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SECUENCIACION MASIVA DE DNA Y APLICACION PRACTICA
AL DIAGNOSTICO DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

MARIA INIGUEZ MARTINEZ*
BEGONA EZCURRA GARCIA!
ANGEL BREA-HERNANDO?
JUAN CABELLO"

RESUMEN

En los ultimos anos se han desarrollado las tecnologias de secuenciacion
de DNA de alto rendimiento capaces de generar millones de secuencias de
DNA en poco tiempo y con costes cada vez mas reducidos. Estas técnicas
han revolucionado el mundo de la genémica contribuyendo al descubri-
miento de importantes hitos cientificos como replantear el concepto de gen
0 caracterizar nuevos genes y genomas. Gracias a su capacidad han emergi-
do nuevas aplicaciones todas ellas trasladables al diagnéstico molecular de
enfermedades. Una de estas aplicaciones, la secuenciacion del exoma, ha
sido utilizada en este trabajo para identificar mutaciones implicadas en el
desarrollo de hipercolesterolemia familiar (HF) en un paciente con sospe-
cha de padecer de HF de etiologia molecular desconocida.

Palabras clave: Genomica, Ultrasecuenciacion, exomas

High-throughput DNA sequencing technologies have been developed in
the last few years. They can generate millions of DNA sequences in a short
time and with lower costs. These techniques have revolutionized the genomic
area and have contributed to significant discoveries as redefining the concept
of the gene or characterizing new genes and genomes. Thanks to their capa-
bilities, new applications have risen, all of them applicable to molecular diag-
nosis of diseases. One of these applications, exome sequencing, has been used
in this work to identify mutations involved in Familiar Hipercholesterolemia
(FH) in a patient affected by HF of unknown molecular etiology.
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1. SECUENCIACION MASIVA Y APLICACIONES

Determinar la secuencia del DNA es la forma mas exhaustiva de obtener
informacion acerca del genoma de cualquier organismo vivo. Con este obje-
tivo, en 1975 Frederick Sanger desarrollé el método de secuenciacion de
DNA conocido como método de Sanger, el cual ha dominado la investiga-
cion en genomica durante los Gltimos 30 anos y ha logrado hitos tan signi-
ficativos como la secuenciacion del genoma humano completo. Mediante
esta tecnologia se han identificado desordenes genéticos y se ha hecho
posible la deteccion de mutaciones somaticas como método diagndstico cli-
nico (Taylor et al, 2011; Sosman et al, 2012).

En el ano 2005 se comercializo la primera plataforma de pirosecuenciacion
masiva en paralelo (454 Genome Sequencer de Roche) y comenzo la nueva era
del andlisis gendmico de alto rendimiento conocido como ultrasecuenciacion,
secuenciacion masiva o secuenciacion de nueva generacion. Estas tecnologias
han transformado el campo de la genética, han reducido sustancialmente el
coste de secuenciar grandes regiones genémicas y han permitido realizar expe-
rimentos que hasta el momento no eran técnicamente abordables.

En la actualidad existen tres principales proveedores de plataformas de
ultrasecuenciacion en el mercado: Ilumina con sus Genome Analyzer,
HiSeq y Myseq, el sistema 454 de Roche y el sistema SOLID de Life Techno-
logies. Las tres tecnologias comparten caracteristicas comunes que han sido
ampliamente descritas en la bibliograffa (Shendure J et al., 2008; Voelkerding
et al., 2009). Todas realizan una secuenciaciéon masiva en paralelo de millo-
nes de moléculas de DNA amplificadas clonalmente que se encuentran sepa-
radas espacialmente en una celda de flujo o en una placa picotituladora. Este
diseno tecnologico es un cambio de modelo respecto al método de secuen-
ciacion de Sanger que estd basado en la separacion electroforética de pro-
ductos con terminador marcado con colorante producidos en reacciones de
secuenciacion individuales y que es capaz de procesar 96 o 384 secuencias
de DNA en paralelo. En la secuenciacion masiva, la secuenciacion se realiza
mediante ciclos repetidos de extensiones de nucleétidos ejecutados por una
polimerasa o por ciclos iterativos de ligacion de oligonucledtidos. Como pro-
ceso masivo en paralelo la ultrasecuenciacion genera desde cientos de mega-
bases a cientos de gigabases de secuencias de nucleétidos en una Unica
carrera de analisis. Ello hace que la secuenciacion masiva necesite del apoyo
indispensable de la bioinformatica para la recoleccion, procesamiento y
organizacion de estas grandes cantidades de datos y lo convierta en infor-
macion util.

