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RESUMEN

Antecedentes: Los hemangioblastomas del sistema nervioso central (SNC) son
tumores vasculares benignos que se presentan ya sea de manera esporadica o
como una manifestacion del la Enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL), un
sindrome de cancer familiar. Nosotros estudiamos una serie de pacientes con
hemangioblastomas del SNC y sus familiares, con el objetivo de identificar
mutaciones germinales en el gen supresor tumoral VHL, y establecer un programa
de diagnostico predictivo y escrutinio para estas familias.

Métodos: Captamos de manera prospectiva, previo consentimiento informado, a
los pacientes admitidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez en el periodo 2002-2004 con diagnéstico histopatologico
confirmatorio de hemangioblastoma de cerebelo y/o médula espinal. Asimismo, se
invité a todos los familiares en riesgo a participar. El analisis de mutaciones en el
gen VHL se realiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciacion directa de DNA. Todos los portadores asintomaticos de mutaciones
recibieron consejo genético y un programa de vigilancia de tumores.

Resultados: Se realiz6 diagnostico molecular de noventa y ocho individuos: 23
sintomaticos y 75 asintomaticos, que pertenecian a 16 familias. Siete de las
familias tenian criterios clinicos definitivos de enfermedad de VHL, cinco tenian
hemangioblastomas esporadicos y cuatro tenian un hemangioblastoma del SNC
ademas de signos viscerales menores. El diagnéstico molecular nos permitié
identificar cinco mutaciones germinales en seis de las familias con diagnéstico
definitivo de VHL (sensibilidad 85%), pero en ninguno de los casos posibles o

esporadicos; cuatro de estas mutaciones han sido reportadas previamente en la



literatura, y una es una mutacién novedosa que se identific6 en dos familias no
relacionadas entre si. Después de que identificamos a todos los portadores de
mutaciones en el gen VHL, se les realiz6 escrutinio clinico y de gabinete e
identificamos lesiones asintomaticas asociadas a VHL en 43% de ellos.

Conclusiones: El diagnéstico molecular de mutaciones en el gen VHL es crucial
para los pacientes con hemangioblastoma del SNC. La identificacién oportuna de
los portadores asintomaticos de la mutacion permite la implementacion de un
protocolo de escrutinio multi-disciplinario, para disminuir la morbi-mortalidad de
estos pacientes, a la vez que evita el uso de procedimientos costosos e invasivos

en los no portadores.



ABSTRACT

Object: CNS hemangioblastomas are benign vascular tumors arising either
sporadically or as a manifestation of von Hippel-Lindau disease (VHL), a
hereditary cancer syndrome. We studied a series of patients with CNS
hemangioblastomas and their families, in order to identify germline mutations in
the VHL tumor suppressor gene, and to establish a predictive testing and scrutiny
protocol.

Methods: Patients admitted during 2002-2004 at the INNN for hemangioblastoma
were prospectively enrolled, together with their at risk family members. We
performed the molecular analysis of the VHL gene by PCR and direct sequencing.
All asymptomatic mutation-carriers underwent genetic counseling and tumor
surveillance.

Results: Ninety-eight individuals were tested for VHL mutations: 23 symptomatic
and 75 asymptomatic individualé, belonging to 16 families. Seven of the families
had definite clinical criteria of VHL disease, five had sporadic hemangioblastoma
and 4 had CNS hemangioblastoma plus minor visceral signs. Molecular genetic
testing allowed us to identify five germline mutations in 6 of the definite VHL
families (sensitivity 85%) but none in the possible VHL and sporadic
hemangioblastoma cases; four of these mutations had been previously described
and one is a novel mutation present in two unrelated families. After mutation-
carriers were identified, they underwent clinical screening and asymptomatic VHL-
related lesions were identified in 43% of them.

Conclusions: Genetic testing for mutations in the VHL gene is crucial in patients

with CNS hemangioblastoma. The prompt identification of mutation carriers allows



a multi-disciplinary screening protocol to decrease morbidity and mortality in these

patients, while avoiding costly and invasive procedures for non-carriers.
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INTRODUCCION

El hemangioblastoma es el tumor primario intraxial de fosa posterior mas comun
en adultos. De acuerdo a la literatura mundial, hasta 20% de los casos se
presentan en relacion con la enfermedad de Von Hippel-Lindau (VHL). Este
padecimiento se caracteriza por la presentacion de quistes, tumores vasculares y
carcinomas multiorganicos y constituye un sindrome clasico de susceptibilidad
familiar al cancer. El cancer familiar constituye sélo 5-10% de las neoplasias, sin
embargo, su relevancia radica en el elevado riesgo de multiples tumores primarios
en los afectados, y en la posibilidad que ofrece de identificar genes involucrados
también en los procesos neoplasicos esporadicos (Garber y cols, 2005). La
enfermedad de VHL se asocia a mas de 305 diferentes mutaciones puntuales,
deleciones o microdeleciones/inserciones germinales del gen VHL (Beroud y cols,
2006). Este es un gen supresor tumoral, localizado en el brazo corto del
cromosoma 3 (3p25-26). El producto del gen es una proteina (pVHL) de 284
aminoacidos con un peso molecular de 18-23 kD que regula la angiogénqsis y el
ciclo celular. Las mutaciones en el gen VHL dan como resultado la estabilizacion
de la transcripcion de factores inducibles por hipoxia, tales como el factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF). EI aumento de estos factores
angiogénicos bajo condiciones de normoxemia condiciona la aparicion de las
lesiones caracteristicas de la enfermedad.

En nuestro pais no existen reportes previos que indiquen la prevalencia, las
caracteristicas clinicas distintivas de la enfermedad, el protocolo de escrutinio, el
seguimiento y el tratamiento, asi como la estrategia experimental que permita

confirmar el diagnostico molecular de la enfermedad de VHL.
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ANTECEDENTES

La Enfermedad o Sindrome de Von Hippel Lindau (SxVHL) (OMIM 193300) es un
sindrome de cancer familiar autosémico dominante, que confiere predisposicion a
una variedad de neoplasias tanto benignas como malignas, entre ellas:
hemangioblastomas de cerebelo, retina y médula espinal, carcinoma de células
renales, feocromocitomas y tumores pancreaticos. La base familiar del
padecimiento se debe a la transmision de mutaciones germinales en el gen
supresor tumoral VHL localizado en la region 3p25.

En 1927 Lindau describio la conexion entre angiomas retinianos y lesiones del
sistema nervioso central, y Cushing y Bailey (1928) reportaron el seguimiento a
largo plazo de un paciente con todas las manifestaciones de la enfermedad. Por
su parte, von Hippel habia descrito dos pacientes en 1904, que cubrian los
criterios diagnésticos de VHL (von Hippel, 1904). Los criterios diagnoésticos
vigentes se basan en la extensa revision de casos realizada por Melmon y Rosen
en 1964 y actualizada por Neumann en 1987.

Los sintomas cardinales de VHL son los angiomas retinianos y los
hemangioblastomas del cerebelo (Neumann 'y cols, 1989). Los
hemangioblastomas de la médula espinal, y los hemangiomas de glandula
suprarrenal, pulmén e higado son menos frecuentes. Otras manifestaciones
clinicas incluyen quistes multiples de pancreas y rifién, cistadenoma papilar de
epididimo, tumores renales tipo hipernefromas y feocromocitomas (Jennings y
cols, 1988), y ocasionalmente tumores de islotes pancreaticos (Griffiths y cols,
1987). El cancer renal metastatico es la principal causa de mortalidad en estos

pacientes. Otras complicaciones incluyen a la policitemia, que puede ser
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secundaria ya sea a hemangioblastomas del cerebelo o a los hipernefromas; por
otra parte la combinacién de hipertensibn mas angiomas puede causar
hemorragias subaracnoideas, y los tumores de saco endolinfatico causan tinnitus,
vértigo y pérdida auditiva (Manski y cols, 1997). [Figura 1].

Figura 1. Tumores asociados al Sindrome de von Hippel-Lindau.

Friedrich. Hum Mol Genet 2001;10(7):763-767.

De manera reciente, se identificé un nuevo sindrome asociado a mutaciones en el
gen VHL. Pastore y cols, (2003) mostraron evidencia de que la causa mas
frecuente de policitemia congénita son las mutaciones puntuales del gen VHL en

estado homocigoto o heterocigoto compuesto. Previamente, Ang y cols, (2000,
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2002) habian mostrado ligamiento de la policitemia congénita tipo Chuvash (cuyo
nombre se debe a su elevada frecuencia en Chuvashia-Federacion Rusa) con 3p
y posteriormente identificaron una mutacion fundadora 598 C-T como la causa del
padecimiento. La serie de Pastore incluyo pacientes de diversos origenes étnicos,
de los cuales mas del 50% de los casos con policitemia congénita mas niveles
elevados de eritropoyetina, tuvieron mutaciones puntuales en VHL. Cabe subrayar
que, contrario a lo que ocurre con el sindrome VHL, el patron de herencia de esta
policitemia congénita (OMIM 263400) es autosémico recesivo y los pacientes no
desarrollan los tumores asociados al sindrome de cancer familiar (Pastore y cols,
2003). En la actualidad, se ha abandonado el término Chuvash del nombre de la
policitemia, en virtud de que se han identificado una variedad de mutaciones en
pacientes de diversos origenes étnicos (Perrota y cols, 2006).

Por su parte, el sindrome de von Hippel-Lindau se transmite con un mecanismo
de herencia autosémico dominante, encontrandose expresividad variable y
ocasionalmente falta de penetrancia. Se estima que la incidencia, (por ejemplo en
el noroeste de Inglaterra) es de 1 en 45 mil nacidos vivos. La aparicion de los
primeros sintomas se situd alrededor de los 26 afos, en contraste con la edad
promedio de diagnéstico que se situé en 31 anos. La manifestacion inicial es el
hemangioblastoma cerebeloso hasta en un 35% de los pacientes. El seguimiento
de los pacientes en un estudio revelé que el 60% desarrollé hemangioblastoma
cerebeloso, 41% angioma retiniano, 25% carcinoma renal, 15%
hemangioblastoma medular y 15% feocromocitoma; reportandose una edad
promedio de mortalidad de 41 anos, atribuible en el 48% de los casos a

hemangioblatoma cerebeloso (Maddock y cols, 1996).
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Asimismo, se ha descrito agregacion familiar de algunas caracteristicas de VHL,
por ejemplo, la angiomatosis retiniana y el hemangioblastoma de sistema nervioso
central que se presentan en la mayoria de las familias; mientras que las lesiones
renales, pancreaticas o feocromocitoma generalmente no ocurren de manera
simultanea (Neumann y Wiestler, 1991).

El diagnéstico clinico se basa en los criterios propuestos por Melmon y Rosen
(1964) y modificados por Neumann (1987): son criterios mayores la presencia de
hemangioblastomas multiples o un hemangioblastoma mas una lesion visceral
mayor. En presencia de una historia familiar demostrativa (80% de los casos), una
lesion mayor es suficiente para establecer el diagnéstico. Los pacientes con .
lesiones tipicas pero historia familiar negativa se presumen portadores de una
mutaciéon de novo. Por otra parte, los quistes en pancreas, rifién y epididimo son
frecuentes en la poblacion abierta, por lo cual representan un problema
diagnéstico sobre todo cuando no existen otras lesiones clasicas, como los
hemangioblastomas oculares y del sistema nervioso central (Seizinger y cols,

1991).
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Inicialmente, el analisis de ligamiento utilizando marcadores polimérficos fue muy
atil para la identificacion de portadores en sujetos en riesgo debido a parentesco
con un afectado (Glenn y cols, 1992). Actualmente, las técnicas moleculares
permiten la identificacién de la mutacién causal en la gran mayoria de los casos, y
por lo tanto, el diagnéstico clinico deberd ser confirmado mediante pruebas
moleculares para mutaciones germinales del gen de VHL (Clinical Research
Group for VHL in Jépan, 1995; Choyke y cols, 1995; Beroud y cols, 2006).

El locus VHL se localiza en 3p26-p25 (Richards y cols, 1993); el gen, que consta
de 852 nucledtidos distribuidos en 3 exones (Latif y cols, 1993) codifica para una
proteina de aproximadamente 30kD y 213 aminoacidos (lliopoulos y cols, 1995).
El exén 2 presenta procesamiento alternativo, dando lugar a dos RNA mensajeros
de 6 y 6.5 kb, respectivamente (Latif y cols, 1993). Ambos transcritos se expresan
en tejidos adultos, sin embargo, parece ser que el transcrito pequefio no es

totalmente funcional (Gnarra y cols, 1994). [Figura 2].

Figura 2. Esquema del gen VHL

2 Gen VHL
Namero de
1 214 553 554 676 677 855 4400
nucleétide | l I )
a—— llili dny -
5UTR 1 ;2 1 S 3 % 3FUR
t Proteina Yo P 3
VHL ;
!l'.l Met o v
Nimerode .1 14 54 83 114 155 193 204 213
codon
(GXEEX)s ! 0 : ta i
¢ Dominios funcionales de ! : :
la pVHL : : — :
' : Unién a elongina :
Exportacion nuclear
Supresion tumoral

Modificado de Richards, Exp Rev Mol Med 2001.
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El gen VHL funciona como un supresor tumoral recesivo; es decir, la inactivacion
de ambos alelos es un evento critico en la formacion de las neoplasias
caracteristicas del padecimiento (Crossey y cols, 1994). Esto ocurre cuando el
individuo hereda una mutacién germinal, y presenta pérdida de heterocigosidad
(LOH) somatica debido a delecion o mutaciéon puntual del alelo silvestre. Un
estudio de pacientes con SxVHL ha mostrado LOH en 51% de los tumores
informativos, provenientes de todas las estirpes celulares asociadas con las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, y en todos los casos se presento
delecién del alelo silvestre. En 33% de los tumores sin LOH, se detecté
silenciamiento del gen por hipermetilacion (Prowse y cols, 1997; Versteeg y cols,
1997).

El papel de VHL en otros tumores ha sido poco explorado, sin embargo otros
autores reportan pérdida alélica del gen VHL en 7 de 11 casos esporadicos de
carcinoma de colon, pero ninguno en 8 pacientes con adenoma de colon; por lo
que sugieren que la pérdida alélica del gen VHL es un evento tardio en la
evolucion de las neoplasias colonicas (Zhuang y c;’.ii. 1996).

Mucho se ha discutido sobre cémo el gen VHL interviene en la supresion tumoral.
Existe evidencia de que el producto del gen VHL es una proteina nuclear

denominada pVHL [Figura 3].

16



Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina VHL (pVHL).

Swissprot database, 2006.

pVHL aparentemente tiene la capacidad de translocarse entre el nucleo y el
citoplasma, y ejecutar sus funciones por medio de la formacién de complejos
multiproteicos especificos (Duan y cols, 1995). La proteina VHL parece tener una
intervencién importante en la transducciéon de sefales generadas por cambios en
la tensién de oxigeno (lliopoulos y cols, 1996). El mecanismo bioquimico involucra
la inhibicién de la fase de elongacién de la trascripcién de genes blanco mediado
por unién de pVHL con la elongina B (MIM 600787) y la elongina C (MIM 600788)

(Kibel y cols, 1995). [Figura 4].
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Figura 4. Interacciones de pVHL.

Kaelin. Nat Rev Cancer 2:673-682, 2002.

El RNAm del factor de crecimiento endotelial (VEGF) se encuentra sobre regulado
en tumores asociados a VHL y la proteina pVHL silvestre inhibe la actividad
promotora del VEGF. Una region del promotor VEGF de 144 pb es necesaria para
la represibn mediada por pVHL; este elemento de respuesta a VHL se une
especificamente al factor de trascripciéon Sp1 (MIM 189906), lo que sugiere que la
pérdida de inhibicién por Sp1 puede ser un evento importante en la patogenia de
la enfermedad (Mukhopadhyay y cols, 1997).

