#£28 Universidad

9 de Alcals
::a‘:l ll:::d e C a-

D. ADRIANO JIMENEZ ESCRIG, DOCTOR EN MEDICINA Y PROFESOR
ASOCIADO DEL DEPARTAMENTO DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE
ALCALA

CERTIFICA:

Que ISABEL GOBERNADO FERRANDO, Licenciada en Medicina y Especialista en
Psiquiatria, ha realizado bajo mi direccion el estudio titulado: “SECUENCIACION DE
EXOMA COMPLETO EN TRASTORNO BIPOLAR AUTOSOMAL DOMINANTE:
AFECTACION DEL GEN PERIOD3-RITMO CIRCADIANO”.

Este trabajo retine los requisitos necesarios para ser defendido como Tesis Doctoral,

Para que asi conste, firmo el presente certificado en Madrid a 22 de abril de 2013.




£2% Universidad

L] L]
1] id
Adk Ly

AMAA
Adhda Adas

& de Alcald

Prof. Jerénimo Saiz Ruiz, Catedratico de Psiquiatria del Departamento
de Medicina y Especialidades Médicas de la Facultad de Medicina y CC.
De la Salud de la Universidad de Alcala

CERTIFICA: Que Dia. Isabel Gobernado Ferrando, ha realizado la Tesis
Doctoral titulada:

“SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO EN TRASTORNO BIPOLAR
AUTOSOMICO DOMINANTE: AFECTACION DEL GEN PERIOD3-
RITMO CIRCADIANO”

bajo mi codireccién, considerando que reune los meéritos de calidad,
originalidad y rigor cientifico suficientes para optar al grado de Doctor.

Y para que conste y surta a los efectos oportunos, expido el presente
certificado en Madrid a veintiuno de junio de dos mil trece.

Jeronimo Saiz Ruiz
Codirector de la Tesis Doctoral




%-%} 1 .d d DEPARTAMENTO DE MEDICINA
T T UnlverSI d Y ESPECIALIDADES MEDICA
2 o) 4 Facultad de Medicina
Frrent iiiis de Alca].a Campus Universitario

28805 Alcala de Henares (Madrid)

Teléfono: 918854536-4790 / Fax: 918856455-4594

e.mail: dpto.especialidades@iuah.es

|
s

D. Agustin Albillos Martinez, Catedratico de la Universidad de Alcal4 y Director en
funciones del Departamento de Medicina y Especialidades Médicas

INFORMA

Que la Tesis Doctoral titulada “SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO EN
TRASTORNO BIPOLAR AUTOSOMICO DOMINANTE: AFECTACION DEL GEN
PERIOD3-RITMO CIRCADIANO”, presentada por D* Isabel Gobernado Ferrando,

cumple con todos los requisitos cientificos y metodoldgicos para ser defendida ante un

Tribunal.

Alcala de Henares, 6 de junio de 2013

EL DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO

R g B

T - - LV

IS Lomin  1Th .

= $£:77ae Ey ~—

| P Wl W <

. i

Lot o ‘;"

aias Rl _— i,

ggdstm Albillos Martinez




UNIVERSIDAD DE ALCALA

FACULTAD DE MEDICINA

L] ]
[ 1) (Y1)
Ahid
(YY)
ITYYYS

Ada
(1YY
YYYYS

PROGRAMA DE DOCTORADO: PSIQUIATRIA Y PSICOLOGIA MEDICA

TESIS DOCTORAL

SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO EN TRASTORNO
BIPOLAR AUTOSOMICO DOMINANTE: AFECTACION DEL
GEN PERIOD3-RITMO CIRCADIANO.

ISABEL GOBERNADO FERRANDO

DIRECTOR: Prof. D. Adriano Jiménez Escrig.
CO-DIRECTOR: Prof. D. Jeronimo Saiz Ruiz.



Con mi mds sincero agradecimiento

para todos los que han hecho posible este trabajo.



INDICE

JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO.

GENETICA DEL TRASTORNO BIPOLAR: REVISION.

A. Evidencia de una base genética. Estudios de familias, gemelos y adopcion.
B. En busca del gen mutado. Estudios de ligamiento y asociacidn. Genes candidatos.
C. Enfermedades de herencia compleja. Perspectivas actuales.
Modelo de enfermedad comun-variantes comunes.
Técnica de asociacidon gendmica amplia (GWAS).
Modelo de enfermedad comun-multiples variantes raras.
Variaciones en el numero de copia (Copy Number Variants o CNVs).
Técnicas de secuenciacidn genética a gran escala.
D. Limitaciones de los estudios genéticos en el trastorno bipolar; futuras perspectivas.
Relacionadas con la seleccién de las muestras.
Limitaciones técnicas.

E. Conclusiones.

SECUENCIACION MASIVA PARALELA: REVISION DE LAS TECNICAS ACTUALES.

A. Preparacion de los moldes de ADN.
Moldes con amplificacidn clonal. PCR en emulsion y amplificacién en fase sdlida.

Moldes de molécula unica.

Vi

Pag.

11

12

14
14

15
17
21

24
25
26
28



B. Técnicas de secuenciacion y deteccion.
Técnicas por adicidn de nucledtido Unico.
Pirosecuenciaciéon. Roche/454 Life Sciences.
Secuenciador semiconductor (lon Torrent’s sequencer).
Técnicas de terminacion reversible ciclica.
Con fluorescencia de 4 colores. lllumina/Solexa.
Con fluorescencia de 1 color. Helicos BioSciences.
Secuenciacion por ligacion.
SOLID.
Secuenciacion en tiempo real.
Zero-mode waveguide. Pacific BioSciences.
FRET. Life/VisiGen.
Otros.
Técnicas de secuenciacidn basadas en nanoporos.
Observacion directa del ADN con técnicas de microscopia.
Transistor IBM.
C. Técnicas de captura o enriquecimiento de areas de interés.
Microarrays o hibridacidn en fase sélida.
Hibridacion en solucidn.

Tecnologia de PCR en microgotas.

MATERIAL Y METODOS.

A. Muestra.

B. Extraccidn del ADN.

C. Secuenciacién exdmica.
D. Analisis de los datos.

Comprobacion de la calidad de los datos. FastQC y bedtools.

Alineacién de las lecturas con un genoma de referencia. Algoritmo BWA.

Transformacién del archivo a formato BAM. Picard.

Localizacidn de las variantes presentes en los sujetos del estudio. GATK.
Filtrado de las variantes encontradas. ANNOVAR.

Filtrado con la plataforma KGGSeq.

Visualizacién de los resultados. IGV.

Confirmacion de las mutaciones con la técnica de Sanger.

vii

Pag.

28

28
31

31
32

35

37
38

38
40
40

41
42
45

47
49
53
54
55
60
60
60
67
69
75
76



5. RESULTADOS.
A. Calidad de los datos.
B. Proceso de analisis.

C. Confirmacion de las mutaciones.

6. DISCUSION.
A. PERIOD3.
Patogenicidad de la mutacion.
Funcion del gen.
Ritmo circadiano y trastorno bipolar.
Estudios publicados.
B. USP29.
Patogenicidad de la mutacidn.
Funcion del gen.
C. Otros.
D. Aspectos éticos.

E. Consideraciones finales.

7. CONCLUSIONES.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

ANEXOS.

I. Protocolo de analisis de exoma.

II. Script para la generacién de los graficos de cobertura (tipo Manhattan).

IIl. Abreviaturas mas frecuentes.
PUBLICACIONES.

OTRA DOCUMENTACION.

viii

Pag
80
84
92

94
95
98
101

103
104
105
105
111

114



iNDICE

Figura 1.1.
Figura 2.1.
Figura 2.2.
Figura 3.1.
Figura 3.2.
Figura 3.3.
Figura 3.4.
Figura 3.5.
Figura 3.6.
Figura 3.7.
Figura 3.8.
Figura 3.9.

DE GRAFICOS

Modificado de Owen y cols., 2009.

Ejemplo de la evolucién del estado de animo en un paciente con TBP.
Endofenotipo.

PCR en emulsion.

Amplificacidn en fase solida (simplificacion).

Pirosecuenciacion.

Secuenciacién TRC con cuatro colores.

Secuenciacion TRC con un solo color.

Secuenciacion por ligacion.

Plataforma SOLID.

Secuenciacién con nanoporos por deteccidn eléctrica (simplificacidn).
Secuenciacion con nanoporos por traslocacién (simplificacién).

Figura 3.10. Secuenciacion con nanoporos de lectura dptica (simplificacion).
Figura 3.11. Hibridacién en fase sélida.

Figura 3.12. Sondas de inversién molecular.

Figura 3.13. Sondas de captura de ARN biotinizado.

Figura 4.1.
Figura 4.2.
Figura 4.3.
Figura 4.4.
Figura 4.5.
Figura 4.6.
Figura 4.7.
Figura 4.8.
Figura 4.9.

Arbol familiar.

Purificacion de ADN con el QlAamp DNA Blood Maxi kit.
Espectrofotometro.

Informe de calidad de las muestras.

Simplificacion grafica del proceso de analisis.

Formato FastQ.

Estadisticas basicas en el programa FastQC.

Proceso de recalibracion de los datos iniciales.

Ejemplo de tabla de recalibracion.

Figura 4.10. Archivo VCF.

Figura 4.11. Archivo resultante del programa ANNOVAR.

Figura 4.12. Diagrama de funcionamiento de KGGSeq.

Figura 4.13. Ejemplo de visualizacidn de los datos con el programa IGV.

Figura 5.1.
Figura 5.2.
Figura 5.3.
Figura 5.4.
Figura 5.5.
Figura 5.6.
Figura 5.7.
Figura 5.8.
Figura 5.9.

Diagrama Venn.

Proceso de filtrado.

Captura de pantalla del programa IGV que muestra la mutacion en el gen PER3.

Gen PERIOD3.

Gen PERIOD3.

Captura de pantalla del programa IGV que muestra la deleccidn en el gen USP29.
Gen USP29.

Estructura del gen USP29.

Captura de pantalla del programa IGV que muestra la mutacién en el gen TMEM155.

Figura 5.10. Gen TMEM155.

Figura 5.11. Captura de pantalla del programa IGV que muestra la deleccion en el gen ANKRD31.
Figura 5.12. Gen ANKRD31.

Figura 5.13. Visualizacién de la presencia de la mutacién en PER3 (Sanger).

Figura 6.1.
Figura 6.2.
Figura 6.3.
Figura 6.4.
Figura 6.5.
Figura 6.6.
Figura 6.7.

Representacion grafica de la puntuacién de la mutacién segun PolyPhen.
Captura de pantalla del UCSC Genome Browser.

Representacion esquematica de los ritmos circadianos.

Reloj circadiano, bases moleculares.

Exposicion de las multiples vias de sefializacion en las que esta implicada GSK3.
Captura de pantalla del UCSC Genome Browser.

Representacion esquematica de la funcidon de USP29.

Pag.

17
27
27
30
33
34
35
36
39
39
40
41
43
44
47
49
51
53
54
55
56
62
62
66
67
70
75
86
87
87
88
88
88
89
89
90
91
91
92
92
94
95
96
98
101
104
104



Cuadro 4.1. Relacion de productos que incluye el QlAamp DNA Blood Maxi kit.
Cuadro 4.2. Herramientas informaticas utilizadas para el analisis de los datos.
Cuadro 4.3. Materiales utilizados para la secuenciacion con el método de Sanger.

Tabla 2.1. Genes candidatos mas destacados hallados en los GWAS.

Tabla 2.2. Endofenotipos propuestos para el estudio del TBP.

Tabla 2.3. Resumen de las limitaciones de los estudios genéticos en el TBP.
Tabla 3.1. Comparativa entre distintas plataformas de secuenciacion.
Tabla 4.1. Campos del archivo VCF.

Tabla 4.2. Variables utilizadas por KGGSeq para el genotipo.

Tabla 4.3. Variables utilizadas por KGGSeq para las variantes.

Tabla 4.4. Tipos de funcidn del area codificada.

Tabla 4.5. Programa para la amplificacion (PCR).

Tabla 5.1. Ficheros .fq.gz.

Tabla 5.2. Nimero de mutaciones encontradas en cada sujeto y numero de ellas que pasan los
distintos filtros.

Tabla 5.3. Estructura del gen USP29.

Grafica 4.1. Profundidad de cobertura de las secuencias de interés.
Grdfica 4.2. Calidad de la secuencia por base.

Gréfica 4.3. Distribucidn de la calidad de las lecturas.

Gréfica 4.4. Frecuencia de cada base por posicidn de lectura.
Gridfica 4.5. Contenido de GC por posicion de lectura.

Grafica 4.6. Distribucion del contenido de GC.

Grifica 4.7. Cantidad de Ns por posicién de lectura.

Grdfica 4.8. Distribucion de las longitudes de las secuencias.
Gréfica 4.9. Distribucion de lecturas duplicadas.

Gridfica 4.10. Contenido en k-mer.

Grafica 4.11. Verdaderos y falsos positivos en funcidn de la sensibilidad.
Grafica 4.12. Relacidn sensibilidad/especificidad.

Grafica 5.1. Contenido de bases en la secuencia.

Gréfica 5.2. Contenido de GC por secuencia.

Gréfica 5.3. Niveles de duplicacién de secuencias.

Gréfica 5.4. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto Il.
Griéfica 5.5. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto lIl.
Griéfica 5.6. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto IV.
Griéfica 5.7. Parametros de sensibilidad-especificidad.

Grafica 5.8. Medida de especificidad (Ti/Tv) frente a la sensibilidad.

Pag.
50
54
77

Pag.
13
18
21
38
66
71
71
74
77
80
86

89

Pag.
53
57
57
57
57
58
58
58
58
59
64
64
81
81
81
83
83
83
84
85






1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO.

En los ultimos anos estamos asistiendo a un importante crecimiento en el
conocimiento del genoma humano y su papel en la génesis y el desarrollo de las
enfermedades. Tras el rdpido avance inicial, con los descubrimientos de los genes
implicados en las enfermedades de herencia mendeliana, los investigadores se
encontraron con el escollo de las enfermedades de herencia compleja. Tras distintos
intentos de descifrar su base genética, actualmente la investigacién en este campo se
centra en dos hipdtesis de trabajo:

-Hipdtesis de enfermedad comun-variaciones comunes. Postula que las
enfermedades complejas estarian producidas por el efecto acumulativo de multiples
variantes genéticas comunes en la poblacién, cada una de ellas con un efecto
pequeio.

-Hipdtesis de enfermedad comun-mudltiples variantes raras. Defiende que estas
enfermedades estarian causadas por variaciones genéticas poco frecuentes pero con
mucha penetrancia. Estas variaciones podrian ser mutaciones puntuales, variaciones
en el numero de copia (copy number variants o CNVs), o inserciones o delecciones de
mayor longitud.

Es probable que ambas hipdtesis sean ciertas, contribuyendo las dos en cierta medida

a constituir la realidad genética de las enfermedades complejas (figura 1-1).



Para testar la primera hipdtesis se desarrollaron los estudios de asociacién de
genoma completo (genomewide association studies o GWAS), que permiten rastrear
varios miles o millones de variaciones comunes del genoma por individuo en forma de
SNPs (polimorfismos de nucleétido Unico) con el fin de establecer asociaciones entre
estas variantes frecuentes y fenotipos concretos. Para la segunda se utilizan los
estudios de familias y ligamiento o, mas recientemente, la secuenciacidon genémica. El
problema de los primeros es el escaso numero de individuos afectos de los que se
dispone habitualmente, lo que hace que adolezcan de escasa potencia. La
secuenciacion gendmica, por el contrario, identifica todas las variaciones presentes en
el genoma del individuo, permitiendo relacionarlas con posibles enfermedades sin
necesidad de hipdtesis previas o muestras amplias. El problema de esta técnica han
sido sus limitaciones por coste y duracién, lo que habia restringido su uso a estudios
aislados en los que se secuenciaban dreas concretas y pequeiias del genoma. Estas
areas seleccionadas estan habitualmente guiadas por los estudios de ligamiento, lo
que introducia factores de confusion y le restaban eficiencia. Esta situacion ha
cambiado con el desarrollo de las técnicas actuales de secuenciacidon masiva paralela o
“de nueva generacion”, que permiten la secuenciacion del ADN a gran velocidad y con

un coste progresivamente menor (Harismendy et al., 2009; Metzker, 2010).

Frecuenciade
los alelos

Frecuente

Poco frecuente

Variantes
identificadas con
métodos de
secuenciacion/CNVs

Infrecuente

Muy infrecuente

Baja Media Alta .
Penetrancia

Figura 1-1. Modificado de Owen y cols., 2009(Owen, Williams, & O'Donovan, 2009).



Como el coste actual de la secuenciacién de un genoma humano completo
todavia es elevado, se han planteado estrategias para minimizarlo sin perder
eficiencia. Ng y cols. (Ng et al., 2009) publicaron en 2009 el primer estudio en el que
secuenciaban exclusivamente el exoma (parte codificante del genoma), unas 30
megabases (el 1% del total del genoma). Ya que la inmensa mayoria de las mutaciones
relacionadas con las enfermedades conocidas actualmente se encuentran en esta
parte codificante, este acercamiento supone un importante ahorro de tiempo v,
principalmente, econdmico. Presenta ademas otra ventaja. Hay que tener en cuenta
gue en la secuenciacion del exoma se encuentran unas 15000-25000 variaciones por
individuo, dependiendo de la definicion de exoma y el origen (los individuos de
ascendencia africana tienen tipicamente mds variaciones que los de ascendencia
europea, por ejemplo), mientras que en el genoma completo hablamos de unos 4
millones de variaciones por individuo (Ng et al., 2009). Dado que existe escaso
consenso sobre cémo interpretar las variaciones halladas en las secuencias no
codificantes, la secuenciacién exdmica limita mucho las incdgnitas a la hora de

interpretar los resultados.

De forma simplificada, la secuenciacion del exoma completo consiste en
identificar, seleccionar y enriquecer las secuencias que corresponden al exoma,
desechando el resto del material genético, y después secuenciarlas con las técnicas de

segunda generacion.

Hay numerosos articulos publicados que han utilizado la secuenciaciéon de
exoma completo para encontrar las mutaciones responsables de distintas
enfermedades (Ng et al., 2009; Choi et al., 2009; Robinson, 2010; Johnson et al., 2010;
Bolze et al.,, 2010; Wang et al., 2010; Haack et al., 2010; Bonnefond et al., 2010;
Musunuru et al., 2010; Johnson, Gibbs, Van, Houlden, & Singleton, 2010; Gilissen et al.,
2010; Bilguvar et al., 2010; Rios, Stein, Shendure, Hobbs, & Cohen, 2010; Ng et al,,
2010; Lalonde et al., 2010; Wu et al., 2011; Min et al., 2011; Clayton-Smith et al., 2011;
Benitez et al., 2011; Vissers et al., 2011; Pierson et al., 2011; Theis et al., 2011; Lam,
Guo, Wilson, Kohl, & Wong, 2011; Doi et al., 2011; Ozgul et al., 2011; Weedon et al,,
2011; Watkins et al., 2011; Raffan et al., 2011; Wang et al., 2011a; Takata et al., 20113;
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Chen et al., 2011b; Wang et al., 2011b; Jimenez-Escrig, Gobernado, Garcia-Villanueva,
& Sanchez-Herranz, 2012; Daoud et al., 2012; Marti-Masso et al., 2012). Ha resultado
especialmente Util en el descubrimiento de mutaciones de novo y aquellas presentes
en familias con escaso numero de afectos en las que resultaba inviable la utilizacién de
otro tipo de estudios. Hasta la fecha, en el campo de la psiquiatria se ha aplicado en la
blsqueda de mutaciones de novo en el Sindrome de Tourette, la esquizofrenia y el
autismo (Xu et al., 2011; O'Roak et al., 2011; Sundaram et al., 2011; Sanders et al.,

2012), con hallazgos pendientes de replicacion.

Posibles limitaciones.

Para aplicar la secuenciacion de exoma completo en la busqueda de
mutaciones potencialmente patdgenas hay que aceptar como ciertas las siguientes
asunciones (Ng et al., 2009):

- La mutacion buscada se encuentra en areas codificantes del genoma.
Si estuviera en un area intrénica no seria posible encontrarla, ya que no la estariamos
secuenciando. Sabemos que hay dareas reguladoras, cuyas mutaciones podrian estar
relacionadas con enfermedades, que se pueden encontrar a muchas kilobases de
distancia del gen, fuera de las areas exdmicas (Birney et al., 2007; Robinson, Krawitz, &
Mundlos, 2011b). Es mas, hay que tener en cuenta que los loci que constituyen el
exoma no estan del todo bien definidos. Habitualmente se utilizaban para crear las
bibliotecas todas las secuencias incluidas en la base de datos CCDS (Consensus Coding
Sequence). Posteriormente se comprobd que no era completa, y mas recientemente se
estan utilizando otras bases que incluyen mas fragmentos, como la RefSeq, la Ensembl,
el set GENCODE o los genes de la UCSC browser (Coffey et al., 2011; Kuhn, Haussler, &
Kent, 2012; Pruitt, Tatusova, Brown, & Maglott, 2012; Flicek et al., 2012).

- Una mutacion es suficiente para causar la enfermedad.
Se asume que la responsable del fenotipo de interés es una mutacién Unica, comun a
todos los afectos.

- La mutacién buscada tiene una alta penetrancia y es poco frecuente.
Esto supone que los portadores de la mutacion presentardn el fenotipo de interés en
mayor o menor grado, y que la mutacién no estd presente o lo estd en muy baja

frecuencia en la poblacién general.



Otras limitaciones estdn relacionadas con las propias técnicas empleadas. La
captura de las areas de interés, independientemente de la técnica que se aplique, no
es perfecta, quedando aproximadamente un 8% de secuencias exdmicas sin capturar.
Algunas mutaciones, como las variaciones por numero de tripletes, no las identifica y
con otras, como las variaciones de numero de copia, puede presentar problemas
(Singleton, 2011; Biesecker, Shianna, & Mullikin, 2011). Por otro lado, la propia
secuenciacion puede introducir errores de lectura, especialmente en dreas
complicadas o de baja cobertura, lo que podria dificultar el hallazgo de resultados.

Finalmente, también se pueden cometer errores debidos al alto numero de
variantes encontradas, asignando la enfermedad a una variante no causante o

filtrando en exceso y obviando la mutacién causal.

Hipotesis de trabajo.

En el caso del trastorno bipolar (TBP) los estudios epidemioldgicos sugieren un
claro componente genético. No obstante, hasta el momento actual no se ha
conseguido describir ninguna mutacién o conjunto de variaciones que se relacionen de
forma inequivoca con dicho trastorno. Se han dado multiples explicaciones para ello: el
escaso tamafio y la heterogeneidad de las muestras utilizadas en los estudios, derivada
esta ultima de los rudimentarios métodos diagndsticos actuales, la necesidad de

contar con hipdtesis etiopatogénicas de las que carecemos, etc.

Basandonos en los hallazgos de los estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS), que encuentran en el TBP una mayor cantidad de dreas de asociacidn en los
exomas (Lehne, Lewis, & Schlitt, 2011; Smith et al., 2011a), dado que parte de los
problemas antes mencionados quedan resueltos con la secuenciacion de exoma
completo, y pese a las limitaciones anteriormente expuestas, planteamos la hipdtesis
de que esta técnica podria ser Util para ayudar a aclarar la genética que subyace al
trastorno bipolar.

Partiendo de la hipédtesis de enfermedad comun-variantes raras con alta
penetrancia, se pretende secuenciar a individuos de una familia con varios miembros
afectos de TBP con el objetivo de encontrar la variaciéon genética comun origen del

trastorno.






2. GENETICA DEL TRASTORNO BIPOLAR

Descrito por Kraepelin hace mas de un siglo, el trastorno bipolar (TBP) es una
enfermedad caracterizada por episodios de depresion y de mania, intercalados
habitualmente por periodos intermedios de animo normal (figura 2-1). Los episodios
depresivos se caracterizan por la presencia de animo depresivo durante al menos dos
semanas, junto con otros sintomas como disminucion de intereses o capacidad de
disfrutar, sensacién de falta de energia o alteraciones del suefio y el apetito. Estos
sintomas producen en el paciente malestar o deterioro significativo. La mania se
caracteriza por animo extremadamente elevado, con sensacién de mayor energia,
pautas inhabituales de pensamiento y conducta y, en ocasiones, psicosis (American

Psychiatric Association, 2000).

Mania

Estado de animo

\ 4

Depresion
Tiempo

Figura 2-1. Ejemplo de la evolucién del estado de animo en un paciente con TBP.