Dada la escala y la eficiencia de secuenciacion alcanzada en la actualidad
por estas tecnologias, se ha realizado un progreso impredecible en diferentes
areas, desde el andlisis de genomas hasta el estudio de como las proteinas
interaccionan con los acidos nucleicos. Ello ha hecho que los investigadores
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estén utilizando el poder de las tecnologias de ultrasecuenciaciéon para abor-
dar un diverso rango de problemas biol6gicos que estin en aumento.

Su diverso espectro de aplicaciones incluye:

« El andlisis gendmico de genomas enteros de cualquier organismo vivo,
desde microorganismos hasta el ser humano, incluyendo el reino vegetal.
Mediante secuenciacion masiva se han caracterizado nuevos genomas de
organismos nunca secuenciados por completo y se han caracterizado de
nuevo genomas ya analizados con el objetivo de buscar variaciones de
secuencia entre muestras e identificar nuevos genes asociados a enfermeda-
des raras y comunes (Goh et al, 2012). Esta tecnologia hace viable el estu-
dio de la evolucion de especies, la genética de poblaciones y la genémica
comparativa. Asimismo han aparecido nuevas aplicaciones como el estudio
de la diversidad microbiana en muestras clinicas y medioambientales a tra-
vés del andlisis metagenémico (Holmes et al, 2012; Hazen et al, 2012).

e Mediante la ultrasecuenciacion del RNA es posible analizar la expresion
génica y estudiar su regulacion. El transcriptoma es el conjunto de RNAs
mensajeros expresado en un organismo en una determinada circunstancia,
como pueden ser un momento, tejido o célula concreto. Al contrario que el
genoma caracterizado por su estabilidad, el transcriptoma cambia dinamica-
mente bajo el efecto de diversos factores. Gracias a la secuenciacion masiva
se ha avanzado en la descripcion y cuantificacion de transcriptomas. Se ha
conseguido una caracterizacion mas compleja de los transcritos de RNA
mejorando el mapeo de sitios de inicio de la transcripcion, andlisis especifi-
cos de hebra, descubrimiento de fusiones entre genes, y deteccion de even-
tos de splicing alternativo (Wang ef al, 2009; Ozsolak et al, 2011). Asimismo
mediante la secuenciacion masiva de RNA es posible identificar y cuantificar
pequenos RNAs, moléculas muy importantes en la regulacion de la expre-
sion génica y cuya implicacion en multitud de procesos, asi como en el des-
arrollo de enfermedades, se estd poniendo de manifiesto en los ultimos
tiempos (Anglicheau et al, 2010; Pritchard et al, 2012).

« El potencial de la ultrasecuenciacion también permite estudiar alteracio-
nes epigenéticas principalmente a través del estudio de cambios en la meti-
lacion del DNA o modificaciones de histonas mediante ultrasecuenciacion
(Sukuki et al, 2013). De esta manera se hace factible el estudio de la regula-
cion de procesos tan importantes como la diferenciacion celular y la apari-
cion o desarrollo del cancer.

« Mediante el proceso conocido como ChIPseq es posible identificar sitios
de unioén de proteinas al DNA vy estudiar las interacciones de proteina-DNA
o modificaciones de la cromatina (Furey, 2012).