Una caracteristica esencial de las células normales y de células inmortalizadas en
cultivo es el arresto de la progresion del ciclo celular al sufrir deprivacion de
plasma o pérdida de inhibicion por contacto. La mayoria de las células
neoplasicas carecen de esta caracteristica y prosiguen su proliferacién en
ausencia de suero o en medios con alta densidad celular. Lo anterior se ha

interpretado como un requisito para el proceso de transformacién maligna.
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Algunos autores sugieren que la pérdida del alelo VHL silvestre resulta en un
defecto celular del control de crecimiento dependiente de suero, mediado por el
inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina p27 (CDKN1B; MIM600778), evento
que parece iniciar la transformacion tumoral (Pause y cols, 1998). Entonces, VHL
parece ser el primer supresor tumoral involucrado en la regulacion del escape del
ciclo celular, lo cual es consistente con su funcion de gatekeeper en el rifdn.

La pVHL se expresa con niveles elevados en multiples tejidos embrionarios del
sistema urogenital, cerebro, médula espinal, ganglios sensitivos, ojos, y epitelio
bronquial. Este patron de expresion correlaciona con el patron de manifestaciones
clinicas (Richard y cols, 1996).

Desde el punto de vista de correlacién genotipo-fenotipo, un estudio realizado por
Zbar y cols, en 1996 encontrdé mutaciones germinales en 63% de 469 familias
afectadas. En el resto de los casos no fue posible demostrar mutaciones en VHL,
esto puede deberse a dos causas: a que no se analizaron regiones no
codificadoras del gen, o a que el padecimiento presente heterogeneidad génica.
Las mutaciones son extremadamente heterogéneas y ocurren en toda la region
codificadora del gen, excepto los primeros 50 codones, en que son raras. [Figura

|
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Figura 5. Distribucién de las mutaciones en el gen VHL.

Hes y cols. Hum Genet 106:425-431, 2000.

De 15 al 20% de los pacientes tienen deleciones germinales grandes, que pueden
ser detectadas mediante Southern Blot, 27% tienen mutaciones de sentido
erroneo y 27% tienen mutaciones con corrimiento del marco de lectura o
mutaciones sin sentido. Esto permite identificar mutaciones en 80% o mas de las
familias con SxVHL mediante el uso de analisis por Southemn Blot y secuenciacion

directa de la regién codificadora (Couch y cols, 2000). [Tabla 1).
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Tabla 1. Tipos de mutaciones en el gen VHL

NUMERO TOTAL DE
TIPO DE MUTACION
MUTACIONES
Mutaciones puntuales (sentido erréneo / sin sentido) 164
Mutaciones puntuales (splicing) 15
Mutaciones puntuales (regiones reguladoras) 1
Deleciones pequeiias 60
Inserciones pequefias 35
Insercion-delecion pequefia 5
Deleciones grandes 23
Inserciones y duplicaciones grandes 1
Rearreglos complejos (incluyendo inversiones) 1
Inestabilidad de repetidos 0
TOTAL 305

Tomado de: The Human Gene Mutation Database Cardiff (Stenson y cols, 2003;

actualizado en 2006)

Diferentes tipos de mutaciones germinales en VHL dan lugar a tres sindromes
clinicos: (1) las deleciones y mutaciones que originan proteinas truncadas y
generan Sx VHL con cancer renal sin feocromocitoma (VHL tipo 1), (2) las familias
con Sx VHL con cancer renal y feocromocitoma (VHL tipo Il) tienen en el 96% de
los casos, mutaciones de sentido erréneo, y (3) se ha encontrado también una

fuerte asociacion entre mutaciones de sentido errébneo y el riesgo de
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feocromocitoma (Couch y cols, 2000; Friedrich y cols, 2001). Las mutaciones en
VHL son tan variadas como los tumores a los que dan lugar: feocromocitomas
esporadicos (Eng y cols, 1995), hemangioblastomas capilares del sistema
nervioso central (Oberstrass y cols, 1996), carcinoma renal (Kenck y cols, 1996), y

parangangliomas toracicos (Bender y cols, 1997). [Tabla 2].

Tabla 2. Tipo de mutaciones en relacién al fenotipo

A. Tipo de mutacién en relacion al tumor

Fenotipo Mutaciones Mi_cro- Lesiones
puntuales lesiones grandes
Feocromocitoma 7 2 1
Sx Von Hippel-Lindau 154 95 21
Hemangioblastoma 4 3 3
ICancer pancreatico 1 0 0
Policitemia con 1 EPO 3 0 0
Feocromopitoma * 1 0 0
Paraganglioma

Tomado de: The Human Gene Mutation Database Cardiff (Stenson y cols, 2003;
actualizado en 2006)

B. Tipo de mutacién en relacion al subtipo de sindrome de von Hippel-Lindau

Fenotipo Tumores Mutaciones

Delecién, corrimiento de marco de

\VHL tipo 1 Feocromocitoma (-) lectura. sin sentido

. Feocromocitoma (+ .
VHL tipo 2A s *) 1 Mmutaciones Tyr98His
: les que
. Feocromocitoma (+) | Puntua Arg167GIn,
R Ipaes RCC (+) notuncanta | Arg167Trp
\VHL tipo 2C | Solo Feocromocitoma P Leu188Val

RCC: Carcinoma de células renales

Tomado de (Chen y cols, 1995)
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El diagnostico predictivo genético es aquel que se realiza a un individuo
asintomatico en riesgo de desarrollar un padecimiento hereditario. Aquellos
padecimientos en que el diagnéstico predictivo ha tenido un mayor impacto, son
las enfermedades neurodegenerativas (p. Ej. Enfermedad de Huntington), los
sindromes de cancer familiar, y el diagnostico prenatal. Sin embargo, este tipo de
estudios plantea dilemas éticos, sociales y médicos hasta ahora insospechados.
Sus ventajas son terminar con la incertidumbre y ofrecer la oportunidad de tomar
decisiones con respecto al futuro; las desventajas son los eventos psicologicos
adversos, incluyendo el riesgo de suicidio, la discriminaciéon laboral, familiar o
social y en muchos casos, la falta de estrategias preventivas o curativas
(Rasmussen y Alonso, 2002).

Las estrategias a seguir en individuos en quienes se detect6 de manera
presintomatica una mutacion incluyen examenes clinicos, de laboratorio y
gabinete de manera rutinaria, modificaciones de estilo de vida (disminuir
carcinégenos exbégenos), quimioprevencion e incluso cirugia profilactica. Por el
contrario, el excluir la presencia de mutacion en una persona en riesgo, le evitara
someterse a procesos agresivos (Murphy y Bray, 1997).

El diagnéstico predictivo, en términos generales, no se ofrece a menores de edad,
excepto en el caso de padecimienlos con inicio en etapas tempranas de la vida y
en los cuales existen estrategias preventivas, como es el caso del SxVHL y otros
sindromes de cancer familiar (The American Society of Clinical Oncology, 1996;

Rasmussen y Alonso, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais no existen estadisticas confiables con respecto al SxVHL. De
manera reciente, realizamos un estudio piloto de revisién de expedientes de
pacientes con diagnéstico de hemangioblastoma cerebeloso o medular del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez.
Encontramos que el 60% (versus 20% tradicionalmente reportado en la literatura)
de los pacientes con hemangioblastoma cerebeloso cubren criterios diagnésticos
de VHL. No existe informacion similar con respecto a pacientes con
feocromocitoma, cancer renal, o angiomas retinianos.

El SxVHL es un sindrome de cancer familiar, en el cual los individuos afectados
tienen una elevada morbi-mortalidad secundaria al desarrollo de neoplasias
multiples y la sobrevida promedio es de 40 anos debido al desarrollo de cancer de
rindn. Se hereda con un patréon autosémico dominante, lo cual implica un riesgo
de recurrencia del 50% para la descendencia. En la actualidad el manejo de estas
familias implica vigilancia estrecha desde la infancia, consistente en estudios de
laboratorio y gabinete (incluyendo tomografias y resonancia magnética) cada 6 a
12 meses, por el resto de la vida. El diagnostico molecular de mutaciones en el
gen VHL permite corroborar el diagnostico, reduce la angustia de no saber quién
es portador, y permite evitar estudios costosos e invasivos en los individuos sin
mutaciones. Asimismo, identifica a los individuos que si tienen riesgo elevado,
favoreciendo una adecuada vigilancia y tratamiento oportuno de las neoplasias

(Glasker y cols, 1999).
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HIPOTESIS

Las mutaciones en el gen VHL son la causa de enfermedad de Von Hippel Lindau
en pacientes mexicanos.

El programa de escrutinio de pacientes con mutaciones en el gen VHL permitira
disminuir las complicaciones de los individuos afectados.

El diagnoéstico predictivo de la enfermedad de Von Hippel Lindau permitira
identificar oportunamente a los individuos en riesgo para el padecimiento.
OBJETIVOS

1. Objetivos generales:

a) Analizar el gen VHL en pacientes con diagnostico clinico de enfermedad de
Von Hippel Lindau, o diagnéstico histopatolégico de hemangioblastoma de
cerebelo 0 médula espinal.

b) Establecer la correlacion genotipo-fenotipo en los pacientes con mutaciones en
el gen VHL.

c) Implementar un programa de escrutinio para individuos portadores de
mutaciones en el gen VHL.

d) Implementar un programa de diagnostico predictivo para familias con
Enfermedad de Von Hippel Lindau.

2. Objetivos especificos:

a) Crear un banco de DNA con muestras de pacientes con diagnéstico de
hemangioblastoma de cerebelo y/o médula.

b) Obtener historia familiar (arbol genealégico) de los pacientes captados.

c) Implementar las técnicas de biologia molecular necesarias para el analisis del

gen VHL.
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d) Brindar asesoramiento genético a los pacientes y familiares con base en el

diagnéstico molecular.

MATERIAL Y METODOS
1. Poblacion de estudio: Se captaron de manera prospectiva todos los
pacientes que fueron admitidos al Instituto Nacional de Neurologia vy
Neurocirugia (periodo 2002-2004) en quienes se confirm6 el diagnostico de
hemangioblastoma del sistema nervioso central. Se impartieron sesiones de
consejo genético para cada familia, a las cuales se invit6 a todos los familiares
en riesgo. Se incluyeron los individuos que aceptaron participar en el estudio y
que firmaron carta de consentimiento informado, de acuerdo con los requisitos
del Comité de Investigacion y Comité de Bioética del INNN. En el caso de
menores de edad entre 11 y 17 anos, el consentimiento fue otorgado por uno
de los padres o el tutor, pero se solicité la aceptacion escrita del menor.
[Anexo 1]
2. Banco de DNA: Se cre6 un banco de DNA de los pacientes, para lo cual se
extrajeron 20 ml. de sangre periférica usando EDTA como anticoagulante. El
DNA se obtuvo de leucocitos utilizando la técnica convencional de fenol-
cloroformo y precipitacién con etanol. (Blin y Stafford, 1976). Se cuantificé el
DNA mediante espectrofotometria y se verificd su integridad mediante
visualizacion en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio.
3. Analisis de mutaciones en el gen VHL: Se amplificaron los 3 exones del
gen mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), modificando la

técnica propuesta por Gnarra y cols (1994), mediante la siguiente estrategia:
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PROMOTOR Y EXON 1

1. Fragmento 1A: Consiste en 269 pb que abarcan 92pb rio arriba del
promotor, la totalidad del promotor y 24pb rio abajo del codén de inicio.

#104 (5'- AGT GGA AAT ACA GTA ACG AGT TGG CCT -3') 50 uM

#105 (5'- GTC CCAGTT CTC CGC CCT CCG GGG CAT -3') 50 uM

DMSO 5%

Mezcla de reaccién (Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA gendémico 300-800 ng

Agua bidestilada c.b.p. 25 pL

Con el perfil térmico:

(95°C) 10" —{(95°C) 30" — (68°C) 30" — (70°C) 30"] 30 cicos — (72°C) 10 *

2. Fragmento 1B: Cuyo tamario es de 146 pb.

#3 (5'- GCG GCG TCC GGC CCG GGT GGT CTG GAT -3') 5 uM

#8 (5'- CCT CGG CGC CCG ACT CCT CCC CGC CGT -3') 5 uM

DMSO 5%

Mezcla de reaccion (Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA genémico 300-800 ng |

Agua bidestilada c.b.p. 25 uL

Con el perfil térmico:

(95°C) 10’ - [(95°C) 30" — (68°C) 30" — (70°C) 30"] 30 ciclos — (72°C) 10 *

3. Fragmento 1C: Tamafio 193 pb

#1 (5'- GAG GCA GGC GTC GAA GAG TAC GGC CCT -3') 50 uM

#10 (5'- GAC TGC GAT TGC AGA AGA TGA CCT GGG -3') 50 uM

DMSO 5%
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(Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA gendmico 300-800 ng

Agua bidestilada c.b.p. 25 pL

Con el perfil térmico:

(95°C) 10’ - [(95°C) 30" — (68°C) 30" — (70°C) 30"] 30 cicios — (72°C) 10 °

4. Fragmento 1D: Incluye 27 pb del intrén 1, y su tamarno total es de 148pb.
#9 (5'- CATCTT CTG CAA TCG CAG TCC GCG CGT -3') 25 uM

#101 (5'- TGG GTC GGG CCT AAG CGC CGG GCC CGT -3') 26 yM
DMSO 5%

(Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA gendmico 300-800 ng

Agua bidestilada c.b.p. 25 pL

Con el perfil térmico:

(95°C) 10" - [(95°C) 30" — (68°C) 30" — (70°C) 30"] 20 cictos — (72°C) 10 *
EXON 2

Se genera un fragmento de 208 pb; los cebadores corresponden a las
regiones intronicas adyacentes (28pb del extremo 3’ del intrén 1 y 57pb del
extremo 5’ del intron 2):

#102 (5-CTT TAACAACCT TTG CTT GTC CCG ATA -3') 100 pM

#103 (5'- GTC TAT CCT GTA CTT ACC ACA ACA CCT -3’) 100 uM

DMSO 5%

Mezcla de reaccion (Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA genémico 400-1000 ng

Agua bidestilada c.b.p. 35 pL
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Con el perfil térmico:

(95°C) 5' - [(95°C) 30" — (61.8°C) 30" — (70°C) 30"] 30 ciclos — (72°C) 10 *
EXON 3

El fragmento obtenido contiene 266 pb; los cebadores abarcan un fragmento
del intron 2 y un fragmento de la region 3'UTR (45pb del extremo 3’ del intron
2 y 41pb rio abajo del sitio de terminacion):

#107 (5'- CTG AGA CCC TAG TCT GCC ACT GAG GAT -3') 50 pM

#6 (5'- CAAAAG CTG AGA TGA AAC AGT GTA AGT -3') 50 uM

DMSO 5%

Mezcla de reaccion (Qiagen Hotstart Taq Master Mix) 1 pl

DNA genémico 400-1000 ng

Agua bidestilada c.b.p. 25 pL

Con el perfil térmico:

(95°C) 10’ - [(95°C) 30" — (64°C) 30" — (70°C) 30" 30 cictos — (72°C) 10 *,
Posteriormente modificamos las condiciones de amplificacion del exén 1, en
vitud de que encontramos dificultades para amplificar el fragmento 1C.
Utilizamos el cebador sentido del fragmento 1B (VHL #3) y el cebador reversa
del fragmento 1D (VHL#101), generando un fragmento denominado 1B-D de
406pb.

Los productos obtenidos de la PCR se resolvieron en geles de agarosa al
2.5% tenidos con bromuro de etidio, flanqueados por dos marcadores de peso
molecular (Marcador V y VIII de Roche). Posteriormente se purificaron
mediante un paquete comercial (Qiagen). En el caso de los fragmentos 1A,

1B, 1D y 2 la purificacion se hizo de las muestras amplificadas, mientras que
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los fragmentos 1C y 3 se purificaron a partir del gel de agarosa. Los productos
purificados se volvieron a analizar por electroforesis en gel de agarosa para
verificar la ausencia de productos inespecificos e impurezas.

