticas desde el tejido circundante. El factor de transcripciéon Sox9
juega un rol importante en la diferenciacién desde células progenitoras de condrocitos
(pre-condrocitos) a condrocitos maduros; modulando la expresion de genes especificos
de cartilago que codifican a proteinas como colageno tipo Il y tipo IX (Figura 9 A) (De
Andrea & Hogendoorn, 2012; Kronenberg, 2003). La presencia de proteinas
morfogenéticas de hueso BMP-2 y BMP-4,detienen el crecimiento de las
condensaciones mesenquimaticas e inician la diferenciacién de los pre-condrocitos
acondrocitos maduros. Durante esta etapa, los condrocitos maduros se rodean de una
abundante matriz extracelular cartilaginosa, donde las interacciones célula-célula de las
condensaciones mesenquimaticas son remplazadaspor las interacciones de las células
con los proteoglicanos de la matriz extracelular.Numerosos procesos biolégicos
contribuyen a la formacién y organizacién de la placa de crecimiento epifisiaria,
especialmente las interacciones que establecen los condrocitos con los proteoglicanos
de la matriz extracelular (Figura 9B) (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Kronenberg,
2003).Estas interacciones intervienen en la polaridad celular, contribuyendo tanto a
lamorfogénesis de tejidos normales,como al crecimiento neoplasico (osteocondromas y
condrosarcomas)(De Andrea & Hogendoorn, 2012).

Estructuralmente, la placa de crecimiento puede ser dividida en tres zonas diferentes:

1) Zona de reposo:Formada por condrocitos no polarizados, organizados

irregularmente, que sirven como precursores de condrocitos proliferativos,

conjuntamente con un pool de stem cells. (Figura 9 C).
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2) Zona proliferativa: Representada por columnas de condrocitos alineados y en parte

superpuestos, formacion tipica de la placa de crecimiento epifisiaria, generada por
multiples procesos de division celular de condrocitos perpendiculares al eje longitudinal
del hueso en crecimiento. Para poder producir cambios en su morfologia, los
condrocitos requieren ser adheridos a la matriz extracelular cartilaginosa. Se sugiere
que en este proceso intervienen las proteinas Integrinas B1; familia importante de
receptores proteicos que ademas, regularian la forma y la rotacién de los condrocitos
(Figura 9 C)(Aszodi et al., 2003; De Andrea & Hogendoorn, 2012).

3) Zona hipertréfica: Los condrocitos detienen su proliferacion y cambian su perfil de

expresion de proteinas sintetizando colageno tipo X, preparando asi a la matriz
cartilaginosa circundante para el proceso de mineralizacibncon la posterior
transformacion a tejido 6seo (Figura 9 C) (De Andrea et al., 2012).

Las interacciones de los condrocitos con la matriz extracelular se establecen a través de
las cilias primarias, siendo estas estructuras criticas en los procesos de regulacién de
las funciones de la placa de crecimiento epifisiaria, donde presentan una orientacién los
condrocitos proliferativos e hipertréficos,paralela al eje longitudinal del hueso (Figura 9
C)(De Andrea & Hogendoorn, 2012).

Podriamos generalizar que las interacciones célula-célula, y célula-matriz son
dependientes del contexto y pueden exhibir variaciones especificas dependiendo tanto
del estado de desarrollo del tejido u érgano, del tipo de células involucradas, asi como

de la presencia de factores locales y sistémicos(Huegel et al., 2013a).

40



Introduccion

A B c D €

Contacto Interacciébn  Formacion de 3 .
célula-célula célula-matriz tejido . d‘.’"“":‘c‘.’é‘;
extracelular polarizado Fam de condrocitos

Commnas do

‘ YOI
. condrociios
@

Condensacion de
células Diferenciacion Isteoblastos y
mesenqumaticas de condrocitos  cartilaginoso osteoclasios
¥ ¥ 4 . Bow
Sox-9 Sox-9 Sox-9 Polaridad ceiular y Piaca de
N- BMPs IHH cilias pnmanas crecimiento
Cadherina PTHLH epifisiaria
N-cam WNTs
BMPs
FGFs

Figura 9: Diferenciacion de condrocitos en la placa de crecimiento endocondral segun las
diferentes etapas del desarrollo. (A) Condensacion de células mesenquimaticas, donde
intervienen los contactos célula-célula mediados por proteinas Sox-9, N-Cadherinas y N-cam (B)
Diferenciacion de los condrocitos, donde intervienen las interacciones de la célula con la matriz
extracelular mediante proteinas Sox-9 y BMPs. (C) Formaciéon del tejido polarizado, donde
intervienen proteinas Sox-9, IHH, Pthih, WNTs, BMPs, FGFs. (D) Placa de crecimiento epifisiaria
madura mostrando las diferentes zonas. (E) Direccién de diferenciacion de los condrocitos,
interacciones entre IHH y PtHLH (imagen adaptada de De Andrea et al., 2012 y Boveé,et al.,
2010).

8. Mecanismos de senalizacion deHSPG en la placa de crecimiento

epifisiaria

En Drosophila melanogaster se ha identificado y reconocido el mecanismo de los
HSPGs involucrado en la formacién del gradiente, sefalizacion y difusién de
morfégenos como hedgehog (Hh), decapentaplegico (Dpp) y algunas moléculas de la
familia de wingless (Wg) que ejercen roles esenciales durante las etapas del desarrolio
(Hacker et al., 2005; Nadanaka & Kitagawa, 2008; Takeiet al., 2004). En humanos
existen homoélogos a dichos morfégenos; Indian y Sonic hedgehog (Ihh; Shh), Factor de
Crecimiento Transformante (TGF), Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs), y
proteinas Wingless (WNTs), entre otros (Kronenberg, 2003; Schrage et al., 2009).Los
factores de senalizacion celular Indian Hedgegog (IHH), la proteina relacionada a la
hormona paratiroidea (PTHrP) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
conjuntamente con los HSPGs, participan en la regulacion de la proliferacion vy

diferenciacion de los condrocitos en la placa de crecimiento epifisiaria (Koziel et al.,,
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2004; Kronenberg, 2003; Nadanaka & Kitagawa, 2008b; Ornitz & Marie, 2002; Sandell,
2009).

Estas moléculas de senalizacion (FGFs, TGFs, BMPs) asi como a las proteinas
WNTs,se unen a las cargas negativas de las cadenas del HS (Allen & Rapraeger, 2003;
Bishop et al., 2007).Los HSPGs regulan la distribucién del gradiente de morfégenos a
través de la matriz extracelular, interviniendo en la unién con sus respectivos
receptores, estimulando los mecanismos de secrecién y de respuesta celular(Hacker et
al., 2005).Los condrocitos ubicados a lo largo de la placa de crecimiento epifisiaria,
estarian expuestos a diferentesconcentraciones y tiposde morfégenos(De Andrea &
Hogendoorn, 2012). La transduccién de estas moléculas de sefalizacion es crucial para
la formacion de las diferentes zonas de la placa de crecimiento epifisiaria anteriormente
descriptas, ya que cada una de las mismas presentan diferentes patrones de
proliferacion, diferenciacién y morfologia celular(De Andrea & Hogendoorn, 2012).

El balance entre la proliferacion y la hipertrofia de los condrocitos es regulado por un
mecanismo de retroalimentacion negativo que involucra a IHH y a PTHrP. Los HSPGs
establecen un gradiente de concentracion de IHH regulando su difusién y
protegiéndolos de su degradacién(De Andrea & Hogendoorn, 2012; Kronenberg, 2003;
Minina et al., 2001). Elfactor IHH es considerado un regulador clave de la placa de
crecimiento epifisiaria, ya que coordina la proliferacion y diferenciacién de los
condrocitos, asi como la diferenciaciéon de los osteoblastos. IHH favorecela proliferacion
de los condrocitos de manera directa e indirectamente estimulando la sintesis de
PTHrP(Kronenberg, 2003).Los condrocitos pre-hipertroficos producen IHH, que al
difundir fuera de su sitio de sintesis,estimula la proliferacién de un poo/ de condrocitos
de la zona de reposo y de la zona proliferativa (Figura 9 D)(Bovée, 2010; De Andrea &
Hogendoorn, 2012; Kronenberg, 2003). IHH envia sefales al pericondrio y estimula la
sintesis de PTHrP, induciendo de este modo el crecimiento de condrocitos en la zona
proliferativa(Kronenberg, 2003). Por otro lado, PTHrP difunde hacia la zona pre-
hipertrofica y suprime la secrecion de IHH, inhibiendo asi la diferenciacion de los
condrocitos pre-hipertréficos en condrocitos hipertréficos por un mecanismo de
retroalimentacion negativa e induce la apoptosis de los mismos con la consecuente
osificacion del pericondrio, remplazando luego a los condrocitos por osteoblastos
formadores de hueso (Figura 9D)(Bovée & Hogendoorn, 2010; De Andrea &
Hogendoorn, 2012; Kronenberg, 2003; Schrage et al., 2009).Este mecanismo de
regulacion también determina la longitud de los huesos largos,ya que en la etapa de
diferenciacion hipertrofica, los condrocitos detienen su crecimiento y comienzan a

desarrollarse los osteoblastos que producen un collar éseo con el consiguiente cierre de
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la placa de crecimiento epifisiaria (Kronenberg, 2003).Ademas, IHH induce la expresion
de numerosas BMPs en la zona que limita entre el pericondrio/periostio y los
condrocitos proliferativos. Las BMPs conjuntamente con iHH inducen la proliferacion de
los condrocitos y adicionalmenteestimulan la expresion de mas moléculas de IHH en los
condrocitos pre-hipertroficos, favoreciendo el aumento de la longitud de las columnas
de condrocitos(Kronenberg, 2003).Independientemente de las sefiales de IHH/PTHrP,
las proteinas BMPs, retardan el proceso de la diferenciacion hipertréfica de los
condrocitos inhibiendo la apoptosis con la consiguiente osificacion de la matriz
cartilaginosa(Figura 9 C)(Minina et al., 2001).