El trastorno bipolar tiene una prevalencia a lo largo de la vida de 1 por cada 100
individuos (Wyatt & Henter, 1995; Craddock & Jones, 1999; Merikangas & Low, 2004;
Merikangas et al., 2007), aunque algunos autores lo cifran en el 4% o hasta el 5%
utilizando fenotipos atenuados o el llamado “espectro bipolar” (Akiskal et al., 2000;
Kessler et al., 2005). La enfermedad se caracteriza por elevadas tasas de recurrencia,
ocasionales sintomas residuales, deterioro cognitivo y empeoramiento de la calidad de
vida (Martinowich, Schloesser, & Manji, 2009), y supone un importante coste

econdmico (Kessler et al., 2006).

A. Evidencia de una base genética. Estudios de familias, gemelos y adopcidn.

La epidemiologia clinica permite valorar cdmo se distribuyen las enfermedades
en la poblacién. Los estudios de agregacion familiar permiten determinar si una
patologia es mas frecuente entre los individuos de una misma familia que entre la
poblacién general, suponiendo un punto inicial para determinar si tiene o no una
etiologia genética. La presencia de agregacion familiar no constituye una evidencia
definitiva, ya que los individuos de una misma familia pueden estar expuestos a un
mismo factor ambiental. Ayudan a clarificar esto ultimo los estudios de adopcion y de
gemelos. Los estudios de gemelos examinan el grado de concordancia respecto a la
apariciéon de una determinada enfermedad en gemelos monocigéticos (con igual
material genético) comparados con los gemelos dicigéticos (diferente material

genético, similares factores ambientales) (Fafianas Saura & Saiz Ruiz, 2000).

Los estudios de familias y gemelos muestran una evidencia clara de un
componente genético en el TBP, siendo una de las enfermedades psiquidtricas con
mayor heredabilidad y la que comporta mayor riesgo relativo genético para los
familiares de primer grado (Shih, Belmonte, & Zandi, 2004; Hales RE, Yudofsky SC, &
Gabbard GO, 2008). La concordancia entre gemelos monocigéticos varia segun los

estudios, situandose entre un 40 y un 70%, y llegando al 93% en algun estudio. Entre
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gemelos dicigoticos y familiares de primer grado las cifras también son variables,
situdndose entre el 5% y el 60% segun los estudios. También es mayor el riesgo de
otros trastornos psiquiatricos en los familiares de los probandos, principalmente
depresion unipolar (Bertelsen, Harvald, & Hauge, 1977; Mendlewicz & Rainer, 1977;
Kendler, Pedersen, Neale, & Mathe, 1995; Cardno et al., 1999; Merikangas et al., 2002;

Smoller & Finn, 2003; Kieseppa, Partonen, Haukka, Kaprio, & Lonnqvist, 2004).

B. En busca del gen mutado. Estudios de ligamiento y asociacion. Genes

candidatos.

Una vez se determina que una enfermedad tiene un origen genético, el
siguiente paso es determinar cémo se hereda y cual es el gen o genes implicados. Para
encontrar estos genes causantes, se han llevado a cabo numerosos estudios de

ligamiento y asociacion.

Los estudios de ligamiento se basan en el hecho de que los loci genéticos
situados a escasa distancia se segregan juntos, es decir, permanecen juntos tras la
meiosis. Si un marcador genético cuya ubicacion es conocida se hereda junto con una
enfermedad determinada, se puede postular que el gen que produce la enfermedad se
encuentra en las proximidades de este marcador. Asi, los estudios de ligamiento
describen zonas del genoma en las que podria existir un gen relacionado con la
enfermedad en cuestion. Posteriormente, se analizan estas zonas del genoma en busca
de genes candidatos. Resultan muy utiles en la busqueda de genes causantes de
enfermedades monogénicas o de herencia mendeliana, pero dan poca informacion si la

herencia es compleja (Fafiafias Saura et al., 2000).

Se han realizado multiples estudios de ligamiento en el TBP, describiéndose
resultados positivos en casi todos los cromosomas (Hayden & Nurnberger, Jr., 2006).
Entre los hallazgos mas replicados estan la traslocacidon balanceada en DISC1 descrita

en 1990 que se relaciona con esquizofrenia y trastorno bipolar (St et al., 1990; Marx,
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2007; Chubb, Bradshaw, Soares, Porteous, & Millar, 2008), la deleccion en el
cromosoma 2211 relacionada con psicosis en el contexto del sindrome velo-cardio-
facial (Papolos et al., 1996; Murphy, 2002), o la deleccion del cromosoma 15
relacionada con sintomatologia psiquidtrica y el sindrome de Prader-Willi (Soni et al.,
2008).

Los meta-anadlisis realizados sefialan como areas de ligamiento las areas
cromosomicas 6g21-g25 y 8924 (McQueen et al.,, 2005) y 13q y 22qg (Badner &
Gershon, 2002). Segurado en su meta-analisis (Segurado et al., 2003) no encuentra
ligamiento estadisticamente significativo en ningun loci, siendo las areas de mayor

asociacion 9¢g22.3-21.1, 10q11.21-22.1, 14924.1-32.12 y zonas del cromosoma 18.

Los estudios de asociacion analizan si determinados alelos son mas frecuentes
en el grupo de afectos que en el de sanos (estudios caso-control). Se utilizan
generalmente como marcadores genéticos los SNPs. Estas variaciones pueden ser en si
mismas funcionales y estar relacionadas con la fisiopatologia de la enfermedad, pero
en la mayoria de los casos son utilizadas sélo para localizar los verdaderos sitios
relevantes. Los estudios de asociaciéon primitivos analizaban uno o varios genes
candidatos sefialados por datos indirectos (evidencia posicional de los estudios de
ligamiento o desde hipdtesis neurobioldgicas). Se describieron multiples variaciones
que podrian estar relacionadas con el TBP. No obstante, los resultados de estos
estudios deben de ser tomados con cautela debido a sus multiples debilidades

(Chanock et al., 2007; Zollner & Pritchard, 2007; Sullivan, 2007).

Basandose en los resultados de los estudios descritos previamente se han
propuesto decenas de genes candidatos, sin que se haya encontrado ningun resultado
gue haya sido replicado de forma definitiva (Perez de Castro et al., 1995; Jones &
Craddock, 2001; Nievergelt et al., 2006; Escamilla & Zavala, 2008; Serretti & Mandelli,
2008; Martinowich et al., 2009; Craddock & Sklar, 2009; Barnett & Smoller, 2009; Le-
Niculescu et al., 2009; Etain, Milhiet, Bellivier, & Leboyer, 2011; Nurnberger, Jr., 2012).

En negrita se sefialan los que actualmente tienen mayor nivel de evidencia:
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e Genes relacionados con la transmision monoaminérgica: DRD1, DRD2, DRD4,
DAT1, SLC6A3, HTTLPR, HTR2A, SLC6A4, GRIA1, GRIN2B, GRM1, GRM3, GRM4,
GRIK1, GRIK4, CHMA7, COMT, TPH-2, DAOA (G72/G30), MAOA, OPRM1, NOS1,
SYN3.

e Genes relacionados con los ritmos circadianos: CLOCK, BMAL1, PERIODS3,
ARNTL, TIMELESS, RORA, RORB, RXRG.

e Genes relacionados con el neurodesarrollo y neurotropismo: DISC1, BDNF,
NCAM1, PPARD, NRG1, FGF12, PTN, ELAVL2, NAV2, NBP, MIT1l, Olig2, QKI.

e Genes relacionados con la adhesidn y transduccion: ANK2, APP, CD44, CDH13,
CLSTN2, EPHA5, NCAM1, PLXNA2, SYNE1, CELSR1, GNA12, PARD3, IMPA2,
ADCY1, PTPRT, PIK3R1, PRKCE, PDE10A, GRK3 (modula la expresién de
receptores acoplados a proteinas G).

e Genes relacionados con el ciclo celular: A2BP1, ATXN1, GSK3b, STK24.

e Genes relacionados con canales idnicos: DPP10, KCNAB1, KCNB1, KCND2,
KCNK1, CACNAC1A, CACNB2, CAMK2A, DCAMKI1/DCLK1, RYR3, SLC8A1,
TRPM3.

e Otros: P2RX7 (codifica para una ATPasa calcio-dependiente), FKBP5 (modula
receptores de corticoides), SOD1 (superdxido-dismutasa 1), HMOX1, Ak3I1 y
ACACB (funcion mitocondrial), CREBBP, FOXP1, NF1B, NR3C1, RXRG, ZHX2.

C. Enfermedades de herencia compleja. Perspectivas actuales.

El TBP se considera actualmente una enfermedad de herencia compleja. Se
denomina herencia compleja a aquella que se escapa del modelo mutacién-
enfermedad de la herencia mendeliana. Como se describié en el capitulo 1, desde la
entrada del siglo XXI el estudio de la genética de estas enfermedades se orienta desde

de dos hipétesis distintas de trabajo:
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-Enfermedad comun-variaciones comunes. Postula que las enfermedades
complejas estarian producidas por el efecto acumulativo de multiples variantes
genéticas comunes en la poblacién, cada una de ellas con un efecto pequefio.

-Enfermedad comun-multiples variantes raras. Defiende que estas enfermedades
estarian causadas por variaciones genéticas poco frecuentes pero con mucha
penetrancia.

Ambas hipdtesis podrian ser ciertas, explicando la segunda los casos familiares
y algunos espordadicos debidos a mutaciones de novo. Qué genes concretos estan
implicados, cudles son las influencias ambientales y de qué manera acttdan sobre la

expresion genética y el desarrollo de la enfermedad es todavia desconocido.

MODELO ENFERMEDAD COMUN-VARIACIONES COMUNES.

Craddock (Craddock, Khodel, Van, & Reich, 1995) propuso en 1995 su modelo
matematico, sugiriendo que la herencia del TBP se explica mejor con un modelo de
varios genes de susceptibilidad que interaccionan entre ellos por fendmenos de
epistasis, apoyando el modelo enfermedad comdun-variaciones comunes. Para el
estudio de estas variaciones en grandes grupos de poblacion se desarrollaron en 2006
los estudios de asociacion gendmica amplia (GWAS en inglés).

La técnica de asociacion gendmica amplia (wide genome association o GWAS)
puede rastrear actualmente unos 2,5 millones de SNPs a lo largo de todo el genoma
con microarrays de genotipacién (microarrays por sondas que reconocen dreas
concretas del ADN), con el fin de establecer posibles sitios de asociacién con el
fenotipo de estudio. Se supone que si un niumero lo suficientemente grande de casos
se compara con controles adecuados con una densidad suficiente de marcadores
genéticos (tipicamente SNPs), los alelos que confieren riesgo para la enfermedad
deberian poder detectarse como una desviacion de su frecuencia frente a la que se
observa en los controles. Estos estudios conllevan un error inherente a su altisimo
numero de hipétesis (cada uno de los SNPs), por lo que exigen para ser significativa
una p<5x10e-8, basdndose en el error estadistico tipo | (Nurnberger, Jr., 2012). Se
exige ademas su replicacidon en una poblacion independiente.

Los GWAS tienen las ventajas del disefio de los estudios de asociacién (que tienen la

potencia suficiente para detectar efectos pequeiios) y no precisan de unas hipotesis
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iniciales de trabajo o de un conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. Su
relativa velocidad y coste permite realizar estas busquedas en muestras muy amplias
de individuos. En cualquier caso, no se debe olvidar que la asociacidon estadistica no
muestra causalidad. Se necesita posteriormente identificar las mutaciones,

caracterizarlas y realizar experimentacion bioldgica y estudios clinicos.

Se han llevado a cabo numerosos GWAS y meta-analisis en pacientes con TBP
con hallazgos interesantes (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007; Sklar et
al., 2008; Ferreira et al., 2008; Baum et al., 2008a; Baum et al., 2008b; Scott et al.,
2009; Hattori et al., 2009; Smith et al., 2009; Oedegaard et al., 2010; Djurovic et al.,
2010; Yosifova et al., 2011; Lee et al., 2011; Cichon et al., 2011; Chen et al., 20113;
Smith et al., 2011b; Vassos et al., 2012), aunque la falta de consistencia en la literatura
publicada es la norma (Seifuddin et al., 2012). Los genes encontrados con las variantes
de riesgo mas destacadas se recogen en la tabla 2-1. Los odds ratio (OR) determinados
para cada alelo de riesgo son del orden de 1.2-1.4, lo que sugiere la existencia de
multiples alelos de bajo riesgo en la génesis de la enfermedad. Es de destacar que
ningun gen sefalado por estudios previos de ligamiento o genes candidatos aparece en

estos GWAS (Barnett et al., 2009).

Tabla 2-1. Genes candidatos mas destacados hallados en los GWAS.

Gen candidato Cr | Descripcion Referencias

ANK3 10 | Gen de la ankirina-G, de la familia de proteinas que | (Ferreira et al., 2008;
une las proteinas de membrana al citoesqueleto. | Smith et al, 2009;
Entres sus funciones: movilidad, proliferaciéon vy SFhUIZe et al, 2009;
contacto celular, mantenimiento de los dominios Ripke et al., 20_11’ liakata

.. ., et al., 2011b; Linke et al.,
especializados de membrana y regulacion de canales

. . , ., 2012b)
de sodio. Su actividad podria tener relacion con la
modulacidn de las conexiones limbico-frontales.
CACNA1C 12 | Gen de la subunidad a-1C de los canales de calcio | (Ferreira et al., 2008;
voltaje-dependientes tipo L. Parece tener relacién con | Bigos et al., 2010; Wang,
la funcidn de los circuitos fronto-subcorticales. Mcintosh, He, Gelernter,

& Blumberg, 2011; Ripke
et al.,, 2011; Jogia et al.,
2011; Perrier et al., 2011)

DGKH 13 | Gen de la Diacil-glicerol kinasa. Esta molécula participa | (Baum et al., 2008a)
en el sistema del fosfatidil-inositol, lugar de accién del
litio.
NCAN 19 | Neurocan. Proteoglucano implicado en la adhesion y | (Ripke et al, 2011;

migracion celular. Su inhibicién en modelos animales | Cichon et al., 2011; Miro
origina comportamientos mania-like. etal, 2012)

Cr- Cromosoma.

13




MODELO ENFERMEDAD COMUN-MULTIPLES VARIANTES RARAS.

Redon, en 2006, describe que en el genoma humano hay alrededor de 1400
polimorfismos o variantes largas, que denomina variaciones en el nimero de copia
(Copy Number Variants o CNVs), especialmente frecuentes en genes que tienen que
ver con la neurofisiologia (Redon et al., 2006). Las CNVs son delecciones, inserciones,
duplicaciones y otras anomalias citogenéticas demasiado cortas para ser vistas a través
de un microscopio pero que pueden incluir desde 1kb hasta cientos o miles de pares
de bases. Estas CNVs modifican la expresidn genética, alterando los genes o el nimero
de copias de éstos. En 2008 se encuentra que estas CNVs son especialmente
frecuentes en patologias que tienen relacion con el neurodesarrollo, como la
esquizofrenia, el retraso mental o el autismo (Walsh et al., 2008; Girirajan, Campbell, &
Eichler, 2011). Pueden ser heredadas o de novo, estas Ultimas de apariciéon con

frecuencia significativa en patologias de inicio en la infancia.

Los resultados en pacientes con TBP son variables, existiendo estudios que
encuentran que las CNVs son mas frecuentes en el grupo de pacientes que en el de
controles, especialmente en aquellos pacientes con edad de aparicidn mds precoz
(Zhang et al., 2009; Malhotra et al., 2011; Priebe et al., 2012), y otros estudios que no
encuentran diferencias entre ambos grupos (Grozeva et al., 2010; Olsen et al., 2011;
Bergen et al., 2012).

Para dar significado bioldgico a estas CNVs es necesario caracterizarlas y relacionarlas
con loci y genes especificos. Hasta el momento algunos estudios han implicado al gen
GSK3beta (glycogen synthase kinase 3 beta) (Lachman et al., 2007) y genes

relacionados con la neurotransmision glutamatérgica (Wilson et al., 2006).

En relacion con la disminucién de costes asociada a los secuenciadores de nueva
generacién, se estan realizando de forma cada vez mds frecuente estudios de
secuenciacion a gran escala, de todo el genoma o sélo del exoma (descrito en el
capitulo 1). Esta técnica es especialmente util en la deteccién de variantes raras
(presentes en menos del 1% de la poblacidn), ya sean mutaciones de nucleétido unico,

CNVs u otros (Alkan et al., 2009). Proyectos internacionales de secuenciacion a gran
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escala para aportar una base de datos de variantes de referencia, como el Proyecto de
los 1000 genomas, estan ya avanzados.
Hasta el momento actual no hay ningun estudio publicado que aplique esta técnica en

pacientes con TBP.

D. Limitaciones de los estudios genéticos en el TBP; futuras perspectivas:

(Escamilla et al., 2008; Porteous, 2008).
Pese a los esfuerzos invertidos en descifrar las bases genéticas del TBP, siguen sin
encontrarse hallazgos claros, y la mayoria de ellos no son replicados en otros estudios.
Se han propuesto distintos motivos para explicar esta “herencia perdida” ademas de

diversas soluciones, que se resumen en la tabla 2-3.

LIMITACIONES RELACIONADAS CON LA SELECCION DE LA MUESTRA.
Tamaifo muestral.

En la mayoria de los estudios de los que se dispone las muestras son pequefias,
por lo que adolecen de escasa potencia. Ademas, para detectar efectos pequefios
(como las variantes que se buscan con los GWAS) las muestras deben ser ain mayores.
Se calcula que para alcanzar significacion estadistica con odds ratio (OR) del orden de
1.2-1.4 se necesitan muestras de entre 10000 y 20000 sujetos (Cichon et al., 2009).
Para solucionar este problema, se han puesto en marcha estudios multicéntricos y se
realizan meta-analisis. Una de las iniciativas mds importantes actualmente es la
National Institute of Mental Health Bipolar Genetics Initiative, en la que colaboran
diversas Universidades estadounidenses para poner en comun sus muestras vy
resultados. El Psychiatric GWAS Consortium es también un ejemplo de colaboracion
para combinar las muestras de pacientes de diversos grupos investigadores.
Igualmente se estan creando bases de datos genéticas sin animo de lucro a las que

pueden tener acceso los investigadores en la materia.

Falta de homogeneidad.
Existe una importante dificultad para realizar una buena definicién de los casos,

resultando en la utilizacién de muestras muy heterogéneas, lo que dificulta el hallazgo

15



de significacion estadistica en estudios genéticos. Este problema se debe
principalmente a la clasificacién actual de las enfermedades mentales (DSM IV TR o
CIE10), que definen los trastornos por criterios puramente clinicos o basandose en la
tradicion nosolégica, consensos de expertos y utilidad clinica, y no en etiologia o
neurofisiologia. Numerosos estudios muestran que entre los familiares de pacientes no
sélo es mas frecuente el TBP, sino también otros diagndsticos psiquidtricos (como
esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo o depresién unipolar), mostrando una
susceptibilidad genética compartida entre estos trastornos (lo que estd también
sustentado por estudios genéticos) y demostrando que los conceptos diagndsticos
actuales no tienen relaciéon directa con las causas genéticas de la enfermedad
(Craddock, O'Donovan, & Owen, 2005). Igualmente, no es posible diferenciar entre
trastornos primarios, con mads probabilidad relacionados con factores genéticos, o
secundarios.

Se han propuesto distintas soluciones:
Segregacion por subtipos en los andlisis. Los pacientes se agrupan en distintos
subtipos, entre los que se han propuesto:
-Subtipos de TBP: tipo |, tipo Il, trastorno esquizoafectivo, ciclotimia.
-Comorbilidades (Kerner, Lambert, & Muthen, 2011): trastorno por déficit de atencién
e hiperactividad (TDAH), trastorno de panico (Barnett et al., 2009), alcoholismo (Lydall
et al,, 2011).
-Curso de la enfermedad: edad de inicio, polaridad del primer episodio, frecuencia de
episodios, presencia de psicosis, suicidio.

-Otras: respuesta a litio (Grof, Duffy, Alda, & Hajek, 2009).

Utilizacion de endofenotipos.

En los trastornos de herencia compleja el fenotipo es resultado de la
combinacién de varios genes con distintas variables del entorno. En un intento de
homogeneizar las muestras utilizadas en los estudios de genética, en los afios 80 se
definieron los endofenotipos. Un endofenotipo es un fenotipo intermedio e interno
que llena el hueco en la cadena causal entre los genes y la enfermedad. Puede ser una
caracteristica  neurofisioldgica, neuropsicolégica, cognitiva, neuroanatdémica,

bioguimica o endocrinolégica (Gottesman & Shields, 1973) (figura 2-2).
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Figura 2-2. El endofenotipo representa un fenotipo intermedio entre la expresién de los genesy el

resultado final o fenotipo observado.

Los endofenotipos que se utilizan para realizar estudios genéticos deberian cumplir

los siguientes criterios (Gershon & Goldin, 1986):

1.

2
3
4.
5

Asociarse con la enfermedad.

Ser heredables.

Ser independientes del curso de la enfermedad.

Segregarse junto con la enfermedad en las familias.

Encontrarse en los familiares de los afectados en mayor proporciéon que en la
poblaciéon general.

Ser medibles.

En el TBP se han sugerido diversos endofenotipos, recogidos en la tabla 2-2.

Actualmente los esfuerzos se estan centrando en la busqueda de endofenotipos a

través de estudios que combinan la genética y la neuroimagen.

LIMITACIONES TECNICAS

Las técnicas utilizadas en los estudios genéticos tienen sus propias limitaciones

y la descripcion en detalle de los problemas de cada una de ellas queda mas alla del

propdsito de esta tesis. Como ejemplos se pueden nombrar la ausencia de protocolos
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establecidos y de una metodologia homogénea en muchas de ellas o la ausencia de
cobertura de algunas areas del genoma tanto con los chips utilizados en los GWAS
como con las técnicas de secuenciacidon masiva. Las limitaciones de estas ultimas

técnicas se exponen en los capitulos 1y 3.

Tabla 2-2. Endofenotipos propuestos para el estudio del TBP.

RM (resonancia magnética).
Disminucion en el volumen de distintas
areas cerebrales: insula, dreas del cingulo,

(McDonald et al., 2004; Kempton, Geddes,
Ettinger, Williams, & Grasby, 2008; Arnone et al.,
2009; Beyer, Young, Kuchibhatla, & Krishnan,

Estructural amigdala, dreas frontales. 2009; Hallahan et al., 2011; De et al., 2012)
Neuroimagen Presencia de hiperintensidades en la

sustancia blanca, de significado incierto.
DTI (Diffusion Tensor Imaging). (Wang et al., 2009; Cui et al., 2011; Vederine,
Alteracion de las fibras de sustancia Wessa, Leboyer, & Houenou, 2011; Chen et al.,
blanca en distintas areas: cingulo anterior, | 2012)
cuerpo calloso, giro parahipocampal.

Funcional Hiperactivacion de éreas del sistema (Delvecchio, Sugranyes, & Frangou, 2012;

limbico e hipoactivacién de areas
prefrontales durante el procesamiento
emocional.

Hummer et al., 2012; Townsend et al., 2012;
Garrett et al., 2012; Kim et al., 2012; Linke et al.,
2012a)

Neuropsicologia

Alteracidon de mecanismos atencionales.
Menor rendimiento en tareas de memoria
verbal.

Lentitud en el procesamiento de la
informacion.

(Seidman et al., 2002; Clark, Sarna, & Goodwin,
2005; Clark, Kempton, Scarna, Grasby, &
Goodwin, 2005; Klimes-Dougan, Ronsaville,
Wiggs, & Martinez, 2006; Balanza-Martinez et al.,
2008; Hill, Harris, Herbener, Pavuluri, &
Sweeney, 2008; Kulkarni, Jain, Janardhan Reddy,
Kumar, & Kandavel, 2010; Schulze et al., 2011)

Otros

Respuesta a la deplecion de triptéfano.

(Quintin et al., 2001; Sobczak, Honig, Nicolson, &
Riedel, 2002)

Respuesta a la deprivacién de suefio.

(Wehr, Sack, & Rosenthal, 1987)

Supresidn de melatonina por la luz.

(Nurnberger, Jr. et al., 2000)

Rasgos de personalidad/temperamento.

(Savitz & Ramesar, 2006; Savitz, van der, &

Ramesar, 2008; Vazquez et al., 2008)

En las enfermedades de herencia compleja la interpretacion de los resultados no
siempre es sencilla, dado que distintos mecanismos genéticos pueden funcionar como
factores de confusién y hay que tenerlos en cuenta (Jimenez Escrig, 2007):

- Penetrancia variable.

El grado de penetrancia determina la probabilidad con la que un genotipo
determinado se expresa fenotipicamente, es decir, la probabilidad de que un individuo
qgue tenga el alelo que determina una enfermedad concreta la manifieste. La ausencia
de penetrancia completa complica la definicidn de los casos, pudiendo encontrarse los
alelos con la mutacién de estudio en pacientes sanos.

- Fendmenos de heterogeneidad y pleoitropismo.