El siguiente paso fue la secuenciacion directa de los productos amplificados.
Esto se realizd de acuerdo al paquete BigDye Terminador de Applied
Biosystems, de acuerdo con las siguientes condiciones:

DNA 3-6pL

Oligonucleétido (diluido 1:50) 1 pL

Amortiguador 3.5pL

BigDye 2 pL

Agua bidestilada c.b.p. 20 pL

Con el perfil térmico:

(96°C) 1= [(94°C) 30" — (52°C) 10" — (60°C) 4'] 25 cicios — (60°C) 3 '

Los productos obtenidos se purificaron mediante columnas Centri Sep
(Princeton Separations) y fueron secados en un concentrador de vacio. Se
resuspendioé el producto de la reaccion de secuenciacion con formamida, se
traspasé a una gradilla para el termociclador y se desnaturalizé para
transferirla al secuenciador automatizado (AbiPrism 310, Applied Biosystems).
Los electroferogramas obtenidos se analizaron comparando la secuencia de
las muestras de DNA con la secuencia de referencia de genbank de DNA
gendmico AF010238 [Anexo 4].

4. Evaluacion clinica: A todos los participantes se les realizé historia clinica
completa y arbol genealégico. Los estudios de laboratorio y gabinete que se

realizaron a los individuos sintomaticos fueron: imagen por resonancia
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magnética nuclear (IRM) de encéfalo, medula espinal y conducto auditivo
interno, examen oftalmolégico, tomografia axial computada (TAC) de abdomen
y determinacion de catecolaminas en orina de 24 horas. De acuerdo con los
datos obtenidos, los pacientes se clasificaron en tres grupos clinicos:

a) Diagnostico definitivo de enfermedad de von Hippel-Lindau: aquellos
pacientes que cubrieron los criterios clinicos propuestos por Melmon y Rosen
(1969) y modificados por Neumann (1987).

b) Posible enfermedad de von Hippel-Lindau: cuando la historia familiar fue
sugestiva de enfermedad de von Hippel-Lindau, pero no fue posible confirmar
la informacién, o cuando el paciente tenia hemangioblastoma del SNC mas
una lesion visceral menor.

¢) Hemangioblastoma esporadico: aquellos pacientes cuya Unica lesion fuera
un hemangioblastoma del SNC e historia familiar negativa.

5. Asesoramiento genético y protocolo de escrutinio: Se brindd asesoramiento
genético a los participantes en el estudio y se les ofrecié participar en un
protocolo de escrutinio basado en nuestras modificaciones a los protocolos de
Cambridge (Maher et al., 1990), y Choyke (Choyke y cols, 1995; Lonser y cols,
2003). Nuestras modificaciones consistieron en iniciar a edad mas temprana el
escrutinio de lesiones del sistema nervioso central, decisiébn que se tomoé
después de haber identificado a una nifa portadora de mutacién con
hemangioblastoma de cerebelo sintomatico a los 9 afos de edad. [Anexos 2y
3]

6. Protocolo de diagnostico predictivo: Se ofrecié diagnostico predictivo a los

familiares en riesgo de individuos con mutacién corroborada en el gen VHL.
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Dicho protocolo se hizo extensivo a menores de edad en los casos en que
estos tuvieran un riesgo a priori de 50% de riesgo de padecer la enfermedad.
El protocolo de diagnéstico predictivo fue aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y se basé en el modelo
desarrollado para la enfermedad de Huntington (International Huntington
Association and the World Federation of Neurology Research Group on
Huntington's Chorea, 1989 y actualizados en 1994) y en los lineamientos de
The American Society of Clinical Oncology (1996). El disefio del protocolo de

diagnostico predictivo puede observarse en la Figura 6.

Figura 6. Flujograma del programa de diagnostico predictivo.
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RESULTADOS

En la primera etapa del estudio se identificaron 16 casos indice con
hemangioblastoma de cerebelo. A cada uno de ellos se le realizé historia clinica y
arbol genealdgico en el cual se identificaron los familiares en riesgo. Se les brindd
asesoramiento genético, explicando que el patrén de herencia de la enfermedad
de von Hippel-Lindau es autosémico dominante, lo cual implica un riesgo de 50%
para cada hijo de un afectado. Una segunda sesion de asesoramiento genético
incluy6 a todos los familiares interesados, de tal manera que en total asistieron 98
personas a las sesiones informativas. La totalidad de los asistentes solicito
participar en el programa de diagnéstico genético, de tal manera que la poblacion
de estudio consistié en 98 individuos. De éstos, 75 estaban asintomaticos al inicio
del estudio, y 23 tenian historia de hemangioblastoma del SNC y/u otras
manifestaciones de la enfermedad de von Hippel-Lindau. El 60.2% (n=59) fueron
mujeres y 39.8% (n=39) varones, 34 pacientes eran menores de 18 afos de edad.
De los 23 pacientes sintomaticos, 14 fueron clasificados como enfermedad de von
Hippel-Lindau definitiva (7 familias), 4 como posible enfermedad de von Hippel-
Lindau (4 familias) y 5 como hemangioblastomas esporadicos (Tabla 3). Dos de
los nifos ya habian mostrado sintomas del padecimiento: una nifia de 16 afos de
edad tenia angiomas retinianos bilaterales con amaurosis unilateral, quistes
pancreaticos y renales y un hemangioblastoma sintomatico de cerebelo que fue
parcialmente resecado cuando tenia 15 afos. La otra menor sintomatica fue una
nina de 12 anos a quien se le resecé un hemangioblastoma de cerebelo a los 9

anos de edad.
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Tabla 3. Clasificacion clinica de las familias estudiadas antes del diagnéstico

molecular.
Numero de Numero de individuos
Diagnéstico clinico
familias (sintomaticos/asintomaticos)

VHL z 84 (14/70)
Posible VHL 4 8 (4/4)
Hemangioblastoma

5 6 (5/1)
esporadico
Total 16 98 (23/75)

El analisis molecular nos permiti6 identificar mutaciones en 6 de las 7 familias con
diagnéstico definitivo de la enfermedad (26 individuos portadores de mutacion),
pero en ninguno de los casos posibles o esporadicos. Encontramos cinco
mutaciones diferentes: cuatro de ellas eran mutaciones previamente reportadas
en la literatura -una delecién dentro del marco de lectura, una mutacion sin
sentido y dos mutaciones de sentido erroneo- (Clinical Research Group for VHL in
Japan, 1995; Crossey y cols, 1994; Whaley y cols, 1994; Zbar y cols, 1996), y una

mutacién novedosa no descrita previamente -insercion de una base- y que se

presentd en dos familias diferentes (Tablas 4 y 5).




Tabla 4. Mutaciones germinales en VHL en pacientes con hemangioblastoma del

SNC.
Nombre de la Tipo de Numero de | No. de individuos mutados
Fenotipo
mutacion® mutacion familias (sintomatico/asintomatico)
Delecion en
DelPhe76 marco de 1 4 (311) VHL tipo 1
lectura
Insercion fuera
1012_1013insA** | de marco de 2 19 (7/12) VHL tipo 1
leclura
D121G Sentido erréneo 1 1(1/0) VHL tipo 2B
R161X Sin sentido 1 1 (1/0) VHL tipo 1
P86S Sentido erréneo 1 1(1/0) VHL tipo 1

* Nomenclatura de acuerdo con Human Genome Mutation Database basada en la

secuencia de DNA genémico AF010238
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Tabla 5. Tumores presentes en portadores de mutaciones en el gen VHL

Familia Mutacién Estado* Edad Tumores
A DelPhe76 Sintomatico 34 | 2 HB cerebelo, 1 HB medular,
poliquistosis renal
Sintomatico 35 | 3 HB cerebelo
Sintomatico 29 | >3 HB cerebelo
Asintomatico | 11 | Ninguno
B 1012_1013insA | Sintomatico | 44 |1 HB cerebelo, angiomas
retinianos bilaterales
Sintomatico 16 | 4 HB cerebelo, 1 HB bulbar, 1
HB medular, angiomas
retinianos bilaterales,
poliquistosis renal y
pancreatica
Sintomatico 26 | 1 HB cerebelo, angiomas
retinianos bilaterales,
poliquistosis renal y
pancreatica, carcinoma de
células renales unilateral
Asintomatico | 28 | 1 HB cerebelo
Asintomatico T Ninguno
Asintomatico 2 | Ninguno
C 1012_1013insA | Sintomatico 45 | 1 HB cerebelo, poliquistosis
renal y pancreatica, carcinoma
de células renales unilateral
Asintomatico | 21 [ Cistadenoma de epididimo
Asintomatico | 17 | Ninguno
Asintomatico | 12 | Ninguno
Asintomatico | 36 |2 HB cerebelo, poliquistosis
renal, hepatica, pancreatica y
suprarrenal, carcinoma de
células renales bilateral
Asintomatico | 54 | Poliquistosis renal
Asintomatico [ 13 [ Ninguno
Asintomatico | 20 | 1 HB medular, poliquistosis
renal y pancreatica
Asintomatico [ 30 |2 HB medular
Sintomatico 13 |1 HB cerebelo
Asintomatico | 29 | Ninguno
Sintomatico 30 | 1 HB cerebelo, poliquistosis
renal y pancreatica
Asintomatico 9 | Ninguno
D D121G Sintomatico 29 | 2 HB cerebelo, angiomas

retinianos bilaterales,
poliquistosis renal y
pancreatica, carcinoma de
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células renales unilateral,
feocromocitoma, cystadenoma
de ligamento ancho uterino

E R161X Sintomatico 32 | 3 HB cerebelo, poliquistosis
renal y pancreatica
F P86S Sintomatico 30 | 1 HB cerebelo recurrente,

poliquistosis renal y
pancreatica, carcinoma de
células renales bilateral
metastasico

*Presencia o ausencia de manifestaciones clinicas de enfermedad VHL previo al
escrutinio clinico y por imagen.

Tal y como se ha descrito en la literatura (Hes y cols, 2000), las familias que
presentaban mutaciones que dan lugar a una proteina truncada, tenian el fenotipo
de VHL tipo 1, sin embargo, una familia con una mutaciéon de sentido erréneo
(P86S) no habia mostrado historia de feocromocitoma. En una familia que cubria
todos los criterios clinicos diagnosticos de la enfermedad, no logramos identificar
mutaciones en el gen VHL, sin embargo, nuestra estrategia diagnostica no
permite descartar la presencia de deleciones grandes u otros rearreglos del gen.
El programa de escrutinio clinico y de imagen de los portadores asintomaticos de
mutaciones, mostré que 6/14 (43%) ya tenian lesiones asociadas a VHL, que no
habian dado manifestaciones clinicas. En el caso de los pacientes sintomaticos
con mutaciones, el estudio de escrutinio también permiti6 identificar nuevas
lesiones aun asintomaticas. Las imagenes de algunas de las lesiones
identificadas corresponden a las Figuras 8 — 13.

En nuestro grupo de pacientes, identificamos un total de 42 hemangioblastoms
del SNC. Ocho fueron hemangioblastomas medulares que se presentaron en 6
pacientes: dos sin mutacion identificada y cuatro con mutaciones en el gen VHL.

Dos de los pacientes cursaron con 2 hemangioblastomas espinales cada uno, uno
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de ellos era portador de la mutacion 1012_1013insA, mientras que el otro
paciente no tenia historia familiar y no se le habia detectado ninguna mutacién.
Los 34 hemangioblastomas restantes eran cerebelosos, no encontramos
hemangioblastomas en el tallo cerebral ni en estructuras supratentoriales. Sin
embargo, al analizar la IRM de una paciente mutada (1012_1013insA) se
identific6 un meningioma paraselar ademas de dos hemangioblastomas
medulares. Los hemangioblastomas del SNC fueron la primera manifestacion de
la enfermedad en todos los pacientes excepto en dos casos, en los cuales el dato
inicial fueron los angiomas de retina. En el curso del estudio, uno de los pacientes
fallecid a consecuencia de complicaciones quirtrgicas durante la reseccion de la
tercera recidiva de un hemangioblastoma cerebeloso.

Las manifestaciones clinicas asociadas en los portadores de mutaciones, fueron
rindn poliquistico en 10 casos (38%), quistes pancreaticos en 8 (30%), angiomas
retinianos en 4 (15%), carcinoma de células renales en 4 (15%) y cistadenoma de
epididimo, cistadenoma de ligamento ancho uterino y feocromocitoma en 1
individuo cada uno (4%). Una portadora de la mutacién mutacion 1012_1013insA
desarroll6 cirrosis biliar sec_:undaria, debido a la obstruccion del colédoco originada
por la poliquistosis pancreatica.

Al analizar al subgrupo de pacientes con la mutacion novedosa 1012_1013insA
(edad: media 30.2, rango 13-54), 8/12 (66%) tenian uno o mas
hemangioblastomas  cerebelosos, 2/12 (16%) tenian wuno o mas
hemangioblastomas medulares, 3/12 (25%) tenian angiomas retinianos

bilaterales, 7/12 (58%) mostraron quistes renales, 6/12 (50%) quistes
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pancreaticos, 3/12 (25%) habian desarrollado carcinoma de células renales y 1/12
(8%) tuvo un cistadenoma de epididimo [Figura 7].

La historia familiar reveld otros individuos afectados por tumores relacionados con
la enfermedad de von Hippel-Lindau en 5/7 (71%) de los casos con diagnéstico
definitivo de enfermedad de von Hippel-Lindau, pero en ninguno de los casos
posibles o esporadicos, en contraste con lo previamente reportado (Hes y cols,
2000).

Figura 7. Arbol genealoégico de la Familia C, portadora de la mutacién
1012 1013insA. Cuadrante superior izquierdo negro: uno ©0 mas
hemangioblastomas de cerebelo. Cuadrante superior derecho negro: uno o mas
hemangioblastomas medulares. Cuadrante inferior izquierdo: lesiones viscerales
que incluyen quistes pancreaticos y/o renales y/o carcinoma de células renales.

Punto negro central: portador asintomatico de mutacion. Punto central gris:
individuo que no es portador de la mutacion. » Caso indice.
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Figura 8. Hemangioblastomas de cerebelo en pacientes con sindrome de von
Hippel Lindau
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Figura 9. Hemangioblastomas de tallo y médula espinal en pacientes
con sindrome de von Hippel-Lindau.
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Figura 10. Angiomas retinianos en pacientes con sindrome de von Hippel-Lindau.
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Figura 11. Quistes pancreaticos y renales en un paciente con sindrome de von
Hippel-Lindau.
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Figura 12. Carcinoma de células renales en un paciente con sindrome de von

Hippel Lindau.




DISCUSION

Analizamos una serie prospectiva de pacientes mexicanos admitidos al INNN con
diagnostico de hemangioblastoma del SNC, con el objeto de identificar
mutaciones puntuales en el gen supresor tumoral VHL. Identificamos 5
mutaciones en 6 familias, 4 de las cuales ya habian sido descritas previamente en
la literatura, pero la insercién 1012_1013insA es una mutacion novedosa.

Esta insercion fuera del marco de lectura en el exdn 1, estuvo presente en dos
familias no relacionadas entre si, y cosegrega con la enfermedad. En la familia B,
estudiamos a 10 individuos (4 sintomaticos y 6 asintomaticos, de los cuales 3 eran
menores de 10 anos de edad), y todos los individuos clinicamente afectados
presentaban la mutacion. Los 3 adultos asintomaticos fueron no-portadores,
mientras que 2 de los 3 nifios asintomaticos si presentaron la mutacién. La
segunda familia con la insercion 1012_1013ins A, la familia C, conté con 46
individuos que fueron estudiados molecularmente, 3 estaban clinicamente
afectados mientras que los 43 restantes se describian a si mismos como
asintoméaticos. El andlisis molecular identificé a 13 portadores de la mutacién, que
incluian a los 3 pacientes afectados, 5 que mostraron lesiones asociadas a VHL
aun presintomaticas y 5 individuos sin evidencia de enfermedad (edad 9-29 afios)
[Figura 7].