Otro aspecto biolégico importante de la placa de crecimiento epifisiaria esta
representado por la modificacion extracelular que sufren las cadenas de HS y HSPGs
llevada a cabo por medio de enzimas como la heparanasa y sulfatasas(Ai et al., 2007;
Fux et al., 2009). La heparanasa, es una endoglucuronidasa que interviene en la
remodelacién estructural de la matriz extracelular durante la invasién celular y favorece
la liberacién de factores de crecimiento,por lo cual esta enzima esta involucrada en el
desarrollo de variados tipos de cancer (llan et al., 2006). La heparanasaademas posee
un rol importante en la diferenciacién tardia de los condrocitos durante la osificacién
endocondralnormal (Trebicz-Geffen et al., 2008; Yang et al., 2010).Esto sugiere que una
regulaciéon en la degradacion del HS podria también intervenir en los mecanismos de
sefalizacién durante el proceso de formacion del hueso endocondral(Bovée &
Hogendoorn, 2010; De Andrea & Hogendoorn, 2012; Huegel, et al., 2013).

9. Hipdtesis de formacion de los osteocondromas

Mutaciones que afecten tanto la porcidn proteica como a enzimas que participan en la
biosintesis, modificaciéon 6 degradacién de la cadena del HS pueden comprometer
potencialmente la funcién de los HSPGs, contribuyendo asi al desarrollo deprocesos
patolégicos. Alteraciones en la formacion de las cadenas de HS causarian por lo tanto,
un desbalance en su funcién extracelular y una morfogénesis anormal, que podria llevar
al desarrollo de diferentes enfermedades (Selleck, 2000).Se han descripto numerosas
patologias con fenotipos esqueléticos y craneo-faciales relacionados con mutaciones en
genes que codifican a enzimas que intervienen en la sintesis, modificacion o en la
degradacién de los HSPGs (Bishop et al., 2007).

Existen diferentes hipotesis acerca de la alteracion de las cadenas de HS, segun

Hameetmanet al., 2007, la inactivacién en alguno de los genes EXT1 6 EXT2 produciria
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una alteracion en la funcién del complejo proteico EXT1/EXT2, dando como resultado
una alteracién en la sintesis de las cadenas de HS. Las cadenas alteradas de HSPGs
no serian transportadas adecuadamente hacia la membrana y/6 matriz extracelular,
resultando en una acumulacién intracelular de HSPGs, quedando retenidos en el
citoplasma y en el Aparato de Golgi de las células tumorales (Figura 10 B) (Hameetman
et al., 2007; McCormick et al., 2000). Otros autores también sugieren, que alteraciones
en alguno de los genesEXT produciria la elongacion inadecuada de las cadenas de HS
generando defectos en la sefalizacion de diferentes factores de crecimiento y en las
interacciones entre las células y la matriz extracelular, lo cual daria como resultado un
mecanismo de osificacidon endocondral anormal que conduciria a la formacién de
osteocondromas(Huegel et al., 2013; Koziel et al., 2004; Kronenberg, 2003; Lind et al.,
1998; Nadanaka & Kitagawa, 2008b; Ornitz & Marie, 2002; Sandell, 2009).
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Figura 10. Representacion del complejo EXT1/EXT2 en la sintesis de HSPG. (A) Mecanismo
hipotético en tejidos normales donde EXT1y EXT2 forman un complejo hetero-oligomérico
involucrado en la biosintesis de cadenas normales de heparan sulfato en el Golgi. EXT1/EXT2
polimerizan disacaridos de HS sobre la cubierta proteica de un proteoglicano, para formar los
proteoglicanos unidos al heparan sulfato (HSPGs) los cuales seran transportados hacia la
membrana celular o matriz extracelular(A). En tejido de osteocondroma 6 condrosarcoma (B).
Los niveles de expresion disminuidos de EXT1 y/o EXT2 en osteocondromas solitarios,
hereditarios y condrosarcomas alterarian la sintesis de HS y probablemente las proteinas EXT-
like, podrian sintetizar cadenas mas cortas de HS, que al formar los HSPGs anormales no tienen
la capacidad de transportarse adecuadamente hacia la membrana 6 matriz extracelular,
guedando retenidas en el Golgi y citoplasma de las células tumorales(imagen exiraida de
Hameetman et al., 2007).
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De acuerdo con el modelo hipotético planteado por De Andrea & Hogendoorn, 2012, la
formacién de los osteocondromas podria ocurrir cuando un condrocito que posee una
mutacién germinal enel genEXT1 6 enEXT2desarrolla el “hit’ de inactivacion de la
segunda copia del mismo gen. La expansion clonal de estos condrocitosmutantesdaria
lugar a cadenas anormales de HSPGsproduciendo una perturbacion local en la difusion
de IHH. Este cambio en el area de difusién podria causar la pérdida de la polaridadde
las células, ocasionando una proliferaciénde los condrocitos en una direccion
equivocada en la placa de crecimiento.Por otro lado, IHH es una molécula senal
importante para el mecanismo de osificaciéon del pericondrio adyacente a la placa de
crecimiento, por lo tanto, la difusion anormal de IHH podria causar ademas, un defecto
en la osificacion del pericondrio facilitando ain mas el desarrollo de wun
osteocondroma(Figura 9)(Bovée et al., 2010; De Andrea & Hogendoorn, 2012).Se ha
demostrado que en la cubierta de lososteocondromasse encuentran mosaicos formados
por condrocitos que poseen inactivacibn homocigota de los genes
EXT1/EXTZ2orientados al azar que presentanalteracionesen la polaridad (orientacidon
aleatoria de las cilias primarias y ausencia de organelas), conjuntamente con
condrocitos portadores de genes EXT1/EXT2 funcionales(wild-type) organizados en
columnas que mantienen la polaridad (cilias primarias alineadas en un eje comun)(De
Andrea & Hogendoorn, 2012; De Andrea et al., 2010).Recientemente pudo demostrarse
en modelos de cultivos celulares humanos y animales, la presencia de células con
actividadesexostosina funcionales dentro de I|a cubierta cartilaginosa de
osteocondromas que corresponderian a condrocitos wild type(De Andrea &
Hogendoorn, 2012; Jones et al., 2010; De Andrea et al., 2010).Estos hallazgos sugieren
que las células wild-typede la cubierta de los osteocondromas podrian proveer un nivel
umbral de HSPGs,creando asi un ambiente propicio para la proliferacion de los
condrocitos que poseen inactivacion homocigota de los genes EXT1/EXT2(De Andrea &
Hogendoorn, 2012; Hilton et al., 2005).De esta manera, lascélulas con inactivacion
homocigota de EXT1/EXT2 perderian la capacidad de responder a las sefiales de
polaridad de las cilias primarias y al encontrarse localizadas inmediatamente
adyacentes al pericondrio, serian capaces de escapar al gradiente de PGs generado por
los condrocitos wild-type y formarian lasproyecciones perpendiculares por fuera del
huesoconocidas como osteocondromas(De Andrea & Hogendoorn, 2012).

Debido a que las células wild-type representan la poblaciéon celular mayoritaria de los
tumores inmaduros, se postula que para la iniciacidén de un osteocondroma soélo es
necesaria una pequenfa fraccion de condrocitos que presenten inactivacion de los genes
EXT (Figura 10) (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Matsumoto et al., 2010).Por el
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contrario,se ha demostrado en pacientes adultos que la poblaciéon mayoritaria de células
de la cubierta de los osteocondromas estad constituida porcondrocitos que presentan
inactivacion de los genes EXT. Este hecho sugiere que durante la maduracién del tumor
existe un incremento en el numero de condrocitos con inactivacion de los genes EXT,
presentandoun rango variable de este tipo de células segun la edad del paciente (De
Andrea et al., 2010).

Los osteocondromas cesan su crecimiento luego de la maduracion sexual vy
eventualmente podrian ser reabsorbidos cuandoconstituyen lesiones pequefas. Este
hecho podria deberse a que tanto la placa de crecimiento epifisiaria normal asi como la
cubierta de los osteocondromas, probablemente estén sujetos a una regulacién
hormonal (Passanise et al., 2011).La proporcion del tipo de células que constituyan este
mosaico en la cubierta epifisiaria determinara la permanencia o la reabsorcion de un
osteocondroma. Cuando la proporcidbn mayoritaria de células esté constituida por
condrocitos con inactivacion de los genes EXT, éstos protegerian a la cubierta epifisiaria
de los mecanismos de reabsorcion generados por las células wild-type, permitiendo asi
la permanencia del osteocondroma. Por el contrario, cuando la principal poblacién
celular esté representada por condrocitoswild-type, estas células favorecerian la

reabsorcion delos osteocondromas(De Andrea & Hogendoorn, 2012).