Distintos genes pueden producir el mismo fenotipo (heterogeneidad) y la misma

mutacion genética puede producir distintos fenotipos (pleiotropismo).
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- Fendmenos de epistasis.
El efecto de un determinado gen esta influenciado por los efectos de otros genes.

- Imprinting.
Mecanismo por el que un gen o grupo de genes tienen una expresion diferente si son
heredados del padre o de la madre. Se debe, entre otros, a fendmenos de metilacion.

- Necesidad de un determinado factor ambiental para el desarrollo de la

enfermedad.

La existencia de una mutacidon no seria suficiente para que la enfermedad se
manifestara, teniendo que estar presente ademas un determinado factor ambiental.
Estas interacciones genes-ambiente pueden modificar la trascripcion o la expresion
genética por mecanismos epigenéticos y, en algunos casos, transmitirse a la
descendencia.
Como posibles factores ambientales relacionados con el TBP se han descrito el estrés
fisico o psicosocial, determinados rasgos de personalidad, como la obsesividad y la
introspeccion, y el consumo de todxicos (Glassner & Haldipur, 1983; Miklowitz,
Goldstein, Nuechterlein, Snyder, & Mintz, 1988; Swendsen, Hammen, Heller, & Gitlin,
1995).

- Efectos epigenéticos.
La diferente metilacidn y acetilacién de las histonas del ADN durante el desarrollo
embrionario modifican la expresién genética.
No hay estudios epigenéticos en el TBP, aunque algunos modelos animales de
depresién han mostrado evidencia de que los cambios en los patrones de metilacién
debidos a factores ambientales modifican la expresidon genética. En el modelo de
rechazo social (social defeat), en los animales con ausencia de socializacién se produce
una disminucion de expresiéon de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) y CREB
(cCAMP Response Element-Binding), disminuyendo el crecimiento neuronal, efecto
reversible con tratamiento antidepresivo (Tsankova et al., 2006). En el modelo de
Champagne, la ausencia de cuidado maternal en ratas aumenta la metilacidon del
promotor del receptor de estrégenos en las crias y, por tanto, disminuye la expresion
de ese receptor, asociando, entre otros, una mayor reactividad al estrés. Esa alteracién
en la metilacién se transmite a la descendencia (Champagne & Meaney, 2001; Bredy,

Grant, Champagne, & Meaney, 2003; Weaver et al., 2004).
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En los estudios genéticos actuales se tienen en cuenta todas estas variables a la
hora de analizar los resultados, y se van desarrollando herramientas que facilitan su
integracion.

En el caso de los fendmenos de epistasis, para facilitar la compresion de los hallazgos
de los GWAS se han propuesto el método de puntuacién poligénica (poligenic score
method) (Purcell et al., 2009) y el andlisis de rutas (Wang, Li, & Bucan, 2007). En el
método de puntuacion poligénica se asigna una puntuacién a cada alelo de riesgo y
posteriormente se suma la puntuacion de cada uno de los que un individuo posee para
calcular su riesgo de padecer la enfermedad. El analisis de rutas parte de la premisa de
gue multiples genes intervienen en la susceptibilidad a padecer una enfermedad. Estos
genes pertenecen a vias comunes (rutas metabdlicas, de sefalizacién celular...) e
interaccionan unos con otros por fenédmenos de epistasis. Por tanto, para evaluar el
riesgo que aporta cada variacidén genética en concreto, habria que tener en cuenta el
conjunto de la ruta bioquimica. En el TBP se han realizado diversos analisis de ruta,
encontrando asociaciones significativas con la regulacién de la neurotransmisién
dopaminérgica, genes de la via de las cadherinas y de la via de sefalizacién Wnt
(Torkamani, Topol, & Schork, 2008; Pandey et al., 2012).

En el caso de los estudios de secuenciacién a gran escala, se han desarrollado
estrategias de filtrado de las mdultiples mutaciones encontradas (descritas en el
capitulo 4), que tienen en cuenta los factores arriba descritos. Igualmente, los
secuenciadores de nueva generacién (como el zeromode-waveguide, actualmente en
desarrollo) son capaces de leer patrones de metilacion, lo que permitira un avance

rapido del conocimiento de como estos mecanismos influyen la expresion genética.

Para complicar algo mads la situacidén, nuestro conocimiento del genoma es
todavia limitado. No todo el genoma es accesible a las técnicas de las que disponemos
actualmente, y existen amplias dreas del genoma aun sin explorar. Cada dia se
describen nuevos elementos reguladores, como el reciente descubrimiento de los
micro-RNAs no codificantes (Thum et al., 2008). Proyectos de investigacion genética

como el ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), sefialan la existencia de importantes
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elementos reguladores de la expresién genética en las dreas no codificantes, aun
escasamente estudiadas.

Las nuevas herramientas de estudio del genoma (estudios de secuenciacion de
genoma completo, GWAS, modelos animales, estudio directo del mRNA en los tejidos,
estudios de expresion de proteinas) van permitiéndonos ampliar nuestro conocimiento
sobre la compleja regulacion de la expresién de los genes, lo que nos permitird en el

futuro ser capaces de utilizar la informacién genética de forma eficiente.

Tabla 2-3. Resumen de las limitaciones de los estudios genéticos en el TBP.

Limitaciones Soluciones

Escaso tamafio muestral. Ampliar tamafios muestrales. Bases de

Relacionadas con la datos comunes. Proyectos multicéntricos;

seleccion de la

metaanalisis.

muestra Falta de homogeneidad.

Segregacion por subtipos.
Utilizacion de endofenotipos.

Falta de desarrollo de las técnicas y
exceso de volumen de datos.

Mejora de los equipos y desarrollo de
protocolos comunes.

Limitaciones Complejidad genética de las

enfermedades de herencia

técnicas

compleja.

Tenerlo en cuenta en el andlisis de los
resultados: método de puntuacion
poligénica; analisis de rutas.

Lectura de patrones de metilacion.

Limitaciones en el conocimiento del Proyecto ENCODE vy otros.

genoma. Nuevas herramientas de estudio del

genoma.

E. Conclusiones.

Hay que reconocer que el avance en el estudio de las bases genéticas del TBP
ha sido hasta ahora bastante decepcionante, principalmente por los escasos
resultados, que incluso teniendo en algunos casos significacion estadistica, carecen por
completo de importancia clinica. Sin embargo, el dia en el que el psiquiatra sea capaz
de hacer diagndsticos genéticos en la clinica diaria esta cada vez mds cercano.
Basandonos en el conocimiento actual de otras enfermedades complejas como la

enfermedad de Alzheimer, lo mds probable es que seamos capaces en la préxima

década de describir un grupo de mutaciones relacionadas con el TBP (y otras psicosis),
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de elevada penetrancia, presentes en grupos familiares y en algunos casos esporadicos
(mutaciones de novo), junto con otra serie de mutaciones que confieran un riesgo
determinado de padecer la enfermedad. La caracterizacion de esas mutaciones nos
permitird avanzar en el conocimiento de las bases bioquimicas subyacentes a este
trastorno, pudiendo desarrollar mejores tratamientos. Esto permitird ir abandonando
progresivamente el modelo diagndstico actual, basado en sintomas, e ir entendiendo
el TBP como un fenotipo complejo, compuesto por multiples alteraciones
conductuales, animicas y bioldgicas que son resultado del funcionamiento de
complejas redes bioquimicas y neuronales destinadas a capacitar al ser humano para

adaptarse al medio.
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3. SECUENCIACION MASIVA PARALELA: REVISION DE LAS

TECNICAS ACTUALES.

La genética como ciencia nace en el siglo XIX con las observaciones de Mendel
de los patrones de herencia de algunos caracteres morfoldgicos en las plantas de
guisantes. En 1869 descubre en el nucleo de células sanguineas lo que hoy conocemos
como ADN, y en 1953 James F. Watson y Francis Crick postulan el modelo de doble
hélice. En el afio 1977, en paralelo, y con técnicas distintas, Gilbert y Maxam, y Fred
Sanger (Maxam & Gilbert, 1977; Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977), llevan a cabo la
primera secuenciacién de ADN. En abril de 1983, Kary Mullis da a conocer la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, recibiendo por ello el Premio Nobel de

Quimica en el afio 1993.

METODOS DE SECUENCIACION DE PRIMERA GENERACION.

Basandose en la técnica descrita por Sanger, los procesos manuales se fueron
sustituyendo por métodos automatizados basados en electroforesis capilar o
microarrays, mas rapidos y con menor coste. En 2003 el proyecto Genoma Humano
finaliza la secuenciacién completa del genoma humano basdandose en estas técnicas,
con un coste total de casi tres billones de délares y una duracién de 13 afios (Davis,
1990; Collins, Morgan, & Patrinos, 2003; International Human Genome Sequencing

Consortium, 2004).
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METODOS DE SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION.

En 2005 comienzan a desarrollarse técnicas de secuenciacion que no estan
basadas en la técnica de Sanger. A partir de ese momento comienza la carrera de
avances para lograr el objetivo de secuenciar un genoma completo por un precio de
1000 délares. El objetivo es incrementar la longitud de las lecturas y minimizar el
tiempo, convirtiendo la secuenciacién en una herramienta lo suficientemente
econémica para ser utilizada en la rutina clinica. Posibles aplicaciones serian
programas de screening de enfermedades, valoracién prondstica o como guia para

tratamientos médicos personalizados.

Existen actualmente en el mercado distintas plataformas comerciales de
secuenciacion denominadas de “secuenciacién masiva paralela”, ya que son capaces
de secuenciar multiples cadenas de ADN al mismo tiempo. Las distintas plataformas se
basan en técnicas diferentes y utilizan distintos métodos para la preparacion de las
muestras.

Dado que el objetivo de esta tesis no es repasar con detalle esta tecnologia, se
describiran exclusivamente las técnicas en las que se basan las actuales plataformas
comerciales, nombrando al final aquellas de reciente desarrollo y prometedor futuro o
“secuenciacién de nueva generacion”. Igualmente, se expondran brevemente los
distintos métodos de preparacién del ADN para ser secuenciado y, finalmente, se

repasaran métodos de enriquecimiento y captura.

A. PREPARACION DE LOS MOLDES DE ADN (Voelkerding, Dames, & Durtschi,

2009; Metzker, 2010)

Segun la técnica de secuenciacidn que se vaya a utilizar sera necesario preparar
la muestra de ADN de una manera u otra. Para todas ellas se requiere la ruptura del
ADN en fragmentos de distinto tamafio que posteriormente se unen en sus extremos a
moléculas llamadas adaptadores. El conjunto de todos los fragmentos de ADN unidos a

adaptadores se conoce como biblioteca.
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Moldes con amplificacion clonal

Algunos sistemas de imagen o detecciéon necesitan de la utilizacion de
numerosas copias de cada trozo de ADN para tener suficiente sefial (al aumentar la
relacion sefial ruido o signal to noise ratio). Para ello se utilizan métodos de
amplificacién, que consiguen crear millones de copias idénticas a la molécula de ADN
original. Existen dos formas de llevar a cabo esta amplificacién sin necesidad de utilizar
células, lo que evita la pérdida arbitraria de secuencias asociada a los métodos de
clonacion bacteriana: la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en emulsién

(emPCR) y la amplificacion en fase sélida.

PCR en emulsion.

Se crea una biblioteca de moldes de ADN mediante la fragmentacion aleatoria
de la cadena original. Se unen adaptadores a sus extremos y se incluyen en una
emulsidn oleo-acuosa. Esta emulsién contiene microesferas recubiertas con moléculas
gue hibridan con los adaptadores y ademas actuan de cebadores. Tiene ademas todo
lo necesario para llevar a cabo una PCR. Se crean las condiciones para que en cada
esfera hibride Unicamente un fragmento de ADN. Sobre éste se llevan a cabo multiples
PCR que generan copias clonales de ese fragmento concreto. Finalmente, todas las
microesferas se inmovilizan en una superficie para ser secuenciadas (figura 3-1). Este
tipo de amplificacion es la que utilizan las plataformas Roche/454 Life Sciences o

SOLID.

Amplificacion en fase sdlida.

Se unen cebadores directos e inversos a un portaobjetos de forma covalente.
Los distintos fragmentos de la libreria de ADN, con sus extremos unidos a adaptadores,
hibridan con los cebadores, iniciandose la reaccién de PCR y la formacién de nuevas
cadenas desde ambos extremos en forma de “puente”. Se repite la operacién en el
area circundante gracias a los cebadores, hasta conseguir muchas localizaciones
fisicamente aisladas que contienen multiples copias idénticas de un fragmento Unico
(figura 3-2). Este método es el utilizado por Solexa (de la que ahora es propietaria la

empresa lllumina).
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Figura 3-1. PCR en emulsidon. Modificada de Metzker, 2010 (Metzker, 2010).
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Figura 3-2. Amplificacion en fase sélida (simplificacién). Modificada de Metzker 2010 (Metzker, 2010).
Los fragmentos de ADN (azul y verde) se hibridan con los cebadores del portaobjetos (amarillos y
morados) gracias a los adaptadores afiadidos a sus extremos (rojos). Comienza la PCR formandose las
nuevas cadenas (en color mas claro), idénticas a la original, “doblandose” las cadenas de ADN en forma
de “puente”. Cada una de estas cadenas recién formadas sirve como molde para la fabricacién de
nuevas cadenas, también idénticas a la inicial. Finalmente quedan “agregados” de cadenas idénticas

unidas covalentemente con la superficie sélida.
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Moldes de molécula tnica

Necesitan menos cantidad de ADN inicial y evitan los problemas asociados a la
PCR, como la introduccion de mutaciones o los problemas de amplificacién de las areas
ricas en AT o GC.
Los fragmentos de ADN se pueden inmovilizar en soportes sélidos mediante tres
técnicas:
-Los adaptadores unidos a los extremos de cada fragmento de la biblioteca de ADN
hibridan con los cebadores que estan unidos de forma covalente a la superficie sélida.
-Los propios fragmentos de ADN se unen a la superficie sélida de forma covalente.
Ambos métodos son los utilizados en la plataforma Helicos BioSciences.
-Se unen al soporte sélido las moléculas de polimerasa, distribuidas en el espacio. A
cada una de ellas se le une un fragmento de ADN junto con un cebador.
Este ultimo método es el que utiliza Pacific Biosciences y se describe en patentes de

Life/VisiGen.

B. TECNICAS DE SECUENCIACION Y DETECCION (Shendure, Mitra, Varma, &

Church, 2004; Metzker, 2005; ten, Jr. & Grody, 2008; Tucker, Marra, &
Friedman, 2009; Voelkerding et al., 2009; Metzker, 2010; Schadt, Turner, &
Kasarskis, 2010; Mardis, 2011)

TECNICAS POR ADICION DE NUCLEOTIDO UNICO
Se basan en una secuenciacidn por sintesis (dependiente de ADN polimerasa).
Utilizan ciclos de lectura y lavado, y son mas rapidas que la técnica de Sanger ya que

secuencian un gran numero de cadenas de ADN al mismo tiempo.

Pirosecuenciacidn:
El ejemplo mds desarrollado es la pirosecuenciacién, descrita por primera vez
por Hyman en 1988 (Hyman, 1988) y desarrollada por el equipo de Nyrén y Ronaghi,

del Instituto de Tecnologia de Estocolmo (Ronaghi, Karamohamed, Pettersson, Uhlen,
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& Nyren, 1996; Ronaghi, Pettersson, Uhlen, & Nyren, 1998; Ronaghi, Nygren,
Lundeberg, & Nyren, 1999).

Esta técnica consiste en la adicién secuencial de nucledtidos a una solucion que
contiene los moldes de ADN y ADN polimerasa. Cuando el dNTP (deoxiribonucleésido
trifosfato) anadido corresponde con el complementario de la cadena molde se activa la
ADN polimerasa, une el dNTP a la cadena y se libera un pirofosfato por cada uno de los
nucledtidos afadidos. Este pirofosfato se convierte en luz visible gracias a sulfurilasas y
luciferasas. Esta luz, de intensidad variable segin el nuimero de nucledtidos
incorporados, es recogida y cuantificada, revelando tras ser analizada la secuencia
original de ADN.

La luz emitida en cada ciclo se recoge en una serie de picos llamado pirograma, que
corresponde al orden de los nucleétidos complementarios a la cadena molde (figura 3-
3). La pausa en la secuenciacién tras la incorporacién de cada dNTP a la cadena se
consigue afnadiendo éstos a la solucién de forma secuencial, limitando la cantidad

disponible para cada reaccién.

Esta tecnologia es la que incorpora la plataforma Roche/454 Life Sciences.
Integra la pirosecuenciacién con la plataforma PicoTiterPlate, desarrollada por ellos
(Margulies et al., 2005). Esta plataforma lleva a cabo una PCR en emulsién sobre el
PicoTiterPlate, una placa grabada con cientos de miles de pocillos de unos 40
micrometros. Las microesferas con las copias de la biblioteca de ADN se introducen de
forma individual en los pocillos junto con los enzimas necesarios para llevar a cabo la
pirosecuenciacion, llevandose a cabo cientos de miles de reacciones al mismo tiempo y
recogiéndose la luz emitida por cada una de ellas con una cdmara CCD (charge-coupled

device o “dispositivo de carga acoplada”).

La ventaja de esta técnica es que obtiene longitudes de lectura semejantes a las de

la técnica de Sanger. Sin embargo, presenta dos inconvenientes importantes:
1. Se realiza sobre una biblioteca de fragmentos amplificados con PCR. Esto puede
introducir errores en la lectura a través de los fendmenos de desfase, lo que

aumenta el ruido y limita la longitud de las lecturas.

29



2. Lalectura de dreas de repeticién de homopolimeros es poco exacta, dando con

frecuencia errores.

En esta plataforma, las inserciones son el error mas frecuente, seguido de las

delecciones. No se producen sustituciones, por lo que seria la de eleccién para la

validacion de una secuencia dada.
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Figura 3-3. Pirosecuenciacion. a) La polimerasa esta unida al fragmento de ADN que se quiere

secuenciar y preparada para crear la cadena complementaria. b) Se incorpora a la solucién un tipo de

dNTP (amarillo). c) Como corresponde con el complementario de la cadena original, la ADN polimerasa

lo une y libera un pirofosfato. Este se trasforma en ATP por la accién de una sulfurilasa (no mostrado), y

este ATP en luz gracias a una luciferasa. d) La luz es recogida y trasformada en un grafico que muestra

un pico cuya altura corresponde a la intensidad de la luz emitida. e) Se aflade otro tipo de dNTP a la

solucién (verde). Como no corresponde con el complementario, se lava y no sucede nada. f) Se afiade un

nuevo tipo de dNTP (rojo), que en este caso si corresponde con el complementario. g) Se incorporan 3

nucledtidos a la cadena, por lo que la luz emitida tiene el triple de intensidad. h) Esto se refleja en el

pirograma con un pico mayor que el anterior. i) El proceso se repite hasta finalizar la lectura.
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Secuenciador semiconductor (lon Torrent’s sequencer).
Su funcionamiento es semejante al de la pirosecuenciacion, pero en lugar de
transformar el pirofosfato liberado en la incorporacion de cada nucledtido a la cadena

en luz, mide el cambio de pH producido por el protdn liberado.

TECNICAS DE TERMINACION REVERSIBLE CICLICA (TRC):

Basadas también en la ADN polimerasa y en ciclos de secuenciacién. Utilizan

terminadores reversibles, que son nucleétidos modificados de forma que se les une
una molécula fluorescente que no permite continuar la incorporacion del siguiente
nucledtido a la cadena hasta que no es retirada.
Los ciclos se componen de: incorporacién del nuevo nucleétido protegido con un
grupo fluorescente a la cadena en formacion, lavado del resto de nucleétidos no
unidos, lectura de la sefal fluorescente y posterior retirada del grupo protector para
permitir la unién del siguiente nucledtido.

Las principales ventajas de estas técnicas es que limitan la posibilidad de
lecturas errdneas al eliminar los grupos fluorescentes previos y, ademas, detectan

mejor las secuencias homopolimeras que la pirosecuenciacién.

Existen en el mercado dos plataformas de secuenciacién basadas en esta técnica:

-lllumina/Solexa (Bentley et al., 2008):

Combina la amplificacién en fase sdlida descrita previamente con una
secuenciacion de terminacidn reversible ciclica con nucleétidos modificados marcados
con 4 colores. Se incorporan los cuatro nucledtidos (A, C, Ty G) marcados cada uno de
ellos con un color diferente a la placa a la que estdn unidos los fragmentos de ADN
amplificados. Se produce la unién del nucledtido complementario a cada una de las
cadenas en formacidn. Tras la unidn, se retiran los nucleétidos sobrantes y se recoge la
imagen mediante laseres. Este proceso se va repitiendo y finalmente las imagenes se

analizan para identificar la secuencia completa (figura 3-4).
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Se utiliza la amplificacion clonal para amplificar la sefial y minimizar el ruido. La sefial
fluorescente observada sera el consenso de las emitidas por todos los nucledtidos

afiadidos a cada grupo de cadenas idénticas de ADN en cada uno de los ciclos.

Los inconvenientes principales de esta técnica son:

1. Precisa de amplificacidon (en este caso PCR en fase sélida), lo que introduce
errores, principalmente infrarrepresentacion de regiones homopolimeras.

2. Sufre fendmenos de desfase. En cada ciclo de incorporacién se van
introduciendo errores, que se van acumulando. Como la sefal observada es el
consenso de la emitida por las cadenas clonales, va aumentando
progresivamente el ruido de la sefial fluorescente. Esto limita la longitud de las
lecturas.

El error mas comun son las sustituciones, siendo mas frecuentes cuando el nucleétido

anterior es una guanina.

-Helicos BioSciences (Harris et al., 2008):

Este grupo comercializa el secuenciador HeliScope (Braslavsky, Hebert,
Kartalov, & Quake, 2003). Se basa en una secuenciacion reversible ciclica utilizando
marcadores fluorescentes de un solo color. Escanea miles de millones de moléculas
individuales de ADN fijadas a una superficie mientras crecen utilizando un cebador,
una polimerasa modificada y andlogos de nucledtidos marcados (figura 3-5) llamados
Virtual Terminator nucleotides (VTn). A diferencia de los analogos de nucledtidos
utilizados en la plataforma de Solexa, estos VTn no tienen bloqueado el extremo 3,
estrategia mas eficiente, ya que requiere Unicamente la ruptura de un enlace para
continuar con la sintesis de la cadena, precisando los primeros la ruptura de dos
enlaces.

Como importante ventaja frente a la plataforma de Illumina/Solexa, no
requiere ningln tipo de amplificacién de la muestra, lo que anula los problemas
asociados a esta técnica. Sin embargo, presenta la desventaja de generar lecturas muy
cortas, lo que dificulta el ensamblaje posterior de éstas. Esto limita su uso en para la
secuenciacion de novo.