Combinando los datos obtenidos mediante todos estos métodos de ultra-
secuenciacion (DNA-seq, RNA-seq, ChIP-seq) se logrard por tanto una
mejor comprension de toda la informacién contenida en un genoma. Con
esta finalidad se estin desarrollando grandes proyectos colaborativos a nivel
mundial cuyos frutos quedaran a disposicion de la comunidad cientifica y
médica en bases de datos.
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Uno de ellos es el proyecto ENCODE (Encyclopedia Of DNA Elements)
que analiza de manera intensiva el genoma humano (http://encodepro-
ject.org/ENCODE/). Hasta la fecha ha realizado grandes aportaciones como
mostrar todos los transcritos primarios y maduros, asi como la localizacion
de las principales modificaciones de histonas, los sitios de union a factores
de transcripcion, sitios de inicio de la transcripcion, sitios hipersensibles a
DNAsa, etc, todo ello unido a datos de expresion génica, de replicacion y
del nimero de copia de esas regiones. Gracias a este proyecto se ha cam-
biado la vision tradicional segin la cual un gen da lugar a uno o varios
transcritos alternativos que codifican una proteina o sus isoformas y se ha
descubierto que los genes son mas complejos de lo que hasta ahora se pen-
saba. Una misma region gendémica puede codificar distintas proteinas y ade-
mas dar lugar a otros transcritos en ambas cadenas. Esto ha llevado a
replantear el concepto de gen que se definiria como la union de secuencias
genomicas que codifican un conjunto coherente de productos funcionales,
potencialmente solapantes. Esta nueva definicion probablemente conllevara
el aumento del nimero total de genes del genoma humano (Maher B, 2012;
ENCODE Project Consortium, 2012).

Comprender la relacién entre variaciones en el DNA y enfermedad ha
sido uno de los mayores objetivos de la investigacion en genética. Sin
embargo, la identificacion de variaciones especificas en enfermedades com-
plejas sigue siendo un reto. Una aproximacion para resolver este desafio es
catalogar la variacion genética a lo largo del genoma e intentar asociar esas
variantes a un fenotipo particular. Con este objetivo se ha creado el proyec-
to 1000 genomas, cuyo objetivo principal es catalogar la variacion genética
en la especie humana y relacionarla con el riesgo de incidencia de algunas
enfermedades (1000 Genomes Project Consortium, 2010; 1000 Genomes
Project Consortium, 2012)

La mejora en la deteccion de nuevas variantes por medio de la secuen-
ciacion masiva también puede aplicarse a la identificacion de nuevas muta-
ciones somadticas en cancer. Con esta idea se ha creado un grupo de
investigacion colaborativo denominado Consorcio Internacional del Geno-
ma del Cancer (http://icgc.org/). A él pertenecen 9 paises con el objetivo
comun de estudiar los cambios genéticos, transcriptomicos y epigenéticos
presentes en 50 tipos de cancer con gran importancia clinica y social a nivel
mundial. Con los datos obtenidos en estos estudios provenientes de cientos
de muestras se espera conseguir un conocimiento mas profundo de la pato-
génesis del cincer que redunde en nuevas terapias y nuevos métodos diag-
nosticos (International Cancer Genome Consortium, 2010). En este
proyecto, Espana es la encargada de la secuenciacion genomica y epigeno-
mica de la leucemia linfitica cronica a través del Proyecto genoma Leuce-
mia linfatica crénica — Espana del cual ya se han publicado los primeros
hallazgos (Andrew et al, 2013).

También se estdn realizando esfuerzos para analizar y caracterizar los
microorganismos que colonizan el cuerpo humano y su potencial alteracion
en enfermedades cronicas (Weinstock, 2012). Para aportar luz sobre este

Niim. 31 (2013), pp. 223-236

ISSN 0213-4306 | Z#ba



SECUENCIACION MASIVA DE DNA'Y APLICACION PRACTICA
AL DIAGNOSTICO DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

tema naci6 el Proyecto Microbioma Humano cuyo objetivo es caracterizar
las comunidades microbianas de diferentes sitios del cuerpo humano (piel,
boca, tracto vaginal, intestino, y cavidad nasal) para encontrar correlaciones
entre cambios en el microbioma y la salud o enfermedad humana
(http://www.hmpdacc.org/) (Aagaard et al, 2013).