10. Hipotesis de la progresion desde osteocondromas a condrosarcomas

Considerando que los osteocondromas son proyecciones 6seas que emergen de la
superficie externa de los huesos, se ha sugerido que se encuentran expuestos a
constantes riesgos de injurias y micro-traumasque podrian conducir a que algunas
células adquieran alteraciones genéticasresponsables de la transformacién maligna. De
acuerdo a lo expresado anteriormente, se postula que las células que presentan
inactivacion homocigota de los genes EXT generarian un ambiente permisivo que
facilitaria a que las células wild-type conjuntamente con las stem cellslocalizadas en la
cubierta de los osteocondromas y de tejidoscircundantes adquieran alteraciones
genéticas secundarias (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Reijmers et al.,, 2010;
Reijnders et al., 2011).

El micro-medioambiente en el que se encuentran los osteocondromas puede ejercer
influencias tanto en los mecanismos de supresién como en los de la formaciéon del
tumor. El micro-medioambiente provee a las células de moléculas de sefializaciéon que
intervienen en la proliferacion, diferenciacién y muerte celular, regulando la arquitectura

y la remodelacion tisular. Es reconocido también que el micro-medioambiente que rodea
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a las células puede suprimir y revertir procesos neoplasicos, aunque también interviene
en la modulacién de los procesos de formacion, crecimiento y difusion de los tumores.
Esto significa que el micro-medioambiente puede alterar a la homeostasis de un tejido y
consecuentemente promover el desarrollo de la transformaciéon maligna. Numerosas
causas podrian conducir a la desestabilizacion de la homeoéstasis de un tejido, como por
ejemplo la produccion celular de compuestos toxicos que alterarian a moléculas de
sefalizacién. Recientemente se ha descripto un modelo de oncogénesis “basado en un
nicho” en el cual tanto las células benignas como malignas en un tejido podrian crear un
cambio en un “nicho” 6 micro-medioambiente de un tipo celular que podriainiciar la
transformacién maligna de oftrotipo celular diferente (De Andrea & Hogendoorn, 2012;
Raaijmakers et al., 2010).El condrosarcoma secundario periférico es un tumor maligno
cartilaginoso que emerge de la cubierta de cartilago de un osteocondroma. Mientras que
mutaciones homocigotas en los genes EXT1/EXT2 son cruciales para la formacién de
los osteocondromas, los condrosarcomas secundarios periféricos podrian originarse por
el crecimiento clonal tanto de stem cells, condrocitos wild-typey/o de condrocitos que
presenten inactivacién homocigota de los genes EXT que adquieran posteriormente
otras alteraciones en otros genes diferentes a EXT(p16, p53 and RB1)que les confieran
una ventaja proliferativa con la consecuente transformacibn maligna a
condrosarcoma(Figura 11) (De Andrea & Hogendoorn, 2012; Mohseny & Hogendoorn,
2011).La transformacién maligna a condrosarcoma secundario periférico esta
caracterizada por un alto porcentaje de pérdida de heterocigocidad (por e;j.
CDKN2A/p16, TP53, RB1) y se han descripto alteraciones cromosémicas y ploidias en
un rango que abarca desde la mitad al doble de la cantidad de ADN que se encuentra
en los tumores malignizados (Bovée et al., 1999; Hallor et al., 2009; De Andrea et al,,
2012).
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Figura 11: Esquema hipotético de la malignizacion de un osteocondroma a
condrosarcoma secundario periférico. A) Iniciacion del osteocondroma, presencia de células
wild-type y pequefia cantidad de condrocitos EXT (-/-). B) Aumento del nimero de condrocitos
EXT (-/-) que producen una alteracion del gradiente de sefalizacién y pérdida en la polaridad
celular. C) Localizacién celular periférica cercana al pericondrio, se produce una expansioén
perpendicular a la placa de crecimiento formando un osteocondroma. D) Imagen histolégica de la
placa de crecimiento epifisiaria de un osteocondroma. E) Mutaciones en genes p16, p53, etc en
células wild-type, EXT (-I-) y stem cellsla expansién clonal de las diferentes células mutantes
conduce a la formacion de un condrosarcoma secundario periférico (imagen adaptada de De
Andrea & Hogendoorn, 2012).

11. Diagnéstico clinico y molecular de Osteocondromatosis

El diagnostico de sospecha de osteocondromatosis es de exploracién clinica, sumada a
la imagen de la/s lesién/es mediante rayos X u otros estudios como RMN, TAC y/o
estudios histologicos de biopsias, en el caso de ser necesario. El diagnéstico diferencial
con otros desérdenes esqueléticos como displasia epifisiaria hemimélica (Enfermedad
de Trevor ¢ aclasia tarsoepifiseal)) metacondromatosis(Bovée et al.,
2006),encondromatosis (Enfermedad de Ollier 6 Sindrome de Manffucci)(Schwartz et
al., 1987), es muy importante. Estas patologias descriptas presentan diferencias clinicas
con respecto a la osteocondromatosisque pueden ser identificadas radiolégicamente,
asi como diferencias etioldégicas que no involucran a alteraciones en los genes
EXT(Bovée, 2008; Hameetman et al., 2004). Por este motivo, es sumamente importante

realizar el analisis molecular de los genes EXTsa partir de la determinacién clinica
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deOM. No se han encontrado diferencias en la presentacion clinica entre pacientes que
presentan mutaciones en el genEXT71,en EXT2o0 sin la presencia demutaciones
exonicas en estos genes (Kojima et al., 2008; Signori et al., 2007; Wuyts et al., 1998;
Wuyts et al., 2005).

Se han propuesto numerosos estudios enel analisis de las variables clinico-radiolégicas
para determinar escalas de severidad y una posible asociacion entre el genotipo vy el
fenotipo(Alvarez et al., 2006; 2007; Francannet et al., 2001).

Hasta el momento se han utilizado diferentes técnicas para la busqueda de mutaciones
en los genes EXT1 y EXTZ2 de diferentes pacientes con osteocondromatosis multiple,
siendo la metodologia de amplificacion por PCR y secuenciacién la mas comUinmente
utilizada (Jennes et al., 2008, 2009; Lonie et al., 2006; Pedrini et al., 2005; Wuyts et al.,
1998). Mediante la complementacién con otras metodologiascomo el ensayo de MLPA
(del inglés “Multiplex Ligation Probe Amplification’) que permite detectar grandes 6
medianas deleciones 6 inserciones que no pueden detectarse por PCR, se han
encontrado un 10% de grandes deleciones intragénicas que involucran a uno o varios
exones de EXT1 o EXT2 en pacientes con OM (Vink et al., 2005). Sin embargo, a causa
de la ausencia de mutaciones en EXT1- EXT2 en un porcentaje de pacientes (15-30%)
se propuso la hipotesis de un gen adicional que puede causar OM o de posibles
moduladores de la expresion génica, ambos objetos de estudio de diferentes grupos de

investigacion en la actualidad(Le Merrer et al., 1994; Wise et al., 1997).

12. Afectacion de tejidos no esqueléticos

Se ha demostrado por medio de estudios realizados en ratones, que mutaciones
homocigotas en los genes EXT1 y EXT2producen fallas en el proceso de gastrulacién
durante la embriogénesis temprana, impidiendo a los embriones el desarrollo hasta
llegar al nacimiento(Jones, 2011; Lin et al., 2000).

Se han estudiado las alteraciones en la fisiologia de otros tejidos como el rifidon(Chen et
al., 2008), células de las crestas neurales(lwao et al.,, 2009), ojos (lwao et al., 2010),
endotelio (Kucharzewska eta al., 2010) e incluso células como linfocitos(Garner et al.,
2008), asi como en el desarrollo del cerebro y el direccionamiento axonal (Inatani M,
2003) causados por la pérdida de las cadenas de HS.Se ha atribuido una gran
importancia biolégica a las cadenas de HS en casi los tipos de tejidos estudiados, pero

no se encontraron fenotipos clinicos extra-esqueléticos debidos a mutaciones
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heterocigotas en los genes EXT1 6 EXTZ2en pacientes con osteocondromatosis multiple
hereditaria (Jones, 2011).

13. Tratamiento

Hasta el momento, no existen tratamientos especificos y la extirpacién quirirgica del
tumor es necesaria en caso de molestias (compresiones vasculares o nerviosas, falta de
movimiento articular, etc.) o dolores ocasionados por los mismos. Esta practica es muy
dificil de realizar cuando el osteocondroma se encuentra sobre una vértebra o
envolviendo a un nervio(Roehl & Pacifici, 2010).Cuando se trata de una lesion solitaria y
asintomatica no se recomienda la cirugia para extirparla si no presenta molestias o dolor
(Kitsoulis et al., 2008).Suelen usarse para la prevencion, técnicas de liberacion de la
inclinacién del ligamento carpal colateral del cubito en la muieca, y como tratamiento,
para el impedimento 6 la dislocacién completa de la cabeza radial, la resecciéon de la
cabeza del radio durante la maduracion esquelética. También se estan aplicando
intervenciones de crecimiento guiado, como tratamiento para manejar las desviaciones
de la mufieca generadas por el sobrepeso radial(Jones, 2011).Ademas, los tratamientos
correctivos de las deformidades 6seas causadas por esta patologia, consisten en la
extirpacion quirdrgica de una parte de hueso,adjuntando posteriormente un fijador
externo que aumente gradualmente el espacio entre los dos extremos de los huesos y
conduciendo asi a un alargamiento y enderezamiento del mismo(Roehl & Pacifici,
2010). El manejo terapéutico de la malignizacién a condrosarcoma se realiza por medio
de una reseccién quirtrgica con la extirpacion de margenes de tejido mixomatoso o
parte de la cubierta cartilaginosa. La quimioterapia y radioterapia son las opciones
terapéuticas de eleccion para tumores indiferenciados (Kitsoulis et al., 2008).