Los errores mas frecuentes son las delecciones en las secuencias repetitivas.
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Figura 3-4. Secuenciacion TRC con cuatro colores. a) La biblioteca de ADN esta unida de forma covalente
a una superficie sélida. Para simplificar la imagen se muestra una cadena Unica, aunque en realidad son
grupos de cadenas iguales. b) Se introducen en la solucién los cuatro nucleétidos modificados (A, G, Ty
C) cada uno marcado con una molécula fluorescente de un color (circulos rojo, verde, amarillo y azul). c)
Los nucledtidos complementarios se unen a las cadenas, uno en cada una, parandose la sintesis, ya que
los grupos adheridos, que son los que contienen el fluorescente, bloquean el extremo 3’ y no permiten
continuar afiadiendo nucledtidos a la cadena. d) Los nucleétidos sobrantes son lavados. e) Se recoge la
imagen. f) El grupo fluorescente unido al extremo 3’ es eliminado, pudiendo reiniciarse la sintesis. g, h ,i)
Se vuelven a introducir a la soluciéon nucleétidos marcados, repitiéndose el proceso y j) obteniéndose

una imagen por ciclo, hasta que termina la secuenciacion.
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Figura 3-5. Secuenciacién TRC con un solo color. a) Se parte de una superficie sdlida a la que estan
unidos de forma covalente cebadores (amarillo) sobre los que ha hibridado la biblioteca de ADN gracias
a adaptadores (rojo). b) Se afiade a la solucién un Unico tipo de nucleétido marcado modificado (por
ejemplo, adenina). ¢) La adenina marcada se une a aquellas cadenas en la que es el nucledtido
complementario, y se frena la sintesis. Tras el lavado de los nucledtidos sobrantes, d) se recoge la
imagen. e) Se elimina el grupo fluorescente, permitiendo continuar con la sintesis. f) Se afiade otro
nucledtido (por ejemplo, citosina), que g) se une a los fragmentos de ADN en el que es el
complementario. h) Se obtiene una nueva imagen. Este ciclo se repite, afiadiendo de forma secuencial
los distintos nucledtidos. i) La lectura de la secuencia de imagenes revela la secuencia de ADN, que en
este ejemplo seria: fragmento delante izquierda: CTCTG; fragmento delante derecha: TGA; fragmento

detras izquierda: CGAT; fragmento detras derecha: AGTG.
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SECUENCIACION POR LIGACION

Utilizada con éxito para la secuenciacion del genoma de E. coli por Shendure y
cols. en 2005 (Shendure et al., 2005), este tipo de secuenciacién utiliza una ADN ligasa
en lugar de una ADN polimerasa para crear la cadena complementaria. Se basa en la
utilizacion de sondas de ADN de 1 o 2 nucleétidos, marcadas con fluorescencia, que
hibridan con el fragmento a secuenciar. Una simplificaciéon de este método se muestra

en la figura 3-6.
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Figura 3-6. a) Se une un cebador al fragmento de ADN a secuenciar. b) Se introducen las sondas de 2
nucledtidos, cada una de ellas marcadas con una molécula fluorescente de un color diferente. c) La que
corresponde a la secuencia complementaria de la cadena de ADN que sigue al lugar de unién del
cebador se sitda en su lugar y d) es unida al cebador gracias a la ADN ligasa. e) El resto de sondas son
lavadas y se recoge la imagen. En este ejemplo fluorescencia naranja, que corresponde a la sonda
adenina-citosina. f) Se elimina la molécula fluorescente y se vuelven a introducir sondas marcadas. g) Se
repite este ciclo de ligacién y lectura de la fluorescencia una y otra vez hasta completar el fragmento a

secuenciar.
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Esta técnica es la que utiliza la plataforma SOLID (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) de Applied Biosystems (Valouev et al., 2008).
La plataforma SOLID utiliza una PCR en emulsidon para amplificar la biblioteca de ADN.
Posteriormente hibrida un cebador a la posicion n de cada fragmento de ADN a
secuenciar. Su peculiaridad es que utiliza sondas de 8 nucledtidos. En estas sondas, los
dos primeros nucledtidos son los que sirven para unirse a la cadena de ADN
complementaria, los 3 siguientes son nucleétidos degenerados y los 3 ultimos son
eliminados junto con la molécula fluorescente. El ciclo de unién con ligasa se repite 10
veces. Para el siguiente ciclo se une un nuevo cebador, en esta ocasién en la posicién
n-1vy se repiten los 10 ciclos (figura 3-7). Estos 10 ciclos de ligacién se realizan un total
de 5 veces. Esto permite finalmente obtener 2 lecturas de cada nucleétido de la

cadena original. Las distintas lecturas se ordenan, permitiendo descifrar la secuencia.
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Figura 3-7. Plataforma SOLID. a) Sondas de 8 nucleétidos. b) El cebador se une al nucleétido de la
posicidn 1. ¢) En los 10 primeros ciclos de ligacidn se obtiene lectura de los nucledtidos en las posiciones
2y3,7y8,12y 13,17y 18,22y 23,27y 28,32y 33,37y38,42y 43,47 y 48. Las dos posiciones de
lectura corresponden a los nucleétidos de las sondas; las tres posiciones no leidas corresponden a los
nucledtidos degenerados. d) Para el siguiente ciclo se une un nuevo cebador, pero en este caso en la
posicidn (n-1). En los siguientes 10 ciclos se leen los nucledtidos de las posiciones 1y 2,6y 7,11y 12, 16

y 17, etc.
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Como importante ventaja, la practica ausencia de sustituciones, ya que lee dos
veces cada base. Sus principales desventajas son la mala lectura de regiones ricas en

ATy GC.

SECUENCIACION EN TIEMPO REAL

Basadas también en la ADN polimerasa, estas técnicas no frenan la
secuenciacion tras la incorporaciéon de cada base para llevar a cabo la lectura ni
invierten tiempo en ciclos de lavado, por lo que son mas rédpidas. Tampoco requieren
amplificacién, lo que evita las desventajas asociadas a este paso y no sufren

fendmenos de desfase.

Zero-mode waveguide.

Se trata de un dispositivo que permite limitar el campo de observacion lo
suficiente como para captar exclusivamente la fluorescencia emitida por un
nucledtido, el que se esta incorporando de forma sucesiva la ADN polimerasa mientras
sintetiza la cadena.

Este dispositivo ha sido desarrollado por Pacific Biosciences e incorporado en su
plataforma SMRT (Single Molecule Real Time). Moléculas individuales de ADN
polimerasa son ancladas a la superficie inferior de detectores zero-mode waveguide
(ZMW), pocillos de unos 30nm de didmetro, y van incorporando nucleétidos fosfato
marcados con fluorescente de cuatro colores (uno por cada base) a la cadena a tiempo
real. Los pulsos de fluorescencia emitidos con cada incorporacién de un nucleétido a la
cadena se van leyendo, mientras este proceso tiene lugar en miles de detectores ZMW

de forma simultanea.

Tiene una tasa de error de mas del 5%, principalmente en forma de inserciones
y delecciones, en relacién con las limitaciones de la propia técnica (ausencia de lectura
por incorporacion muy seguida de dos nucleétidos, errores por lecturas de nucledtidos
erroneos presentes en el sitio activo de la ADN polimerasa...). Sin embargo, gracias a la

repeticion de lecturas, la precision puede aumentar hasta mds de un 99.999%. Realiza
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lecturas muy largas, de hasta 10.000 pares de bases, lo que facilita su posterior

ensamblaje.

Dado que aporta informacién cinética de la actividad de la polimerasa, podria
utilizarse para determinar patrones metilacion, lo que abre una posibilidad de mucho

interés para la investigacion.

Técnica FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) de pares sencillos (Braslavsky
et al., 2003).

Fendémeno por el que la excitacién de un croméforo puede pasar a otro
cercano. Si los cromdforos son fluorescentes, la transferencia de energia produce la
aparicion de fluorescencia. Esta interaccién depende de la distancia entre ambos, lo

gue permite utilizarla para demostrar interaccion de moléculas.

Life/VisiGen ha desarrollado ADN polimerasas con un marcador fluorescente
gue cuando se encuentra préximo a un nucledtido unido a un croméforo receptor

produce fluorescencia a través de este sistema.

Tabla 3-1. Comparativa entre distintas plataformas de secuenciacién.

Plataforma Técnica Longitud Tasa Tpo/run Ventajas Inconvenientes
lecturas error
Roche 454 Pirosecuenciacién Largas 1% Horas Gran longitud lecturas. Mala cobertura
PCR emulsién Secuenciacion rapida. de secuencias
No produce homopolimeras.
sustituciones. Mas cara.
lllumina/Solexa ADN polimerasa Cortas <0.1% Dias La mas utlizada por su Error mas
HiSeq v3 Amplificacién fase coste-eficacia. frecuente:
solida. sustituciones.
SOLiD 5500 ADN ligasa Cortas <0.01% Dias Tasa de errores muy Lenta.
PCR emulsion baja.
Pacific Sintesis Muy 15% Minutos Gran longitud de Frecuentes
Biosciences No necesita preparacion largas lecturas. inserciones y
de la muestra delecciones.
OTROS

Técnicas de secuenciacidn basadas en nanoporos (Branton et al., 2008)

Se basan en la identificacion de las distintas bases de la cadena de ADN gracias
a una seial éptica o por la variacion que se produce en una corriente eléctrica al pasar

la cadena a través de un nanoporo anclado a una membrana.
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Secuenciacidén con nanoporos por deteccion eléctrica (figura 3-8).

En desarrollo por Oxford Nanopore. Se ancla una exonucleasa en la superficie
externa de un poro de 1,5nm situado en una membrana lipidica, que va rompiendo la
cadena nucledtido a nucledtido. Estos nucledtidos pasan a través del nanoporo,
obstruyéndolo en distintos grados y obteniéndose fluctuaciones en su conductancia
eléctrica, lo que es detectado y analizado.

La tasa de error es de un 40% en una lectura unica, llegando hasta 0,1% en 15

lecturas.

Secuenciacidén con nanoporos por traslocacién (figura 3-9).
Una cadena sencilla de ADN pasa a través del poro sin necesidad de ser
fragmentada. Las variaciones en la conductancia eléctrica que produce cada base al

pasar por el poro permiten determinar la secuencia.

Secuenciacién con nanoporos de lectura dptica (figura 3-10).

Se anclan moléculas fluorescentes a las bases y se va leyendo la luz emitida por

a medida la cadena de ADN pasa por el poro con una camara CCD.

Exonucleasa

Manoporo Cadenade ADN
O

Molécula de ADN

Bicapa lipidica
petie l Bicapa lipidica
@]
Registro de la
conductancia | | _ _ __Ir _”_ __]nnl
b ERRRE Registrodela | ~‘H|- w m -I_I-Lﬂ'l
conductancia Uy u
Lectura CCTACGTGAA

Figura 3-8. Secuenciacién con nanoporos por Figura 3-9. Secuenciacién con nanoporos por
deteccidn eléctrica (simplificacidn). traslocacién (simplificacion).
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Figura 3-10. Secuenciacion con nanoporos de lectura 6ptica (simplificacion).

Para ampliar la informacién consultar la pagina http://www.nanoporetech.com/.

Observacion directa del ADN con técnicas de microscopia

Otra tecnologia, encuadrada en los secuenciadores de tercera generacion, es la
desarrollada por compaiiias como Halcyon o ZS Genetics, que utiliza la microscopia

electrdénica y permite leer la secuencia del ADN directamente por métodos dpticos.

Transistor IBM

IBM ha creado un dispositivo formado por una estructura artificial de
nanoporos formados por capas alternas de un material dieléctrico y metal. La cadena
de ADN pasa a través de estos poros, y las alteraciones en la corriente producidas por
el paso de cada una de las bases permite identificarlas y, de esa forma, descifrar la
secuencia de la cadena. La velocidad de paso de la cadena de ADN a través de los

poros se puede controlar modulando la corriente aplicada a este material.
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C. TECNICAS DE CAPTURA O ENRIQUECIMIENTO DE LAS AREAS DE INTERES

No siempre el objetivo de los estudios es el genoma completo, sino que en
ocasiones interesa secuenciar un unico gen, un cromosoma o algunos fragmentos
concretos del ADN. Para poder seleccionar exclusivamente las areas de interés antes
de la secuenciacidn con las nuevas plataformas se han desarrollado una serie de

técnicas de captura, descritas a continuacion:

Microarrays o hibridacion en fase sélida (Albert et al., 2007; Hodges et al., 2007; Okou
et al., 2007; Okou et al., 2009; Summerer, 2009).

Se construyen microarrays con oligonucledtidos unidos covalentemente a una
superficie sélida con secuencias complementarias a aquellas que se quieren
seleccionar. EIl ADN se fragmenta y las dareas de interés hibridan en los
oligonucleétidos, quedando unidas a la superficie sdélida. Las secuencias sobrantes son
eliminadas. Si fuera necesario, estas secuencias seleccionadas son amplificadas por

PCR (figura 3-11).
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Figura 3-11. Hibridacién en fase
” sélida. a) Partimos de una
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rojo). Esta molécula se fragmenta

<

b) se expone a wun array,
superficie sélida a la que estan
unidos  oligonucledtidos  con
secuencias complementarias a las
de interés. c) Se produce la

hibridacion de las secuencias

seleccionadas, lavandose el resto.
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Roche/NimbleGen ha desarrollado y comercializa estos microarrays, entre
otros, el desarrollado para la captura del exoma (SeqCap EZ Exome capture system).
Los estudios realizados han combinado esta técnica con las plataformas de lllumina y

Roche/454, obteniéndose buenos resultados.

Hibridacion en solucién (Dahl, Gullberg, Stenberg, Landegren, & Nilsson, 2005;
Stenberg, Dahl, Landegren, & Nilsson, 2005; Akhras et al., 2007; Porreca et al., 2007,
Summerer, 2009; Turner, Lee, Ng, Nickerson, & Shendure, 2009).

Existen dos formas de hibridacién en solucién:
-Técnicas basadas en moléculas de ADN circular.

Hay varias versiones o variantes de la técnica de sondas de inversién molecular
o “molecular inversion probe” (MIP), todas ellas basadas en el mismo principio. Se
crean oligonucledtidos de ADN con la caracteristica de que las secuencias de sus
extremos son complementarias a las secuencias de los extremos del fragmento de
ADN que se desea seleccionar. Estos oligunucleétidos se combinan con el ADN,
hibridando sus extremos con las areas complementarias de la cadena. Se rellena el
hueco gracias a la ADN polimerasa, formando un ADN circular, y se elimina todo el
ADN sobrante, quedando exclusivamente las secuencias de interés incluidas en los

fragmentos de ADN circular (figura 3-12).

Estudios publicados que combinan esta técnica con plataformas de
secuenciacion de nueva generacién describen la captura del 90-98% de las secuencias
de interés con una profundidad en el rango de 10X para algo mds del 50% de ellas,
todavia en inferioridad respecto a la técnica de microarrays (Mamanova et al., 2010).
Otro inconveniente es que, dado que la biblioteca generada esta formada por los
fragmentos de interés completos (en lugar de realizarse una fragmentacién aleatoria
del ADN), en el caso de fragmentos largos y utilizando plataformas con longitudes de
lectura cortas podria haber un déficit de cobertura de las secuencias intermedias.
Finalmente, en las lecturas finales tras la secuenciacion se incluirdn numerosas
secuencias repetidas comunes que corresponden a adaptadores u otras secuencias
pertenecientes a los oligonucledtidos, lo que limita la calidad de los datos y dificulta su

analisis informatico.
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Figura 3-12. Sondas de inversion molecular. Se crean los oligonucleédtidos de ADN por sintesis en
microarray (Agilent), formados por una secuencia comun (azul), las secuencias de los extremos,
complementarias a las secuencias de los extremos del fragmento de ADN que se desea seleccionar (rojo
y verde oscuro), y adaptadores (no se muestran), que permiten la amplificacion de estos
oligonucledtidos por PCR y luego son eliminados. Estos oligunucledtidos se afiaden a una solucién en la
que esta el ADN diana con las areas que se desean seleccionar (rojo y verde claro), cebadores, ADN
polimerasa, mononucleétidos y ligasas. Los oligonucledtidos hibridan con sus cadenas complementarias,
los extremos de las dreas de interés. El hueco que queda se rellena con la ADN polimerasa y se forma un
ADN circular con la intervencién de enzimas ligasas. Posteriormente se elimina todo el ADN lineal que
gueda en la solucion gracias a exonucleasas especificas, quedando exclusivamente el fragmento
deseado, que posteriormente se fragmenta para convertirlo en un ADN lineal y poder iniciar los

procesos siguientes.

-Sondas de captura de ARN biotinizado (Gnirke et al., 2009).
Se crean oligonucleétidos en un microarray con secuencias complementarias a
las areas de interés. A partir de estas cadenas, por transcripcion, se generan ARNs que

hibridan con las areas del ADN que se desean seleccionar (figura 3-13).

Desarrollada por Agilent, actualmente se comercializan diversos kits de captura

de exoma completo, entre otros el desarrollado por ellos (SureSelect Human All Exon).
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Figura 3-13. Sondas de captura de ARN biotinizado. Se crean los oligonucledtidos con secuencias de
unas 170 pb complementarias a las dreas de interés (verde y rojo) y cebadores universales, y son ligados
a adaptadores con la secuencia promotora de polimerasa T7 (amarillo). Se inicia una transcripcion in
vitro, y tomando como molde cada oligonucledtido, se crea un ARN que, gracias a la secuencia T7,
incorpora una uridina trifosfato (UTP) marcada en el extremo 5’ con una biotina (rombo amarillo). Estos
ARN marcados se incorporan en la solucion que contiene la biblioteca con el ADN fragmentado,
hibridandose con las secuencias de interés. Los hibridos formados ARN-ADN son capturados con unas
microesferas magnéticas revestidas de estreptavidina. Posteriormente se digieren los ARN, quedando

exclusivamente los fragmentos seleccionados de ADN.

Esta técnica, que combina la flexibilidad y economia de la sintesis de
oligonucledtidos en un array con la cinética de la hibridacién en solucién, se ha
utilizado con la plataforma de Illumina, con buenos resultados. Sin embargo, presenta
el inconveniente de la longitud de las sondas, habitualmente mas largas que la mayoria
de los exones (unos 120bp de media). Esto hace que se seleccionen numerosos
fragmentos de ADN situados mas alld de los extremos de las dreas de interés, que
podria resultar, en el caso de plataformas de secuenciacion de lecturas cortas, con una
menor cobertura de las dareas centrales de estos fragmentos y una
sobrerrepresentacién de las areas de los extremos y adyacentes.
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Si se comparan la captura en array y en solucién, se observa que con la primera
se obtienen lecturas de mejor calidad y mejores coberturas, y aunque las técnicas en
solucién generan librerias con menos lecturas duplicadas, a la hora de la alineacién no
resultan muy diferentes (Sulonen et al., 2011). Otras comparativas encuentran que

ambas técnicas presentan resultados son similares (Mamanova et al., 2010).

Tecnologia de PCR en microgotas (Tewhey et al., 2009; Metzker, 2010).

Utiliza la plataforma RainStorm, desarrollada por RainDance Technologies,
dispositivo que crea microgotas acuosas en una solucion de aceite que contienen
cebadores directos e inversos. Cada una de las gotas (hasta 4000 por experimento)
contiene la pareja de cebadores especifica que corresponde a cada region de interés
del ADN. Estas gotas se combinan en este mismo dispositivo con otras microgotas que
contienen el ADN fragmentado junto con todo lo necesario para llevar a cabo una PCR,
en una proporcion de 1:1. Ambos tipos de microgotas se combinan gracias a impulsos
eléctricos. En estas nuevas gotas creadas se lleva a cabo una PCR, obteniéndose los

fragmentos de interés.
Se han llevado a cabo estudios con capturas de un 80% de los fragmentos de

interés con coberturas de 25x en mas del 90% de ellas. La uniformidad era semejante a

las otras técnicas descritas.
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4. MATERIAL Y METODOS.

A. MUESTRA

Se utilizé en el estudio la familia mostrada en la figura 4-1. Se seleccionaron los
individuos IlI, lll y IV, descartandose para el analisis inicial al individuo | dada la
proximidad genética con el individuo Il (padre e hijo, compartirian el 50% de las
variaciones encontradas). Todos ellos habian sido atendidos en distintos dispositivos
de Salud Mental y diagnosticados de TBP tipo | con criterios DSMIV-TR. Se utilizd para
la confirmacion del diagndstico y la busqueda de comorbilidades la entrevista
semiestructurada MINI INTERNATIONAL NEUROPSYCHIATRIC INTERVIEW, version en
espanol 5.0, realizdndose posteriormente una entrevista clinica por parte de un
psiquiatra adjunto.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes

en el estudio.

Figura 4-1. Arbol familiar. ? representa individuos posiblemente afectados.
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Caracteristicas clinicas.

El sujeto numero Il recibié el diagndstico de TBP a los 35 afios en el contexto de
un ingreso hospitalario por un episodio maniaco con sintomas psicoticos. Desde
entonces ha tenido otros 3 ingresos, todos ellos por episodios maniacos. En

seguimiento en Salud Mental, recibe litio como tratamiento estabilizador.

El sujeto numero lll debutd a los 27 anos, presentando un episodio maniaco
con sintomas psicéticos que requirié un ingreso hospitalario de mas de dos meses de
duracién. Asociado al estado de dnimo exaltado presentaba verborrea, pensamiento
ideo-fugaz, aumento de actividad y planes e insomnio casi global. Presentaba una
ideacion delirante de contenido mistico-religioso. El afio previo habia presentado un
episodio de menos de una semana de duracién de animo exaltado, insomnio vy
sensacion de aumento de energia, durante el que habia tenido “grandes ideas para
inventos”, que se autolimitd sin precisar ninguna intervencion. En ningun caso hubo
consumo de téxicos.

En tratamiento con acido valproico desde entonces, continta en seguimiento en Salud

Mental, sin haber requerido nuevos ingresos.

El sujeto niumero IV presenté a los 22 afios un episodio maniaco con sintomas
psicoticos que requirid ingreso hospitalario. El dnimo era exaltado-irritable,
acompanado de un aumento de actividad y planes, aceleracidon del pensamiento, e
insomnio casi global. Asociaba ideacion delirante de contenido mixto, mistico-religioso
y paranoide. Recibid litio para el control del cuadro. Abandond el tratamiento unos
meses tras el alta hospitalaria. Desde entonces no ha continuado con el seguimiento
psiquidtrico ni recibe tratamiento farmacoldgico. Explorando su evolucidn, se objetivan
claros episodios de sintomatologia depresiva e hipomaniaca que en ningun caso han
deteriorado el funcionamiento del paciente lo suficiente como para obligarle a
consultar de nuevo en Salud Mental ni requerir ingreso psiquiatrico. No hay consumo

de toxicos.
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B. EXTRACCION DEL ADN.

A cada individuo se le extrajeron 12ml de sangre. Las muestras se conservaron

en tubos con EDTA (acido etilendiaminotetraacético) hasta que se procedié a la

extraccion del ADN. Este se obtuvo de linfocitos sanguineos utilizando el QlAamp DNA

Blood Maxi Kit (Quiagen, Valencia, California, USA) (http://www.giagen.com/). Los

distintos pasos del proceso se resumen en la figura 4-2 (QIAGEN, 2012).

Spin procedure

Sample

ﬂ‘-lml]*—@:ﬁﬂﬂ*—
i

=

D0 ) g =i

|

Lyse

Bind

‘Wash
[Buffer AW 1)

‘Wash
[Buffer AW 2)

Elute

Ready -lo-use DNA

Figura 4-2. Purificacidon de ADN con el

QlAamp DNA Blood Maxi kit.

Lisis.

Para llevar a cabo la extraccidn se parte de
una muestra de entre 8 y 10ml de sangre total. El
primer paso es la lisis de las células sanguineas para
la extracciéon del material genético. Para ello se
incuba la sangre a 702C un minimo de 30" en una
soluciéon que rompe las membranas de las células
(Buffer AL) junto con wuna proteasa K para
desnaturalizar las proteinas (ver cuadro 4-1). En el
paso siguiente se aflade etanol a la solucién para
precipitar el ADN, quedando todo preparado para

iniciar la separacion del ADN por filtracion.

Filtrado.

La solucion atraviesa una columna que
contiene una membrana de silice, ayudandose de
una centrifugacién a 3000x. Esta membrana atrapa
las moléculas de ADN dejando pasar el resto de
sustancias (cromatografia de adsorcidén). Esto
sucede ya que los acidos nucleicos estan cubiertos
por una capa de moléculas de agua que los hace
solubles en soluciones acuosas. Con la adicién de

iones caotropicos (destructores de estructuras
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complejas), se destruye esta capa hidratante, creando un entorno hidrofébico que
permite a las moléculas de ADN unirse a la membrana.
Para mejorar la pureza del ADN, la membrana se somete a distintos lavados mediante

centrifugacién con tampones con etanol.

Elucién.

Posteriormente, y una vez desechados los productos sobrantes, se separan las
moléculas de ADN de la membrana con una centrifugacién a 4000x en dos pasos
sucesivos, utilizando un tampdn ligeramente alcalino (buffer AE) o agua destilada a
temperatura ambiente, que permitiria recuperar la capa hidratante de los acidos
nucleicos liberandolos asi de la membrana.

De esta forma se obtiene el ADN purificado en fragmentos de hasta 50 kb (la mayoria
fragmentos de entre 20 y 30kb) a una concentracion de 30-80 pg/ml, obteniéndose

finalmente entre 60 y 120 ug de ADN.

Cuadro 4-1. Relacion de productos que incluye el QlAamp DNA Blood Maxi kit.
Proteasa QUIAGEN. Patentada por QUIAGEN. Carece de actividad DNasa o RNasa.
Etanol 96-100%

Columna de filtrado basada en membrana de silice.

Buffer de lisis (AL)

Buffers de lavado AW1 y AW2

Buffer de elucién (AE)

Control de calidad.

Antes de enviar la muestra al laboratorio para realizar la secuenciacion, se
comprueba que su pureza y concentracion sean las adecuadas. Para ello se realiza un
analisis en un espectrofotémetro de luz UV.

- Concentracion. Las distintas bases que conforman el ADN son capaces de

absorber la luz UV con una longitud de onda de 260nm. La lectura de la
densidad optica (OD) a 260nm permite calcular la concentraciéon de acidos

nucleicos en la muestra al compararla con valores de referencia.
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- Pureza. Se realizan medidas con una longitud de onda de 260 y 280nm. La
proporcidon entre la lectura a 260nm (que refleja la cantidad de ADN) y 280nm
(que representa la cantidad de proteinas) proporciona una estimacién de la
pureza de la muestra. Preparaciones puras tienen un OD260/0D280 de 1.8-2.0.