Aunque quedan numerosos desafios por resolver en cuanto a la aplica-
cion de la secuenciacion masiva al ambito clinico, la evolucion vy el refina-
miento de las tecnologias de ultrasecuenciacion proporcionardn la base
para desarrollar una nueva era de medicina personalizada basada en el ana-
lisis genémico personalizado como el que se muestra en el presente traba-
jo. Se trata de un caso de prueba de concepto de aplicacion clinica de la
secuenciacion masiva del exoma realizado en la Plataforma de Gendmica
del CIBIR. Esta unidad creada a mediados de 2010 proporciona servicio de
ultrasecuenciacion a investigadores y clinicos de ambito nacional. Esta con-
cebida como un servicio de apoyo a la investigacion para usuarios internos
y externos, y para desarrollar esta labor cuenta con un equipo de secuen-
ciacion masiva de Illumina con capacidad para secuenciar hasta 95 gigaba-
ses de DNA en cada carrera. Con este equipo de secuenciacion masiva se
puede abordar practicamente cualquier proyecto dentro del ambito de la
gendmica, destacando:

« Secuenciacion de novo de genomas completos.

« Re-secuenciacion en busca de variantes genéticas.

« Analisis estructurales de DNA.

« Perfiles de expresion génica de mRNAs y microRNAs a escala global.

« Estudios transcriptomicos

« Interacciones DNA-proteina y técnicas de inmunoprecipitacion de croma-
tina ChIP.

« Estudios de metagendmica y epigenomica.

2. APLICACION CLINICA DE LA SECUENCIACION DE EXOMA PARA
EL DIAGNOSTICO DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enfermedad hereditaria que
se manifiesta desde el nacimiento. Se caracteriza por un aumento de coles-
terol en sangre y un elevado riesgo de desarrollar infarto de miocardio en
edades tempranas (Sjouke et a/, 2011). Es una enfermedad de alta prevalen-
cia en la poblacion general y en La Rioja se estima que hay unas 15.000 per-
sonas con un nivel de colesterol elevado por causas genéticas. Sin un
tratamiento adecuado la esperanza de vida de esta poblacion es de 20 a 30
anos inferior a la de la poblacion general y un 70% de las personas con HF
no tratada sufriran un infarto antes de los 60 anios. Por ello es de vital impor-
tancia su diagnéstico precoz para proporcionar un tratamiento adecuado y
temprano que evitaria muchas muertes frecuentes.

El colesterol es transportado en la sangre unido a proteinas formando
unas particulas conocidas como lipoproteinas de baja densidad o LDL. Des-
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pués, a través de receptores especificos que se localizan principalmente en el
higado, el LDL- colesterol es eliminado de la sangre. La hipercolesterolemia
familiar es debida a alteraciones en la estructura y funcion de estos receptores de
LDL de la membrana celular. La forma mas comin de la enfermedad es produ-
cida por mutaciones en el gen que codifica el receptor de las LDL que hace que
el receptor no se una de manera normal a las particulas LDL-colesterol, por lo
que estas permanecen en circulacion (Hobbs ef al, 1992). La consecuencia de
este trastorno es una reduccion importante del ndmero de receptores funciona-
les para las LDL a nivel hepatico, lo que ocasiona un incremento considerable de
colesterol LDL en sangre que favorece su depésito en las arterias y aumenta la
probabilidad de padecer un infarto de miocardio (Goldstein et al, 2001). Se han
descrito hasta 200 mutaciones diferentes en el gen que codifica para el receptor
de LDL y en los dltimos anos también se han encontrado casos de HF por muta-
ciones en el gen para la apolipoproteina B que es la proteina encargada de unir
el LDL-colesterol al receptor LDL (Garcia-Alvarez et al, 2003).

Las manifestaciones clinicas, el pronostico de la enfermedad y el riesgo car-
diovascular dependen del nimero de receptores afectados. Cada persona tiene
dos alelos que codifican estos receptores, uno heredado del padre y el otro de
la madre, por lo tanto la enfermedad tiene dos formas de presentacion segin se
afecten uno o los dos alelos del gen. La forma heterocigota, mas leve, la pade-
ceran sujetos que tienen alterada la mitad de su dotacion de receptores LDL. La
forma homocigota es rara y debido a la ausencia total de receptores LDL se
detectan hallazgos clinicos desde los primeros afos de vida (arterioesclerosis
coronaria anterior a los 20 anos) (Garg et al, 2007). Asimismo, el comienzo y la
severidad de la enfermedad también varian considerablemente dependiendo del
tipo de mutacion y de qué gen esté afectado (varios estudios han mostrado dife-
rencias significativas en las concentraciones de colesterol entre varios tipos de
mutaciones asi como en el riesgo cardiovascular). Por todo ello es importante
diagnosticar en cada paciente qué tipo de alteracion presenta para lo cual se
hace indispensable el diagnéstico genético.