Diferentes grupos de investigacidn se encuentran evaluando posibles opciones
terapeuticas relacionadas a la inhibicion de las alteraciones de los mecanismos de
sefalizacion generados por defectos en las cadenas de HSPG. Una de las estrategias
que se estan investigando es la inhibicion de la sefal de IHH para impedir el crecimiento
tumoral y para mejorar la diferenciacién de los condrocitos y disminuir la agresividad de
los condrosarcomas (Bovée, 2010).En el caso de los condrosarcomas de bajo grado,
son manejados quirurgicamente, ya que son localmente agresivos y no producen
metastasis. En el caso de condrosarcomas de alto grado, producen metastasis y son
letales en la mayoria de los pacientes, la quimioterapia y radioterapia son ineficaces en

este caso ya que las células tumorales son resistentes a estos agentes
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farmacologicos(Bovée, 2010).Se ha utilizado un tratamiento con un agente bloqueante
de hedgehog, “triparanol’, que ha producido una disminucién en la tasa de proliferacion,
celularidad y volumen del tumor en condrosarcomas humanos, cultivos de érganos in
vitro y en injertos realizados en ratones. Una droga derivada de la planta Veratum
californicum, la “ciclopamina” esta siendo investigada para utilizarse como tratamiento
de neoplasias de cartilago, ya que es un inhibidor de Hedgehog que ha sido probada en
ovejas, causando minimos efectos adversos pero presenta efectos teratogénicos
cuando es utilizada durante la prefiez. Por este motivo estan siendo desarrolladas
terapiascon ciclopamina para el uso en pacientes con condrosarcomas que actualmente
son eficaces para el tratamiento de cancer de piel y cerebro. (Alman, 2009; Bovée &
Hogendoorn, 2010; Rubin & de Sauvage, 2006).Se han identificado diferentes perfiles
de expresion génica que podrian utilizarse como potencialesblancos terapéuticos para
los condrosarcomas periféricos.Algunas posibles terapias propuestas estarian dadas
por lainhibicion de la expresién de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2) o de
metaloproteinasas, ya que como estas enzimas se activan en la matriz extracelular de
los condrosarcomas, su inhibicién podria atenuar la capacidad invasiva de las células
tumorales(Bovée & Hogendoorn, 2010).Una futura aplicacion clinica en evaluacién, esel
agregado de geles que contienen GAGs en sitios de escisidbn quirargicos de
osteocondromas para restablecer la capacidad de diferenciacidon de los condrocitos
(Jones, 2011).
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HIPOTESIS

El estudio de variables clinicas, bioquimicas y alteraciones genéticas en pacientes
latinoamericanos con la patologia ésea osteocondromatosis multiple hereditaria
(EXT1/EXT2-CDG), contribuira al diagnéstico diferencial respecto a otras patologias
6seas de similar afectacién clinica, a su caracterizacion genotipica y a la asociacién
del grado de severidad del fenotipo con respecto al espectro de mutaciones causantes

de la enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Se espera profundizar en el conocimiento de las bases clinicas, bioquimicas y
moleculares de la patologia o&sea osteocondromatosis multiple hereditaria
(EXT1/EXT2-CDG) en pacientes latinoamericanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

PARTE A

a) Analizar las variables clinicas-radiolégicas para caracterizacién de la severidad

clinica del fenotipo, en los pacientes con osteocondromatosis incorporados al estudio.

b) Estandarizar e implementar la metodologia para la busqueda de mutaciones en los
genes EXT1y EXT2.

b.1) Busqueda de mutaciones mediante la metodologia de amplificacién
por PCR y secuenciacion directa.

b.2) Ensayos de amplificacion con sondas multiplex ligation dependent
probe amplification (MLPA), para la deteccion de deleciones o duplicaciones de gran
tamano y/o rearreglos medianos en ambos genes.

b.3) Analizar pérdida de heterocigocidad (LOH) en ADN extraido de tejidos

de osteocondromas y condrosarcomas de pacientes con osteocondromatosis.

c) Inferir el efecto patogénico por analisis in silico de mutaciones no descriptas

anteriormente.

PARTE B
d) Estudiar la expresion de las proteinas exostosina 1 y exostosina 2 en tejido de
osteocondromas y condrosarcomas.
d.1) Obtencién de fracciones microsomales por subfraccionamiento celular.
d.2) Analizar la expresién de las proteinas exostosina 1 y exostosina 2 en
las fracciones microsomales obtenidas.
e) Determinar el grado de asociacién entre las variables clinicas analizadas y los

cambios genéticos detectados
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MATERIALES

1. Poblacion de estudio e individuos controles:En este estudio han sido
incluidos 33 pacientes y familiares directos cuando fue posible la extraccién,
representados por 19 pacientes de sexo masculino y 14 de sexo femenino, no
relacionados.Los pacientes fueron derivados desde el Servicio de Traumatologia, de la
Unidad de Tumores Musculo-Esqueléticos de la Provincia de Coérdoba, Hospital de
Nifios de la Santisima Trinidad (Coérdoba, Argentina). Para la validacion de las
mutaciones missense no descriptas con anterioridad fueron incluidos 50 sujetos
controles normales de nuestra poblacion (Cérdoba-Argentina), 35 de sexo femenino y

15 de sexo masculino, entre 25 y 60 anos de edad

2. Criterios de inclusion:Los pacientes incluidos en este estudio presentaron
manifestaciones clinico-radiolégicas de osteocondromatosis en rangos de edades que
oscilaron entre los 2 a 55 afos al momento del diagnostico clinico.

Los estudios realizados en material bioldégico (ADN y muestras de tejido) y/o analisis de
historias clinicas de cada paciente y sus familiares fueron incorporados a este estudio a
partir de la previa aceptacion de su participaciénen este proyecto de tesis doctoral por
parte del paciente y mediante la firma de un consentimiento informadode acuerdo a la
Declaracién de Helsinki del afno 2000 con sus modificaciones. Este proyecto de
investigacion fue evaluado previamente y autorizado por el Comité de Etica de la
Investigacidbn en Seres Humanos para ser realizado como trabajo de investigaciéon
asociado al desarrollo de una tesis de doctorado (CIEIS{(Acta N° 95/2007).

3. Criterios de exclusion:Han sido excluidos del estudio, pacientes que no
presenten osteocondromas detectables a nivel clinico o radioldgico,pacientes con
metacondromatosis que presentan encondromas conjuntamente con osteocondromas,
como asi también, pacientes con Displasia Epifisiaria Hemimélica (DEH) que presentan
lesiones tumorales cartilaginosaslocalizadas en las epifisis de los huesos tubulares
como carpo y metacarpo y no presentan deformidades 6seas, en las cuales no estan
involucrados alteraciones en los genes EXT (Boveé et.al., 2006). También fueron
excluidos de este estudio, pacientes o familiares que no aceptaran la firma del

consentimiento informado para su participacién.
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4. Muestras bioldgicas: Muestras de sangre entera fueron extraidas y procesadas
para la obtencién de ADN gendmico, a partir de la fracciéon leucocitaria de sangre
periférica. Para el analisis de las proteinas EXT1 y EXT2 se utilizd tejido de
osteocondroma y/o de condrosarcoma,obtenidos a partir de los procedimientos

quirdrgicos programados.

4.1 Preparacién de ADN genémico humano:El ADN genémico (ADNg) se obtuvo a
partir de la fraccién leucocitaria extraida de 5 ml sangre periférica, en tubos conteniendo
0,5 mi de 0,1 M EDTA o a partir de tejido cartilaginoso tumoral obtenido en cirugias.La
extraccién de ADNg se llevd a cabo con un kit comercial de extraccién segun las
instrucciones del fabricante (Wizard Genomic Purification Kit, PROMEGA, Madison, WI).

El ADNg fue conservado a -20°C durante el transcurso de este estudio.