La mutacion 1012_1013insA cambia el marco de lectura dando lugar a la
modificacion de treinta y un aminoacidos rio debajo de la mutacion, y un codén de
terminacion prematuro en los nucledtidos 5441-5443 (aminoacido 131). Los

aminoacidos modificados se encuentran en un dominio comun a todas las
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isoformas de la pVHL, el altamente conservado dominio de unién a cct de la
proteina, que participa en la formacion del complejo pVHL-elongina que es
indispensable para la actividad de supresor tumoral. Ademas, la proteina mutante
esta truncada prematuramente y carece de la mitad C-terminal del exon 2 y la
totalidad del exén 3, que incluyen la sefial de exportacion nuclear y el sitio de
unién de la elongina C a pVHL. Por lo tanto, esta proteina truncada afectaria a las
dos isoformas funcionales de pVHL: la isoforma mayor pVHL30 y pVHL19, pero
no a la isoforma 2, que carece del exon 2, pero que no es funcional (Genbank
AF010238; Swissprot database entry for pVHL).

Analizamos la correlacion fenotipo-genotipo para todas las mutaciones
identificadas en este estudio, en virtud de que se ha descrito que el patréon de
mutaciones presentes en las familias con VHL correlaciona con la sub-
clasificacion clinica en relacion con los tipos de tumores para los cuales el riesgo
esta incrementado (Richards 2001; Lonser y cols, 2003) y que hay variaciones
geograficas en la frecuencia de las mutaciones (Rocha y cols, 2003; Sansé y cols,
2004). Veintitrés individuos eran portadores de una mutaciéon que da lugar a una
proteina truncada (R161X and 1012_1013insA) o a una deleciébn pequefia
(DelPhe76). Diecisiete de ellos tenian un fenotipo VHL tipo 1; los ocho restantes
son jovenes y aun no han desarrollado tumores asociados a VHL. Estos
resultados son congruentes con los reportes previos, que proponen que las
deleciones, mutaciones que dan lugar a proteinas truncadas (de corrimiento de
marco de lectura y sin sentido), y algunas mutaciones de sentido errbneo, se
asocian con un riesgo disminuido de desarrollar feocromocitoma — el denominado

fenotipo VHL tipo 1- (Olschwang y cols, 1998; Lonser y cols, 2003).
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Identificamos dos mutaciones de sentido erroneo (D121G y P86S), en una familia
cada una. El paciente portador de la mutacion D121G tiene el cuadro clinico
completo de VHL, el llamado tipo 2B, incluyendo hemangioblastomas cerebelosos
multiples, angiomas retinianos bilaterales que han causado amaurosis bilateral,
poliquistosis pancreatica y renal, carcinoma de células claras renales unilateral,
un feocromocitoma y cistadenoma de iigamento ancho uterino. La historia familiar
de esta paciente es negativa, existiendo la posibilidad de que ella presente una
mutacion de novo, que se ha descrito en hasta 20% de los pacientes con VHL
(Sgambati y cols, 2000), sin embargo no nos fue posible descartar la posibilidad
de no-paternidad. La mutacion D121G fue descrita inicialmente en 1994 por
Whaley y cols (1994), y se ha asocié con un riesgo incrementado de
feocromocitoma. Sin embargo, el sitio caliente mutacional clasicamente asociado
con el fenotipo 2B corresponde al codén 167 (Olschwang y cols, 1998).

Un individuo con VHL tipo 1 y sin historia personal o familiar de feocromocitoma,
es portador de otra mutacién de sentido erroneo: P86S. Las mutaciones de
sentido erréneo, tradicionalmente se han asociado con un riesgo incrementado de
feocromocitoma; esta mutacion se ha reportado previamente en un paciente
japonés con hemangioblastoma cerebeloso esporadico (Clinical Research Group
for VHL in Japan, 1995), dos individuos que solamente se describieron como
“pacientes con enfermedad VHL" (Zbar y cols, 1996; Beroud y cols, 2006) y un
individuo con cancer renal y un feocromocitoma (Olschwang y cols, 1998; Beroud
y cols, 2006). Nuestro paciente es un individuo joven que ha desarrollado
hemangioblastomas cerebelosos multiples recidivantes, poliquistosis renal vy

actualmente presenta carcinoma renal bilateral metastasico. Los demas individuos
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afectados de la familia D han muerto a edades tempranas, el seguimiento
prospectivo del caso indice nos ayudara a determinar si existe un riesgo
incrementado de feocromocitoma en esta familia.

También analizamos el fenotipo de las dos familias que presentaron la mutacién
nueva 1012_1013insA, ambas se clasificaron como VHL tipo 1 con base en la
ausencia de feocromocitoma. Encontramos una muy elevada frecuencia de
hemangioblastomas en ambas familias, de tal manera que el 83% de los
afectados present6 uno o mas hemangioblastomas de SNC. Un individuo
asintomatico presenté dos hemangioblastomas espinales y adicionalmente un
meningioma supraselar; este tipo de tumores se ha reportado previamente como
una manifestacion inusual de la enfermedad de VHL (Kanno y cols, 2003). La
edad mas temprana en que se manifesté clinicamente un hemangioblastoma de
SNC fue en una nifia de 9 afos, esto nos llevd a promover el diagnéstico
presintomatico y el inicio del programa de escrutinio lo mas temprano posible en
el resto de los familiares.

Las manifestaciones de la enfermedad fueron muy semejantes entre ambas
familias portadoras de la mutacion 1012_1013InsA, excepto con una diferencia
notoria en el riesgo de angiomas retinianos. La familia B mostr6 angiomas
retinianos bilaterales en 3 de 4 individuos sintomaticos, mientras que ningun
individuo de la familia C desarrollé tumores en retina. De manera dirigida e
intencional, reinterrogamos a los miembros de la familia C para investigar si otros
familiares no estudiados por nosotros, habian desarrollado problemas visuales,
pero lo negaron. Ademas, la frecuencia total de angiomas de retina en nuestra

serie de pacientes es inferior (4 de 26 portadores de mutacién, 15%) que la cifras
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mencionadas en otras series, que van del 40 al 60% (Richard y cols, 1998;
Webster y cols, 1999; Dollfus y cols, 2002). Webster y cols (1998, 1999)
analizaron una cohorte grande de portadores de mutaciones asociadas a VHL y
no encontraron correlacién entre el tipo de mutaciéon y el riesgo de angiomas
retinianos. De manera mas reciente, Zatyka y cols (2002) describieron la
asociacion de un polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP, single nucleotide
polymorphism) en el gen de la ciclina D1 (CCND1) con una modificacion en el
riesgo de angiomas retinianos. En un futuro, seria interesante analizar el genotipo
CCND1 en esta cohorte.

Nuestro protocolo de diagnostico predictivo y escrutinio nos ayudé a identificar
tumores presintomaticos en el 43% de los individuos en riesgo, asi como tumores
asintomaticos en individuos ya afectados. Esta estrategia ha permitido una
planeacion apropiada para elegir los métodos terapéuticos, que se ejemplifica en
el caso de una mujer asintomatica de 36 afos de edad, en quien identificamos
carcinoma de células renales bilateral en una etapa temprana, lo cual permitié una
cirugia conservadora de la funcion renal con un bajo riesgo de metastasis.
CONCLUSIONES

El presente estudio ilustra la relevancia del diagnéstico genético en todos los
pacientes con hemangioblastomas del SNC, con el objeto de identificar a los
portadores de mutaciones en el gen VHL. La identificacion temprana de los
portadores asintomaticos, permite la implementacibn de un programa de
escrutinio multidisciplinario con la finalidad de disminuir la morbilidad y mortalidad
de estos pacientes, a la vez que se evitan procedimientos costosos e invasivos en

los no portadores. Esta es una consideracion relevante en paises como México,
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en los cuales los recursos meédicos son limitados. En nuestra poblacion,
identificamos una mutacion novedosa en dos familias no relacionadas. Queda por
determinar si ésta es una mutacion frecuente en los pacientes mexicanos con

enfermedad de von Hippel Lindau.
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ANEXO 1

MATERIAL PARA PACIENTES Y FAMILIARES

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

“CARACTERIZACION CLINICA Y MOLECULAR DE ENFERMEDAD DE VON
HIPPEL LINDAU EN POBLACION MEXICANA™

INVITACION A PARTICIPAR

Usted y/o su hijo (a) estan invitados a participar en el estudio que incluye a pacientes y sus
familiares con Enfermedad de von Hippel-Lindau, pacientes con diagnostico de
hemangioblastoma del sistema nervioso central, angiomatosis retiniana, feocromocitoma o cancer
renal no papilar. La enfermedad de von Hippel Lindau es un sindrome de céncer familiar, en la
cual hay un riesgo aumentado de padecer una variedad de tumores tanto benignos como
malignos, que afectan al sistema nervioso, o0jo, rifion, pancreas y otros érganos abdominales. Este
estudio esta disefiado con el objeto de identificar las alteraciones en el material hereditario que
son la causa de la enfermedad, con el propésito de identificar a las personas con riesgo elevado de
tener tumores, mismas a las que les beneficiara un programa de vigilancia médica.

Su aceptacion en el estudio no implica la administracién de medicamentos diferentes a los que
usted recibe hasta la actualidad, pero si tiene influencia sobre los tratamientos futuros que
pudieran implementarse.

La decisién de participar implica que usted tenga un conocimiento completo de los riesgos y
beneficios, los cuales se detallan en esta carta. Cualquier duda adicional puede ser aclarada por
los investigadores responsables. Una vez que usted lea este escrito y aclare sus dudas, podra
decidir si desea participar en el estudio o no.

PROCEDIMIENTOS A REALIZARSE

Inicialmente se realizard una historia clinica completa y el arbol genealogico de la familia,
identificando a los familiares que posiblemente estén afectados con la misma enfermedad y se
colectara una muestra de sangre. Con su consentimiento, es posible que en un futuro se contacte
a sus familiares para invitarles a participar en el estudio, en el caso de menores de 18 afos se
requerird de la autorizacién firmada de los padres o responsables legales. Asimismo, se revisaran
los estudios de rutina a los cuales ha sido sometido en esta Institucion, y sera revisado por un
médico neurélogo. En una consulta posterior en el servicio de Genética, se le brindara
informacion acerca de los mecanismos de herencia del padecimiento.

EFECTOS INDESEABLES Y RIESGOS

Cuando la sangre es obtenida, usted podra experimentar un leve dolor en el sitio de puncién.
Raras veces ocurren infecciones o inflamacion local. Estos riesgos se reducen al emplear al
personal especializado para la obtencién de muestras. Mediante este estudio se detectard a un
grupo de familias en las cuales el riesgo de que sus hijos esté afectado con la enfermedad es alto,
por lo cual es importante que la familia esté enterada de dicha posibilidad.
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BENEFICIOS PARA LAS PERSONAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

La identificacion de alteraciones en el material genético que da lugar a la enfermedad de von
Hippel-Lindau, permitira establecer el riesgo de que un individuo dentro de la familia pueda
heredar el padecimiento, asi como establecer quienes no estn en riesgo de transmitirlo.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
Este estudio no representara ningun costo adicional para el paciente o su familia.
CONFIDENCIALIDAD

Todos los expedientes seran mantenidos con caracter estrictamente confidencial. Solo los
investigadores tendran acceso a los datos generados durante el estudio.

DERECHO A ABANDONAR EL ESTUDIO

Su participacién se considera completamente voluntaria y usted puede desistir de participar o
continuar en el estudio en el momento que lo desee. Esta determinacién no afectard de ninguna
manera su relacién con el hospital o el grupo médico.

Si usted considera que cualquiera de los puntos antes mencionados no esta claro, o le surgen
dudas nuevas, le suplicamos aclararlas con los investigadores responsables antes de determinar si
participard o no en el estudio. Los participantes en el proyecto son la Dra. Ma. Elisa Alonso,
Dra. Astrid Rasmussen y Lic. en T.S. Adriana Ochoa del Departamento de Genética del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Tel. 5606 3822 ext. 2002, 2018 y 2019.

AUTORIZACION

He leido el contenido de este escrito y he decidido por voluntad propia participar en este estudio.
Sus objetivos generales, los particulares y los riesgos posibles e inconveniencias me han sido
explicadas y aclaras a satisfaccion. Mi firma indica también que he recibido una copia de la
presente autorizacién para participar.

Nombre Firma

Fecha: Teléfono:

Firma de quien obtiene el consentimiento
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PREPARACION PARA ESTUDIO DE CATECOLAMINAS

La indicacion mas importante para hacer una prueba para descartar feocromocitoma es
antes de una cirugia o parto. El exponerse a estas experiencias estresantes con un
feocromocitoma no detectado puede ser extremadamente peligroso, pero si los médicos
saben que usted tiene este tumor, pueden tomar medidas preventivas que aseguren el
bienestar del paciente y en dado caso del bebé.

[.a mejor prueba para detectar feocromocitoma es un procedimiento de Medicina Nuclear
llamado MIBG, sin embargo es un estudio dificil de obtener y no todos los individuos son
buenos candidatos. Las pruebas de orina y sangre son muy confiables si se toman en
cuenta dos aspectos: dieta previa al estudio y una adecuada conservacion de la muestra de
orina.

Para que la informacion obtenida de la prueba de orina de 24 horas sea adecuada, es
indispensable que el paciente — USTED — siga cuidadosamente las instrucciones
necesarias, aunque en el laboratorio no le hayan hecho hincapié al respecto. Estas
instrucciones son:

Es muy importante que la muestra de orina sea cuidadosamente refrigerada y mantenida
asi durante todo el proceso de recoleccion que dura 24 horas, y que se entregue lo mas
pronto posible al laboratorio para que se procese.

No tome ningun medicamento sin que se lo autorice el médico que solicita la prueba. En
particular, asegurese de comentarle al médico si es que toma teofilina, medicamentos
para la presion, metildopa (Aldomet), reserpina, guanetidina, L-Dopa o algun diurético.

Debe mantenerse en ayuno desde la noche anterior a la entrega de la muestra ( a partir de
las 10:00 PM lo tinico que podra ingerir serd agua simple); no tome los medicamentos
que acostumbra tomar en la manana a menos que el médico se lo haya ordenado
expresamente. Lleve consigo los medicamentos al laboratorio, para que pueda tomarlos
tan pronto haya terminado su estudio.

La dieta consiste en evitar absolutamente el consumir nicotina o cafeina desde por lo
menos tres dias antes del estudio (incluye cigarros, puros, café, té, refrescos de cola, etc.).
Asimismo, es necesario que desde dos dias antes de la prueba evite comer chocolate,
frutas (especialmente platanos) y cualquier alimento que contenga sabor vainilla. Si tiene
dudas con la dieta, contacte al médico.

El procedimiento toma aproximadamente 45 minutos, sin embargo es importante que
usted esté tranquilo y relajado desde unos 30 minutos antes de la toma de sangre para que
los resultados sean confiables. Le sugerimos que llegue temprano y traiga un libro o su
musica favorita para sentarse y relajarse un rato antes.
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Instrucciones para recolectar la muestra de orina: No inicie su recoleccion en viernes o
sabado porque tendra que esperar hasta el lunes para entregarla al laboratorio, y la
muestra debe de ser fresca.

1. Inicie la recoleccion en la manana. Al despertar, orine en el bano, no guarde esa orina.
2. Anote en el frasco de recoleccion la fecha y hora en que tird la la. orina*.

3. Cada vez que vaya a orinar, durante las siguientes 24 horas, guarde en el frasco la
orina. La tltima orina que guardara en el frasco es la de la manana siguiente, a la misma

hora que anoto en el frasco.

4. Mantenga el frasco con la orina en refrigeraciéon TODO el tiempo (parece
desagradable, si lo desea puede meter el frasco en una bolsa de papel para que no se vea).