Si hay contaminacién los valores obtenidos serdan menores.

o
a

=
Do
=
o

n

Figura 4-3. Espectrofotometro.

La compaiiia Otogenetics Inc., que realiza la secuenciacién, realiza también un
control de calidad inicial, reflejando la concentracién de ADN de cada una de las
muestras y su calidad. Para ello realiza, ademds de una espectrofotometria, una
electroforesis, en la que debe aparecer una banda que refleja la existencia en la

muestra de ADN de alto peso molecular (figura 4-4).

51



otogenetics

www.otogenetice.com
Toll-free: 1-855-otogene (586-4363)

eales@otogenetics.com

Sample Initial QC Report

400 Pinnacle Way, Suite#
Noreross, 34 30071
UsA

LHote#: - i : rove . ate:

Quote#: 300-919 QC by: SZ&J) App d by: NM Date: 12/14/12
Position Storage Sample Nanodrop oD Remaining Load
In Gel No. name D on tube Conc.(ng/ul) | 260/280 | vol.(ul) | vol.(ul) QCresult
Lanel | Ot6754 |:| |:| 121.3 1.88 190 1.0 Pass
Lane2 | Ot6755 |:| |:| 33.0 1.91 990 3.0 Pass
Lane3 | Ot6756 |:| |:| 38.7 1.90 990 3.0 Pass
Laned | Ot6757 :I |:| 289 1.96 990 3.0 Pass
Lane5 | Ot6758 |:| |:| 72.7 1.93 990 1.5 Pass
Lane6 | Ot6759 | [ | 1 27.2 2.00 990 3.0 Pass
Lane7 | Ot6760 |:| |:| 384 2.04 990 2.0 Pass
Lane8 | Ot6761 |:| |:| 87.1 2.00 450 15 Marginal*

Note:* Can not guarantee read depth or library quality.

Page1ofl

Figura 4-4. Informe de calidad de las muestras. Todas son validas salvo la situada en la linea 8, en la que

no se observa la banda de ADN de alto peso molecular. Se han ocultado aquellos datos que pudieran

identificar a los sujetos del estudio.
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C. SECUENCIACION EXOMICA.

La secuenciacion de exoma completo la realizd la compafia Otogenetics Inc.,
utilizando para la captura y el enriguecimiento del exoma los kits SeqCap EZ Exome de
Nimblegen V2.0 y el TruSeq de Illlumina. La preparacion de la muestra y la
secuenciacion se llevd a cabo con la plataforma HiSeq2000 de Illlumina. Todas estas

técnicas se han revisado en el capitulo 3.

Se solicitd a la empresa una cobertura de 50X. Se eligid por su relacién calidad-
precio. A mayor cobertura el precio es mds elevado y, como se puede observar en la
grafica 4-1, con una cobertura media de 50X se obtiene una cobertura mayor o igual a
4X (cobertura minima aceptable) en el 95% de las secuencias, mientras que en mas de
un 85% de ellas se obtienen coberturas de 10X (adecuadas), siendo los datos de

suficiente calidad para los objetivos que perseguimos en este estudio.

100%
90%
=
E —— >=4X
=
3 80% —— >=10X
u
£ —h— >=20X
g 0% s >=30X
@ e >=40X
[=1] e Pt
E 00% —o— >=50X
[]
S 50% f 700X
E .r >=?OX
w
40% | >=80X
30%

30X 50X BOX 100X 120X 150X 200X

Grafica 4-1. Profundidad de cobertura de las secuencias de interés.
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D. ANALISIS DE LOS DATOS.

Para llevar a cabo en andlisis de los datos se utilizaron las herramientas

informaticas recogidas en el cuadro 4-2. El proceso se resume en la figura 4-5.

Cuadro 4-2. Herramientas informaticas utilizadas para el analisis de los datos.
Hardware:

PC de sobremesa Intel Core i7 2600 CPU 3,40 GHz x8. 64 bits. 16 Gigas RAM.
Software:

Sistema operativo: Linux Ubuntu 12 04 LTS.

Programas:

-FastQC v0.10.1 y bedtools.

-Picard v1.7.

-GATK v1.6.

-ANNOVAR v2013Feb21.

-IGV v2.2.5.

-KGGSeq.

Alineacion

(Bwa‘
Valoracién de la ‘

calidad de los datos Transformacion
(FastQC) (Picard)

Secuenciacion

‘i_“ — -

(IGV)

M
: = Localizacion
de variantes
, Visualizacion ‘ (GATK)

Filtrado Re-evaluacién
(ANNOVAR) de calidad
(GATK)

Figura 4-5. Simplificacion grafica del proceso de analisis.

54



Control de la calidad de la descarga.

El laboratorio que realiza la secuenciacidon cuelga los datos en internet a
disposicion del usuario que, a través de la introduccién de una clave, se los descarga en
su terminal. Para comprobar que la descarga estd completa, utilizamos el comando
md5sum —c md5.tXt en Linux, comprobando que el nimero que obtenemos vy el

gue consta en el archivo md5.txt de la descarga son el mismo.

Comprobacidn de la calidad de los datos.

El formato en el que se reciben desde el laboratorio las lecturas de la
secuenciacion se conoce como FastQ (figura 4-6). De cada sujeto se reciben 2 archivos,
ya que de cada fragmento de la libreria se realizan lecturas desde ambos extremos
(pair ends reads). En este tipo de archivos, la calidad de las lecturas se expresa en base
logaritmica. Asi, una calidad Q20 significa una posibilidad de 0.01 de haber leido una
base erréneamente. Q30 traduciria una posibilidad de error de 0.001 y asi

sucesivamente.

@EAS100R:136:FC706V]:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCAG
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

e

Prr((((FF*4) ) %%%++) (%%%%) - LF++ -4+ ' ) ) #+55CCF>>>>>>CCCCCCCHS

Figura 4-6. Representacion de una lectura del secuenciador en formato FastQ. La primera linea muestra
tras la @ diversa informacidn acerca de la maquina, el ciclo o la posicion de la lectura. La segunda linea
es la secuencia leida. La ultima linea informa de la calidad de la lectura en formato ASCII (la probabilidad

de haber realizado una lectura errénea por cada base o error estimado por base).

Los parametros de calidad de los datos se exploraron con el programa FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/), que informa de los siguientes

pardmetros:

e Estadisticas basicas. Tabla con el resumen de los datos (figura 4-7). Contiene:
0 Nombre del archivo.
0 Tipo de archivo. Refiere si el archivo contiene lecturas de bases (A, T, C,

G) o datos de color que posteriormente deben transformarse en bases.

55



0 Codificacidn. Describe la codificacion ASCII de calidad del archivo.

0 Numero total de secuencias procesadas (real y estimado). Se pueden
analizar la totalidad de los datos o seleccionar parte.

0 Secuencias filtradas. Indica el nimero de secuencias que se han
eliminado si se ha elegido el modo de filtrado.

0 Longitud de las secuencias. Muestra las longitudes de la secuencia mas
corta y la mas larga. Si todas miden lo mismo sélo mostrara un valor.

0 El % de GC total en los datos. Las zonas ricas en GC corresponden a

areas de codificacidn (exomas).

Basic sequence stats

Measure Value
Filename 141.fq.qz
File type Conventional base calls
Encoding sanger J Hlumina 1.9
Total Sequences 23170365
Filtered Sequences ]
Sequence length 100
%elsC 45

Figura 4-

7. Estadisticas basicas en el programa FastQC.

Calidad de la secuencia por base. Grafica que muestra la calidad de las bases
segun la posicién de lectura. Los datos son buenos si la calidad de las lecturas
en las distintas posiciones es alta y homogénea (las barras amarillas, que
muestran el rango intercuartilico 25-75%, son pequeifias, de tamafio semejante
en todas las posiciones de lectura y de alta puntuacién). Son malos datos si la
calidad de las lecturas largas es mala, observandose un aumento de variabilidad
en las lecturas de las ultimas posiciones. La linea roja representa el valor de la

mediana; la linea azul la calidad media (grafica 4-2).

Puntuaciones de calidad por secuencia. Grafica que representa la distribuciéon
de la calidad de las lecturas. Los datos serdn mejores cuantas mas lecturas
tengan de buena calidad (grafica 4-3). Si una gran cantidad de secuencias en un
ciclo determinado son de baja calidad, puede deberse a un problema

sistematico del proceso de secuenciacién.
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Grafica 4-2. Calidad de la secuencia por base. Grafica 4-3. Distribucion de la calidad de las
Ejemplo de datos de buena calidad. lecturas.
e Contenido de bases en la secuencia. Muestra la frecuencia de cada base en

cada posicién de lectura (gréfica 4-4). En el caso de los datos obtenidos del
secuenciador lllumina, que utiliza bibliotecas de fragmentos realizados de
forma aleatoria, no deberian aparecer diferencias significativas en las
frecuencias de las distintas bases en cada posicidn de lectura. Si se observaran
claras diferencias, podria indicar la presencia de wuna secuencia
sobrerrepresentada contaminando la biblioteca. El programa muestra un error
cuando la diferencia entre Ay T o G y C es mayor del 20% en alguna de las

posiciones de lectura.

e Contenido de GC por base. Muestra la distribucién de GC por posicion de
lectura (grafica 4-5). En una biblioteca aleatoria deberia ser homogéneo, siendo
la linea roja prdacticamente horizontal. La aparicién de desviaciones puede
deberse a la presencia de alguna secuencia sobrerrepresentada en la
biblioteca.

B b ———

% 4 8 & T B oW 1519 :.:.:.:s.;l,:” EEE BUEE FSU S0 W 1 23 49 67 B9 1519 ,:::...::;-_:,ﬂ 559 E549 TSI ES89 95
Grafica 4-4. Frecuencia de cada base por posicion Grafica 4-5. Contenido de GC por posicion de
de lectura. lectura.
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e Contenido de GC por secuencia. Muestra la distribucion de GC por secuencia.
La linea azul muestra la distribucién esperada, y la roja la real. Cuanto mas

parecidas sean ambas, de mejor calidad son los datos (grafica 4-6).

e Contenido de Ns por base. Se utiliza N para marcar las bases de las que no se ha
obtenido lectura. Cuantas mas Ns contengan los datos su calidad serd menor

(grafica 4-7).

GE ahabiibution arver ol seauonees N corrank acrcss S bases
G cour par read o

Thearstical Ditribution
700000 |
600000 |
nooan |
anooon |

200000 |

0036 912 16 20 24 20 12 36 A0 M 4052 G660 G4 G0 T2 PN U0 4 W % 12
Hean 5C content ()

Grafica 4-6. Distribucion del contenido de GC. Grafica 4-7. Cantidad de Ns por posicién de lectura.

e Distribucion de la longitud de secuencias. La grafica muestra las longitudes de

las lecturas en pares de bases (bp) (grafica 4-8).

e Niveles de duplicacion de secuencias. Muestra el grado de duplicacién de cada
secuencia. Cuanto menor es este numero, mejor es la calidad de los datos, y

suele traducir un adecuado nivel de cobertura de las secuencias diana (grafica

4-9).
vt of vecpmres lrgie com ol caperres Sopnrcn Dupheation Lavel e 30,85
100
ate redatn -

=

FX 5 o

o7 L)

=0

1T
40
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" 1w o 1 - 3 1 5 & 7 B a 10+
Sequence Length (bo) Smcpunnce Duplc stion Lavsl
Grafica 4-8. Distribucion de la longitud de las Grafica 4-9. Distribucion de lecturas duplicadas.
secuencias.
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e Secuencias sobrerrepresentadas. Informa de la presencia de secuencias que
aparecen en mayor cantidad de la esperada. Ademas, evallia cada una de estas
secuencias y sugiere su posible significado (habitualmente secuencias que
contaminan la biblioteca). En el caso de la plataforma Illumina suelen

corresponder a las secuencias de los cebadores utilizados para la PCR.

e Contenido en K-mer. K-mer se refiere a oligdmeros especificos (de longitud k)
gue se pueden utilizar para localizar regiones de interés. Esta grafica muestra la
cantidad de veces que esas secuencias aparecen en la muestra. Por defecto,
muestra los pentdmeros que aparecen en mayor frecuencia de la esperada.
Puede identificar problemas como, por ejemplo, si se encuentran las
secuencias que corresponden a los adaptadores en posiciones intermedias de
las lecturas. Igualmente, puede mostrar si el enriquecimiento de todas las
secuencias ha sido homogéneo o algunas estan sobre-enriquecidas (grafica 4-
10).

Relative enrichment over read lenath
100
e = ———TTTTT
&0
70 AAALE
&0
0 CCCAG
40
a0
20
10

1 2 3 4 5 86 7 8 9 15-19  253-29 33-39 4549 5559 6569 7579 8589 9594

Position in read (bp)

Sequence

Count

14413220

Obs/Exp Overall

3,175

Obs/Exp Max

3,63

Max Obs/Exp Position
10-14

AAAAA

14999545

3,151

3,777

3

CCCAG

7795865

3,045

3,447

7

Grafica 4-10. Este caso muestra un sobre-enriquecimiento de algo mas de 3 veces lo esperado de los

pentameros AAAA, TTTTT y CCCAG.

Para comprobar la cobertura se utilizd el programa bedtools

(http://bedtools.readthdocs.org), y para representarla graficamente se utilizaron el

script que se especifica en el Anexo Il y el programa estadistico gratuito R

(http://cran.r-project.org/).
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Alineacidn de las lecturas con un genoma de referencia.

El secuenciador lllumina produce millones de lecturas cortas que
posteriormente hay que alinear con un genoma de referencia para obtener la
secuencia de ADN original. Existen varios algoritmos de alineacion (MAQ, BWA,
Bowtie). En este caso se ha utilizado el algoritmo BWA (Burrows-Wheeler Aligner), por

su rapidez, precisidn y acceso gratuito (http://bio-bwa.sourceforge.net/). El genoma de

referencia se descargd del UCSC Genome Browser website con la orden bwa 1ndex

-a bwtsw -p hgl9M/hgl9M hgl9M/hg19M.fa en Linux.

Transformacidn del archivo a formato BAM.

El alineamiento de los dos archivos .fq con BWA genera dos archivos en
formato .sai, que transformaremos en un Unico archivo en formato .sam (Sequence
Alignment/Map), y finalmente, utilizando el programa Picard

(http://picard.sourceforge.net), en un formato .bam (forma binaria de los archivos

.sam), que permite utilizar estos datos en otros programas y se esta confirmando como
estandar en los estudios de secuenciacion.

Se ha optado por utilizar la opciéon LENIENT para VALIDATION_STRINGENCY con
el objetivo de que el programa no se pare si encuentra un error en los datos, pero lo
marque como advertencia. Utilizamos la herramienta MarkDuplicates para
localizar las secuencias duplicadas.

Los archivos .marked.bam y metrics resultantes contienen todas las lecturas e
identifican de qué tipo son, incluyendo:

- Lecturas no alineadas (marcadas como unmapped).
- Lecturas duplicadas (marcadas como duplicates).

- Lecturas “non-PF”, aquellas que no pasan el filtro de calidad (Li et al., 2009).

Localizacidn de las variantes presentes en los sujetos del estudio.
El siguiente paso a realizar es la identificacién de todas las variaciones
presentes en cada exoma. Para ello se ha utilizado el programa informatico Genome

Analysis Tool Kit o GATK (desarrollado por el Broad Institute, Cambridge,
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Massachusetts http://www.broadinstitute.org/gatk/), disponible de forma libre en la

red.

El programa realiza los siguientes pasos:

1. Mapeo inicial.

Los resultados del alineamiento se encuentran en el archivo .bam. En este
primer paso, en el que se utiliza la herramienta RealignerTargetCreator, se
identifican regiones que requieren un re-alineamiento, habitualmente por presencia
de indeles que no existen en el genoma de referencia. El archivo resultante lo

denominamos .bam.list.

2. Realineamiento alrededor de los indeles.

El programa re-alinea las lecturas alrededor de estos indeles, lo que minimiza el
riesgo de falsos positivos al buscar posteriormente variantes. Se lleva a cabo con la
herramienta IndelRealigner. El archivo resultante lo denominamos

.marked.realigned.bam. El archivo .bam.list recoge las areas de realineamiento.

3. Mejora de las lecturas iniciales.

El error estimado por base (puntuacidon de calidad de base) es en lo que se
basan todos los algoritmos estadisticos de localizacién de variaciones. Habitualmente,
las puntuaciones asignadas por los secuenciadores son inexactas, por lo que previo a la
busqueda de las variaciones se realiza la recalibraciéon de sus valores de calidad
utilizando covariantes especificas y enmascarando los SNPs ya conocidos (los que
aparecen en las bases de datos publicas como la dbSNP). El proceso se muestra en la
figura 4-6. La dos covariantes que se utilizan por defecto en la recalibracién son:
Puntuacion de Calidad (QualityScoreCovariate) 'y Grupo de lectura
(ReadGroupCovariate). Otras (Dinucleétido (DinucCovariate), Homopolimero, Ciclo de
lectura (CycleCovariate), o Contexto del nucleétido) son opcionales. Para este paso se
utilizan las herramientas CountCovariates, que genera una tabla con las
covariantes seleccionadas, y TableRecal ibration, que recalibra las puntuaciones
(figura 4-8).

61



Da como resultado un archivo BAM

tablas de datos en formato .csv:

Lista de variaciones encontradas.

Tabla de calidades cuantificadas.

Tabla de recalibraciéon por grupo de
lectura.

Tabla de recalibracion por puntuacion
de calidad.
de cuantificaciéon las

Tabla con

covariantes opcionales.

El formato .csv se puede pasar a Excel para

facilitar su lectura (figura 4-9).

A B C D E F

al Wileforma}_ VCFva. 1

2 |#CHROM POS D REF ALT QUAL
3 |chrl 787399 . N <WQSR>

4 |chri 879676 . N <VQSR>

5 |chrl 881627 . N <\VQSR>

6 |chrl 883625 . N <\VQSR>

7 |chrl 887301 . N <QSR>

8 |chrl 888639 . N <\VOSR>

9 [chrl 888659 . N <WQSR>

10 |chrl 889158 . N <VQSR>

11 |chrl 889158 . N <\VQSR>

12 |chrl 897325 . N <\VQSR>

13 |chrl 900505 . N <\MQSR>

14 |chrl 900730 . N <\VQSR>

15 |chrl 909238 . N <WQSR>

16 |chrl 909308 . N <VQSR>

17 |chrl 910438 . N <\VQSR>

18 |chrl 915227 . N <\VQSR>

19 |chrl 948370 . N <\MQSR>

20 |chrl 948921 . N <\VQSR>

21 |chrl 949608 . N <WQSR>

22 |chrl 949654 . N <VQSR>

23 |chrl 949925 . N <\VQSR>

24 |chrl 977330 . N <VQSR>

25 |chrl 981931 . N <\VOSR>

26 _chrl Q2941 L LANCRS
Figura 4-9. Ejemplo de tabla de recalibracion.

recalibrado (.recal.bam) y las siguientes

Tablas de covariantes
(.csv)

Archivo recalibrado

Tablas de covariantes
recalibradas

Figura 4-8. Proceso de recalibracién de
los datos iniciales. Se obtienen el archivo
BAM recalibrado y las tablas con las

covariantes.

FILTER

INFO
END=787399;VQSLOD=4.2560;culprit=0D
END=379676;VQSLOD=1.5797;culprit=FS
EMD=381627;VQSLOD=1.6795;culprit=ReadPosRankSum
END=883625;VQSLOD=5.7015;culprit=F§
END=887801;VQSLOD=6.4644;culprit=F5
END=888639;VQSLOD=-0.1246;culprit=MQ.
END=888659;VQSLOD=-0.0734;culprit=F5
EMD=389158;VQSLOD=4.9954;culprit=F5
END=389159;VQSLOD=5.6730;culprit=FS
END=897325;VQSLOD=6.1049;culprit=F5
END=500505;VQSLOD=2.8746;culprit=QD
END=500730;VQSLOD=-0.7701;culprit=MQ
END=509238;VQSLOD=6.1700;culprit=FS
END=309309;VQSLOD=4.9366;culprit=F5
END=510438;VQSLOD=4.3081;culprit=QD
END=915227;VQ5LOD=6.3432;culprit=F5
END=948870;VQ5LOD=5.8225;culprit=FS
END=5948921;VQSLOD=5.5373;culprit=FS
END=549608;VQSLOD=1.5185;culprit=MQRankSum
END=349654;VQSLOD=6.0026;culprit=FS
END=3549925;VQSLOD=4.7833;culprit=FS
END=977330;VQSLOD=0.9851;culprit=FS
END=581931;VQSLOD=3.8563;culprit=FS

EMN—027041A/NSLAN=5 £179:rulnrit—E£S
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4. Localizacion de variaciones.

Todas las variaciones presentes en cada individuo se extraen del archivo
anterior utilizando la herramienta Unified Genotyper. Utiliza un archivo de referencia
como comparacion (en este caso hemos utilizado el dbSNP versién 135) y da lugar a un
archivo .vcf (Variant Call Format).

Permite seleccionar el valor de varios pardmetros:

-stand_call_conf. Umbral minimo de calidad a partir del cual las variantes se
consideran de alta calidad y se tienen en cuenta. En este estudio se ha seleccionado
una Q de 50.0, es decir, se seleccionan como validas sélo aquellas variantes con una
posibilidad de que sean un error de 10”. El valor por defecto del programa es de 30.0.
-stand_emit_conf. Umbral de calidad a partir del cual las variantes se recogen
en el informe, aunque marcan como de baja calidad (LowQual). En este caso se ha
seleccionado un valor de 10.

-dcov (downsample_to _coverage). Selecciona de forma aleatoria
exclusivamente una cantidad determinada de lecturas de cada zona alineada, lo que
limita problemas en areas de excesiva cobertura. En este caso limitamos el nUmero de

lecturas a 1000.

5. Recalibracién de la puntuacion de la calidad de las variantes.

Tras la localizacion de las variantes, el programa genera una tabla con la
puntuacion de calidad de cada una de ellas. Para ello compara los resultados con las
bases de datos HapMap 3 y dbSNP, y las areas polimodrficas presentes en el chip Omni
del Proyecto de los 1000 genomas. Estas bases de datos codifican sus variantes como:

- Sitios conocidos. El estatus de variante conocida o nueva no es utilizado por el
algoritmo, siendo utilizado exclusivamente con un propdsito informativo.

- Sitios de entrenamiento. Las variantes de entrada que se superponen a esos
sitios de entrenamiento se utilizan para construir el modelo Gaussiano.

- Sitios verdaderos. Se utiliza para decidir el corte de sensibilidad de la VQSLOD
en estos sitios, generalmente con la idea de recabar el 99% de los sitios de
HapMap, por ejemplo.

Igualmente, la probabilidad de esos sitios de ser verdaderas variaciones se especifica

en escala Phred.
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Las variaciones no presentes en esas bases son evaluadas y se les asigna un log
OR (VQSLOD), clasificandolas como verdadero vs. falso positivo. El objetivo es permitir
al investigador diferenciar si cada variacion encontrada obedece a una mutacién
auténtica o no es mds que un error de secuenciacién o de procesamiento de los datos.

Para ello se utilizan las herramientas VariantRecal ibration (genera el
modelo Gaussiano para evaluar la calidad de las variantes) y ApplyRecal ibration
(que aplica el modelo generado a las variantes halladas), y se obtiene un archivo
snp.vcf.recalibrated. En este archivo constan las variantes encontradas junto con su
VQSLOD score). Especifica ademds de cada una de ellas numerosas caracteristicas

(tabla 4-1).

Para una revision de los argumentos especificos que puede utilizar esta
aplicacion, visitar las paginas web:

http://www.broadinstitute.org/gatk/gatkdocs/org broadinstitute sting gatk walkers

_variantrecalibration_VariantRecalibrator.html

http://www.broadinstitute.org/gatk/gatkdocs/org broadinstitute sting gatk walkers

_variantrecalibration_ApplyRecalibration.html
Unos de los archivos generados por la recalibracion, el .tranches, contiene
graficas que muestran datos de sensibilidad y especificidad respecto a la localizacién

de las variantes (graficas 4.11y 4.12).
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Grafica 4.11. Verdaderos y falsos positivos en Grafica 4.12. Relacidn sensibilidad/especificidad.

funcion de la sensibilidad.
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6. Filtrado de las variantes encontradas.

Permite la eliminacidn de lo que se pueden considerar falsos positivos (defectos

de la técnica) filtrando segln una serie de parametros:

clusterWindowSize o filtro de agrupacién de SNPs. Si se encuentran 3 o
mas variaciones en un grupo de X pares de bases (X es el nUmero de bases que
se especifique), el programa lo marca como SnpCluster, y habitualmente
corresponden a falsos positivos. En este caso se ha mantenido el valor por
defecto, que es 10 pares de bases.