4.2 Subfraccionamiento celularde tejido de cartilago:Para realizar el analisis del
nivel de expresion de las proteinas exostosina 1 y exostosina 2, se aislarona partir de
cartilago,lassubfracciones celularespor centrifugacion diferencial, partiendo de wun
homogeneizadodeltejido tumoral extraido. Este procedimiento también se realizdé en
tejidos provenientes de sujetos controles, extraidos en cirugias traumatolégicas (controles
normales) y en tejido de cartilago afectado en pacientes con osteocondromatosis.Para ello,
una fraccién del tejido fue procesada mecanicamente en unhomogenizador PRO 200
PKG3con buffer RIPA (radio immuno precipitation assay buffer) compuesto por Tris-HCI
10mM pH:7,4, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, deoxicolato de sodio 0.5% y Nonident P-40
1%,.,en condiciones desnaturalizantes y en presencia de inhibidores de proteasas
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM, leupeptina 10 mM, pepstatina 10 mM y
aprotinina 10 mM). El subfraccionamiento subcelular comprendidésucesivas
centrifugaciones  diferenciales:inicialmente  los tejidos homogeneizados se
centrifugarona 600 g durante 10 min a 4°C, posteriormente los sobrenadantes obtenidos
fueron centrifugados a 15.000 g x 20 min a 4°C y al sobrenadante obtenido se lo
centifugé a 100.000 g durante 20 minutos. Se obtuvieron las siguientes fracciones:
fraccion 1 (F1) obtenida del precipitado de la 2%centrifugacién (precipitado 2) (15.000g x
20 minutos) que contiene organelas (lisosomas, mitocondrias, etc); fraccion 2 (F2)
correspondiente al sobrenadante de la 2%centrifugacion (sobrenadante 2); este ultimo
sobrenadante, se someti6 a una 3° centrifugacién obteniéndose la fraccion 3 (F3)
correspondiente al precipitado de la3centrifugacion (precipitado 3)(15.000g x 20 min) que

contiene las fracciones microsomales enriquecidas con membranas celulares vy la fraccién
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4 (F4) correspondiente al sobrenadante de la3°centrifugacion (sobrenadante 3) que

contiene macromoléculas (proteinas) (Figura 12).

4.3 Medicién de proteinas:las proteinas totales fueron cuantificadas usando el método

de Lowry (Lowry et al, 1951) y conservadas las fracciones a -20°C hasta su utilizacion.
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Figura 12: Protocolo de centrifugacion diferencial utilizado para la separacion de las
fracciones subcelulares a partir de tejido de cartilago normal y de tejido de
osteocondromas en pacientes con osteocondromatosis. Se realizaron 3 centrifugaciones
sucesivas, a 2000 g x 10 min(sobrenadante 1 y precipitado 1), a 15.000 g x 20 min obteniéndose
el precipitado 2 (F1) y el sobrenadante 2 (F2), y a 100.000 g x 20 min obteniéndose el
precipitado 3 (F3) y el sobrenadante 3 (F4). El sobrenadante 4fue utilizado para el estudio de
expresion de ambas proteinas EXT1 y EXT2, mediante Western blot.

Para una mejor comprension de la metodologia utilizada durante este trabajo de tesis,
en la Figura 13, se representa un algoritmo de trabajo para el desarrollo de los objetivos
planificados para cada una de las etapas de estudio. Estas etapas incluyenlos estudios
moleculares para detectar la presencia de mutaciones en los genes EXT1y EXT2 (A), el

analisis de las variables clinico-radiolégicas con determinacion del fenotipo y grado de
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severidad en el paciente (B) yC) el estudio del nivel de expresion de las proteinas EXT
en tejidos de osteocondromas, con posteriormente andlisis de asociacion entre el
genotipo y el fenotipo clinico mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado MV-62
(p<0,05) (Figura 13)

Consentimiento informado Pedigri Familiar Reclutamientode familiares |
|
7~ N
ADNg de pacientes, familiares y Clinico Radiologico
controles
l' *Recuento de lesiones *Numero y tipo de lesiones
Alineamiento de miembros +Alineamiento de miembros
Genotipado *Varo-vaigo *Braquimetacarpios
+Dolor sLocalizacion vertebral

«Edad de inicio

+PCR de EXT1/ EXT2 Altura (percenti)

+ Secuenciacidn directa (Sanger)
» |[dentificacién de mutaciones

*SNPs e -
MLPA I Definicion del Fenotipo
*Confirmacion de la mutacion

*Secuencias exdnicas de familiares Moderado (M)

Severo(lS, IS, IS, IVS)

I Definicion del Genotipo | /

(©) \I
g

Figura 13: Algoritmoimplementado para el estudio clinico y molecular depacientes con
osteocondromatosis.A) El estudio del genotipo se realizdé mediante amplificacion por PCR vy
secuenciacion directa (Método de Sanger) y por Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).
Posteriormente a la identificacién de las mutaciones y polimorfismos (SNPs), se realiz6 una
confirmacién de las nuevas sustituciones missense y se realizé la busqueda de las mutaciones
en los familiares directos. Se realizaron ademas otros estudios complementarios en ADN de
tejido de osteocondromas (pérdida de Heterocigocidado LOH). B) El estudio del fenotipo clinico
se realizo mediante el analisis de variables clinicas y radiologicas. C) Para el estudio del nivel de
expresion de las proteinas EXT se realizd6 SDS-PAGE a partir de tejidos de osteocondromas.
Posteriormente se realizd un estudio de asociacion entre el genotipo y el fenotipo clinico
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado MV-62 (p<0,05).(Imagen adaptada y modificada de
Alvarez et al., 2006).
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59



Materiales y Métodos

METODOLOGIA

PARTE A

4. Analisis de variables clinico-radioldgicas

El diagnésticoclinico fue realizado por profesionales médicos especialistas en
traumatologia y en base a las manifestaciones fenotipicas de osteocondromatosisque
presentaron los pacientes. Se realizaron examenes fisicos y estudios de imagenes
(Rayos X, RMN, TAC) en el Servicio de Traumatologia y el Servicio de Bioimagenes del
Hospital de Nifios de la Sma. Trinidad, Universidad Nacional de Cérdoba,
respectivamente. Las variables clinicas determinadas, fueron analizadas de acuerdo a
una escala de valoracion establecida por la Sociedad de Tumores Musculo-Esqueléticos
con modificaciones (Francannet et al., 2001). Esta escala incluye la evaluacion de las
lesiones palpables, determinacion de la edad de comienzo de la enfermedad y estudio
de las deformidades y limitaciones funcionales. Estos parametros permitieron
determinar la calidad de las lesiones y la severidad de la enfermedad, de acuerdo a la
edad de inicio de la enfermedad (antes/después de los 3 afios de edad), el numero de
osteocondromas (menor/mayor a 10 osteocondromas), la localizacién vertebral de los
osteocondromas (ausencia/presencia), la estatura (debajo/por encima del 10™ percentil)
y la tasa funcional (buena 6 regular). El recuento de las lesiones involucra a todos los
osteocondromas visibles por bioimagenes (mapeos &seos). La morfologia de las
lesiones incluye el nimero de osteocondromas sésiles (base de la lesibn>cabeza de la
lesion) y pedunculados (base de la lesion<cabeza de la lesion). La ubicacion de la
lesion involucra el recuento del nimero de lesiones en los huesos planos (Alvarez et al.,
2006). Para evaluar la tasa funcional se utilizé una modificacion de una escala
establecida por la Sociedad de Tumores Musculoesqueléticos (Francannet et al., 2001).
Para evaluar la Severidad de la enfermedad se consideran la estatura y el grado o la
tasa funcional (Francannet et al., 2001). Esta ultima estd basada en el analisis de cinco
variables: la presencia de dolor, y cuatro categorias de deformidades
(braquimetacarpios, acortamiento de los antebrazos, varo/valgo de rodilla vy
acortamiento de las extremidades). Esta ultima, es clasificada como “regular” cuando
por lo menos uno de cinco factores esta presente; de otro modo, la tasa funcional es
clasificada como “buena” (Tabla 4).Al finalizar el estudio de estas variables, los
diferentes grados de severidad se clasifican en: fenotipo moderado (M) 6 severo (S). El

fenotipo Moderado (M), presenta aparicion de sintomas a edad mayor a los 3 afios,
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numero de exostomas menor a 10, sin localizacion de lesiones vertebrales, estatura
mayor al 10° percentil y una tasa funcional buena. El fenotipo Severo (S) esta definido
por cuatro subgrupos clinicos (desde el tipo IS al tipo IVS)ordenadosen orden creciente
de severidad(Francannet et al., 2001) (Tabla 5).Para la clasificacién de fenotipo severo
se considera, la aparicion de sintomas entre 0 y 3 afos, con un numero de
osteocondromas no menor a 10 yuna tasa funcional regular, aumentando el grado de
severidad de acuerdo a la presencia de lesiones con localizacion vertebral y con una
estatura menor al 10° percentil. El subgrupo (1S) es clasificado segun la presencia de 10
a 25 osteocondromas, ausencia de localizaciébn vertebral y altura del 10° percentil.
Dentro del subgrupo (lIS) son incluidoslos pacientes por presencia de mayor nimero de
exostomas (>25); en el subgrupo (lIlIS) son incluidos aquellos que presentan
osteocondromas vertebrales; y por ultimo en el subgrupo (IVS) estdn comprendidos
pacientes que presenten una estatura menor al 3% percentil (Francannet et al,

2001)(Tabla 6).