El diagnéstico clinico de la HF se basa en la existencia de elevados niveles
de colesterol total y LDL-colesterol, antecedentes familiares de hipercolesterole-
mia, aparicion de depdsitos de colesterol en tejidos extravasculares, e historia
personal y familiar de enfermedad coronaria prematura. Sin embargo hay una
elevada variabilidad interindividual tanto clinica como bioquimica que dificulta
el diagnostico inequivoco de esta enfermedad. Aunque se han desarrollado
varias herramientas diagnosticas entre las cuales se incluyen el sistema de pun-
tuacion del Programa MEDPED un buen nimero de veces no se logra un diag-
nostico definitivo de HF hasta que no se confirma la mutacion causante.

Actualmente se dispone de un test genético para el diagnostico de las
mutaciones anteriormente descritas denominado Lipochip® (Civeira et al,
2008). Sin embargo, pese al reconocimiento de estas alteraciones existe
entre un 17 y un 33% de pacientes con expresion fenotipica y caracteristicas
clinicas y analiticas similares a la HF que dan negativo en el test del Lipo-
chip®, es decir, no presentan alteraciones en las partes del genoma conoci-
das como causante de una HF (Garg et al, 2007).
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En este estudio se ha utilizado la secuenciacion masiva de exoma para
identificar qué alteracion genética puede estar provocando el desarrollo de
HF en un paciente con expresion fenotipica de HF de etiologia desconoci-
da en el cual no ha sido identificado el gen responsable. La secuenciacion
masiva de exoma completo es una técnica que permite detectar en un
mismo ensayo mutaciones puntuales en todas las regiones codificantes del
genoma humano (Bamshad et al, 2011; Zhang et al, 2011). Se ha estimado
que mutaciones en dichas regiones suponen el 85% de las mutaciones res-
ponsables de enfermedad. Por lo tanto con esta técnica es posible identifi-
car nuevos genes asociados a la HF. La resolucion de la secuenciacion
masiva es muy superior a la del Lipochip®, ya que no se limita a las muta-
ciones conocidas sino que permite analizar los genes de manera global, y
abarcando toda su secuencia independientemente de cual sea esta. Ello per-
mite estudiar toda la variabilidad genética que pueda existir, y por ello se
convierte en la tecnologia mas apropiada para el diagnostico de enfermeda-
des con heterogeneidad génica y para la identificacion de nuevos genes
asociados a enfermedades genéticas (Choi et al, 2009).

3. MATERIALES Y METODOS

Sujetos de estudio

En este caso clinico se ha estudiado el exoma completo de un paciente
con sospecha clinica de padecer HF y el de un familiar sano. El paciente fue
diagnosticado de HF basandose en los criterios clinicos del Programa MED-
PED. En concreto, se trataba de un individuo caucasico atendido en la Uni-
dad de Lipidos del Hospital San Pedro de Logrono con expresion fenotipica
y clinica de HF que habia dado negativo en las pruebas genéticas disponi-
bles para su deteccion.

Extraccion de sangre y purificacion del DNA de leucocitos

Tras la obtencion del consentimiento informado de los dos sujetos del
estudio se procedi6 a la extraccion de muestras de sangre total. En ambos
casos se realizo en ayunas entre las 8:00 y 9:00 de la manana para evitar
variabilidad circadiana y homogeneizar al maximo posible las condiciones
entre muestras.

Inmediatamente después de recoger la sangre en tubos Vacutainer con
EDTA se procedio al aislamiento de la fraccion rica en leucocitos mediante
centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos. Seguidamente se purifico el
DNA mediante el kit de Qiagen QIAamp DNA Blood mini siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

Secuenciacion de exoma completo

Una vez aislado el DNA de ambos sujetos del estudio se procedio a la
preparacion de las genotecas o librerias de DNA de cada muestra siguiendo
los protocolos de la Plataforma Ilumina.
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Seguidamente empleando técnicas de hibridacion de DNA como el méto-
do hibrido de seleccion de secuencias diana se capturaron los exones de
todos los genes del genoma humano. Para ello se utiliz6 el kit TruSeq Exome
Enrichment también suministrado por Illumina que permite la captura del
exoma completo de cada una de las muestras.