5. Cuando recolecte la tltima muestra, anote en el frasco el dia y hora en que terminé la
recoleccion.

6. Lleve la orina al laboratorio tan pronto como le sea posible después de haberla
recolectado.

* Si usted nota que el frasco ya contiene un liquido cuando se lo entrega el laboratorio,
tenga cuidado de que este no toque su piel, es un conservador que es irritante. Si esto
ocurriera, lave el area con abundante agua de inmediato.

Adaptado de “VHL family alliance handbook, part 4"

64



,Qué es el Von Hippel-Lindau?
El Von Hippel-Lindau (VHL) es un
sindrome genético que, entre otras cosas, se
caracteriza por el crecimiento anormal de
los vasos sanguineos en ciertas partes del
cuerpo densamente vascularizadas.

Los vasos sanguineos crecen normalmente
formando una estructura “arborescente”.
Sin embargo, en las personas con VHL los
capilares forman pequefios “nudos”. Estos
nudos se llaman  angiomas o
hemangioblastomas.

El VHL no distingue sexo, edad o raza, y
se puede manifestar de manera distinta en
cada paciente. Incluso en una misma
familia las personas pueden mostrar uno,
ninguno o varios sintomas asociados con
VHL (incluyendo quistes y tumores en
retina, glandula adrenal, pancreas, rifién,
médula espinal y cerebro).

Como el VHL es
un cancer genético, frecuentemente es mal
diagnosticado o no se diagnostica. Se cree
que miles de individuos pueden tener VHL
sin diagnosticar. Ademas, la disfuncion de
la proteina del VHL puede estar asociada a
cancer de rifén en ¢l 70% de los casos.

Asi que el VHL parece no ser tan raro
como se creia antes

,Coémo se adquiere el VHL?
El VHL es causado por una mutaciéon o
cambio en uno de los miles de genes del
cuerpo. Una vez que aparece en la familia
este cambio se vuelve hereditario. Un hijo
de una persona con VHL tiene 50% de
probabilidad de heredar el gen mutado.

Si el diagnostico y tratamiento se realizan
en forma tardia puede provocar danos
serios y permanentes ¢ incluso la muerte.

(Como se ma
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El diagnéstico predictivo en el Von
Hippel-Lindau

El diagnostico predictivo o presintomatico
es la capacidad de detectar a los individuos
portadores de la enfermedad antes de que
presenten manifestaciones clinicas.

En el VHL es posible realizar el
diagnostico  predictivo, pero conlleva
problemas éticos importantes, ademas es
necesario realizarse junto con un programa
de  consejo  genético y  apoyo
psicoterapéutico.

El “Consejo Genético” es un proceso
educativo mediante el cual se asesora a
personas en riesgo potencial de heredar
VHL, acerca del prondstico y tratamiento
del padecimiento.

Adaptado del Folleto original de
VHL Family Alliance
www.vhl.org

INSTITUTO NACIONAL DE
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE ESCRUTINIO DE CAMBRIDGE (Maher y cols, 1990)

Paciente afectado:

(1) Examen médico anual con examen general de orina

(2) Oftalmoscopia directa e indirecta anual con angioscopia o angiografia con fluoresceina.

(3) Resonancia magnética cerebral cada 3 afios hasta los 50 anos, posteriormente cada 5 afos.

(4) Ultrasonido renal annual con TAC abdominal cada 3 afos (aumentar frecuencia si se
presenta poliquistosis renal)

(5) Determinacion anual de catecolaminas en orina de 24 horas.

Familiar en riesgo:

(1) Examen médico anual con examen general de orina

(2) Oftalmoscopia directa e indirecta annual con angioscopia o angiografia con fluoresceina
entre los 10 y 60 anos de edad.

(3) Resonancia magnética cerebral cada 3 anos entre los 5 y 40 anos, posteriomente cada 5

anos.

(4) Ultrasonido renal annual con TAC abdominal cada 3 anos entre los 20 y 65 anos de edad
(aumentar frecuencia si se presenta poliquistosis renal)

(5) Determinacion anual de catecolaminas en orina de 24 horas.

PROTOCOLO DE ESCRUTINIO DE CHOYKE (Choyke y cols, 1995), modificado
por Lonser (Lonser y cols, 2003).

EXAMEN
Oftalmoscopia

Catecolaminas en orina
de 24 horas

IRM contrastada de eje
craneoespinal*

IRM o TAC de
conducto auditivo
interno

Ultrasonido abdominal

TAC abdominal

Audiometria

EDAD DE INICIO
Infancia temprana
2 anos

11 anios

Inicio de sintomatologia (tinnitus,
vertigo, hipoacusia o pérdida de
equilibrio)

8 afios de edad, puede sustituirse por
IRM
18 afios de edad o antes en caso
necesario
Inicio de sintomatologia (misma que
para imagen de conducto auditivo
interno)

* Se refiere a imagen de encéfalo y médula espinal
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FRECUENCIA
Anual

Anual (mas frecuente

en hipertensos)
Anual

De acuerdo a
sintomatologia

Anual

Anual

De acuerdo a
sintomatologia



ANEXO 3

COSTO DEL PROGRAMA DE ESCRUTINIO

El programa de escrutinio basado en el protocolo de Cambridge, es costoso e implica
procedimientos invasivos. Como ejemplo, la siguiente tabla muestra el costo anual por
persona si el protocolo se realiza en una institucion piblica. Utilizamos el tabulador de
cuotas del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez
(INNN) actualizado a Abril de 2006. La primera columna “clave™ se refiere a la
clasificacion socio-economica del paciente, que se basa en el estudio realizado por el
departamento de trabajo social en cada caso. Los estudios que incluimos en el calculo del
total son: imagen por resonancia magnética contrastada con gadolinio de encéfalo y
medula espinal (sin incluir medula lumbar), tomografia axial computada de abdomen en
el caso de adultos y ultrasonido abdominal en el caso de nifios, una evaluacion
oftalmologica anual y la determinacion de catecolaminas en orina de 24 horas.

M Nim TAC  US  Evaluacion Catecolaminas i

OAE satade® ngiones PN s sbdowen Ofalmoligics  winaries 100 o Tobaladulo
1§10 2 S7600 15100 $8800  $10.00 $491.00 806500 $928.00
2 SMT00 2 $6%400 $37000 22700  $2500  $49100  $1437.00  $1,569.00
3 §104000 2 $208000 $114.00 $66800  $76.00 $49100  $331500  $3761.00
& 26400 2 $526800 S2837.00 S1676.00  $19200  $491.00  $762000  $8788.00
5 71300 2 $942600 $351300 $2999.00  $4300  $491.00  $1325000 $13773.00
6 $693000 2 $1386000 $5168.00 $441000 50400 $491.00  $19.26500 $20,023.00

* Costo por region estudiada

** No se realiza en el INNN; se solicita en laboratorio privado de referencia.
IRM: Imagen de resonancia magnética

TAC: Tomografia axial computada

US: Ultrasonido
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ANEXO 4
SECUENCIA DE REFERENCIA DEL GEN VHL (AF010238)

1: AF010238. Reports Homo sapiens von ...[gi:2282063]

LOCUS AF010238 14543 bp DNA linear PRI 24-NOV-2000

DEFINITION Homo sapiens von Hippel-Lindau tumor suppresscor (VHL) gene,
complete cds.

ACCESSION AF010238 U19763 U49746 U68055 U68176

VERSION AF010238.1 GI:2282063

KEYWORDS .

SOURCE Homo sapiens (human)

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..14543

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="3"
/map="3p25-26"

repeat region 141..438
/rpt_family="Alu"

gene 565..12993
/gene="VHL"
promoter 565..670
/gene="VHL"
mRNA join(643..1054,5392,.5514,8667..12993)
/gene="VHL"
axon 643..1054
/gene="VHL"
/number=1
5'UTR 643..714
/gene="VHL"
/note="5'UTR"
cbs join(715..1054,5392..5514,8667..8845)
/gene="VHL"

/note="elogin binding protein; VHL protein; pVHL"
/codon_start=1
/product="von Hippel-Lindau tumor suppressor"
/protein id="AAB64200.1"
/db xref="GI:2282064"
/translation="MPRRAENWDEAEVGAEEAGVEEYGPEEDGGEESGAEESGPEESG
PEELGAEEEMEAGRPRPVLRSVNSREPSQVIFCNRSPRVVLPVWLNFDGEPQPYPTLP
PGTGRRIHSYRGHLWLFRDAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKE
RCLOQVVRSLVKPENYRRLDIVRSLYEDLEDHPNVQKDLERLTQERIAHQRMGD"
intron 1055..5391
/gene="VHL"
/number=1
repeat region 1227..1440
/rpt_family="Alu"
repeat region 203B..2185
/rpt_family="Alu"
repeat region 3851..4074
/rpt_family="Alu"
repeat region 4299..4588
/rpt_family="Alu"
repeat region 5062..5351
/rpt_family="Alu"
exon 5392..5514
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intron

repeat region

reneat region

repeat reqgion

repeat region
repeat region
repeat region

repeat region

axon

3'UTR

/gene="VHL"
/number=2
5515..8666
/gene="VHL"
/number=1
5901..6187
/rpt_family="Alu"
6254.,.6558
/rpt_family="Alu"
6824..6981
/rpt_family="Alu"
7205..7493
/rpt_family="Alu"
7569..7620
/rpt_family="Alu"

7678..7867
/rpt_family="Alu"
8003..8292

/rpt_family="Alu"
8667..12993
/gene="VHL"
/number=3
8846..12993
/gene="VHL"

polyA signal

polyA signal

repeat region

polyA signal

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
181
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gaattcagtt
gatgcgccac
aaaaaaattc
gaggccaagg
cgagactccg
cagtaccaac
tgcagtgagc
tccaaaaaaa
tacagtaacg
cttctgecgea
cgagcgecgeg
tccgacccgce
c€ggagggcgg
tacggcecctg
tcecggecegg
ctgcgetegg
gtcgtgctgce
cctggcacgg
ccagcaggga
cggggaactg
gagcattctt
gctggagtgce
ttctectgee
gatttttata
aactgacctce

/note="3"'UTR"
12354..12359

/gene="VHL"

12408..12413

/gene="VHL"

12864..13154
/rpt_family="Alu"
12988..12993

/gene="VHL"

agttgacttt
cctcgaacct
agttagtcca
caggaggatc
tttcaaacaa
tactcgggag
caagctcgcg
aaaaaaaaca
agttggccta
cgcgcacagc
cgaagactac
ggatccecgcg
agaactggga
aagaagacgg
aggaactggg
tgaactcgcg
ccgtatggct
gccgecgcat
cgatagcacg
aggccccttg
tttttttttt
agtggcgcga
tcagcctect
tttttagtag
gtgatccgcc

ttgtacttta
tgttacgacg
ccaggcacag
acttgaaccc
caaataaaaa
gctgaggcga
ccactgcact
ccaaacctta
gectegecte
ctcecggeegg
ggaggtcgac
gcgtecggec
cgaggccgag
cggggaggag
cgccgaggag
cgagccctcc
caacttcgac
ccacagctac
gtctgaagcc
aggcaggaca
tttctetttt
tctcgactca
gagtagctgg
agacggggtt
cgcctcggece
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taagcgtgat
tcggcacatt
tggctaaggc
aggagttcga
taattagtcg
gacgatcgct
ccagcccggg
gaggggtgaa
cgttacaaca
ctatttcege
tcgggagegce
cgggtggtct
gtaggcgcgg
tegggegecg
gagatggagg
caggtcatct
ggcgagccgce
cgaggtacgg
cctctacegce
catccagggt
tctgagacgg
ctgcagcctc
gattacaggc
tcaccatgtt
ttcccaaagt

gattgggtgt
gcgegtcetga
ctgtaatccc
gaccagccta
ggcatggtgg
tgagccaggyg
cgacagagtyg
aaaaaatttt
gcctacggtg
gagcgegtte
gcacgcagcet
ggatcgcgga
aggaggcagg
aggagtccgg
ccgggcggcec
tctgcaatcg
agccctaccc
gccecggegcet
ccecggggtee
gacgctgctc
agtctcgctc
cgecetececgg
gtgcgccacce
ggtcaggctg
gctgggctta

tccecgtgtga
catgaagaaa
tgcactttga
ggcaacatag
tgecgegecta
aggtcaaggc
agaccctgtc
atagtggaaa
ctggaggatc
catcctctac
ccgecececcgeg
gggaatgccc
cgtcgaagag
cccggaagag
gcggeccegtyg
cagtccgege
aacgctgccg
taggcccgac
attttgcaga
gtaagcgtca
tgtcgcccag
gttcaagcga
gcgcceggct
gtctcgaact
tgggcatgag



1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

cctecegegece
tccecececcag
accccatctg
tggagaacac
atgttggcgce
ggagatggag
agagcaggat
tgagacctgg
ggcactgaaa
tggcccacge
tcaagtggtt
tcctggctaa
cgaactcctg
tgtaagccac
agttggagtc
atctccgact
caggcacgca
catgttggcc
aagtgctggg
agcagggaca
tttggagggg
gaataactag
agtagtccta
ccttgagggt
acagtatttc
attttgtatt
tgggtgcagt
cttgagccca
aaaaaaaaaa
ttgggaagct
gatggtgect
ctatcttgtce
gagtgtggag
caagcagtcc
tatgtectgge
tgcccagget
ttctagggta
gtgtgctgca
acttaatgca
agatccacct
tgctaaaaat
cgggaggctg
atcacaccac
aaaatggtaa
taaaatttcc
ttctgagaca
cctecttttgt
ctgtaatccce
ccatcctggce
cgtggtggcg
aacctgggag
acagagcgag
aatttacata
tttgcacttc
gtttgcaggg
atggtagcag
tataccttga
ttgtgaggac
gagaggtaag

cggcccagagq
tecceceacec
ttcagtccte
attcctecctg
cggaagagcc
gggttgcggt
ggagtaggaa
agtcttggga
tttettetttt
tagaatgcag
ctcttgcctc
tttetttett
acctcagatg
tgecgeecage
tggatctgtc
ccectggttcea
ctaccattcc
aggatggtct
attacaggcg
tgacattgtc
aaagactgct
gccttaccta
gtgtcactta
ggtgtactta
cagggatcaa
ttactccaaa
ggctcatgcce
ggagctggag
aaattcttga
gaggcaggaa
ctgaatagtt
ttttLtttet
gctggagttt
tcccagaget
taatttettt
gagacctcat
catgtgcaca
cccatagaga
ctgaattgta
gaggtcagga
acaaaagtta
aggcaggaga
tacactccag
cttttatgta
catcaaatct
acctcctect
ttgtgatgta
agcactttgg
taatacggtg
ggcacctgtg
gcggagcttg
actgcatctc
cagtaaaatg
cttgtttttg
tttgectgtga
aaagggcatg
gcatgtcact
tgactgagat
ctttttgtgt

cattctttat
cacgtgtatt
atgactccag
gggagactga
gaccgtgtgt
tgtgtggttt
ctagccaacc
gaggatgctt
tttttgagac
tggcgcgatt
agcctcccga
agtagagacg
atccacccge
cctttgaaag
gccagactgg
agcgattcte
cagctaattt
ccatctcctg
tgctgggatt
agatttatat
gtcgaggaag
aggtgcaggc
atctttacaa
atacactttt
catttctgta
atttttctgt
tgtgatctca
accagcctgt
aaaattagca
gatcacccga
gectgtactcet
tttttttttg
ggtggcatga
tcagcttcce
ttttatttet
ctoctttttta
acgtgcaggt
cctecgtetta
catttaaaaa
gttcaagacc
gctgcatgtg
attgcttgaa
cctgggcaac
tattttacca
gtaagtaaat
tcecttaaaca
tgcattttga
gaggccgagg
aaaccctgtc
gtcccagcta
cagtgagceg
aaaaaaaaaa
cacagatctt
agaagcactg
tttgtaatca
ggatttagag
tctectetcea
aatgttacta