Tabla 4: Variables clinicas para determinar la tasa funcional en OM (Francannet et al.,
2001)

Rating Dolor Braguimetacarpios Acortamiento Varo ovalgo | Acortamient
de hombros de rodilla o de
(cm) (grado) miembros
(cm)
Buena Nada/ - Nada /<1 Nada Nada /1
moderad
o
Regular | Moderad + >2 + >2
o/ severo

Tabla 5: Variables clinicas para determinar la severidad del fenotipo en OM(Francannet
et al., 2001)

Fenotipo Edad de N° de Localizacion Estatura Tasa
inicio exostosis vertebral (percentil) funcional
Severo 3 afios 10 + 10 Regular
Moderado >3 afnos >10 - >10 Buena
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Tabla 6: Determinacién de subtipos de severidad en OM (Francannet et al., 2001)

Tipos N° exostosis Localizacién Estatura Tasa funcional
vertebral (percentil)
Tipo IS <25 - <10 Regular
Tipo IS >25 - <10 Regular
Tipo IS 10-25 + <10 Regular
Tipo IVS 10-25 - <3 Regular

5. Estudios moleculares

5.1 Biusqueda de mutaciones puntuales en los genes EXT1 y EXT2

La extraccion de ADNg se llevé a cabo con un kit comercial segun las
instrucciones del fabricante (Wizard Genomic Purification Kit, PROMEGA,Madison, W),
a partir de la fraccién leucocitaria de sangre periférica de pacientes con fenotipo
compatible y sujetos utilizados como controles normales.Se amplificaron los 11 exones
que conforman el gen EXT1y los 14 exones del gen EXT2incluyendo al menos 50 pb de
las regiones intronicas flanqueantes a cada exén. La metodologia de amplificaciéon por
PCR y secuenciacion directa fue realizada por el método de Sanger(Jennes et al., 2008;
Wuyts et al.,, 1998, 2005)(Sanger at al, 1977). El disefio de las secuencias de
loscebadores y las condiciones de reaccion de las etapas de PCR han sido descriptas
enSarridn et al., 2013.Todos los fragmentos, excepto los correspondientes al exén 1 del
gen EXT1, se amplificaron simultaneamente con las mismas condiciones de reaccion de
PCR. El exon 1 del gen EXT1 y el exén 4 del gen EXT2 fueron escindidos en varios
fragmentos superpuestos para la obtencién de productos que no superen las 650 pb. La
reaccion de PCR fue realizada en un volumen de 50 ul conteniendo ~100 ng de ADN
gendémico, 1-2 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dinucleétido trifosfato (ANTP), 0,4 uM de
cada primer forward y reverse y 0,7 U of GoTaqR Flexi polimerasa (Promega, Madison,
WI).Los programas de PCR incluyeron una desnaturalizacién inicial de 4 min at 95°C,
seguida por 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a una temperatura de annealing (Ta) y 1
min at 72°C, y posteriormente, para una elongacién final, se incub6 durante 5 min a
72°C durante 5 min.La temperatura de annealing fue de 60°C para todas las
combinaciones de primers, excepto para la amplificacion de los fragmentos
superpuestos del exdén 1 de EXT1. Para esas combinaciones de primers, la Ta se
establecio a 55°C para el fragmento ex1.1 y 57°C para los fragmentos ex1.2 and ex1.3

de EXT1. Los productos de PCR amplificados fueron separados mediante electroforesis
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en geles de agarosa (1-2%) segun el tamafo de los fragmentos y para su visualizacién
se realiz6 la tincién del ADN con bromuro de etidio.Los productos de PCR fueron
purificados con un kit de purificacion de PCR (lllustraGFX™” PCR, GEHealthcare
Lifeciences)Sarrién et al., 2013. Para la secuenciacion de los productos de PCR se
utilizé el Kit de secuenciacion Big Dye Terminator Cycle Sequencing v2.0 (Applied
biosystems, Carlsbad, CA, USA) y las secuencias fueron examinadas en un analizador
‘ABl PRISM 3700 DNA analyzer” (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) en los
Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Barcelona.lLos electroferogramas
obtenidos a partir de la secuenciacion de cada exbén, se analizaron con un programa
especifico (SeqgMan® DNASTAR® Inc., Madison, Wi, USA) para determinar la presencia
de mutaciones en los genes estudiados. En la tabla 7 estdn enumerados los cebadores
utilizados para la amplificacion de exones y las regiones intrénicas flanqueantes de los
genes EXT1y EXT2. Las mutaciones fueron denominadas segun la nomenclatura oficial
HGVS (www.hgvs.org). Se tomaron como secuencias de referencia accesos disponibles
en linea en “The National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov): NM_000127.2como secuencia de referencia del wild type
para el gen EXT1y NM_000401.1 para el gen EXT2.
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Tabla 7: Cebadores utilizados para amplificar y secuenciar los genes EXT1 vy
EXT2(Sarrién et al., 2013)

Cebadores Reverse Forward

EXT1

Exon 1.1 | 5'tgggaaacttgggtgattctt 3° 3’gggatcaattggaaaacgaggattc 5°
Exén 1.2 | 5'ggcttgcagtttagggcatcgag 3° 3 ttgttccacaagtggagactcttg 5°
Exon 1.3 | 5'ccagttgtcacctcagtatgtge 3° 3’aacttcacacctggaccaag 5’
Exon 2 5 tgcgtaaattcatgcacatgg 3° ‘3 ’ggtttaacattatcacctctce 5’
Exén 3 5’tgcgtaaattcatgcacatgg 3° 3'ttcactttccaacaaaatctcc 5°
Exén 4 5’ctatatgctagaagccaaatgce 3° 3'gattccigtacttggatatattg 5°
Exén 5 5 tccattactetctetgtettg 3 3'gtccatctaacaccctgcat 5°
Exo6n 6 5’cctgtcaggacataagaagc 3' 3’gcctegttacaccctttica 5°
Exén 7 5tctgecgttttgtettgetg 3° 3 gcttigtgaccttgtgtgtat 5°
Exén 8 5 gtgaggatgggagaattgtc 3° 3'gttttaatcagcccgattcct 5°
Exén 9 5’gaattaatgtttcgccacagtc 3° 3'ctgatgtgtcaaatgtgtgttt 5
Exén 10 5 catcatcattatcattaccattc 3° 3 'ccaaggatgtaaagctctcc 5°
Exén 11 5’ttgctgcttgctcattigee 3° 3'cttagatgagcagaatgacaaa 5°
EXT2

Exén 4.1 5’tgagtgacagagtgaaaccc 3’ 3 caaggtgtatatctatgctctg 5°
Ex6n 4.2 | 5" agccgacagtcccatcee 3° 3 cttctgetettgagttggttt 5°
Exén 5 5'gttgggatticcaggagtttgc 3 3 cctectgaagatttagaagtg 5°
Exén 6 5 ccgagatgegtgtataagge 3° 3 gctgtctaccaagtttictaag 5°
Exon 7 5'tcaagaactgtticccaaataag 3° 3 ggtgtctigtgttcgtgcaa 5°
Exén 8 5 agtattgcttggegtcaacc 3° 3’'gagagttagtacactggtcta 5°
Ex6n 9 5’aatggagctgtaagagaactc 3° 3’ggtttacttcctccactagat 5°
Exén 10 5'tggcttgaacagcagggag 3° 3’cctgataagggcagcataatt 5°
Exon 11 5 caccaagcctgccatgtttg 3 3 catttctgagacagcatgcc 5°
Exén 12 5’acctttggattigatgagagce 3° 3'gtgcgtaagagtgtgggtta 5°
Exon 13 5tctccagaatcccattatgac 3° 3’cacgctcatagtagaaaatatg 5°
Exon 14 5'gtcacttgaccaaaagcattc 3 3’ggactagataaactttaagctc 5°
Exén 15 5 cttgtgagttctgeegtigg 3° 3'gaatgctactcactcaattigt 5°
Exon 16 5 acctgtcaaccttittaagaac 3 3’ gttgacctacttggatcttgg 5°

5.2 Analisis In silico de mutaciones sin sentido 6 missense

Se utilizaron diferentes metodologias In Silico: PolyPhen2, ESE-Finder 3.0, Mutation
Taster y Protein Homology Fold Recognition Engine para evaluar la potencialidad de las
mutaciones missense detectadas en EXT1 o EXT2 para causar enfermedad.Las
mutaciones missense no descriptas en la literatura anteriormente, fueron confirmadas
con otro método, realizando digestién del producto de PCR del ex6n mutado con
enzimas de restriccién,segun el patrén de restriccion analizado para cada cambio segun
el marco de lectura.