Posteriormente las librerfas de exoma fueron validadas en el sistema de
electroforesis automatizado Experion de BioRad y cuantificadas mediante
nanodrop y PCR cuantitativa.

Por ultimo las librerfas de exoma fueron secuenciadas en el ultrasecuen-
ciador Genome Analyzer IIx de Tllumina del CIBIR mediante una carrera sin-
gle-read de 150 ciclos.

Analisis bioinformdtico

Los datos crudos de la secuenciacion fueron tratados siguiendo el proceso des-
crito a continuacion: a) Transformacion de los datos gseq a FASTAQ y demulti-
plexacion; b) eliminacion de las secuencias de adaptadores incluidas en la
preparacion de las genotecas; ¢) alineamiento de las secuencias con las secuen-
cias del genoma humano GRCh37 version 64 mediante el programa STAR; d)
Busqueda de mutaciones en el genome browser IGV del Broad Institute; ) Iden-
tificacion de mutaciones descritas en las bases de datos Ensembl (http://
www.ensembl.org) y dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP); f) Analisis
funcional incluyendo predicciones de consecuencias en la codificacion de
proteinas, Sorting Tolerant From Intolerant (SIFT) y PolyPhen.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La profundidad media de lectura para la secuencia del exoma completo
fue de 50x, con el 70% del exoma cubierto al menos 20x y el 55,8 % de la
secuencia diana cubiertas 50x o mas.

Aunque en el genoma del paciente se hallaron mas de 3,5 millones de
variaciones de secuencia, la mayoria de ellas pudieron ser excluidas de su
consideracion como mutaciones causantes de enfermedad por ser comunes
a individuos sanos. Seguidamente se restringié la bisqueda inicial al estudio
de las mutaciones localizadas en genes implicados en el metabolismo y
transporte de lipidos y colesterol y cuya alteracion ha sido descrita que pro-
duce desordenes lipidicos mendelianos (Tabla 1).

A continuacion se filtraron las mutaciones que no causaban cambio de ami-
nodcido, denominadas mutaciones sinonimas, y que por tanto no afectarfan a la
funcion de la proteina codificada por esos genes. Asimismo también se descar-
taron las mutaciones intronicas pues la mayor parte de los desordenes mende-
lianos son causados por substituciones raras de un tnico nucleétido en regiones
codificantes, reguladoras o en las uniones de splicing.

De este modo, en el paciente estudiado, se encontraron un total de 24
mutaciones que afectaban a 11 de los 19 genes candidatos. 17 eran muta-
ciones no sinénimas que producian cambio de aminodcido y 7 se localiza-
ban en regiones reguladoras 5 UTR y 3’ UTR (Tabla 2).
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El cribado continud con la exclusion de la lista de las mutaciones com-
partidas con el control familiar sano, asi como de las mutaciones presentes
en alta frecuencia en la poblacion. Para este Gltimo paso se examiné el indi-
ce MAF (Global Minor Alelle Frecuency) que indica la frecuencia a la cual el
alelo menos comun ocurre en la poblacion. Este indice da un valor menor
de 0,01 para las variantes raras, un valor comprendido entre 0,01 y 0,05 para
las variantes de frecuencia intermedia y un indice superior a 0,05 para las
variantes comunes en la poblacion.

Asimismo se evalué también si la mutacion hallada podia producir un
efecto deletéreo en la funcion de la proteina codificada por el gen alterado.
Para ello se examinaron dos indicadores distintos que predicen el efecto
final de la mutacion:

« SIFT: puntuaciones inferiores a 0,05 indican que la funcién de la protei-
na puede estar afectada.

« Polyphen: Valores cercanos a 1 es mas probable que sean deletéreos.