""HARD_TO_VALIDATE" o variaciones “dificiles de validar”. Si un fragmento
contiene una secuencia con una MQ (MappingQuality) de 0 (es decir, que se
podria alinear en varios sitios distintos con la misma concordancia) y el resto
del fragmento muestra un 10% de no concordancia, es dificil valorar si es o no
un artefacto.

""LowCoverage" o filtro de baja cobertura. Filtra variaciones con coberturas
menores de un ndmero a seleccionar de lecturas, ya que son potenciales
artefactos. Mantenemos el valor por defecto, de 5 lecturas.

"VeryLowQual' o filtro de muy baja calidad. Elimina aquellas variaciones
con una puntuacion de calidad de menos de 30, que suelen ser artefactos.
"LowQual™ o filtro de baja calidad. Elimina aquellas variaciones con
puntuaciones de calidad entre 30 y 50, que pueden ser artefactos.

"LowQD"™ o filtro de baja QD (confianza de la variante/profundidad no
filtrada). Puntuaciones bajas del pardmetro QD suelen representar falsos
positivos. En este caso, eliminamos las variantes con puntuaciones QD por
debajo de 1.5.

"StrandBias". Variaciones que solo aparecen en las lecturas de la misma

direccién son habitualmente artefactos, por lo que se filtran.

Igualmente, el programa nomina como AF 1.00 las mutaciones homocigotas y como

0.50 las heterocigotas.

El archivo VCF definitivo contiene las variantes de interés junto con informacién

sobre cada una de ellas (figura 4-10). Los campos que contienen estos archivos se

explican en la tabla 4-1.
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##fileformat=VCFv4.0 ##fileDate=20090805 ##source=mylmputationProgramV3.1 ##freference=1000GenomesPilot-NCBI36 ##phasing=partial
H#HINFO=<ID=NS5,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data"> ##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
HHINFO=<ID=AF,Number=., Type=Float,Description="Allele Frequency"> ##INFO=<ID=AA Number=1,Type=5tring, Description="Ancestral Allele">
HHINFO=<ID=DB,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129"> ##INFO=<ID=H2,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2
membership"> ##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">

HHFILTER=<ID=550,Description="Less than 50% of samples have data"> ##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=5tring, Description="Genotype">
HHFORMAT=<ID=GQ,Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality"> ##FORMAT=<ID=DP,Number=1Type=Iinteger,Description="Read Depth">
HHFORMAT=<ID=HQ,Number=2 Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

H#CHROM POS 1D REF ALT  QUALFILTER INFO FORMAT NADDOOL NAO0OD2 NAQDOO3
20 14370 rs6054257 G A 29  PASS NS5=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ  0]0:48:1:51,51 1]0:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.
20 17330 T A 3 ql0  N5=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ  0]0:49:3:58,50 0]1:3:5:65,3 0/0:41:3
20 1110696 rs6040355 A G,T 67  PASS NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2 2/2:35:4
20 1230237 . T . 47  PASS N5=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ  0]0:54:7:56,60 0] 0:48:4:51,51 0/0:61:2
20 1234567 microsatl GTCT G,GTACT50 PASS N5=3;DP=9;AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Figura 4-10. Archivo VCF.

Tabla 4-1. Campos del archivo VCF.

CHROM
POS

ID

REF
ALT
QUAL
FILTER
INFO

FORMAT

NA

Cromosoma.
Posicidn de referencia.
Identificador en la base dbSNP (si esta presente).
Base de referencia. En las inserciones, sefiala la base previa.
Variacion encontrada (alelo alternativo).
Puntuacidn de calidad de la variacién ALT.
Filtros. PASS indica que ha pasado todos los filtros; si no pasa alguno, lo muestra.
Informacién adicional. Tiene muchas posibilidades:
AA. Alelo ancestral.
AF. Frecuencia del alelo.
DB. Descrito en la dbSNP.
DP. Profundidad de cobertura combinada de todas la muestras.
END. Posicidn final de la variante descrita (para CNVs).
H2. Presente en la base hapmap2.
MQ (MappingQuality). Posibilidad de una secuencia determinada de alinear en varios sitios
distintos con la misma concordancia. Una puntuacidn de 0 supone que se podria alinear en
muchos lugares distintos.
MQ RMS. (MappingQualityRankSumTest). Aproximacion z de la U de Mann-Whitney del
Rank Sum Test de las calidades de mapeo (lecturas con la base de referencia vs. lecturas
con el alelo alternativo).
MQRankSum ReadPosRankSum. Aproximacién z de la U de Mann-Whitney del Rank Sum
Test para la distancia desde el final de la lectura para las lecturas con el alelo alternativo. Si
un alelo sélo aparece cerca de los finales de las lecturas, es mas probable que sea un error.
NS. Numero de muestras con datos de esa variacion.
SB (StranBias). Sesgo de cadena en esta posicidn (variaciones que sélo se observan en una
direccién de la lectura). Un mayor sesgo indica falsos positivos.
FS (FisherStrand). Valor de la p con el test de Fisher para detectar sesgos de cadena.
SOMATIC. Indica que es una mutaciéon somatica (gendmica del cancer).
GT. Genotipo. Muestra 2 valores separados por una barra (alelos diploides). Para los alelos
de los cromosomas X o Y sélo se da un valor.

e 0 para el alelo de referencia.

e 1 para el primer alelo en la lista ALT (alelo alternativo).

e 2 para el segundo alelo en la lista. Y asi sucesivamente.
GQ. Calidad del genotipo (también en base logaritmica).
DP. Profundidad de lectura en esa posicion en esa muestra.
HaplotypeScore. Consistencia del sitio con dos haplotipos segregados. Valores altos
reflejan regiones mal alineadas, generalmente por indeles u otros artefactos.
QD (QualByDepth). Confianza de la variante (segtn la puntuacion de calidad)/profundidad
no filtrada. Valores bajos reflejan falsos positivos.
FT. Resultado de la aplicacion de los distintos filtros al genotipo.
Datos FORMAT para cada una de las muestras, con su nimero de identificacion.
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Filtrado de las variantes encontradas.

Como se describid en el capitulo 1, cuando se compara cada exoma individual
con un genoma de referencia se encuentran entre 15000 y 25000 variaciones. Muchas
de ellas son SNPs en secuencias polimdrficas habituales en la poblacion, sin significado
patolégico. Otras variaciones (SNPs no frecuentes, variaciones estructurales,
inserciones o delecciones) son de significado incierto. Determinar cudles son las
responsables de un fenotipo concreto (el TBP, en el caso que nos ocupa) representa
una tarea compleja. Para ello se utilizan distintos filtros (Tucker et al., 2009; Ng et al.,
2009; Stitziel, Kiezun, & Sunyaev, 2011; Robinson et al., 2011b; Jimenez-Escrig,

Gobernado, & Sanchez-Herranz, 2012), que se expondran a continuacion.

Para facilitar el filtrado se ha utilizado el programa ANNOVAR

(www.openbioinformatics.org/annovar/). El archivo resultante se puede leer en

formato excel e incluye los siguientes datos, entre otros, de cada variacidon encontrada
(figura 4-11): Funcidén (exdn o splicing), gen, funcidén del exdn, cambio de amino-4acido,
puntuacion de conservacién, duplicaciones de segmentos, frecuencia en la que el alelo
aparece en la base de datos de los 1000 genomas, referencia doSNP y puntuaciones de

prediccion (segln programas como el PolyPhen y el AVSIFT).
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3 exonic SAMDIL nonsynonym SAMDLLNM 559;Name-lod-249 100 rsbbi2ine 1 091633 N 0.0 T 0.0 B 0.95800
4 exonic NOCIL VOCILNM_015658: NlGc.CLE43Tp. 0404777 047 rs22iaiad
5 exonic NOCIL synony OCILNM_D15658 exonl0ic.111820.p. 0.927/418 053 re3gdsna/
b exonic NOCIL synonymous NOCILNM_L389;Name=lod 51 0927264 033 rs3/48530
/ exonic NOCIL nensynonym NOCILNM_D15658:exonS CABISGER.130.927330 093 rs3/48597 058 0.892850 N 0.3 T 0263798 NA 0.36520
8 exonic KLHLL? SYNONYMOous KLHLL/INM_13831 7:exond:c. GuU9C:p.A 0.8588590 o087 rs4970441
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22 exonlc PUSLL ¥ PUSLLINM_1 31 lod: rs202024764 0.37 0996754 C 0.27 T 0.126 B 0.86332
23 exonic CPSF3L synonymous CP5FILNM_001256462:ex0.99 0.600858 0.33 rs12103
24 exonic CPSF3L ¥ ¥ PSFILINM_ 120,99 0.566435 0.38 rsl2142199
25 exonic CPSF3L synonymeous CPSFILINM_ 625:Name=lad=452 0.751269 0.75 rs10907179 0.02
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Figura 4-11. Archivo resultante del programa ANNOVAR abierto con Excel.
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1. Filtrado por variantes raras.

Las enfermedades hereditarias son poco frecuentes, por lo que se espera que
las mutaciones que las causan sean igualmente infrecuentes en la poblacién. Por tanto,
se pueden descartar con cierta seguridad aquellas presentes en las bases de datos de
los 1000 genomas y de los 6500 exomas (Via, Gignoux, & Burchard, 2010; Mu, Lu,
Kong, Lam, & Gerstein, 2011). Este filtro puede eliminar hasta el 90% de las
variaciones. Sin embargo, dado que la informacion fenotipica en esas bases de datos es
incompleta, y asumiendo que algun individuo presente en ellas pudiera padecer la
enfermedad y no haberse detectado o manifestado por ser una patologia de inicio
tardio, se puede elegir filtrar por variaciones que aparecen en menos de un

determinado tanto por ciento de los individuos.

2. Filtrado basado en la funcién.

Las mutaciones en areas codificantes o de splicing tienen mas probabilidades
de ser patogénicas que las situadas en zonas no codificantes. No obstante, se sabe que
mutaciones en dreas intrdnicas reguladoras pueden determinar patologias.
Igualmente, las mutaciones sinénimas son menos frecuentemente patogénicas que
aquellas que modifican la estructura de la proteina (missense, nonsense,

inserciones/delecciones).

3. Filtrado por prediccién.

Se puede asumir que dreas del ADN que estdn conservadas en distintas
especies tienen funciones de importancia, por lo que mutaciones en estos loci tienen
mas probabilidades de ser patogénicas. La puntuacién se realiza con herramientas
como AVSIFT, CDPred, PholyPhen o GERP. Este filtro debe utilizarse con cautela, nunca

como dato exclusivo (Cooper et al., 2010).

4. Eliminacion de los segmentos duplicados y seleccion de aquellas
mutaciones marcadas como PASS.
Se descartan mutaciones presentes en segmentos duplicados, con grandes

posibilidades de ser falsos positivos, y se seleccionan aquellas que el programa GATK
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marca como PASS, es decir, de buena calidad, y que con seguridad son verdaderas

variaciones.

5. Comparacion de los exomas de estudio.
El programa ANNOVAR contiene una funcidn para comparar los exomas

seleccionados entre si y mostrar sélo aquellas variaciones presentes en todos ellos.

6. Filtro manual.

Se descartan de forma manual algunos genes, ya sea porque su funciéon no es
compatible en absoluto con la enfermedad o porque son genes con alta variabilidad (lo
que se comprueba también en controles) debido, por ejemplo, a una gran longitud, o

asociados a pseudogenes que alteran el resultado de la secuenciacién o la alineacion.

7. Otros.
-Filtrado por mutaciones en homocigosis en el caso de enfermedades de herencia
recesiva. Para ellos se utiliza el valor AF descrito previamente.
-Seleccién de dareas de interés. Puedes ser regiones senaladas por estudios de
ligamiento (Smith et al., 2011c), o utilizando informacidn familiar. Si, por ejemplo, dos
hermanos estan afectados por una misma enfermedad, se buscara la mutacién sélo en

aquellas areas del genoma que comparten.

Filtrado con la plataforma KGGSeq.

Para comprobar los resultados se realizé un segundo andlisis de las variantes
utilizando la plataforma KGGSeq (Li, Gui, Kwan, Bao, & Sham, 2012), conjunto de
herramientas informaticas y estadisticas destinadas a filtrar y priorizar variaciones del

exoma en las enfermedades hereditarias (figura 4-12).
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Genotipos en Sumarios estadisticos
formato VCF de Plink/Seq

Conocimiento de los
7 usuarios de
datos publicas J’ enfermedades/rasgos

Conocimiento |
en bases de

1

Herramientas de KGGSeq |

Figura 4-12. Diagrama de funcionamiento de KGGSegq.

Esta plataforma utiliza archivos en formato vcf para realizar el andlisis. Es

necesario construir un archivo vcf con las variaciones de todos los individuos que se

pretenden analizar y comparar. Igualmente, precisa de informacién sobre la familia.

Para esto ultimo necesita un fichero ped con los siguientes datos:

e Familia (valor numérico).

Identidad del individuo (valor numérico).

e Identidad del padre (valor numérico; en caso de ser desconocido, 0).

e |dentidad de la madre (valor numérico; en caso de ser desconocido, 0).
e Sexo (1vardn; 2 hembra).

e Estatus (0 desconocido, 1 no afectado, 2 afectado).

En nuestro caso, disponemos de 3 individuos sin relacién de primer grado, por lo

que los padres son desconocidos. El fichero ped quedaria de la siguiente manera:
110012
120012
130012
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El analisis da como resultado un archivo flt.txt que se puede abrir con el programa
Excel. Muestra una tabla con todas las variantes presentes en los individuos de estudio

gue cumplen los criterios de calidad establecidos por el programa.

El script para que funcione el programa (ver Anexo |) se compone de cinco partes:

l. Especificar el entorno para que funcione el programa. Incluye el genoma de
referencia (hg19) y la localizacién de los programas en el ordenador.

Il. Especificar los archivos de entrada (el archivo vcf con los datos de todos los
sujetos de estudio y el archivo ped que hemos construido).

Il Especificar los archivos de salida. Nombre y formato.

V. Especificar los valores de calidad. Tanto del genotipo como de las variantes.

Ejemplos de las variables utilizadas para el genotipo se exponen en la tabla 4-2; las

variables utilizadas para las variantes se exponen en la tabla 4-3.

Tabla 4-2. Variables utilizadas por KGGSeq para el genotipo.

Variable Significado

--gty-qual Calidad minima del genotipo (Phred Quality Score). El programa utiliza
el valor 10 por defecto.

--gty-dp Profundidad minima de cobertura. El programa utiliza 4x por defecto.

--gty-af-ref | Establece la fraccién maxima del alelo alternativo (AF). El valor por
defecto es 0.05.

--gty-af-alt | Establece la fraccion minima del alelo alternativo (AF). El valor por
defecto es 0.25.

Tabla 4-3. Variables utilizadas por KGGSeq para las variantes.

Variable Significado

--disable-vcf- | Orden para no eliminar las variantes no marcadas como PASS en el

filter archivo VCF.

--seg-qual Valor minimo de calidad (Phred Quality Score) de la variante. El
programa utiliza el valor 50 por defecto.

--seg-mq Valor minimo de calidad de mapeado. 20 es el valor por defecto.

--seg-sb Establece el sesgo de cadena maximo de la variante. Utiliza por
defecto el valor 10.
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V.

Filtrado y priorizacidon. Determina los filtros a utilizar para la seleccidon de las

variantes de interés.

Filtrado por tipo de herencia.

Se especifica el tipo de variantes que selecciona segun el tipo de herencia esperada:

1.

Modelo recesivo. Excluye las variantes para las que uno o mas sujetos afectos
son heterocigotos.

Mutacidén causal recesiva con penetrancia completa. Excluye las variantes en las
que tanto los afectados como los no afectados tienen los mismos genotipos
homocigotos.

Dominante poco comun o heterocigosidad compuesta. Excluye las variantes en
las que uno o mas de los sujetos afectos tiene genotipos homocigotos de
referencia.

Mutacion causal dominante con penetrancia completa. Excluye las variantes
presentes en heterocigosis que comparten los sujetos afectados y no afectados.
Dominante poco comun o heterocigosidad compuesta. Excluye las variantes en
las que uno o mas de los sujetos afectos tiene genotipos homocigotos
alternativos.

Mutacién causal de total penetrancia. Excluye las variantes para las que los
sujetos afectos no comparten alelos.

Mutaciones de novo con total penetrancia. Sélo incluye las variantes para las
que los sujetos no afectos tienen genotipo homocigoto para el mismo alelo y
todos los sujetos afectos tiene genotipos heterocigotos.

Mutaciones somaticas en los tumores.

En este caso se excluyeron los modelos recesivos, las mutaciones de novo y las

somaticas.

Filtrado por tipo de mutacion.

0.
1.

Frameshift. Indel que resulta en un cambio total de la secuencia original.
Nonframeshift. Indel que produce una pérdida de un aminodcido en la proteina

resultante.
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11.

12.

13.

14.
15.

Stoploss. Pérdida de un coddn de parada.

Stopgain. Indel que resulta en la aparicién de un coddn de parada que trunca la
proteina.

Missense. Cambio de una base que produce un cambio del coddn, que codifica
para un aminodacido diferente.

Splicing. Variante situada en los 2 pares de bases correspondientes a un area de
splicing (el nimero de pb se puede modificar).

Sindnima. Mutaciones que no producen variacién en la proteina.

Exodnica. Sélo localiza variantes en las dreas exdnicas.

UTRS5. Variante situada en una regién 5’ no traducida.

UTR3. Variante situada en una regién 3’ no traducida.

. Intrénica. Soélo localiza variantes en areas intrdnicas.

Upstream. La variante se sitla en el drea de 1 Kb cadena arriba de un area de
inicio de transcripcion (la distancia se puede modificar).

Downstream. La variante se sitla en el area de 1 Kb cadena abajo de un area de
fin de transcripcion (la distancia se puede modificar).

ncRNA. La variante se sitUa en un area transcrita sin cddigo de anotacion en la
definicion de gen.

Intergenic. Variantes en areas inter-genes.

Unknown. Variantes que el programa no ha logrado situar.

Para el analisis seleccionamos 0,1, 2, 3,4y 7.

Filtro por frecuencia de los alelos en las bases de datos publicas.

Filtra con los datos de bases de datos como la de los 1000 genomas, la de los

6500 exomas, o la dbSNP.

Filtro por tipo de variante.

Se pueden seleccionar, incluir o quitar de los resultados los indeles, mutaciones

de nucledtido Unico, algunas regiones del genoma...
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Para hacer mas eficiente nuestro anadlisis hemos excluido las variaciones en los

cromosomas X e Y por no ser compatible una mutacién en ellos con el tipo de herencia

en esta familia.

Filtro por funcion.

Permite filtrar las variaciones segun estén clasificadas como pseudogenes,

areas de union de factores de transcripcion, activadores y otras caracteristicas

definidas en UniProt. Algunos ejemplos se recogen en la tabla 4.4.

Tabla 4-4. Tipos de funcién del area codificada.

Funcién

Area de interés

Sitio activo

Region de unidn de calcio
Sitio de glicosilacion
Cadena

Coiled-coil region
Secuencia conflicto
Puente disulfuro
DNA-binding region
Hélice

Regidn intra-membrana
Metionina de inicio
Residuo modificado
Metal ion-binding site
Short sequence motif
Mutagenesis site
Aminoacido no estandar
Region de unidn a fosfato
Péptido

Repeat

Regidn transmembrana
Residuo inseguro
Variante de secuencia

Filtro por prediccion.

Definicion

Region de interés en la secuencia

Amino-acido(s) implicados en la actividad de un enzima
Area de unién a moléculas de calcio

Idem

Area de cadena polipeptidica en la proteina madura
Area que forma un ovillo

Secuencias diferentes en distintos articulos

Idem

Regién de union al ADN

Estructura secundaria de hélice

Idem

Idem

Idem

Sitio de union de iones metdlicos

Secuencia corta (hasta 20 aminodcidos) de interés bioldgico.
Sitio que ha sido alterado a nivel experimental

Idem

Idem

Se transcribe en un péptido activo.

Repeticion de secuencia interna.

Idem

Dudas en la secuencia

Los autores aseguran que hay variantes en la secuencia

Muestra las puntuaciones de prediccion segin multiples algoritmos: SIFT (utiliza el

algoritmo “Sorting Tolerant From Intolerant”), PolyPhen2, LRT (likelihood ratio test;
con valores de 0 a 1, teniendo mayor riesgo de ser patégena cuanto mds cerca de 1),

Mutation-Taster (con puntuaciones de 0 a 1, siendo mayor el riesgo de patogenicidad
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cuanto mas alta), MutationAssessor (que define el impacto funcional de la mutacidn)

(Reva, Antipin, & Sander, 2011) o FATHMM (que clasifica las variantes como D,

patdégena, o T, tolerada) (Shihab et al., 2013).

VI. Anotacidn. Permite seleccionar

seleccionadas.

Visualizacion de los resultados.

la manera de mostrar

las variantes

Se ha utilizado el programa IGV (Integrative Genomics Viewer), (Robinson et al.,

2011a) que muestra de forma grafica los datos obtenidos (figura 4-13). Permite

diferenciar con mayor facilidad verdaderas variaciones frente a artefactos. Igualmente,

facilita la comparacion entre varias muestras.

File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help
Hurnanhﬁlg | chr1 ~ | |chr1:145,036,801-145, 1165,598] o ft « » @& [ 5 (0 v g =]
: Switch the current genome
~
p36.23 p36l2  p3d43  p33 p3dl p311 p222  p2ll pl3l qll ql2  q21.2 Q232 q243 q23.3 q313 q322 qdall q43
EH s 19kh 5
wid 145088 kb 145400 kb 145,402 kb 145104 kb 145106 kb 145408 kb 1454110 kb 145412 kb 145 114 kb 145116 kb
Fh | 1 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 1 |
zZod S
15h.matked.iealigned fixed.rec P16 H -
=
.bam Coverage ) “ . ) A |
- 1 I - LR
| T |
16M.matked realigned fixed.rec, 1 1 1 (]
bam 1 1 1 . 1
1 1 i 1
[ L] [l 4
14hl.matked.iealigned fixe d.rec P12 H -
=
_bam Coverage & “ \ | | .
: 1 1 | I I 1 1
I 1 1 1 1 1 1 1111
14hl.matked.realigned.fixed.rec 1 1 1 1 1 [ 1 1 mii
bam 1 1 1 [} 111 1
1 1 1 1 g
1 | I | 1
F 1 | 2
130.matked.realigned.fixed.rec P12 ‘H -
=
_bam Coverage ) . ) J ‘ A
1 1 1 1 8 |
1 1 e | | |
13l matked.realigned fixe d.rec 1 1 1 ] B
bam 1 1 1
11 1 [
1 - | 1

Figura 4-13. Ejemplo de visualizacién de los datos con el programa IGV. Se muestra el area cromosdmica

correspondiente, y en la parte superior muestra un histograma con la profundidad de cobertura de las

lecturas para cada posicion.
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Confirmacidén de las mutaciones con la técnica de Sanger.

El método de secuenciacion de Sanger se basa en la utilizacidon de cuatro tubos
distintos en los que se incluye la hebra de ADN a secuenciar, ADN polimerasa, un
cebador, deoxiribonucleétidos correspondientes a las cuatro bases (A, G, Ty C) y una
cantidad de dideoxiribonucledtido de un tipo concreto en cada uno de los tubos. Los
dideoxiribonucledtidos, al carecer de grupo hidroxilo en el carbono 3’, finalizan el
crecimiento de la cadena. Por tanto, en cada tubo se producen cadenas de distintas
logitudes que, tras ser sometidos a electroforesis, generan un patrén de bandas del
gue se puede deducir la secuencia de ADN.

El proceso consta de tres fases: la amplificacion del fragmento de ADN a
secuenciar a través de PCR, el andlisis con electroforesis de los fragmentos obtenidos

y, finalmente, la secuenciacion.

Los materiales utilizados para llevar a cabo esta técnica se recogen en el cuadro 5.1.

1. Amplificacidn del fragmento con PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

El proceso comienza con la amplificacion del fragmento de ADN a secuenciar.
Primero se somete a una temperatura superior a 90 2C para que se desnaturalice y se
separen las dos hebras de la cadena. Posteriormente se afiaden cebadores especificos,
gue se combinan con las hebras independientes a una temperatura de unos 45-659C.
Finalmente, se afladen ADN polimerasa y deoxiribonucledtidos (dNTPs), y se inicia la
formacién de las cadenas complementarias a una temperatura de 722C. Cada doble
cadena recién formada inicia de nuevo el proceso de desnaturalizacion-unién a
cebadores-elongacidn, sirviendo las nuevas copias de molde para hacer mas copias,
creciendo el niumero de forma exponencial en cada ciclo. Al final de n ciclos, el nimero
de copias de cada hebra serd de 2". El nUmero de ciclos es habitualmente de 28 a 40,
obteniéndose al menos un millén de copias.