El analisis de los patrones de digestion permite diferenciar mutaciones con respecto a
polimorfismos genéticos (SNP: del inglés: Single Nucledtide Polymorphisms). Los SNPs
son descartadoscuando el alelo mutado no se encuentre en 100 alelos de ADNg de

controles normales, confirmandose dicha variante genémica como “mutacién”.
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5.2.1Herramientas bioinformaticas utilizadas en el analisis in silico

a)Polyphen-2(PolymorphismPhenotyping v2,http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).Es

una herramienta que permite predecir el posible impacto que tendria la sustitucion de un
aminoacido en la estructura tridimensional y en la funcién de una proteina humana. La
prediccion la realiza calculando el impacto, uniendo el analisis de consideraciones
fisicas y comparativas, angulos de enlace, tridimensionalidad de la proteina y
analizando en relacibn a ofros programas, dominios, zonas y relaciones
transmembrana. Esta prediccion estd basada en un numero de caracteristicas que
comprenden: la secuencia, informacion filogenética y estructural que caracterizan a
dicha sustitucién (Adzhubei et al., 2010).

b)ESE Finder 3.0(ESE: Exonic Splicing Enhancer (http:/rulai.cshl.edu/cqi-

bin/tools/ESE3/esefinder.cgi).Se utilizé con la finalidad de predecir sitios de unién a

enhancers de splicing exénicos (ESE) que son reconocidos por proteinas individuales
relacionadas al splicing (SR) para identificar sitios ESE por un modelo funcional in vivo o
in vitro SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment). Se utiliza un
minigen que alberga a estas secuencias ESE que se requieren para un splicing efectivo
del pre-ARNm (Cartegni, 2003; Smith et al., 2006).

c) Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/). Es un programa computacional que

utiliza un algoritmo Bayesiano para predecir el posible impacto que tendria la alteracién
gendmica en el desarrollo de la enfermedad. El algoritmo Bayesiano calcula las
probabilidades que presenta una determinada alteracion genémica en producir una
mutacion causante de la enfermedad o bien un polimorfismo inocuo. Para realizar esta
prediccién, se estudian las frecuencias de todas las caracteristicas individuales de
enfermedades conocidas producidas por mutaciones y/o polimorfismos en un gran
conjunto compuesto por >390.000 mutaciones conocidas de enfermedades vy
>6.800.000 polimorfismos inocuos y de 1000 polimorfismos producidos por inserciones
6 deleciones (Indel) del Proyecto Genoma y se compara con la secuencia de referencia
(Schwarz et al., 2010; Desmet et al., 2009).

d)Protein Homology Fold Recognition Engine (PHYRE2)

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/). Esta herramienta in silico permite predecir la

estructura tridimensional de una proteina usando los principios y técnicas de
modelamiento por homologia con secuencias proteicas conocidas. Debido a que las
estructuras proteicas se encuentran muy conservadas en la evolucién, la secuencia de
una proteina de interés puede ser modelada con mucha precisién relacionandola por

alineamiento con una secuencia de una proteina de estructura conocida. Este programa
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permite escanear la secuencia de aminoacidos de una proteina y alinearla con una base
de datos que contiene un gran numero de estructuras tridimensionales de secuencias
de proteinas conocidas. El alineamiento de las secuencias estad basado en el modelo de
Markovpor medio del cual, captura la tendencia que produciria la mutaciéon en cada
posicién de la secuencia de aminoacidos, basandose en observaciones en secuencias
proteicas relacionadas (Karplus et al., 1998). Como resultado produce patrones entre
estructuras secundarias que logran predecir la estructura tridimensional de una proteina
(Kelley & Sternberg, 2009).

5.2.2.Andlisis enzimatico de restriccion

Se utilizaron diferentes enzimas de restriccién especificas de acuerdo al mapa de
restriccion analizado para cada secuencia mutada y fueron estudiados 100 alelos de
controles normales para poder descartar la posibilidad que sean polimorfismos proteicos

propios de la poblacién estudiada.

5.3Andlisisin silico de mutaciones intrénicas

Las herramientas in silico utilizadas, permiten predecir si una mutacién intrénica afecta a
un sitio de splicingalterandode esta manera el corte de intrones y el empalme de
exones. Se analizaron los cambios con las siguientes dos herramientas
computacionales:Human  Splice  Finder(http://www.umd.be/HSF/) 'y  NetGene2
(http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface?jobid=netgene?2).

a) Human Splice Finder  (http://www.umd.be/HSF/).Este programa
bioinformatico contiene matrices disponibles para la prediccion de secuencias exdnicas
e intronicas y para sitios de splicing regulatorios de genes humanos. Para calcular los
valores consenso de potenciales sitios de splicing esta herramienta presenta algoritmos
que permiten identificar los sitios de unién con proteinas regulatorias del splicing,
integrando las proteinas regulatorias del programa ESEFinder conjuntamente con las
proteinas 9G8, Tra2-beta, hnRNP A1 ribonucleoproteina que conforman el
spliceosoma. También presenta matrices de posicién que permiten valorar la fuerza de
los extremos 5 y 3’ para generar el splicing. Mediante una comparacion directa de la
mutacién o polimorfismo del gen de referencia con todos los exones e intrones de la
base de datos Ensembl human genome database quepermite acceder a cualquier
secuencia de genes humanos, combinando motivos identificados con diferentes
metodologias experimentales y computacionales, se provee una interfase que puede

utilizarse para analisis de secuencias. Esta herramienta estd siendo ampliamente
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utilizada para la asociacion de genotipo-fenotipo en GEN2PHEN European Project o en
el Human Variome Project(Desmet et al., 2009).

b) NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface?jobid=netgene2/). Este
programa bioinformatico predice los posibles sitios de splicing en ADN de humanos, C.
elegans y A. thaliana. Puede detectar correctamente un sitio donor de splicing y
predicciones de splicing alternativos. Predice el punto de corte los sitios de splicing
locales mediante reglas basadas en valores de confidencia, resultados de predicciones,
el contexto codificante y las distancias entre los potenciales sitios de splicing(Hebsgaard
et al., 1996).

5.4Estudio de grandes deleciones o rearreglos medianos en genes EXT1 y

EXT2

La dosis 6 nimero de copias de los exones de EXT1 y EXT2 presentes en el ADN
gendémico extraido de leucocitos de sangre periféricaé de tejidos de
osteocondromas/condrosarcoma, fue analizada usando la metodologia de ensayos de
amplificacién con sondas dependientes de ligamiento multiple “multiplex ligation-
dependent probe amplification” (MLPA). Esta técnica fue disefiada por MRC-Holland
(code #P215-B1 EXT, MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) y se utilizé
siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta metodologia permite identificar
rearreglos medianos dentro de un gen, deleciones o duplicaciones de tamafios grandes
(incluso de exones enteros), ademas de determinar la dosis o numero de copias
presentes en los genes estudiados (EXT1 y EXT2). Para ello se utilizé un kit para el
ensayo de MLPA de Service XS mejorado con sondas de dos colores disefiadas para
ambos genes(AL Leiden Service)(Hameetman et al., 2007; Jennes et al., 2008; Pedrini
et al., 2005; Signori et al., 2007; Vink et al., 2005; White & Sterrenburg, 2003).La
metodologia de MLPA con sondas de dos colores permite la cuantificacion relativa de
50 secuencias genémicas diferentes en una simple reaccioén.

La técnica de MLPA estd basada en dos reacciones, la primera consta de la
hibridizacion de las sondas a una zona del ADN homdloga; sélo las sondas que hayan
hibridado podran ser unidas y posteriormente amplificadas por PCR. Para realizar esta
reacciéon, en un mismo tubo se hibridaron las sondas fluorescentes y se unieron
combinaciones de dos sondas de oligonucleétidos adyacentes. Posteriomente a la
union, los extremos comunes de las sondas sirvieron como molde para la amplificacion
en una sola reaccién de PCR y fueron separados los productos resultantes segin la
marcacion fluorescente observada(Vink et al.,, 2005; White & Sterrenburg, 2003).Los

productos de PCR fueron secuenciados en un AB/ 3730 DNA Analyzer capillary
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sequencer (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA). Los picos obtenidos fueron
analizados usando un software Coffalyser v9.4 software (MRC-Holland Vs 05; 30-08-
2007).Esta metodologia permite identificar aberraciones en el numero de copias
gendémicas debidas a las diferencias de tamaro entre cada una de las sondas mediante

el analisis cuantitativo de los fragmentos obtenidos.

5.5Estudio de Pérdida de Heterocigocidad (LOH)

Se analizé LOH a partir de ADN extraido de la cubierta de cartilago de tejido de tumores
obtenidos mediante cirugias, La extraccién de ADN se llevé a cabo mediante un kit
comercial como fue descripto anteriormente para el ADNg. El andlisis de las
alteraciones moleculares (mutaciones puntuales y/o grandes deleciones o
duplicaciones) en el ADN extraido de los tejidos se realizé de la misma manera que fue
descripto para el analisis del ADNg segun lo descripto en materiales y métodos(Bovée
et al., 1999; Raskind et al., 1995).

PARTE B

6. Estudio de expresion de las proteinas exostosina 1y exostosina 2

6.1 Separacion de proteinas por SDS-PAGE y deteccion por Western blot

Para el analisis del nivel de expresion de las proteinas exostosina 1y exostosina 2, se
utilizaron las fracciones subcelularesobtenidas mediante un protocolo de centrifugacion
diferencial segun lo enunciadoanteriormente.

La expresibn de ambas proteinas fue analizada en la fraccién soluble F4. Se
utilizaron20 ng de proteinas resuspendidas en buffer de siembra 5 X (TTM 56X, 1.25M
Tris-Cl, SDS 25%, DTT 0.5% (pH:6.8), Glicerol 5%, Azul de bromofenol 0.5%) con
agregado de inhibidores de proteasas (PMSF 100 mM, leupeptina 10 mM, pepstatina 10
mM y aprotinina 10mM). Posteriormente las proteinas resuspendidas fueron separadas
en geles discontinuos de acrilamida-SDS al 10%, (SDS-PAGE) durante 2 horas a 20-
40V. Para el andlisis por Western blot las proteinas fueron electrotransferidas a
membranas de PVDF (Polyvinylidene Difluoride) durante 1 hora a 240 mA e incubadas
posteriormente las membranas con anticuerpos policlonales de conejo full-length anti-
exostosina 1 y anti-exostosina 2 humanas (H00002131-DO1P y H00002132-D01P
Abnova, Taiwan, China) dilucién1:500. La detecciéon quimioluminiscente se realiz6 a

partir de la incubacion con un anticuerpo secundario anti rabbit-IgG (1:2500 BioRad
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USA) conjugado con peroxidasa y revelado con ECL (Enhanced chemiluminescence, GE
Healthcare Lifeciences, UK) (Bernard et al., 2001; Trebicz-Geffen et al., 2008).