aggtcagggg
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aaggccgaat
ttccectcaa
tgggccagtt
cagatgcaaa
ggcgtgggaa
cagttaagga
ctaggtaaga
aaaaggtgat
gggagtcttg
gcggctcatt
ggagcgggga
ggggtttcgt
cttggecctcce
tttttcagta
agtgctgttg
ctgcectcage
tttgtattct
cgctegtgat
tcggccacaa
actgaaaagc
cagttaggta
agtaatcttg
aggatttttg
acaccagact
ggctcctatt
gccecgattta
gcactttggg
gcaacatagt
gggcacattc
acccaggagt
agtctggtaa
agacaggatg
tcacggctca
aaagtagctg
atttttagta
ttttttttaa
ttgttacata
aaaaaagaaa
tggttaaaat
agcctgacca
gtggcatgcg
cctgggaggce
agagcaagac
aaatttaaaa
ttatgcccceg
gaatcttagg
aaattctggg
cgggcggatc
tctactgaaa
tttgggaggce
agatcgtgcc
aaaaagaaaa
agggtttgat
atttgagaag
cgtacttgac
ctttaagtac
gacttgtttt
gaagggcttt
aaatggagaa

agtttgcatt
agaaaagctg
ctgcgtagtc
gacaggaaca
attgacttac
gcacttceccg
ggttctagac
tttacceccta
ctctgcaage
gcaacatctg
ttactggcgt
cattttggct
caaagtgctg
tttatgtata
cacaatcttg
ctcccaagta
tagtagagac
ctgecetgett
cgtececgaccyg
tcacccaggt
gttgtgaaaa
ccatggcctt
caaggatcce
tctaatgtta
ttatatagga
atataaaaat
aggctgaggc
gagaccctgt
ctgcctttag
tggaggctac
cacagcaaga
tcectgetgtt
ttgcaccctt
ggactatagg
gagatgaggt
attttttatt
tgtaaacatg
ataacattac
ggtaaatgtt
atatggtgga
cctgtttagt
ggaggtggca
tcecatctcta
aattacaagt
aggaacaagt
gctggaggat
ccgggcgcag
acaagatcag
ataacaaaaa
tgtggcagga
actgcactcc
agaaaagaaa
gagttttctce
tcagtggcett
ctaggcttce
gcgctctttg
ctcatctgta
gtataatatt
aataggtgcce

tgaaggtggc
catccttaac
cctgececteg
agccagggtc
ctgcctgcetg
gagaaggaag
atgcgtgcgt
ggaatatggg
tggagtgcag
ccacctgggyg
gcgccaccac
aggctggtct
agattacagg
tatatttttg
gctcactgea
gctgggatta
agggtttcac
cggccteccca
aaagttttta
tgccaagtgg
cccaggtgag
taagcagaga
gatctttett
gatgaagaac
aattgtatga
ttactgagcc
aggaggattt
ctgtatttaa
tceccagcectac
agtgaactat
cccectgtetet
gcctgggcetg
aacctgggct
catgctccac
cttgctatgt
atactttaag
tgccatgttg
ttttgaaggt
tgaggcaggt
accctgtctc
ccecagctact
gtgagccaag
aataataaat
ttacatttct
gctatattta
tgecttectge
tggctcactc
gagattgaga
attagcecggg
gaatggcata
agcctgggceg
attctggtat
tcgacatgtt
tttctcttta
cttttccacc
cttactgtct
aatggatctg
taagcagagt
ctgactcaga



5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
B401
B461
8521

ccagtctgge
ggagtgcagt
tcectgectea
tttttgtatt
tgacctcatg
cgtgcccecage
ggctcttcag
tgccatctcet
acgttttact
aattaagcce
cctattctct
ttatggtgtc
cataggttag
gtgccctgga
ctgacttcta
gtgcagtgge
tgtctcagce
tgtattttta
ctcatgatct
cctggcctat
cttttettet
tggtgcgatt
agcctecetgg
tttagtagag
tgatctgecce
gcctgttttt
aagctcaaat
aacctcacta
agcacttagg
gacaacaaag
agcatatgcc
ggagtttgag
tgagatcctg
cataggatcc
atgagcattg
ccagtgagtg
ttteeeteet
cteggcetcac
agtagctggg
agacggggtt
gccteggect
tctaagtaca
cctttttttt
tgtgatcttg
agctgggact
gggggtttca
cctcagecte
tatttgttca
tagtcgttgg
ttttttectet
ggagtgcagt
tcccacctcea
tttttgtgta
gagctcaggc
ccatgcectgg
tttcaaaagt
agtgtcgett
tgaaattact
cactgccaca

tctttttttt
ggcgcegatcet
gcctcccgag
tttagtagag
atccgectge
caccggtgtg
agatgcaggg
caatgttgac
ttttaaaaag
agttctcaat
accataaata
tcaaaagcac
ttttgtagaa
gttccaggag
atttttttta
gcaatctcgg
tcccgagtag
gtagagacgg
gceecgectac
gtattttcaa
taatttttat
tcagctcact
gtagctgggg
atgaggtttc
acctcagcect
tttttetttt
gattttatca
aagaccagca
gaggctatgg
tgagacccca
tgtaggtcaca
gctgcagtga
tctcaaaaaa
aaactactat
ctaagttaaa
taaaatagga
ttgagacgga
tgcaagctcce
actacaggcg
tcaccgtttt
cccaaagtgce
cattgttttg
ttttttgaga
gctcactgca
acaggtgtgc
ccatgttgac
ctaaagtgct
taattctgta
tgtggctgee
tttetttttt
ggcatgatct
gcctcecccag
ttttgtagag
gatctactga
ccagggcctg
ataaaagcag
catcgacatt
acagaggcat
tacatgcact

tttttttttg
cggctecacgg
tagctgggac
acgaggttte
ctcggecctcee
gctctttaac
acacacgatg
ggacagccta
ataaggttgt
ttttgecctga
aaatggaagt
tttgggctct
ttgtagaatt
aacaatgtgt
tttttttgag
ctcactgcaa
ctgggactac
ggtttcaccyg
gcctccocaaa
tttaacacaa
ttttagagag
gcaacctctg
ttataggtge
accatgttgg
cccaaagtgce
aaatcattga
gggtaaaccc
gtgtgtggtg
cgggagggtce
gctccacaaa
gctatttggg
gccatgatea
agaaaaaaaa
gtgtgtatag
tttggtaaat
attgggatac
gtctcgetet
gcctccecggg
ccecgecacta
agccgggatg
tgggattaca
gttatgtgtt
cagagtctca
acctctgect
accaccaagc
caggctgatc
aggattacag
gtccaggctg
ttttgctgge
ctttttttte
tagctcactg
tcgectgggac
acggggtttc
cgttggectc
ttcctettta
aagtcagcag
cagttagtta
gaacaccatg
cacttttttt
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gagacggagt
caagctcecac
tacaggcget
accacgttag
caaagtgctg
aacctttgct
ggcttectggt
tttttgccaa
tgtggtaagt
tgtcaggcac
gatgtatttg
taagagacaa
acgaatgcct
agagcatgag
acagaatctc
cctcegecta
aggcgtgtge
tgttagccag
gtgctgggat
tcaagctcac
tctcacagtg
catcctgggt
ctgtcaccac
ccaggctgat
tgggattaca
agattggtat
taataaactg
gctcetgect
gcttgagacc
aaaatttttt
aggcttaggt
taccactgca
aactcaaaaa
atcctgtttt
ttgccttata
ccaattcagt
gtcgececcagg
ttcacgccat
cgcceggeta
gtctecgatct
ggcgtgagece
ttgtgactac
ctgtgtcacc
ctcgggttca
ctggctaatt
ttaaactctt
gcgtgagcca
ggctcagcta
agctgggggce
aagatagggt
caacctctge
cacaggcatg
gccatgttgce
ccaaagtgtt
tgtggtctet
gcctttttaa
aagcaatcac
aggtgtccat
ctttaaccta

cttgctectgt
ctcectgggtt
cgccacacac
ccaggacggt
ggattacagg
tgtcccgata
taaccaaact
tatcacactg
acaggataga
ggtatccaat
tacgttatgt
gcgaaattaa
tttgtttccc
atattttggce
gctgtgttag
ctgggttcca
cacccactct
gatggtctce
tacaggcatc
agtgccaatc
tcatccaggc
tcaagtgatt
acctggctaa
cttgaactce
ggcgtgagee
aatacttcac
atgttcctgt
gtaatcatgc
aggagttctt
tttaattacc
gggaggatcc
ctccagcecca
ccccccaaat
aaggaagtag
gaacaccctc
tgtactaaat
ctggagtgca
tcteectgect
attttttgta
cctgacctcg
accgecgcecg
caccccaaaa
caggctggag
agtgattctc
ttttgcattt
gagctcaggc
ctgcgecccag
ggcagttact
tgggcctgte
ctcactctgt
ctccagggct
tgccaccatg
caggctggtce
gggatcacag
ctagcagggt
ggcttcggce
aagcccagcc
agggggccat
aagtgagatc

cacccaggct
cacaccatte
ctggctaatt
cttgatctcc
tgtgggccac
ggtcaccttt
gaattatttg
ccaggtactg
ccacttgaaa
ctttttgtat
gttaaaggtg
agtatcatat
tggccaaatt
ttatttgttg
ctaggctgga
gcgattcectet
gataattttt
atctcctgac
agccacagca
agaggtgttt
tggagtgcag
ctecctgecctce
tttttgtatt
tgacctcagg
actgecgtcea
tatttgtttg
gggtaaaaaa
ctgtaattcc
gaccagcctg
tgggcatctt
cttgagccca
ggtgacagag
acatgggttt
atatataaaa
gagtacgttt
tttetttttt
gtggcgggat
cagcctccca
tttttagtag
tgatccgcecce
gcctagattt
ctaataacca
tgcagtggcg
ctgcttcagc
tagtggagac
agtctgcctg
cccaccgttt
ctgctggtgg
cctetttttt
cacccaggtt
caagtgatcc
cctggctaat
tcgaactcect
gcatgaacca
agctcagggc
tagaattgcce
catttcaaqgg
cagcataaca
catcagtagt



8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
2661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061

acaggtagtt
tgaggatttg
ccggagecta
agatctggaa
tgcacatcaa
cttttgatgg
aagtgtctca
actaggcatt
agagaagtat
ttgtatgtaa
taagaaggca
cggttggtga
aagtctttct
gtcagaggaa
tttgttgggg
gaatcatttt
ctcttgttga
gataatagca
gattatagta
gtaaatatgt
ttgtttttet
tcggctecact
caggtgcctg
tgttggccag
aaatggtggg
ggcaggacca
gcctggactg
ttaactcaaa
ccacttttgt
atttggaaaa
aaatacaatc
gttggttttt
actttataac
ctececectttta
tagcctttgg
cgcctgtaat
caagatgagc
atggcggcac
gtttaggaat
cagagcaaga
cacgcctgta
ttcgagacca
gctgggtgtg
cacttgaccce
tgtgtgacag
aatgagacac
aaatagtctt
tggagtgcag
ctcetggete
tgtgttttta
cttgtgatcce
tccagccagce
ctcttgttaa
gagaccaagqg
tgaaacctca
tcccagecact
tggctaacac
tggtgagcgce
ggaaggtgga

gttggcaaag
gtttttgcce
gtcaagcctg
gaccacccaa
cggatgggag
tactgatgag
ttctcagagt
gtgatgttta
ttatcaggag
ggaggtttat
ttggcatctg
cttgtctgcee
cctctttgag
caaaccaggg
ggtgggagag
tgtaggaagc
agtgectgttt
tttttgtaac
ttaatggaca
gacattcctg
gggatggagk
gcaacctctg
ccaccacgct
gctagtttca
attacaggtg
ggtggacttc
tttcatagtt
ttcaatgctt
tctactccett
gacagaaaac
acattaacat
acatagttga
ttaaatattg
taattaatgt
gcacaattcc
cccagtactt
ctgggctcat
acatctgtaa
tggaggcggc
ccectgectea
atcccagcac
gcctggccaa
gtggcgcatg
caggaggcga
agcaatactc
tccagtttte
tttttttttt
aggtgcgatc
accctectga
gtggagacgg
acccacctca
tttattattt
aacctgcagg
cggatggatc
tctecactta
ttgggaggce
gggtgaaacc
ctgtagtcce
gcttgcagtg

cctcttgtte
ttccagtgta
agaattacag
atgtgcagaa
attgaagatt
tcttgatcta
aaaataggca
ggggcaaaca
aaggtggtag
ataagtaatt
cttttaatgg
tecctgetttg
accccagtgc
gacactttgt
gggaccttaa
attttttata
tattactgtt
ttgccatceg
aataagtttt
attgatttgg
ctcactcttg
cctcctgagt
ggccaatttt
aactcctgac
tgtgggccac
cacctccagc
ttctaaatgt
ctatcagact
ccctaatagce
taaaaaggaa
tttgagctat
gattgtactg
ctctatgtta
ttgtgggtat
tgtgctcaaa
tgggaagcca
agtgagaacc
tcctagctac
agtgagtcat
aaaaaaaaaa
tttggggggt
catggtaaaa
cctgtaatcc
agattgcagt
ttgtcccaaa
cttctactcc
tttrttetet
tctgctcact
gctgggatta
ggtttcacca
gcctcccaaa
tttttaagct
ccgagcacag
acctgaggtc
aaatacaaaa
taggcgggtg
ccgtecteotat
agctactcga
agctgagatg
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gttccttgta
tactctgaaa
gagactggac
agacctggag
tctgttgaaa
gatacaggac
ccattgctta
tcacaaaatg
catttttget
cagtgggaat
atgtataata
ggaagactga
ctgcacatca
tagaaagtgc
aatgtgtaca
attttctaag
tctaaactag
cacagaaaat
tgctaaatgt
gtttttttgt
tcacccaggc
tcacgtaatc
tgtactttta
ctcaggtgat
cgtgectgge
ctctggtcect
acaaattctt
cagttttttg
tttttaaaaa
gaaaaaagat
ttcctteccag
ttcatacagt
gtataagett
ttcttggecat
aatgagagtg
aggtaagagg
cgtctataca
ttggcaggct
gagtatgcceg
Aaaaaaaaat
cgaggtgggc
cccecatttet
tagctactca
gagctgatat
aaaaaaaaaa
gaattttagce
ggggatggag
acaagctctg
caggcgcctyg
tgttgtcecag
gtggtgggat
gtctttgtgt
tggctcatgc
aggagctcaa
attgcecggec
gatcacgacg
taaaaaatag
gagcctgagg
gtgccactgce

ctgagaccct
gagcgatgcee
atcgtcaggt
cggctgacac
cttacactgt
tggttcctte
aaagaaagtt
taatttaatg
tcctagtaag
tgcagcatat
catccattct
ggcatccgtg
tgagccttca
ttagaggttc
gtgaacaaat
tcgtgcactt
gattgacatt
acgagaaaat
gagtatttct
tgttgttgtt
tggagtgcag
ctcctgagta
gtagagacag
cecgeccacct
tgattcagca
accaatggat
ataggctaga
taactaatag
aatctcccca
ccctattaga
cctttttagg
tttataccct
ttcacaaaca
gcatctttaa
acggctggca
attgcttgag
aaaaattttt
gaggtgagaa
ctgcactcca
tcaggceggg
agatcacctg
actaaaaaat
ggaggctgag
cgcaccattg
attcaaatca
tcctecttte
tcteectetg
cctcececgagt
ccaccatgcc
gatggtcttg
tacaggtgtg
caaaatgata
ctgtaatccce
gaccagcctg
gcggeggcte
tcaggaaatc
aaaaaattag
caggagaatg
actctaacct

agtctgtcac
tccaggttgt
cgctctacga
aggagcgcat
ttcatctcag
cttagtttca
aactgacttc
cctgcccatt
tcaggacagc
cgtttaattt
acatccgtag
aggcagggac
gtcagggttt
tgecctetatt
gtcttaaagg
tctcggtcca
ctacagttgt
ctgcatgttt
gttcecttttt
ttgttttgtt
tggcgccatc
gctgggatta
tgtttegeca
cagccteocccea
ttttttatca
tecatggagta
cttagattca
attttttttt
gtagagaaac
tacacttctt
gcagattttg
ttttcattta
ttagtatagt
ttecttatcce
tggtggctcce
cccagaactt
aaaaattagc
gatcattgga
gcctggggga
aatggtaggtt
aggtcaggag
acaagaatta
gcaggagaat
tactccagcc
gagtgaagtg
aacattcaac
ttgceccaggc
tcaagtgatt
tggctaattt
atctcctgac
agccaccgceg
gttcatgctc
agcattttgg
gctaacatgg
atgcctgtaa
gagaccatce
gcgggcgtag
gcatgaacct
gggcgacaga
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12121