Actualmente el proceso se lleva a cabo de forma totalmente automatica gracias
a la utilizacién de polimerasas termoestables junto con el disefio de termocicladores,
aparatos que permiten llevar a cabo los ciclos de tiempo y temperatura necesarios de
un modo rdpido.

El programa utilizado se expone en la tabla 5-4. Se llevaron a cabo 35 ciclos.
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Tabla 4-5. Programa para la amplificacion (PCR).

Proceso Temperatura (2C)
Desnaturalizacion 30 segundos

Anillamiento 55 30 segundos
Extension 72 30 segundos
Extension final 72 3 minutos

Cuadro 4-3. Materiales utilizados para la secuenciacion con el método de Sanger.

Amplificacion PCR:

-74 pL de H20.

-10 pL de buffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mm KCI, 1,5 mM MgCl,; concentrado 10 veces.

-6 uL de primer o cebador (seleccionados con el software Primer3).

-4 uL de dNTPs.

-6 uL de ADN.

-1 pL de Taq polimerasa.

-Magnesio: El magnesio es necesario para que actlen las polimerasas, siendo la concentracion habitual
de 1,5 mEg/L. En determinadas reacciones fue necesario emplear concentraciones mayores para
aumentar el rendimiento.

Analisis electroforético:

-Buffer: 250 ml de agua destilada + 50 ml de TAE50X.

-Geles: Disolucidn de 0,6g de agarosa en 30 ml de agua destilada + 600 pl de tampdn TAE50X en un
matraz Erlenmeyer. Se calentd la mezcla hasta ebullicién en un horno microondas.

Secuenciacion:

Filtrado:

-Columnas Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA).

-Solucion Membrane Binding.

-Tubo de Eppendorf.

-700 + 500ul de solucién Membrane Wash.

-Tubo limpio de microcentrifugado de 1,5 ml.

-50 ml de Nuclease-Free Water.

Secuenciacion:

-2 ul de primer Unico (forward o reverse) a una concentracion de 5 pmol/ul.

-3 pl de agua estéril.

-dNTPs, buffer, ADN polimerasa.

-4 ul de ddNTPs.
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2. Andlisis electroforético del producto de PCR.

Los fragmentos obtenidos con la amplificacién se detectaron por electroforesis
en geles de agarosa con tincién de bromuro de etidio. El bromuro de etidio, sustancia
gue emite fluorescencia sometida a luz ultravioleta, tiene la propiedad de intercalarse
entre los pares de bases adyacentes del ADN.

Tras incluir el producto de PCR en el gel de agarosa y aplicar una corriente
eléctrica de 130mV durante unos 30-60 minutos, se separ6 lo suficiente para poder
visualizar las diferentes moléculas de ADN presentes en el medio. Posteriormente el
gel se sumergié en una solucion de bromuro de etidio con una concentracién de
0,5ug/ml. Tras 10 minutos incluido en la sustancia fluorescente se procedio a limpiar el
exceso de bromuro de etidio con agua destilada. Finalmente, se realizd la lectura,

registrando la imagen obtenida con un sistema de fotografiado digital de geles.

3. Secuenciacion.

Para realizar la secuenciacion el primer paso es purificar los productos de la
PCR. Para ello se mezclaron con un volumen equivalente de solucion Membrane
Binding vy se filtré la mezcla en la columna, facilitando el proceso con centrifugacién a
10000 revoluciones durante 1 minuto. Tras retirar el sobrandante, se afadid la
solucion Membrane Wash (que contiene etanol) y se centrifugd de nuevo. Este
proceso se repite, realizando una segunda centrifugacion de 5 minutos.
Posteriormente, se transfirié la columna a un tubo limpio y se afadié Nuclease-Free
Water. Tras incubar un minuto a temperatura ambiente se centrifugd de nuevo 1
minuto a 10000 revoluciones. Finalmente, se retird la columna y se mantuvo el ADN
refrigerado hasta la secuenciacion.

La secuenciacion de los productos de PCR amplificados se realizé en un
secuenciador automatizado, por secuenciacion ciclica (Amplicycle TM Sequencing Kit,
Perkin Elmer). Finalmente, la secuencia fue leida con los programas informaticos:
-Chromas v 2.0 (Technelysium Pty Ltd, Queenland, Australia).

-Generunner v 3.05 (Hasting Software Inc.)
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5. RESULTADOS.

La secuenciacién del exoma se computd en seis ficheros (dos de cada sujeto) con
formato .fq.gz (formato comprimido de FastQ) correspondientes a los sujetos II, Il y IV

(tabla 5-1).

Tabla 5-1. Ficheros .fq.gz.

3,16 GB 50x 34952624
3,19GB 50x 34952624
2,55 GB 50x 28170365
2,57 GB 50x 28170365
2,79GB 50x 30727880
2,80 GB 50x 30727880

A. CALIDAD DE LOS DATOS

Las estadisticas del programa FastQC mostraron desviaciones semejantes en todas

las muestras:

e Contenido de bases en la secuencia.
En todas ellas se observa un enriquecimiento de adenina en las primeras
posiciones de lectura. Esto probablemente esté en relacion con los
adaptadores que se utilizan para crear las bibliotecas para el secuenciador de

Illumina, que son secuencias poliA (grafica 5-1).
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Grafica 5-1. Contenido de bases en la secuencia.
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e Contenido de GC por secuencia.

En todas las muestras obtenemos un contenido en GC mayor del esperado.

Esto se debe a que el patron que muestra el programa estd hecho sobre un

genoma tipo, y nuestras muestras corresponden exclusivamente a secuencias

exoémicas, habitualmente mas ricas en GC (gréfica 5-2).
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Grafica 5-2. Contenido de GC por secuencia.

e Niveles de duplicacién de secuencias.

Sequence Duplication Level >= 30,18%

1 z 3 4 5 3 H s 9
Sequence Duplication Level

“Duplicate relative bo unique

104+

Se

encuentran niveles levemente por

encima del limite aceptable (20%). En dos

de las muestras los valores no llegan al

22%. En la tercera, rondan el 30% (grafica

5-3).

Grafica 5-3. Niveles de duplicacidn de secuencias.
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e Contenido en k-mer.

Se encuentran en las muestras mayor contenido del esperado en poliT, poliA y

el pentdamero CCCAG en las tres muestras, probablemente en relacién con leves

defectos de la técnica.
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El analisis de profundidad de cobertura de las muestras con bedtools se
muestra en las siguientes graficas tipo Manhattan 5-4, 5-5 y 5-6, correspondientes a la
secuenciacion de los sujetos Il, Il y IV respectivamente. Como se puede observar, la
cobertura de la mayoria de las secuencias supera el 50x, salvo las dreas

correspondientes a los centromeros. Algunas secuencias alcanzan el 300x.
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Grafica 5-4. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto II.
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Grafica 5-5. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto lIl.
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Grafica 5-6. Profundidad de cobertura de las lecturas del sujeto IV.
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B. PROCESO DE ANALISIS.

Localizacién de las variantes y recalibracion.

Recalibracién de la puntuacién de calidad de las variantes.

Como se explica en el capitulo 4, la recalibracién de la puntuacion de las
variantes se lleva a cabo con un modelo gaussiano, que clasifica las variantes
encontradas en verdaderos o falsos positivos seglin una serie de pardmetros. El
programa aporta unas graficas que informan sobre la sensibilidad y especificidad en la

localizacidon de dichas variaciones.

TilTv truth
3.158 90. Grafica 5-7. Parametros de

sensibilidad-especificidad. A

21 99:- medida que aumenta la
-: sensibilidad en la localizacion de
nuevas variantes van aumentando

1774 100 - los verdaderos positivos, pero

: : : : ‘ también los falsos positivos. En
0.0 0.2 04 0.6 0.8

1.902 99.9

este caso, perteneciente al sujeto
Number of Novel Variants (1000s) IV, con una sensibilidad de 90 y
Ti/Tv de 3.158 encontramos unas 100 variaciones, todas ellas verdaderos positivos, pero sélo
localizamos una pequeiia parte de las que realmente hay. Al aumentar la sensibilidad a 99 y bajar la
Ti/Tv a 2.713 (segunda barra) afiadimos unas 250 mas (azul), junto con las 100 (barra azul rallada) que
ya aparecian con una sensibilidad menor. En el tercer tramo (tercera barra) hallaremos unos 500
verdaderos positivos, 150 mas que con la anterior (azul), pero también seleccionamos unos 100 falsos
positivos (naranja). Con una sensibilidad de 100 encontraremos unas 750 variaciones que son
verdaderos positivos (azul + azul rallado) pero también unas 250 que son falsos postivos.

Eje x. NUmero de variantes nuevas.

Eje y. Novel transition to tranversion ratio (equivalente de especificidad) y sensibilidad verdadera global
(truth).

Azul. Verdaderos positivos obtenidos al aumentar la sensibilidad.

Azul rallado. Verdaderos positivos acumulados.

Naranja. Falsos positivos obtenidos al aumentar la sensibilidad.

Naranja rallado. Falsos positivos acumulados.
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Grafica 5-8. En esta grafica, del
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S Tranche truth sensitivity
sensibilidad.

Filtrado de las variantes encontradas.
Tras la localizacion de las variantes encontramos:
e Sujeto Il: 23843 variantes.
e Sujeto Ill: 23283 variantes.

e Sujeto IV: 23791 variantes.

Método GATK-ANNOVAR.

1. Filtrado por variantes raras.

Elegimos exclusivamente aquellas mutaciones que aparecen en la base de los
1000 genomas y la de los 6500 exomas con una frecuencia menor de 0.0005. Pese a
gue se espera que pueda haber pacientes con trastorno bipolar en estas bases de
datos, con una frecuencia semejante a la poblacidon general (estas bases carecen de
informacién fenotipica), las posibilidades de que sean ademas portadores de una
mutacion asociada a una herencia autosémica dominante son mucho mas bajas, por lo

gue 0.0005 nos parece un valor adecuado.

2. Filtrado basado en la funcidn.

Se eliminan las mutaciones sindnimas, dada su benignidad.

3. Filtrado por prediccién.
Se eligen valores de AVSIFT menores de 0.05 y valores de PolyPhen entre 0.95 y 1. Se

incluyen aquellas mutaciones para las que no se puede calcular el valor de prediccion.
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4. Eliminaciéon de los segmentos duplicados y seleccién de aquellas

mutaciones marcadas como PASS (criterio de calidad).

Total Variantesraras Funcion Prediccion Seg Dup PASS Todos los filtros
AA 23791 2653 11972 13096 21997 19012 198
1P 23283 2492 11799 13725 21561 18476 179
I 23843 2700 12006 14155 22067 18881 179

Tabla 5-2. Numero de mutaciones encontradas en cada sujeto y nimero de ellas que pasan los distintos

filtros (GATK).

5. Comparacién de los exomas de estudio.
Utilizando el programa ANNOVAR se seleccionaron solo las variaciones que
estuvieran presentes en los tres sujetos del estudio, quedando sélo 63 que pasaran

todos los filtros descritos (figura 5-1).

Figura 5-1. Diagrama Venn

(http://genevenn.sourceforge.net) en el que se

muestran las mutaciones halladas en cada

individuo y las que comparten entre ellos.

6. Filtrado final.

De las 63 variantes encontradas, se descartaron 50 por tratarse de areas de
splicing o indeles en homocigosis, lo que no es compatible con el modelo de herencia
del caso que nos ocupa, y otras 7 por estar presentes en otros sujetos de nuestra base
de datos, bien por defectos de la técnica o bien por ser variaciones comunes en
nuestra poblacién. Otras 4 fueron eliminadas por no tener sus productos una funcion

gue tenga relacidon con el sistema nervioso central.
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Figura 5-2. Proceso de filtrado.

I<:

Filtro manual

Tras el proceso de filtrado nos quedaron las siguientes mutaciones:

-Gen PERIOD3 (PER3).

Cromosoma 1, exon 3. Mutacidén no sindnima de nucledtido Unico. Cambio de

adenina por guanina en la posicion 7846853. rs201111117 (figura 5-3).

-

Human hg1s v | et + | |chr1:7,846,833-7,346,573 G| B « » @ O x i@
ng.H p3ell  p342 p322 p3ll p222F  p2ll pl3l ql? q21.7 q23.3 q25.2 q3L2 a3zt q4ill q43
EH 41bp
whd 7.845 840 bp 7.846 850 bp 7.846 860 bp 7.845.870 bp
I | | | | |
£

13M . mamked.realigned fixed.rec,

“bam Coverage .

13M.matked.realigned fixed rec
_bam i

14M.matked.realigned fixed rec

o G B

14M . mamked.realigned fixed.rec,
.bam

15M.matked.realigned fixed rec P-&

.bam Coverage

|
15N . marked.realigned fixed rec i

o 8o

bam

Sequence - TGTGAGCATGTACAGTCTTGAGGAGCTGGCCACTATCGCTT|-
RefSeq Genes i

Figura 5-3. Captura de pantalla del programa IGV que muestra la mutacién en el gen PER3, presente en

los 3 sujetos de estudio.
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El gen PERIOD3 estd situado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p36.23),

entre los genes VAMP3 y UTS2. Con una longitud de 60.86 Kb, estd compuesto por 21

exones y las regiones intrénicas intermedias (figuras 5-4 y 5-5).

Assembly exceptions

chromosome 1 [ || N TIONESN W Tip<az W I T o n
! - i
Assembly exceptions HG983_PAT CH HG1292_PATCH HSCHR1_1_CTG31
HGL472_PATCH HSCHR1_2_CTG31
cﬁl HG1287_PATCH
[1.00 Mb | Forward strand pm=—
7.40 Mb 7.50 Mb 7.60 Mb 7.70 Mb 7.80 Mi 7.90 Mb '8.00 Mb '8.10 Mb '8.20 Mb 8.30 Mb
p36.23
R 0 m Ci T et — n|—- e
‘< RP4-549F15.1 ' F i ‘< Y RNA ‘< CTA-215D11.4 teul | b= Me
“CAMTAL-ITL > NFR SF 1 Lol
“< RP3-453P22.2 PARE “RP11-431K24.1 > 'RP11-431K24.2 >
“RP11-431K24.3
N10.3 ‘< RP11431K
“RP3467UL6 >
“< RA3467L14
7.40 Mb 7.50 Mb 7.60 Mb 7.70 Mb 7.80 MY 1.90 Mb 8.00 Mb 8,10 Mb 8.20 Mb 8,30 Mb

Figura 5-4. Gen PERIOD3. Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).

60.52 Kb

Forward strand )

4+

Figura 5-5. Gen PERIOD3. Tomado de Vega Genoma Browser (http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens).

-Gen Ubiquitin Specific Peptidase 29 (USP29).

Cromosoma 19, exdn 4. Deleccidon con cambio en los tripletes de lectura.

Pérdida de una citosina en la posicién 57640904 (figura 5-6).

Human hg18 - | |chris - | |chr19:57,640,884-57,640,924| o Bt <« » @ [ = g 5
I I I I | S I I IT I I I I I I |
[TEX] pI32 pi3ls  pisil  piZ  pll qiZ  qisil  ql31s qI331 q1333 qi3az
w,) 41bp
=
whd 57.640.890 bp 57.640.900 bp 57,640,910 bp 57.640.920 bp
&g
T | | | 1 1 1 1
=od e
13M.matked.realigned fixed.rzc P=E Il
bam Coverage I
[
13M marked realigned fixed.rec [
bam L
i—“ -
14M marked realigned fixed.rec - ol
bam Coverage I
[
14 marked realigned fixed.rec —
bam ‘ ‘
i o
15M.maked realigned fixed.rec P84 o
(=
bam Coverage
—
15M.marked realigned fixed.rec i
bam i
— -
Sequence - CAGCAACTGCAGCAGGGGTTCCCCAATTTITGGGAAACATCCTG|=-
RefSeq Genes Q Q Q Q F N I\ C

Figura 5-6. Captura de pantalla del programa IGV que muestra la deleccidn en el gen USP29, presente en

los 3 sujetos de estudio.
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El gen USP29 se situa en el brazo largo del cromosoma 19 (19913.43), junto al

gen U3 (figura 5-7). Tiene una longitud de 11.88 Kb y se compone de 4 regiones

exomicas (figura 5-8 y tabla 5-3).
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Figura 5-7. Gen USP29. Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).
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Figura 5-8. Estructura del gen USP29 (grafico). Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).

Tabla 5-3. Estructura del gen USP29. Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).

Comienzo Longitud

Secuencia 5’ upstream

1 57,631,411 57,631,597 187
Intrén 1-2 57,631,598 57,633,692 2095

2 57,633,693 57,633,842 150
Intrén 2-3 57,633,843 57,635,406 1564

3 57,635,470 57,635,507 101
Intrén 3-4 57,635,508 57,640,027 4520

4 57,640,028 57,643,294 3267
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METODO KGGSeq.

Con el analisis con el programa KGGSeq se encontraron 10 mutaciones que
satisfacian los criterios impuestos, situadas en los siguientes genes: PER3, RCC1, KIT,
TMEM155, ANKRD31, AK8, THBS1, PAPD5, OR7C1 y USP29.

Se realizo igualmente un filtrado manual de las mutaciones encontradas:

- Basandonos en las puntuaciones de prediccién, el programa clasifica las
mutaciones en RCC1, AK8 y THBS1 como de menor riesgo de ser patogénicas.

- OR7C1 codifica para un receptor olfatorio, por lo que la funcién es poco
compatible con la patologia que nos ocupa.

- La mutacién en KIT, ademas de tener valores menores en riesgo de ser
patogénica, se sitla en un drea de splicing, afectando la mutacion
exclusivamene a una de las isoformas, estando, ademads, en heterocigosis.

- PAPDS5 afecta también a un area de splicing.

Por tanto, ademads de las mutaciones halladas con el analisis previo, se afiaden a la

lista de mutaciones candidatas:

-Gen Transmembrane protein 155 (TMEM155).
Cromosoma 4, exdn 5. Mutacién de nucledtido Unico. Sustitucion de A por G en

la posicién 122682805 que genera la apariciéon de un codén de parada (figura 5-9).
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L N 3 R K N -::j‘ . L I A G 5 P
Figura 5-9. Captura de pantalla del programa IGV que muestra la mutacién en el gen TMEM155,

presente en los 3 sujetos de estudio.
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El gen TMEM155 se situa en el brazo largo del cromosoma 4 (4g27). Tiene una

longitud de 6,49 Kb y posee 6 exones (figura 5-10).
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Figura 5-10. Gen TMEM155. Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).

-Gen Ankyrin repeat domain-containing protein 31 (ANKRD31).

Cromosoma 5, exén 7. Consiste en la deleccion de tres bases (TCA) en la
posicién 74491715 sin cambio en los codones de lectura (figura 5-11).
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Figura 5-11. Captura de pantalla del programa IGV que muestra la deleccidon en el gen ANKRD31,

presente en los 3 sujetos de estudio.
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El gen ANKRD31 se situa en el brazo largo del cromosoma 5 (5g13.3). Tiene una

longitud de 168,60 Kb y posee 25 exones (figura 5-12).
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Figura 5-12. Gen ANKRD31. Tomado de la base Ensembl (http://www.ensembl.org/).

C. COMPROBACION DE LA PRESENCIA DE LAS MUTACIONES.

Se comprobd la presencia de la mutacién de nucleétido Unico en el gen
PERIOD3 con la técnica de Sanger en los tres sujetos de estudio para descartar que se
trate de un defecto de la técnica de secuenciacidn con las herramientas descritas en el

capitulo 4. Para ello se secuencid el exdn 3 del gen PER3 (figura 5-13).

120
TAC A G T C

Figura 5-13. Visualizacion de la presencia de la mutacién c.A347G en el exén 3 del gen PER3 (flecha).
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6. DISCUSION.

El filtrado realizado deja las siguientes mutaciones como posibles responsables del

trastorno bipolar de herencia autosdémica dominante presente en la familia de estudio:

A. Gen PERIODS3 (PER3).

PER3:NM_016831:exon3:c.A347G:p.E116G. Cromosoma 1, exdn 3. Mutacién no
sindnima de nucleétido Unico. Cambio de adenina por guanina. rs201111117. En la

proteina resultante, se sustituye un acido glutdmico en la posicién 116 por una glicina.

Patogenicidad de la mutacién.
Si  se observa la puntuacion de conservacién con PolyPhen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2/) (figura 6-1), se comprueba que la

mutacion modifica en gran medida la proteina resultante, siendo por tanto muy

probablemente patogénica.

PolyPhen-2 v2.2.2r3

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

0.00 0.20 0,40 0.60 0.80 1,00

Figura 6-1. Representacion grafica de la puntuacién de la mutacion segun PolyPhen.
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Otra evidencia que apoya la patogenicidad de la mutacién es que no sdlo el
residuo mutado en PER3 estd muy conservado inter-especies (figura 6-2), sino que,
ademas, lo estd en las otras proteinas PER presentes en el ser humano. Alineando las 3

proteinas PERIOD con Uniprot (http://www.uniprot.org) se observa conservacion de

ese residuo en todos ellos.

\

95 EFFQILSQNG--APQADVSMYSLEELATIASEHTSKNTDTFVAVFSFLSG 142 PER3_HUMAN
180 EYYQQWSLEEGEPCSMDMSTYTLEELEHITSEYTLONQDTFSVAVSFLTG 229 PER1_HUMAN
153 EYYQLLMSSEGHPCGADVPSYTVEEMESVTSEHIVKNADMFAVAVSLVSG 202 PER2_HUMAN
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Figura 6-2. Captura de pantalla del UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) que muestra la

conservacion del residuo de acido glutamico en las distintas especies.

Funcidn del gen.

El gen PERIOD3 codifica para la proteina PERIOD3. La funcién de esta proteina
tiene relacién con la regulacién del ritmo circadiano. Este determina, ademas de los
patrones de suefio-vigilia, variaciones de presidén arterial, temperatura corporal vy
movimientos intestinales. Igualmente, condiciona otros aspectos como variaciones en

la actividad fisica, los procesos cognitivos o la conducta alimentaria.
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Figura 6-3. Representacion esquematica de los ritmos circadianos.

En los mamiferos, el reloj circadiano se sitla en el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) del hipotalamo, y utiliza la luz para su regulacion. Comprende la secreciéon de
diversas hormonas, siendo las mas importantes la melatonina y el cortisol. Las
neuronas del drea dorsomedial del ndcleo supraquiasmatico utilizan como principales
neurotransmisores el acido gamma-aminobutirico (GABA) y AVP (arginina-
vasopresina). La aferencia principal proviene de la retina, a través del tracto retino-
hipotaldmico (Moore & Lenn, 1972; Brown et al., 2008), utilizando principalmente
glutamato. Otras conexiones del NSQ son el tdlamo, a través del tracto geniculo-
hipotaldmico, que utiliza péptido Y, y los nucleos del rafe por neurotransmision
serotoninérgica. A través de sus conexiones con otros nucleos hipotaldmicos regula la
funcidn del sistema nervioso auténomo vy la secrecién endocrina (Hastings, O'Neill, &
Maywood, 2007).

Sin embargo, en ausencia de luz externa, el reloj interno permite mantener los
patrones previamente descritos, pudiendo funcionar de forma auténoma. Otros
estimulos, como la presencia de alimento, también pueden regular los ritmos. Estos
estimulos no luminicos modulan relojes circadianos externos al NSQ, situados en otras

areas del sistema nervioso central u otros érganos.
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A nivel molecular el reloj circadiano se basa en una serie de bucles
interrelacionados que se regulan unos a otros por mecanismos de feed-back (Ueda et
al., 2005; Cardoso, de, Silva, & Cortez, 2009). El mecanismo molecular implicado se
simplifica en la figura 6-4. Comienza con la sintesis de las proteinas CLOCK (CLK) y

BMAL1 (o ARNTL, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like). Penetran en el

nucleo y se unen formando un dimero CLK-BMAL1. NPAS2 (neuronal PAS domain-
containing protein 2), analogo de CLK, puede realizar también una funcién semejante a
éste. Este dimero activa, a través de la interacciéon con las E-box de los genes
correspondientes, la sintesis de CRY (Cryptochrome) y los genes PERIOD 1, 2 y 3 (PER1,
PER2 y PER3). Las cuatro proteinas salen al citoplasma e interaccionan unas con otras
formando los dimeros CRY-PER2 y los trimeros CRY-PER1-PER3. Estos dimeros y
trimeros penetran de nuevo en el nucleo inhibiendo la transcripcién de CLK y BMAL1,
formandose menos dimeros CLK-BMAL1, lo que inhibe a su vez la transcripcion de CRY
y PER. Los picos de RNA mensajero (es decir, la cantidad que se transcribe) de CLK y
BMAL1 estan desfasados unas 12 horas de los picos de RNA de CRY y PER, lo que hace
que el ciclo completo dure 24 horas aproximadamente (Yamamoto et al., 2004; Lowrey

& Takahashi, 2011; Mohawk, Green, & Takahashi, 2012).