7. Cuantificacion de niveles de expresion de ambas proteinas

Las imagenes de las bandas observadas por Western blotcon los anticuerpos
especificos, fueron analizadas por densitrometria arbitrariamediante la utilizaciéon de un
programa para procesamiento de imagenes de dominio publico (/Image J,

http://imagej.nih.gov/ii/). Las bandas correspondientes al peso molecular de ~74 KD

para la proteina EXT1 y ~73KD para la proteina EXTZ2, fueron analizadas en
separaciones de proteinas de controles normales y de pacientes con

osteocondromatosis (OM y OS) analizados.

8. Anaélisis estadistico

Las variables analizadas fueron descriptas mediante sus valores medios/promedios,
rangos/desvio estandar (DE) para las variables cuantitativas, y en frecuencias absolutas
y relativas expresadas en porcentajes para las variables cualitativas. La comparacion
entre los valores de la deteccion proteica en tejido de exostosinas 1y 2 y las variables
cuantitativas, como edad y tiempo de evolucién de la enfermedad, se realizaron
mediante prueba de Kruskal-Wallis. La evaluacién de la asociacion entre variables
cualitativas como herencia, fenotipo, entre otras, se realizd mediante la prueba Chi-
cuadrado MV-62. En todos los casos el punto critico para significacion estadistica fue

fijiado en p<0,05.
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PARTE A

1. Analisis y registro en base de datos de las variables clinico-
radiolégicas estudiadas

1.1 Ingreso de pacientes al estudio

Se procedié al analisis y registro de variables clinico-radiolégicas de pacientes
EXT1/EXT2-CDG. Para ello, fueron ingresados al estudio 33 pacientes como casos
indices, 19 de sexo masculino y 14 de sexo femenino, y se estudiaron familiares
directos de los mismos, solo cuando era posible su incorporacion. Los pacientes
provenian del Servicio de Traumatologia, y de la Unidad de Tumores Musculo
Esqueléticos de la Provincia de Cérdoba, Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de
Coérdoba. Igualmente, otros pacientes ingresaron desde otros paises Latinoamericanos.
Los pacientes provenian con definicidn clinico-radiolégica de osteocondromatosis
multiple o solitaria y sus rangos de edades oscilaron entre los 2 a 55 afios al momento
del diagnostico clinico. Cada paciente fue ingresado al estudio a partir de su aceptacién
de participacidén mediante la firma de consentimiento informado (Acta N° 95, aprobacion
del acta e inicio del proyecto 10 de Marzo de 2008). Los pacientes fueron ingresados al
estudio y anonimizados sus datos personales, siendo designados con numeracion
correlativa segun el orden de registro con la letra “P” seguida del numero de ingreso

correspondiente, por gj., P01, P02, etc.

1.2 Estudio de variables clinico-radiolégicas para la determinacion del fenotipo
clinico
De los 33 pacientes analizados, el 82% presenté osteocondromatosis multiple (n=27) y
un 18% osteocondromatosis solitaria (n=6). A partir del analisis de las variables clinicas
determinadas, se establecieron diferentes fenotipos clinicos y grados de severidad de
los mismos. En los pacientes con OMse realizaron examenes clinicos y estudios
radiolégicos (mapeos 6seos) para la apreciacion cualitativa y cuantitativa de: a) calidad
de las lesiones b) alineamiento de miembros y c) longitud de los segmentos de los
miembros. Se evalué la funcionalidad respecto a la afectacion, mediante la valoracién
en una escala establecida por la Sociedad de Tumores Musculo-esqueléticos (Alvarez
et al.,, 2006; Francannet et al.,, 2001), segun cuatro categorias clasificadas segun la
presencia de braquimetacarpios, inclinacion del antebrazo, acortamiento de antebrazos,

varo o valgo, angulacién de rodillas, y acortamiento de miembros, como ha sido
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descripto en material y métodos. Las manifestaciones clinicas que se observaron mas
frecuentemente fueron deformidades ortopédicas, acortamiento de extremidades, varo o
valgo de rodillas, presencia de braquimetacarpios, escoliosis, sinostosis, artritis y

compresion de nervios y vasos sanguineos (Figura 14).

Figura 14: Imagenes de fotografias y rayos X de lesiones en pacientes OM. (A) y (B)
condrosarcoma en pelvis y fémur proximal en P06, (C) osteocondroma en hiumero en P05,
(D) osteocondroma escapular en P41, (E) deformidad de los miembros inferiores en P28, (F)
fractura en radio en P14, (G) acortamiento y deformidad de radio y mufieca deformada en
P30, (H) osteocondromas en metacarpo in P17, (I) braquimetacarpios en P15, (J)
osteocondroma pedunculado en fémur en P38, (K) osteocondromas sésiles en P13, (L)
sinostosis de radio y mufieca en P16.

1.2.1 Localizacion de lesiones en pacientes con osteocondromatosis multiple

La evaluacién clinica-radiologica sélo pudo ser completada en €l78% de los pacientes
con OM (n=21). En este grupo, las lesiones se encontraron localizadas principalmente
en fémur 86%(n=18)y en tibia 71%(n=15). El resto de lesiones se presentaron en
hamero 67%(n=14), en peroné 62% (n=13), en radio 52% (n=11), en cubito y costillas
38% (n=8), metacarpo 33% (n=7), metatarso 29% (n=6), y en pelvis 29% (n=6). Si bien
el numero de osteocondromas en pelvis no es significativo, es en esta localizacién

donde se describe transformaciéon maligna a condrosarcoma en la mayoria de los
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pacientes reportados en la bibliografia y fue lo observado en dos de los pacientes
incluidos en este estudio (P06 y P38).En un menor porcentaje se presentaron lesiones
en escapula y falanges24% (n=5), tarso y vértebras 19% (n=4), rodillas 14% (n=3),
carpo 10% (n=2) y esternén 5% (n=1)(Figura15).
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Figura 15:Localizacién de osteocondromas enpacientes OM. Grafico que indica la diferente
localizacion de las lesiones (osteocondromas) respecto a los porcentajes analizados en los
pacientes con OM con fenotipo estudiado (n=24).

i Falanges 249.6. | '
L — ! Metacarpo 33%

Rodillas 14% ]__
w4
Tibia 71%

| Tarso 19% |

1.2.2L ocalizacion de lesiones en pacientes con osteocondromatosis solitaria

Con respecto a los pacientes con presentacion solitaria (n=6), en 50% de los pacientes
las lesiones estuvieron localizadas principalmente en el fémur (n=3), mientras que el
resto de las lesiones solitarias se distribuyeron en un mismo porcentaje entre
cubito,16,6%(n=1), humero 16,6% (n=1), y radio 16,6% (n=1) (Figura16).
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Figura 16:0steocondromas en pacientes con OS. Grafico que indica la diferente localizacién
de los osteocondromas en los pacientes con lesiones solitarias analizados en este estudio (n=6).

1.2.3 Determinacion del grado de severidad del fenotipo en pacientes con
osteocondromatosis multiple

A partir de la determinacién del fenotipo en los pacientes OM (n=21) (s6lo en aquellos
en los cuales pudo completarse el andlisis clinico-radiolégico), se determiné el grado de
severidad. La mayoria de los pacientes OM presentoéun fenotipo severo (81% de los
pacientes OM) (n=17),mientras que 4 pacientes presentaron fenotipo moderado (grupo
M) (19% de los pacientes OM) (Tabla 9, Figura 17A).

Los pacientes con OM vy fenotipo severo(n=17), se clasificaron segun los siguientes
subgrupos: (IS) de 10 a 25 exostosis, no vertebrales y una altura del 10° percentil (12%,
n=2), (IIS) numero de osteocondromas mayor a 25 (>25) (63%, n=9); (lliS) presencia de
osteocondromas vertebrales (12%, n=2); (IVS) muy baja estatura (menor al 3° percentil)
(23%, n=4) (Tabla 6), (Figura 17B).
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Figura 17: Gréfico que indica el fenotipo clinico y el grado de severidad en OM. (A) Gréfico
que indica la proporciéon de pacientes con fenotipo severo (azul), moderado (rojo) (B) Grafico
donde se observa el grado de severidad del fenotipo en pacientes con presentacién severa: 1S
celeste, IIS rosa, IlIS verde y IVS violeta (n=21).

El 70% de los pacientes con OM presentaron una edad temprana de inicio de la
enfermedad, la cual fue menor o igual a los 5 afios y 48% manifestaron herencia familiar
de la patologia. En el caso de los pacientes con presentacion solitaria, un 67% (n=6)

presentd inicio de los sintomas clinicos a edades mayores de 5 anos (Tabla 9).

1.2.4 Fenotipo clinico en pacientes con transformacién maligna a condrosarcoma

Dos pacientes con OM presentaron osteocondromas encon transformacién maligna a
condrosarcoma. El paciente P06 de sexo femenino y 32 afios de edad, presenté un
fenotipo severo con grado IVS y el paciente P38, de sexo masculino y de 42 afios de
edad, un fenotipo severo con grado II