‘12181

12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521

gtgagactcc
cgcctgtgag
cacaccattg
caaaaaaaaa
cctgtagecat
ctcttaagag
tgttttttaa
gttttaacta
atgggaagga
cctggatttt
aatgtatcac
tcggaaacaa
accagcaatt
tttgggaggc
catggtgaaa
ctgtaatccc
ggttgcagtg
tctcaaaaga
gcatgggcta
atactttgac
tcattggett
atccaaagca
gcgagtactt
acctacagcc
ttttttgtte
ggctgatttt
actcctggge
gattacaacc
atcataaagc
gtgtagaggt
tcececatacct
accaggtagg
taggaggatt
tagaaaaaaa
tgcactccag
catttttcac
gaaccccaac
gtgggtgggg
gaaagatggt
tgcttgectceg
attgtgttag

gtctcaaaaa
gcaggcgaat
cactcecagcc
acatgccgct
gaataatgtt
acggtgaagt
tacattaaat
ggcgcttctc
gatccaaaca
ttttttttat
tataaaaaat
agttttttece
atgttgagaa
Cagggcaggc
ccctatctcet
agctattcag
agctgagatt
aaaaaatata
gaaatcagtg
cctgggtett
cctgataccc
ctccaaaatc
aacacaaact
tgtgtctata
ctggctcata
taagtttttt
tcaagcgatc
ctcatttcag
ctcgttaaaa
tcctggaggg
tggtgtacgce
ccgggegtgg
gcttcagect
aagaacaacc
cctgggagac
tgagttctgt
ttgaagctgg
gcagtcttgg
gttggaagtg
ctctcgggaa
tgtggaatct

aaaaaacaaa
ctcttgaacce
tgggaaacaa
tgagtactgt
tgttttcatt
tcctatttca
ggtgctgagt
tctcagagag
taagccacca
ttaacattgt
tacacactac
catgaaaaca
taaggccagg
agatcatctg
actaaaaatt
gaggctgagg
gcaccattge
tatatataga
cactaaggat
tgtatcctcect
cttcaataca
caagagtcca
tgtttcacgt
aggtgtttat
actcccatag
gtagagatgg
ctccecacctt
agaaggtcct
cccatgagga
tggtgcgcce
atctcttcat
tggctcacac
gggagttcaa
aggagtggtg
agagcaagac
tagccactce
ttggtcagaa
ggactgaggc
aattagagga
gaaatctaca
aga
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aaccaaaact
¢gggaggcgg
gagtgaaatt
gtttttggtg
tcgaatcttg
agtttttttt
aaaggaaata
ttttgaaacc
gcctecattec
ttcttttage
agaaaaatat
gaacccaaaa
cgaggtggcet
aggtcaggag
aaaaaattag
caggagaatt
actctagcecct
gagagagaga
atgaaataga
tcttagcacce
gactgagtat
acgtgacgcce
gcaaaactgg
gaaactggtg
cccttgttac
ggtctecgetg
ggccteccaa
accccatacc
cagtggagag
agggagggga
ctgtatcctt
atataatccc
gataacatca
gcgcatgett
ctgctgtcte
agcaaattaa
gttctggagce
ctcaacctgce
tacctaattg
catttggaca

tatccaggtg
aggttgcagt
ccatctcaaa
ttgtccaagg
tgaatgtatt
gttttgtttt
ggcagggtgt
tgtttacata
aagtctctte
tttattttte
taagaagaaa
gggtaagtgg
cacgcctgta
tttgagacca
ctgggtgtgg
gcttgaacct
gggcaacgag
gagagaatac
tgtcaatgtg
tcagtcccac
ccctaatccea
acaagtggaa
ggaaaatatt
ttatgatgta
ggatgtgagc
tgttgceccetg
agccctggga
ctgggggaag
tgtcaggata
cagaagctct
cgtaatatce
agcactttgg
tagtgagatc
gcagtcccag
aaaaaaaaaa
acccaaagcg
cctaaacttg
aggatctgat
gtgttcactg
cgaaagtgtt

tggcggtggg
gagccaagat
accaaatttt
aaaattaaaa
aaatatatcg
gtttttaagc
gttgtgtggt
aaggcccaag
tctttecaac
ttataaaaga
aacattcaca
ttagtattte
atctcagcac
gcctggecaa
tggcatgtac
gggaggcgga
tgaaactccg
cacagtgagg
aacttttcgg
gctctgctag
aaaatttcaa
agttccacat
gcttacaatt
tatgttttct
caccttgecct
gctggtttta
ttacaggtga
gaatggtgac
gctgaactac
gcgcecectta
tttatgataa
gaggctgagg
ctgtctctac
ctgttcagtt
gactggtaaa
aaggtggtgg
ctactggtgt
attatttcca
cagaattgat

ctgggttggt
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Von Hippel-Lindau disease germline mutations in Mexican
patients with cerebellar hemangioblastoma
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de México; and Biologic Systems Department, CBS Division, Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco, Mexico City, Mexico

Object. Central nervous system (CNS) hemangioblastomas are benign vascular tumors arising either sporadically
or as a manifestation of von Hippel-Lindau (VHL) disease, a hereditary cancer syndrome. The authors studied a series
of patients with CNS hemangioblastomas and their families to identify germline mutations in the VHL tumor suppres-
sor gene and to establish a predictive testing and screening protocol.

Methods. Patients admitted between 2002 and 2004 to the Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia for hem-
angioblastoma were prospectively enrolled, together with their at-risk family members. The authors performed the mo-
lecular analysis of the VHL gene by using polymerase chain reaction and direct genetic sequencing. All asymptomatic
mutation carriers underwent genetic counseling and tumor surveillance. Ninety-eight individuals were tested for VHL
mutations — 23 symptomatic and 75 asymptomatic individuals belonging to 16 families. Seven of the families had def-
inite clinical criteria of VHL disease, five had sporadic hemangioblastoma, and four had CNS hemangioblastoma com-
bined with minor visceral signs. Molecular genetic testing identified five germline mutations in six of the definite VHL
families (sensitivity 85%), but none in the possible VHL and sporadic hemangioblastoma cases; four of these muta-
tions had been previously described and one is a novel mutation present in two unrelated families. After patients car-
rying the mutation were identified, they underwent clinical screening and asymptomatic VHL-related lesions were
identified in 43%.

Conclusions. Genetic testing for mutations in the VHL gene is crucial in patients with CNS hemangioblastoma. The
prompt identification of patients carrying the genetic mutation allows for a multidisciplinary screening protocol to de-
crease morbidity and mortality rates in these patients, while avoiding costly and invasive procedures for noncarriers.
Key Worps ¢ hemangioblastoma -«

von Hippel-Lindau disease * gene mutation

nign vascular tumors that may present sporadical-

ly or as a manifestation of the autosomal-dominant
hereditary cancer syndrome VHL disease.?'?* They affect
the cerebellum, brainstem, spinal cord, retina, and occasion-
ally supratentorial structures. Despite their histological be-
nign nature, they are associated with increased morbidity
and mortality rates as a result of their expansive nature and

C ENTRAL nervous system hemangioblastomas are be-

Abbreviations used in this paper: CNS = central nervous sys-
tem; INNN = Neurosurgery Clinic of the Instituto Nacional de Neu-
rologia y Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez; pVHL = von Hip-
pel-Lindau protein; RCC = renal cell carcinoma.
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their recurrent behavior in patients with VHL disease. 1718
In approximately 60 to 65% of all patients one or more CNS
hemangioblastomas develop, and more than 20% of all pa-
tients with apparently sporadic hemangioblastoma have a
germline mutation in the VHL gene.’?

Patients with VHL disease are also at a high risk for the
development of other vascular tumors and cysts, with an
observed incidence of 1:36,000 in Caucasians and a nearly
complete penetrance by the age of 60 years. The associated
tumors include endolymphatic sac tumors, benign cysts of
the pancreas and kidney, RCCs, pancreatic islet cell tumors,
benign or malignant pheochromocytoma, and epididymal
or broad ligament cystadenomas.” The life expectancy and
quality of life in patients with VHL disease are compro-
mised by the high incidence and recurrent nature of the neo-
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TABLE 1
Clinical classification of families prior to genetic testing
No. of No. of Cases (symp-

Clinical Diagnosis Families tomatic/asymptomatic)
definite VHL disease 7 84 (14/70)
possible VHL disease 4 8 (4/4)
sporadic hemangioblastoma 5 6 (5/1)
total 16 98 (23/75)

plasms, their malignant potential, and the side effects of cur-
rent therapeutic strategics.’

The cause of VHL discase is the presence of mutations in
the VHL tumor suppressor gene, which are heterozygous in
the germline of patients, and homozygous in the tumors and
cysts as a result of somatic loss of heterozygosity. The gene
maps to chromosome 3p25-26, and it encodes three iso-
forms of the pVHL protein, which is an ubiquitin ligase that
is involved in the mammalian cells’ sensing and response to
hypoxemia.'*'¢

The advent of molecular tools for an early diagnosis of
VHL disease has led to the possibility of preventive screen-
ing protocols that permit the early detection and treatment
of tumors in patients with VHL mutations, while allowing
the at-risk individuals, who do not carry a mutation, to dis-
continue costly and invasive monitoring strategies."”** Fur-
thermore, genotype—phenotype correlations have been re-
ported in affected families; several subphenotypes are now
recognized, based on the presence or absence of pheochro-
mocytoma and RCC."#

We performed a study of a series of families ascertained
through a proband with CNS hemangioblastoma to identify
disease-causing VHL mutations. Whenever a mutation was
identified, asymptomatic family members were offered the
possibility of undergoing predictive genetic testing and clin-
ical screening. To the best of our knowledge, this is the larg-
est analysis of VHL mutations in a Latin-American popula-
tion *2

Clinical Material and Methods

We prospectively enrolled all the patients with CNS hem-
angioblastoma admitted to the INNN, between 2002 and
2004. Sixteen probands were identified, and an extended
pedigree was obtained for each family. We organized genet-
ic counseling sessions for each family, in which all at-risk
individuals were invited to partake. All participants signed
informed consent forms approved by the INNN’s institu-
tional review board, and in the case of children, assent was
obtained if they were between 11 and 17 years of age.

A total of 98 individuals agreed to participate—75 were
asymptomatic and 23 exhibited some manifestation of eith-
er hemangioblastoma or VHL disease at the time of enroll-
ment (59 were female [60.2%] and 39 were male [39.8%],
and 34 were children < 18 years of age). All symptomatic
individuals underwent magnetic resonance imaging of cra-
niospinal axis and internal auditory canal, ophthalmological
examination, abdominal computerized tomography scan-
ning, and 24-hour urinary catecholamine determination.*

According to the evaluation, patients were classified into
three clinical groups: 1) definite VHL disease (if individu-
als fulfilled the chinical criteria proposed by Melmon and
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TABLE 2

Von Hippel-Lindau disease germline mutations in
patients with CNS hemangioblastoma

No. of Cases
wi Mutation

Type of No.of  (symptomatic/ VHL

Mutation Name* Mutation  Families  asymptomatic)  Phenotype
DelPhe76 in-frame I 4.(3/1) Type |
deletion
1012_1013insAY frameshift 2 19 (712) Type 1
insertion
DI2IG missense 1 1 (1) Type 2B
RI6IX nonsense 1 1 (1/0) Type |
P86S missense 1 1 (1) Type |

* Nomenclature according to Human Genome Mutation Database and
based on the genomic DNA sequence AFO102387,
1 The novel mutation.

Rosen" and modified by Neumann®); 2) possible VHL dis-
ease (when family history was suggestive of VHL disease
but the information could not be confirmed, or when the
proband only had a minor visceral sign, in addition to the
CNS hemangioblastoma); and 3) sporadic hemangioblasto-
ma (patients with a solitary CNS hemangioblastoma and a
negative family history).

In the families in which a pathogenic mutation was iden-
tified, we extended the genetic testing to all the at-risk in-
dividuals who had agreed to participate. The predictive
diagnostic testing and genetic counseling were offered ac-
cording to the recommendation of the American Society of
Clinical Oncology and with approval of the institutional re-
view board ?

We analyzed genotype—phenotype correlation in every
case, and all asymptomatic patients carrying the genetic
mutation were offered extensive genetic counseling and the
same screening protocol as their symptomatic counterparts.

We obtained genomic DNA from peripheral blood sam-
ples by using standard techniques. Polymerase chain reac-
tion was performed to amplify the three exons and promoter
of the VHL gene according to a previously reported pro-
tocol,"" with slight modifications; in particular, we amplified
exon 1 in two fragments instead of four. Polymerase chain
reaction products were purified before being sequenced us-
ing an ABI Prism 310 Automated Sequencer (Applied Bio-
systems, Foster City, CA)."”

Resulis

Sixteen probands with CNS hemangioblastoma agreed
to participate in the study. After receiving individual gene-
tic counseling, a family counseling session was scheduled.
Ninety-eight individuals attended the informative sessions
and, unexpectedly, all of them agreed to participate in the
genetic testing program. Of these, 23 were symptomatic and
75 asymptomatic.

Two of the children had already exhibited symptoms of
VHL: a 16-year-old girl harbored bilateral retinal angiomas
and unilateral amaurosis, pancreatic and renal cysts, in ad-
dition to one symptomatic cerebellar hemangioblastoma,
which was surgically removed at the age of 15 years; anoth-
er 12-year-old girl underwent surgery for cerebellar heman-
gioblastoma at the age of 9 years.
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TABLE 3
Tumors present in VHL gene mutation carriers*

Family Mutation Presentationt  Age (yrs) Tumors
A DelPhe76 symptomatic 34 2 cerebellar HBs, | spinal HB, multiple kidney cysts
symptomatic 35 3 cerebellar HBs
symptomatic 29 >3 cerebellar HBs
asymptomatic I none
B 1012_1013InsA  symptomatic RS | cerebellar HB, bilat retinal angiomas
symptomatic 16 4 cerebellar HBs. | bulbar HB. | spinal HB, bilat retinal angiomas, pancre-
atic & kidney cysts
symplomatic 26 | cerebellar HB, bilat retinal angiomas, pancreatic & kidney cysts, RCC
asymptomatic 28 | cerebellar HB
asymptomatic 7 none
asymptomatic 2 none
C 1012_1013insA  symptomatic 45 1 cerebellar HB, pancreatic & kidney cysis, RCC
asymptomatic 21 epididymal cystadenoma
asymptomatic 17 none
asymptomatic 12 none
asymptomatic 36 2 cerebellar HBs, pancreatic, hepatic, kidney & suprarenal cysis, bilat RCCs
asymptomatic 54 renal cysts
asymptomatic 13 none
asymptomatic 20 | spinal HB, pancreatic & kidney cysts
asymplomatic 30 2 spinal HBs
symptomatic 13 | cerebellar HB
asymptomatic 29 none
symptomatic 30 1 cerebellar HB, pancreatic & kidney cysis
asymptomatic 9 none
D DI21G symptomatic 29 2 cerebellar HBs, bilat retinal angiomas, pancreatic & kidney cysts, RCC,
pheochromocytoma, broad ligament cystadenoma
E RI6IX symptomatic 32 3 cerebellar HBs, pancreatic & kidney cysts
F P86S symptomatic 30 1 recurrent cerebellar HB, kidney cysts, bilat RCCs

* HB = hemangioblastoma.

t Presence or absence of clinical manifestations of VHL disease prior to clinical and imaging scrutiny.