Ateniéndonos al esquema de trabajo descrito anteriormente, de las 17 muta-
ciones no sindnimas encontradas en el paciente, solo 7 mutaciones heterocigo-
tas no se hallaban en el familiar control. 2 de ellas eran mutaciones nuevas que
afectaban a los genes APOB y AP2B1. Las otras 5 variantes descubiertas eran
mutaciones ya descritas, de las cuales 2 eran de baja prevalencia en la poblacion
y ademds podian tener un efecto deletéreo en la funcion de la proteina. Estas
variantes alteraban los genes LDLRAP1 y APOB. La variante rs41291058 que
afectaba al gen LDLRAP1 ha sido ya descrita en otros estudios con pacientes
afectados de HF. La variante rs1042031 que presentaba el exén 29 del gen APOB
puede afectar a la union del LDL al receptor del LDL generando una disminu-
cion en el catabolismo de las particulas de LDL y contribuyendo por tanto al
aumento de los niveles de LDL plasmaticos.

De las 7 mutaciones encontradas en regiones reguladoras, se hallaron 3
variantes nuevas de las cuales solo una no estaba en el sujeto control sano. Esta
variante afectaba al gen LDLRAD2 perteneciente a la familia del LDLR e implica-
do en la homeostasis del colesterol. El resto de variantes descubiertas habian
sido ya descritas y todas se localizaron también en el familiar control sano.

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En un paciente con sospecha de sufrir HF al cual no se le habia encontra-
do defecto genético alguno asociado a su enfermedad se le han identificado
mutaciones, algunas nunca caracterizadas, en genes cuya alteracion ha sido
descrita como implicada en el desarrollo de HF. En concreto, se han detec-
tado mutaciones en los genes ApoB y LDLRAP1 que alteran la composicion
proteica de las proteinas que estos genes codifican. Ello podria conllevar un
efecto deletéreo en su funcion que desemboque en hipercolesterolemia.

Ademids en este paciente se han localizado 3 mutaciones nuevas, suscep-
tibles también de ser estudiadas en mayor profundidad en un grupo mayor
de casos y controles, que en combinacion con las anteriores podrian ser
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también las causantes del fenotipo hipercolesterolémico del paciente. Estas
variantes se han encontrado en los genes APOB, AP2B1 y LDLRAD2.

Ninguna de estas mutaciones habia podido ser diagnosticada en este pacien-
te por medio del LipoChip lo que confirma la gran utilidad de la secuenciacion
de exoma en el diagnostico de la hipercolestorelemia en particular, y de otros
desordenes genéticos en general.
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ANEXO
Locus . T
Gen L Tipo de desorden lipidico
génico

ABCALI 9q31.1 Enfermedad de Tangier: Bajos niveles de HDL

ABCGS5 2p21 Sitosterolemia: Altos niveles de LDL

ABCGS 2p21 Sitosterolemia: Altos niveles de LDL

APOALI 11g23-q24 | Deficiencia en ApoA-I : Bajos niveles de LDL
Deficienci ApoA-V: Al ivel VLDL

APOAS 11g23 e. c1epcla en Apo tos niveles de y
quilomicrones

APOB 2p24 Hipobetalipoproteinemia familiar: Bajos niveles de LDL

APOC2 1913 De.ﬂc:le‘ncla familiar ~ ApoC-II:  Altos niveles de
quilomicrones

APOE 1913 Di'.sbeta‘iipoproteinemia familiar: Altos niveles de VLDL y
quilomicrones.

CETP 16q13 Deficiencia en proteina CETP: Altos niveles de HDL
Deficiencia en Lecitin-colesterol acyltransferasa: Bajos

AT 16q22 .

LE q niveles de HDL

LDLR 19p13 Hipercolesterolemia familiar: Altos niveles de LDL

LDLRAPI | 1p36-p35 Hipercolesterolemia recesiva autosémica: Altos niveles de
LDL
Deficiencia en lipasa hepatica familiar: Altos niveles de

LIP 15q22

¢ 4 VLDL

LPL $p21 De.ﬁme‘ncta en Lipoproteinlipasa: Altos niveles de
quilomicrones

MTTP 4q24 Abetalipoproteinemia: Bajos niveles de LDL
Hipercolesterolemia autosémica dominante: Altos niveles

PSCK9 1p32

. ? de LDL
LRP2 2431 Miembro de la familia del receptor del LDL. Polimorfismos
q en LRP2 se asocian a niveles de colesterol plasmaticos.

Low Density Lipoprotein Receptor Class A Domain

LRE&ATE | 139 Containing 2 perteneciente a la familia del LDLR.

Tablal. Desordenes lipidicos de herencia mendeliana
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CAMBIO DE - " =
GEN  NUCLEOTIDOY EXON _ o ooiOFUNCIONAL onnicion DESCRIPCION  MaF POLYPHEN  COnTROL
e POSICION EN PROTEINA SANOD
AMINOACIDO
Mutacién
o 3'UTR chr9:107,544,700 | Homocigoto |  conocida 0,151 | Variante en regién reguladora | Homocitogo
rs363717
Mutacion
ABCA1 | aAA [K] /AGA[R]| 35 1587 Homocigoto |  conocida 041 028 0‘0922 Homocitogo
Tolerada Benigna
rs2230808
Mutacién 092 0
AGG[R] / AAG[K] 7 219 Homocigoto |  conodida 042 # < Homocitogo
(£1330806 Tolerada Benigna
ABCG5 NO
| ABCGS NO
APOA1 NO
Mutadion
GfA 3'UTR | «chrl1:116,660,686 | Homocigoto| conocida 0,114 | Variante en regién reguladora | Homocitogo
APOAS 152255.?83
Mutacion
o 5'UTR chr11:116,662,579 | Homocigoto conocida 0,159 | Variante en regidn reguladora | Homocitogo
rs651821
Mutacion 1 0
AGT[S] f ATTIN] 29 4338 Homocigato ':1;3:;:; 0338 Tolerada Benigna Homaocitoge
Mutacion
GAA[E] fAnalK] | 29 4181 Heterocigoto| conodda | 0,152 rnz:: 4 B::;:a No
rs1042031
. Mitadn 069 0
ATT[) /GTTV] 26 2313 Homocigoto conocida 0028 Tolerada Benigna Homocitogo
rsa84542
APOB Mutacién 027 0
TAT[Y] / TGT[C] 26 1422 Homocigoto :3:::;(:53 o Tokrads Benigna Homacitogo
Mutacen o 0,987
GTC[V] / ATCII) 15 730 Heterocigoto| conocida 0,022 l‘nlérada Probablemente No
1512691202 dafina
GCTpa) fTeTs] | 14 618 Heterocigoto] _nueva No
Mutacién 0,02 0,825
ACC[T]/ ATCI] 4 98 Heterocigoto| conodida | 0,206 Deléterea Posiblemente | Heterocigoto
rs1367117 dafiina
APOC2 NO
APOE NO
CETP NO
LCAT NO
Mutacidn 0.02 0,846
ILDLRAP1| co[r/TGGW] | 7 238 Heterocigoto|  conocida 002 Dek.:terea Posiblemente No
rs41291058 dafiina
Mutacidn
AATIN] / AGTIS] s 215 Heterocigoto| conocida | 0412 S D'U.H No
Tolerada Benigna
LPC -
Mitrn 036 0,155
TTCIF] / TTAIL] 7 356 Homocigoto |  conocida 007 Touj-ra o sg‘n B Homocitogo
rs3829462
LPL AT S'UTR chr8:19,796,870 Heterocigoto Nueva Variante en regidn reguladora No
Mutacién
MTTP | GAGIE]/ GACID] 4 98 Heterocigoto| conocida 0,126 TD?;:: da a:f:g o Heterocigoto
rs2306986
Mutacidn
PCSK9 aT 3UTR ¢hr1:55,529,828 Homocigoto |  conocida 0,272 | Variante en regién reguladora | Homocitogo
rs662145
CEPT1 C/A 5'UTR chr1:111,690,270 | Heterocigoto) Nueva Variante en regin reguladora | Heterodgoto
AP2B1 | AmTil/TTTIF | 13 525 Heterocigoto]  Nueva | No

Tabla 2. Mutaciones patogénicas encontradas mediante secuenciacion de exoma en el paciente
estudiado.
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