The symptomatic patients had clinical criteria indica-
tive of definite VHL disease in 14 cases (seven families),
of possible VHL disease in four cases (four families), and
sporadic hemangioblastoma in five cases (five families)
(Table 1).

Molecular genetic analysis allowed us to identify muta-
tions in six of seven families with VHL disease (26 muta-
tion carriers), but none in the possible VHL disease cases or
sporadic hemangioblastoma cases. We found five different
mutations: four previously described mutations (one in-
frame deletion, one nonsense mutation, and two missense
mutations),'**'** and a novel mutation (a one base insertion)
present in two unrelated families (Table 2).

As expected, families carrying a protein truncating muta-
tion had a VHL disease Type 1 phenotype, although in one
family with a missense mutation (P86S) there was no evi-
dence of pheochromocytoma. One family meeting the clin-
ical criteria of VHL disease tested negative to mutations in
the VHL gene; however, large deletions were not excluded
by the present approach.

The clinical and imaging screening of asymptomatic pa-
tients carrying the genetic mutation showed that six (43%)
of 14 individuals already had VHL lesions of which they
were unaware. In the case of the symptomatic mutation car-
riers, complete screening also identified new tumors.

A total of 49 CNS hemangioblastomas were identified in
the complete cohort; 17 were identified in noncarriers of
VHL mutations (11 individuals) and the remaining 32 tu-
mors affected 16 mutation carriers (Table 3). Ten were spi-
nal hemangioblastomas, affecting six individuals: two with-
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out mutation and four with mutation in the VHL gene. There
were three individuals with two spinal hemangioblastomas,
two carrying the 70/2_1013insA mutation, and in the other,
a sporadic case, no mutation could be identified. The re-
maining 39 hemangioblastomas affected the cerebellum;
we found no brainstem or supratentorial tumors, except for
one mutation carrier (/012_1013insA) in whom two spinal
hemangioblastomas and suprasellar meningioma were pre-
sent. Central nervous system hemangioblastomas were the
initial manifestation of disease in all but two cases, in which
retinal angiomas caused the first symptom. One patient died
of complications due to resection of the third recurrence of
a cerebellar hemangioblastoma.

The associated clinical manifestations in cases of muta-
tion carriers were polycystic kidney disease in 10 (38%),
pancreatic cysts in eight (30%), retinal angiomas in four
(15%), RCC in four (15%), epididymal or broad ligament
cystadenoma, and pheochromocytoma in one (4%) indi-
vidual. Secondary biliary cirrhosis due to obstruction of the
biliary duct by multiple pancreatic cysts developed in one
1012 _1013insA mutation carrier (Table 3).

When analyzing the 12 individuals with tumors that carry
the novel 1012_1013insA mutation (mean age 30.25 years,
range 13-54 years), eight (66%) had one or more cerebellar
hemangioblastomas, two (16%) presented with one or more
medullar hemangioblastomas, three (25%) harbored bilater-
al retinal angiomas, seven (58%) had renal cysts, six (50%)
harbored pancreatic cysts, three (25%) had RCC, and one
(8%) harbored an epididymal cystadenoma (Fig. 1).

Family history of VHL-related tumors was reported by
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FiG. 1. Pedigree of Family C carrying the /012_1013insA. Black upper-left quadrant = one or more cerebellar hem-
angioblastomas; black upper-right quadrant = one or more medullar hemangioblastomas; black lower-left quadrant = vis-
ceral lesions including renal and/or pancreatic cysts and/or kidney cancer; black central spot = mutation carrier; gray central

spot = nonmutation carrier.

five (71%) of seven of the definite VHL disease probands
but by none of those with possible VHL disease or sporadic
hemangioblastomas.

Discussion

We analyzed a prospective series of patients presenting
with CNS hemangioblastoma to identify germline muta-
tions in the VHL tumor suppressor gene. We identified five
mutations in six families; four of the mutations have been
described previously, but the 1012_1013insA is a novel mu-
tation. This out-of-frame insertion in exon | was present in
two unrelated families, and cosegregates with the disease.
In Family B, 10 individuals underwent testing (four were
symptomatic and six asymptomatic, of whom three were <
10 years of age), and all the clinically affected individuals
carried the mutation. The three asymptomatic individuals
were noncarriers, whereas in two of three asymptomatic
children the mutation was present. The second family with
the 1012_1013insA mutation, Family C, consisted of 46 in-
dividuals who underwent testing: three were clinically af-
fected and 43 described themselves as asymptomatic. Test-
ing of DNA samples identified 13 mutation carriers, which
included the three symptomatic patients, five with asymp-
tomatic VHL disease lesions, and five without evidence of
VHL disease-related lesions (age range 9-29 years; Fig. 1).

The 1012_1013insA mutation is out-of-frame, leading to
a modification of 31 amino acids downstream and a prema-
ture stop codon at nucleotides 5441-5443 (amino acid resi-
due 131). The modified amino acids are located in a domain
common to all pVHL isoforms, the highly conserved cct-
binding domain of the protein, involved in the formation
of the pVHL elongin complex that is crucial for tumor sup-
pression. Furthermore, the mutant protein is prematurely
truncated and lacks the C-terminal half of exon 2 and exon
3 completely, which includes the nuclear export signal and
the elongin C binding site of pVHL. Thus, this truncated
protein would affect the two functional isoforms of pVHL:
the major isoform pVHL30 and pVHL19, but not isoform
2, which lacks exon 2 but is not functional .*!?

We analyzed phenotype-genotype correlations for all the
mutations identified in this study, because it has been shown
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that the pattern of mutations present in familial VHL dis-
ease correlates with clinical subclassification in terms of
predisposition to tumor type.”?* Twenty-three individuals
carried a protein-truncating mutation (R/6/X and 1012_
1013insA) or a small deletion (DelPhe76). Seventeen of
them had a VHL Type | phenotype; the remaining eight are
young and have not developed VHL discase—related tu-
mors. This is in accordance with previous reports in which
investigators have proposed that deletions, protein-truncat-
ing mutations (frameshift and nonsense), and some mis-
sense mutations, are associated to a low risk of pheochro-
mocytoma.'”*

Two missense mutations (D/21G and P86S) were iden-
tified in one family each. The patient carrying the DI12/G
mutation has the full VHL phenotype (2B), including mul-
tiple cerebellar hemangioblastomas, bilateral retinal an-
giomas that have caused bilateral amaurosis, multiple
pancreatic and renal cysts, unilateral RCC, one pheochro-
mocytoma, and broad ligament cystadenoma. The family
history of this patient is negative for the disease; one pos-
sibility is that she carries a de novo mutation, which is the
case of up to 20% of patients with VHL disease,” aithough
we could not rule out the possibility of nonpaternity. This
mutation was described initially in 1994 by Whaley, et al.,”
and has been associated with an increased risk of pheochro-
mocytoma, albeit not in the hotspot associated with type 2B
(codon 167).

One individual with Type 1 VHL disease, and with no
family history of pheochromocytoma, carried another mis-
sense mutation, P86S. Missense mutations have traditional-
ly been associated with a high risk of pheochromocytoma;
this mutation has been reported in a Japanese patient har-
boring a sporadic cerebellar hemangioblastoma,' two indi-
viduals only described as having “VHL disease,”* and one
individual with RCC and one pheochromocytoma.’*? The
affected individuals in our Family D have died at an early
age; the prospective follow-up study of the proband will de-
termine if there is an increased risk for pheochromocytoma
in this family.

We also compared the phenotype of the two families pre-
senting with the novel 1012_1013insA mutation, both clas-
sified as Type 1 VHL disease based on the lack of history of
pheochromocytoma. There was a high incidence of heman-
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gioblastoma in both families, with 83% of the affected indi-
viduals harboring one or more CNS hemangioblastoma. In
one asymptomatic individual a suprasellar meningioma and
two spinal hemangioblastomas were present; meningiomas
have previously been reported as an unusual manifestation
in patients with VHL disease.'® Because the earliest presen-
tation of CNS hemangioblastoma occurred in a 9-year-old
girl, we proposed early mutation detection and screening in
the rest of the family members.

The disease manifestations were similar in both families,
except for a striking difference in the risk of retinal angio-
mas. In Family B bilateral retinal angiomatosis was doc-
umented in three of four symptomatic individuals, whereas
this lesion was absent in Family C. We intentionally reques-
tioned members of Family C to determine whether relatives
we did not interview had experienced visual problems, but
that was not the case. In addition, the overall incidence of
retinal angiomas in this series was lower (in four [15%] of
26 mutation carriers) than the usual 40 to 60% reported in
other series.***** Webster, et al.,” analyzed data obtained in
a large cohort of patients carrying the VHL mutation and
found no correlation between mutation type and risk of ret-
inal angiomas. More recently, Zatyka, et al.,”” described the
association of a single nucleotide polymorphism in the cy-
clin D1 (CCNDI1), with a modified risk for retinal angio-
mas. It would be interesting to analyze the CCNDI geno-
type in this cohort.

Our predictive testing and screening protocol helped us
identify asymptomatic tumors in 43% of the at-risk individ-
uals, as well as asymptomatic tumors in previously affect-
ed individuals. In the case of the asymptomatic patients, be-
cause this is the first time they were screened for tumors,
their future morbidity and prognosis remain to be seen. It is
our hope that the early detection of the neoplasia will lead
to improved surveillance, treatment, and therefore outcome
in this cohort, but this issue should be addressed in a future
study when time has allowed for prospective follow-up
evaluation and comparison of data in these patients with
those in their symptomatic counterparts.

Thus far, this strategy has allowed for careful planning to
determine appropriate treatment options, as exemplified by
a 36-year-old asymptomatic woman, in whom we identi-
fied bilateral RCC that was still encapsulated and permitted
nephron-sparing surgery with a low risk of metastases.

Conclusions

The present study illustrates the relevance of undertaking
genetic testing in all patients with CNS hemangioblasto-
ma to identify carriers of mutations in the VHL gene. The
prompt identification of asymptomatic mutation carriers al-
lowed for a multidisciplinary screening protocol to decrease
morbidity and mortality rates in these patients, while avoid-
ing costly and invasive procedures for noncarriers. This is
also important in countries such as Mexico, where limited
medical resources are a consideration. In our population,
one novel mutation was present in two unrelated families. It
remains to be investigated if this is a common mutation in
Mexican patients with VHL disease.
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ANEXO 5

UBICACION DE LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS (CON RESPECTO A LA
SECUENCIA DE REFERENCIA DEL GEN VHL, AF010238)

INSERCION 1012 1013insA EXON 1
421 tccaaaaaaa aaaaaaaaca ccaaacctta gaggggtgaa aaaaaatttt atagtggaaa

481 tacagtaacg agttggecta goctegecte cgttacaaca goctacggtg ctggaggatc

541 cttctgcgeca cgogcacage ctcc'bqqgg_g;g;gggpgg'gpgqgcgggc catcctctac
601 cgagcgcgeg cgaagactac ggaggtcgac tecgggagege ngquggqg_ggggggggpg __________
661 tccgaccegl] ggatccegeg gegtecggee cgggtggtet ggatcgegga ggofigece
721 cggagggcgg agaactggga cgaggccgag gtaggegegg aggaggcagg cgbcgaagag \
781 tacggccoctg aagaagacgg c¢ggggaggag tcgggegocg aggagtcocgg cccggaagag

B41 tceggoccgg aggaactggg cgccgaggag gagatggagg cogggeggoc goggecoghtg

901 ctgcgetcegg tgaacteogeg cgagcecoctcc caggtcatct tctgeaatcg cagtecgcoge

961 gtcgtgetge ccgtatgget caacttcgac ggcgagccge agccctacc‘ctgcccj_ S=aE=
1021 cctggcacgg gocgocgcat ccacagctac cgaggtacgg goccggogct taggcccgac —

1081 ccagcaggga cgatagcacd gtctgaagcc cctctaccgc cccggggtcc attttgcaga

5341 cgtgcccage caccggtgtg getctttaac aacctttget tgtccegata bl;qapggq;___

5521 acgttttact ttttaaaaag ataaggttgt tgtggtaagt acaggataga ccacttgaaa

DELECION Delphe76 EXON 1

421 tccaaaaaaa aaaaaaaaca ccaaacctta gaggggtgaa aaaaaatttt atagtggaaa
481 tacagtaacg agttggccta gectcgecte cgttacaaca gectacggtg ctggaggatc
541 cttctgegea cgegeacage ctedfgecgg ctatttcege gagegegtte catcctctac

601 cgagcgegeg cgaagactac ggaggtcgac tcgggagoge [geacgcaget ccgeccegeg
661 [lloaccedll ggatccegeg gegtecggee caggtggtet ggatcgegga gogaliece
721 cggagggcegg agaactggga cgaggecgag gtaggcgegg aggaggceagyg cgtcgaagag k
781 tacggccctg aagaagacgd cggggaggag tcgggcogocog aggagtcocgg cccggaagag
B41 tcecggecegyg aggaactggg cgcocgaggag gagatggagg cogggeggec goggoocogtg
901 ctgcgctegg tgaactcgeg cgagccctcc caggtcatct tctgcaateg cagtcogegce
961 gtcgtgetge ccogtatgget caacttegac ggcgagocgce agccctacce aacgcetgcoceg
1021 cctggcacgg gccgecgeat ccacagctac CQ@.HEQ?SH_999299999!.5299?99&?9 ______

1081 ccagcaggga cgatagcacg gtctgaagcc cctctaccgce cccggggtce attttgcaga

SENTIDO ERRONEO D121C (Aspl21Gly) EXON 2
5341 cgtgceccagec caccggtgtg gotctttaac aacctttget tgtcccgata caccttt

5461 tgccatctet caatgttgac ggacagecta tttttgecaa tatcacactg ccalgftactg
5521 acgttttact ttttaaaaag ataaggttgt tgtggtaagt acaggataga ccacttgaaa
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SENTIDO ERRONEO PB6S (ProB86Ser) EXON 1

541 cttectgegeca cgegeacage ctcdflgccgg ctatttccge gagegegttc catcctctac
601 cgagcgegeg cgaagactac ggaggtcgac tcgggagege fcacgeaget cecgeccegeg
661 tcegaccedl] ggatecegea gegtcegolil] Beggtaatet guatcgcgga gggflatgece
721 cggagggcgg agaactggga cgaggcegag gtaggegegg aggaggcagg cgtcgaagag
781 tacggcectg aagaagacgg cggggaggag togggegecg aggagtcoogg cccggaagag
841 tcecggcecgg aggaactggg cgccgaggag gagatggagg ccgggeggec geggocegtbg
901 ctgcgctogg tgaactcogeg cgagecctcec caggteatct tetgeaatcg cagtecgege
961 gtcgtgetge ccgtatggcet caacttcgac ggcgagocgc agecctaccc aacgetgeeg
1021 cctggeacgg gocgecgoat ccacagcetac cgagtacgg geccggeget taggoccgac

8641 tgaggatttg gtttttgece ttccaffigta tactctgaaa gagfiifigcc tccaggttgt
8701 ccggagocta gtcaagooctg agaattacag gagactggac atcgtcaggt cgctctacga
8761 agatctggaa gaccacccaa atgtgcagaa agacctggag cggctgacac aggagcgcat

8821 tgcacatcaa cggatgggag attgaflgatt tctgttgaaa cttacactgt ttcatcteag
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