Como mecanismos de control extra, el dimero CLK-BMAL1 activa la trascripcion
de los genes RORA y Rev-ErbA (retinoic acid-related orphan nuclear receptors). Estas
moléculas se unen a sus receptores nucleares presentes en el promotor del gen
BMAL1, regulando la transcripcion de éste. RORA la activa mientras que Rev-ErbA la
inhibe. Finalmente, el dimero CLK-BMAL1 activa también la trascripcién de DEC. La
accion que éste ejerce sobre BMAL1 todavia no estd clara (Li et al., 2004; Bode,

Shahmoradi, Taneja, Rossner, & Oster, 2011; Tsang et al., 2012).

Los procesos de fosforilacién a través de kinasas (casein-kinasa 1 y GSK3beta)
son los que determinan tanto la capacidad las moléculas de trasladarse dentro y fuera
del nucleo como su degradacién por ubiquitinizacién en el proteosoma (Harms, Young,

& Saez, 2003).
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Figura 6-4. Reloj circadiano, bases moleculares. Flechas amarillas: activacion; flechas rojas: inhibicion;
lineas negras: genes; cuadradillos naranjas: E-boxes. CCGs: genes controlados por el reloj circadiano

(clock controlled genes).

Ritmo circadiano y trastorno bipolar.

La relacion entre el ritmo circadiano y los trastornos del animo es sujeto de
debate desde hace mucho tiempo, dado que sintomas como la alteracién de los
patrones de suefio, actividad y apetito son nucleares en dichos trastornos. En los afios
60 comenzaron a estudiarse variaciones en el patron circadiano de secrecion de
diversas hormonas y electrolitos en los trastornos afectivos (Knapp, Keane, & Wright,
1967; Lohrenz, Fullerton, Fahs, & Wenzel, 1968; Moody & Allsopp, 1969). En los 70
comenzaron a aparecer las primeras teorias al respecto (Kripke, Mullaney, Atkinson, &
Wolf, 1978; von et al.,, 1985), progresivamente mejoradas y completadas con la
caracterizacién de las bases moleculares del reloj circadiano a finales de la década de

los 90 (Partonen, 1998; Solberg, Horton, & Turek, 1999; Bunney & Bunney, 2000). Se
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postula que la capacidad del reloj circadiano de adaptarse a distintos estimulos
externos es basica en la regulaciéon del humor en respuesta a los cambios de estacidn,
ritmos de sueno, niveles de estrés, etc. Una incapacidad para llevar a cabo esta
regulacion podria desencadenar la aparicion de trastornos afectivos (Grandin, Alloy, &

Abramson, 2006).

Estas teorias se ve apoyadas por hallazgos genéticos, que relacionan
variaciones en los genes implicados en la regulacidn del ritmo circadiano y los
trastornos del animo (McClung, 2007a; Mendlewicz, 2009; Kennaway, 2010; Etain et
al., 2011). Igualmente, la existencia del trastorno depresivo estacional (episodios
depresivos de aparicion exclusiva en las épocas del afio con menos horas de luz solar) y
la eficacia de terapias como la privacion de suefio (Vogel, Traub, Ben-Horin, & Meyers,
1968; Pflug & Tolle, 1971; Bunney & Bunney, 2012) (aunque de efecto breve) o la
terapia luminica (Lewy, Kern, Rosenthal, & Wehr, 1982; Pail et al., 2011) en el
tratamiento de algunos trastornos afectivos sefialan que existe una relacion entre

ambos fendmenos.

El mecanismo biolégico por el que los ritmos circadianos interfieren en la
regulacién del humor todavia no estd claro. Se ha objetivado que neurotransmisores
como la serotonina, dopamina, noradrenalina o glutamato, y los enzimas implicados en
su metabolismo, siguen patrones ciclicos de sintesis, secrecion y eliminacién, al igual
gue muchos de sus receptores. Por ejemplo, en ratones mutantes para el gen CLOCK
se observa un aumento de activaciéon de las neuronas dopaminérgicas del area
tegmental ventral, generando unas alteraciones conductuales compatibles con un
modelo de mania (McClung, 2007a). No es dificil plantear que alteraciones en los
ritmos normales de estos sistemas pueden producir sintomas afectivos (Carlsson,
Svennerholm, & Winblad, 1980; Siegel & Rogawski, 1988; Morin, 1999; Lambert, Reid,
Kaye, Jennings, & Esler, 2002; Malek, Dardente, Pevet, & Raison, 2005).

El litio y el acido valproico (principales tratamientos para el TBP) tienen
importantes efectos sobre el ritmo circadiano, lo que podria explicar su eficacia en

este trastorno. El litio altera los ritmos de suefio-vigilia, la latencia del suefio REM, y
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otros pardmetros como la temperatura corporal. A nivel molecular se ha observado
que alarga el ciclo, produciendo un retardo de fase. Se cree que su accidn tiene que ver
con la actividad de GSK3beta (glycogen synthase kinase 3 beta), aunque se desconoce
el mecanismo exacto, ya que el litio inhibe el enzima, lo que, de forma aislada, acorta
el ciclo (Hirota et al., 2008). A nivel molecular, GSK3beta es una serina-treonina kinasa
que regula los patrones de fosforilacion de parte de los componentes del reloj
circadiano, como PER2, CRY o Rev-Erb (Hirota et al., 2008). Paul y cols. han mostrado
alteraciones en los ritmos circadianos y la conducta de ratones knock-out para este
enzima (Paul, Johnson, Jope, & Gamble, 2012). Igualmente, Sahar y cols. observaron en
animales que el estrés crénico aumenta la fosforilacion de este enzima, alterando la
expresion de PER2 (Sahar, Zocchi, Kinoshita, Borrelli, & Sassone-Corsi, 2010), lo que
relacionaria el estrés con la aparicién de trastornos afectivos. También se conoce que
GSK3beta juega un papel esencial en la via de sefializacion Wnt-beta catenina, que
regula la expresidn genética, y procesos de metabolismo, supervivencia y adhesidn
celular (Sun, Rodriguez, & Kim, 2009; Hur & Zhou, 2010; Amar, Belmaker, & Agam,
2011) (figura 6-5).

Otro farmaco, la ketamina (agonista glutamatérgico), ha mostrado un rdpido e
importante efecto antidepresivo, con aparicion de respuesta en unas 24 horas
(Diazgranados et al., 2010; lbrahim et al., 2011). Parece que la ketamina bloquea el
estimulo que supone el complejo CLOCK-BMAL1 para la transcripcién de PER y CRY. El
bloqueo de la via Akt/GSK3beta hace desaparecer este efecto (Bellet, Vawter, Bunney,
Bunney, & Sassone-Corsi, 2011), lo que apoya la participacién de estos enzimas en el

mecanismo de accion del farmaco.
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Figura 6-5. Exposicion de las multiples vias de sefalizacion en las que esta implicada GSK3. La imagen

estd tomada de la pagina web de Pathway Central (http://www.sabiosciences.com/).

Estudios publicados.

En 2001 Ebisawa y cols. secuenciaron el gen PERIOD3 encontrando 13
polimorfismos de nucledtido Unico, una regidén en el exoma 18 con una variante de
numero de copia de 54 pares de bases (los sujetos presentaban 4 o 5 copias del
fragmento), y 4 indeles. Encontraron que el alelo corto (4 copias del polimorfismo) era
mas frecuente en los sujetos con un trastorno de retardo de fase del suefio.

Posteriormente, el hallazgo fue replicado (Ebisawa et al., 2001; Archer et al., 2003). En
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2008, Groeger y cols. estudiaron el efecto de ese polimorfismo sobre las alteraciones
en distintas funciones cognitivas (atencién, memoria y funcién ejecutiva) y motoras
tras someter a los sujetos a una privacion de suefio (40 horas seguidas de vigilia).
Objetivaron que los sujetos homocigotos para el alelo largo (de 5 repeticiones) se
desenvolvian significativamente peor en las tareas que requerian utilizacion de las
funciones ejecutivas en las primeras horas de la mafana tras una noche sin dormir
(Groeger et al., 2008). Ese mismo grupo comprobd que sus resultados se reflejaban en
un patron diferente de activacidn cerebral utilizando resonancia magnética funcional
dependiendo del genotipo (Vandewalle et al., 2009). Los sujetos homocigotos para el
alelo largo parecen tener una predominancia de la actividad simpdtica respecto de la
parasimpatica durante el suefio. Esta diferencia es mas marcada durante la fase no
REM y corresponde con variaciones en las medidas electroencefalograficas del patrén
de suefio (Viola et al., 2007; Dijk & Archer, 2010). En un estudio reciente se ha
relacionado este mismo polimorfismo con una diferente secrecidon de cortisol en un
grupo de individuos sanos (Wirth et al., 2013).

Johansson y cols. estudiaron el polimorfismo 647 Val/Gly del gen PER3,
encontrando una mayor preferencia por un patrén diurno de actividad segun el Home-
Ostberg morningness-eveningness questionnaire en los sujetos portadores de, al

menos, un alelo con Gly (Johansson et al., 2003).

El ratdn knock-out para este gen (Per3-/-) (Shearman, lJin, Lee, Reppert, &
Weaver, 2000) presenta una alteracion de fase en algunos tejidos periféricos, aunque
no en el nucleo supraquiasmatico (Pendergast, Friday, & Yamazaki, 2010; Pendergast,
Niswender, & Yamazaki, 2012) y unas variaciones de actividad alteradas respecto del
salvaje segun el patron de luz-oscuridad (Van der Veen & Archer, 2010; Hasan, van, V,

Winsky-Sommerer, Dijk, & Archer, 2011).

Centrandonos en el TBP, son numerosos los estudios que lo relacionan con
alteraciones en los genes implicados en la regulacién del ritmo circadiano (Roybal et
al., 2007; McClung, 2007b; Murray & Harvey, 2010; McCarthy, Nievergelt, Kelsoe, &
Welsh, 2012). Asi, el gen PERIOD3 ha sido sefialado previamente como gen candidato.

Sin embargo, la evidencia respecto a PER3 en concreto es todavia bastante escasa.
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Nievergelt y cols. (Nievergelt et al., 2006) encuentran evidencia de ligamiento del TBP
con el gen PERIOD3 entre otros de los genes implicados en el reloj circadiano. En un
estudio de Benedetti y cols. encuentran una relacion con la homocigosis para el alelo
largo de PER3 y una edad de aparicién mas precoz del TBP (Benedetti et al., 2008). Ese
mismo grupo encuentra un predominio de debut de TBP como depresion post-parto
en los homocigotos para el alelo corto (Dallaspezia et al., 2011). Finalmente, Rocha y
cols. hallaron una relacién entre una peor calidad de suefio en pacientes con TBP y el

polimorfismo rs228727 del gen PER3 (Rocha et al., 2010).

B. Gen Ubiquitin Specific Peptidase 29 (USP29).
USP29:NM_020903:exon4:c.861delC:p.F287fs. Cromosoma 19, exdn 4. Deleccidn con

cambio en los tripletes de lectura. Pérdida de una citosina en la posicién 57640904. La
consecuencia en la proteina resultante (Q9HBJ7) es un cambio de secuencia proteica

desde el aminoacido 288, manteniéndose en la posicion 287 una fenilalanina.

Patogenicidad de la mutacién.

A diferencia del caso anterior, en este caso el resultado de la mutacién del gen
es una proteina USP29 truncada, por lo que no se puede calcular la puntuacién
PolyPhen. Sin embargo, dada la importante alteraciéon que esto supone en la proteina,

sera muy probablemente patogénica.

El drea mutada estd altamente conservada inter-especies, lo que apoya la

importancia de su integridad (figura 6-6).
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Figura 6-6. Captura de pantalla del UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) que muestra la

conservacion de los residuos en este area en las distintas especies.
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Funcidn del gen.

El gen USP29 codifica para una hidrolasa ubiquitin carboxi-terminal tipo 2 que
contiene dos dominios de proteasa de procesamiento especifico de ubiquitina. Los
procesos de ubiquitinizacion estdan muy extendidos en las distintas células,
encargandose habitualmente de “marcar” moléculas que ya no son Utiles para que

sean posteriormente degradadas y eliminadas por el proteasoma.

En el caso de USP29, se ha visto que desubiquitina P53, estabilizdndolo e
inhibiendo su degradacion, lo que desencadena en la célula un proceso de apoptosis
(figura 6-7). La trascripciéon de USP29 se promueve por la asociacién JTV1-FBP, que se
activa frente al estrés oxidativo (Liu et al., 2011). Esta respuesta se ha observado, por
ejemplo, en la respuesta al estrés asociada con el metabolismo de la dopamina (Ko et

al., 2005).
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Figura 6-7. Representacion esquematica de la funcion de USP29. La molécula p53 ubiquitinazada se
degrada por el proteasoma. USP29 elimina las ubiquitinas estabilizando p53, por lo que se acumula en la

célula, produciendo su apoptosis.

Es muy poco probable que una mutacién en heterocigosis que produce una
proteina truncada produzca una patologia con una frecuencia tan escasa como la que
encontramos en las formas familiares del TBP. No obstante, el gen USP29 sufre un
fenémeno de imprinting por el que sélo se expresa la copia heredada del padre, lo que
explicaria por qué apareceria un fenotipo patolégico en los sujetos del presente
estudio pese a tener sélo un alelo mutado (Buettner, Walker, & Singer-Sam, 2005;

Huang & Kim, 2009; Kang et al., 2011).
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C. OTROS.

Los otros dos genes hallados son de funcién auin no conocida. Las probablidades de
gue sea alguno de los dos el causante de la patologia en esta familia son escasas por
diversos motivos:

- El gen TMEM155 es muy variable, habiéndose descrito en él la presencia de
multiples SNPs. Hay descritas al menos 12 mutaciones con resultado de
aparicién de un codén de parada, por lo que si la proteina truncada resultante
causara en heterocigosis un TBP familiar, la prevalencia de este trastorno seria
mucho mas elevada que la existente.

- En gen ANKRD31 es un gen extremadamente largo, con 21 exones, y muy
variable. El resultado de la mutacion que nos ocupa (deleccién en el exén 7) es
una proteina no funcionante en heterocigosis. Siguiendo el mismo argumento
gue para el caso anterior, si este tipo de mutaciones produjera un TBP familiar,

la frecuencia de éste seria mucho mas elevada.

D. ASPECTOS ETICOS (Parker, 2002; Shendure et al., 2004; McGuire, Caulfield, &

Cho, 2008; Tucker et al., 2009; Kaye, Boddington, de, Hawkins, & Melham,
2010; Singleton, 2011; Ong, Grody, & Deignan, 2011; Green et al., 2012; Cassa
etal.,, 2012)

Desde el informe Belmont (http://www.hhs.gov/ohrp/humansubjects/

guidance/belmont.html), los principios éticos de los estudios médicos se basan en la
triada de respeto, beneficio y justicia. Las guias éticas y la legislacién posterior recogen
estos principios mediante la obligacion de la participacién voluntaria, el
consentimiento informado, el derecho a la privacidad, la confidencialidad, la
minimizacion del riesgo y la ausencia de discriminacion. La adhesidn a estos patrones
tiene que ser monitorizada por los comités éticos de hospitales o agencias
institucionales.

Los actuales estudios genéticos, dadas sus peculiaridades, plantean diversos

dilemas éticos mas alla de las normas aceptadas hasta ahora.
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Seleccion de la muestra. Investigacion en familias.

Cuando se plantea un estudio familiar es necesario inicialmente identificar
aquellas familias mas apropiadas para el estudio, generalmente aquellas con varios
miembros afectados por la misma enfermedad. Habitualmente la informacién sobre la
patologia de los familiares parte de un sujeto inicial. Esto plantea el problema de si es
0 no ética la utilizacion de esta informacion personal de los familiares sin su
consentimiento expreso para la investigacién o, incluso, para contactar con ellos de
cara a su posible inclusién. A este respecto, se recomienda que sea el propio sujeto
inicial el que pregunte a los miembros de su familia si desean que se contacte con ellos
para la realizacion del estudio. Esto no evita, en cualquier caso, la aparicién de

presiones familiares para que den el consentimiento.

Consentimiento informado.

Desde mediados del siglo XX se utiliza el consentimiento informado (Cl) en la
investigacion biomédica para minimizar los riesgos de abuso o perjuicio del
participante y asegurar sus derechos. Este documento debe recoger la participacion
voluntaria y en qué términos, y los derechos del paciente, tanto de los relativos al uso

de sus datos personales como el de retirar su consentimiento en cualquier momento.

El Cl en los estudios genéticos actuales, debido a su complejidad, presenta

diversas peculiaridades.

1_ Se desconoce actualmente mucha de la informacidon que aporta el genoma, y lo
esperable es que en los proximos afios ese conocimiento aumente. Esto abre la
posibilidad de volver a analizar los datos en el futuro para obtener mayor informacion.
éHabria que solicitar un nuevo consentimiento informado para hacerlo? éSe puede o

se debe contactar de nuevo con el individuo para aportarle esa nueva informacion?

2_La creacion de bases de datos abiertas a los investigadores es una herramienta muy

deseable para progresar en el conocimiento del genoma, pero abre la puerta a que esa
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informacién pueda ser utilizada en nuevos estudios con fines distintos de aquellos para
los que el paciente dio su consentimiento inicial. Para solucionar este problema se han
propuesto diversas opciones:
-Volver a contactar con los individuos para que firmen nuevos consentimientos
informados cada vez que se proponga utilizar sus muestras en estudios nuevos. Nadie
duda de la complejidad de esta opcidn, siendo inviable en la mayoria de los casos.
-Creacién de un consentimiento amplio o global con el que el sujeto consiente para
multiples usos en el contexto de la investigacidn, siendo necesaria una aprobacion
previa del comité de ética correspondiente. Es la solucién mas préctica, pero surgen
dudas acerca de si es ético que el sujeto consienta sobre cosas que desconoce, ya que
el principio fundamental del Cl es que el sujeto conozca de antemano y pueda elegir
como va a ser utilizada su informacidn personal.
En cualquier caso, parece deseable que las bases de datos tengan medios para no
permitir usos para los que no hubo consentimiento, y que los investigadores
mantengan una integridad profesional asegurando que su investigacién no sobrepasa
los términos del consentimiento inicial.

Otro problema en relacién con estas bases de datos es el de asegurar los
derechos de los participantes a retirar el consentimiento en cualquier momento y que
sus datos sean eliminados. Esto se vuelve muy complicado si estos datos se encuentran

en bases abiertas a otros investigadores y estan siendo utilizados en otros estudios.

3_ Es controvertida también la realizacidén de estos estudios en determinados sujetos,
como en los menores o en sujetos incapacitados. En el caso de los menores, si la
patologia fuera de inicio en la edad adulta, se podria demorar la decisién y el acceso a
los resultados hasta la mayoria de edad. En el caso de enfermos mentales graves en

dudosa capacidad de consentir, se debe consultar con el comité de ética.

En lo que hay un acuerdo general es en que habria que desarrollar un Ci
estandar para este tipo de estudios, compatible con las legislaciones existentes, que
deberd recoger de forma clara los deseos del sujeto respecto a temas como:

-La informacién que desea o no recibir actualmente y en el futuro a medida se amplien

los conocimientos sobre el genoma humano.
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-Los fines para los que consiente el uso de sus muestras y en qué términos, y la
posibilidad de contactar de nuevo en el caso de necesitarse nuevo consentimiento.

-La posibilidad de que sus muestras e informacidon genética sean almacenadas o
compartidas, bajo qué términos y con quién.

Igualmente, se propone plantear los estudios para analizar el menor volumen de

genoma necesario para obtener los resultados que se buscan.

Devolucidn de la informacidn obtenida a los participantes.

Es indiscutible que los participantes en estos estudios tienen derecho a acceder
a sus datos personales si asi lo desean. Igualmente, tienen derecho a ser informados
de los resultados obtenidos. Sin embargo, determinar cual es la informacidn concreta
gue hay que transmitir, de qué manera y quién es el responsable resulta todavia

controvertido.

1_Qué informacién transmitir y cémo hacerlo.

Los estudios de secuenciacion gendmica encuentran numerosas mutaciones en
el genoma de cada individuo. La mayoria de ellas no tienen que ver con la enfermedad
en estudio, representando hallazgos incidentales o imprevistos. El conocimiento actual
no nos permite diferenciar en la mayoria de los casos cudles de ellas son realmente
patogénicas o de riesgo. Incluso en algunos casos en los que se ha encontrado una
asociacién vdlida entre una variante y una enfermedad se desconoce cémo
interpretarla, dada la ausencia de conocimiento de la herencia, la penetrancia o el
significado del estatus de portador. Hace falta experiencia para interpretar y
comprender de forma adecuada las implicaciones sanitarias y sociales de las
mutaciones identificadas.

Los estudios de secuenciacién deberian realizarse con un protocolo de
investigacidon formal que incluyera la forma de en la que se devuelven los resultados y
la forma de realizar consejo genético. Hasta el momento actual no existen mecanismos
estandar para la discusion y transmision de los resultados de estos estudios.
Numerosas instituciones han publicado recomendaciones sobre este tema, como la

Comision Nacional Asesora en Bioética de EEUU, el Centro de Control y Prevencion de
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Enfermedades, el grupo de trabajo del National Heart Lung and Blood Institute sobre la
comunicacion de resultados en los estudios genéticos (http://www.nhlbi.nih.gov), o el
grupo Eurogentest (www.eurogentest.org), entre otras. Estas recomendaciones varian,
pero todas ellas insisten en que la informacion transmitida tenga validez cientifica,
significacién clinica y la existencia de posibilidad de una intervencion meédica
beneficiosa. En el caso de variantes de riesgo conocido, asociadas a enfermedades
graves para las que existe tratamiento, los investigadores deben informar al
participante. En el caso de variantes de riesgo dudoso, o que asocien patologias de
escasa gravedad o sin tratamiento, el beneficio de informar a los participantes tiene

que ser sopesado frente al derecho de éstos de no ser informados.

2_Transmisién de informacién sensible a los familiares de los participantes.

En los estudios de secuenciacion se obtiene informacién que tiene
implicaciones no sélo para el propio sujeto del estudio sino también para otros
miembros de su familia, y la transmision de esta informaciéon puede generar un
conflicto ético.

Se propone que durante el proceso de consentimiento informado se explique a los
participantes esta posibilidad y que se les anime a incluir a los familiares cercanos en la
decisidon de participar en estos estudios, no siendo en principio necesario realizar un
consentimiento informado a éstos. Pero puede suceder que el paciente se niegue a
que la informacién sea trasmitida a sus familiares. La Sociedad Americana de Genética
Humana recoge que la informacidon no autorizada del riesgo genético esta éticamente
justificada si:

-Los intentos para convencer al paciente han sido infructuosos.

-El dano potencial en los familiares es muy probable, inminente, previsible y grave.

-El sujeto en riesgo es identificable.

-La enfermedad es tratable, prevenible o los estandares de cuidado aceptan que su

deteccidn precoz reduce el riesgo o mejora el prondstico.
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Privacidad y confidencialidad de los datos.

El mantenimiento de la confidencialidad en los estudios de investigacidn se ha
estado asegurando hasta el momento actual con herramientas como la anonimizacién
de los datos y la seguridad informatica, lo que ha permitido el acceso a los datos
exclusivamente a las personas autorizadas. Actualmente, estos medios se han quedado
insuficientes en relacién con:

-La extensa informacién que aportan los estudios de secuenciacion.

-La creacidon de bases de datos abiertas a numerosos investigadores, necesarias para
progresar en el estudio del genoma.

Ambas circunstancias facilitan que esa informacién, pese a estar anonimizada, pueda
ser relacionada con el sujeto, aumentando las posibilidades de re-identificacion de los
individuos, ademds de aportar informacién sobre sus familiares. Para proteger la
privacidad de los sujetos participantes se han propuesto nuevas estrategias como la
limitacion del volumen de genoma que se comparte, la degradacién de los datos o la
de-identificacion con codigos.

Ademas de informacion relativa a enfermedades, en los estudios genéticos se
puede obtener otro tipo de informacién que puede ser de interés y podria tener
importantes repercusiones legales, como la relativa a paternidades. {Qué hacer con

esta informacion?

Igualmente, se plantea si terceras personas ajenas a la investigacién podrian
acceder a la informacién disponible para fines concretos y, a priori, licitos, como la

investigacion de delitos o la identificacion de victimas de grandes desastres.

Control institucional.

Ademas de por los consensos internacionales (informe Belmont, declaracion de
Helsinki), la investigacién biomédica esta regulada por legislaciones especificas de cada
pais. En el caso de Espafia, esta sujeta a la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica,
que regula todo aquello relacionado con la disciplina, incluyendo normativa acerca de
biobancos. Respecto a la proteccion de datos, estd regulada por la Ley Orgdnica

15/1999 de Proteccion de Datos de caracter personal. Esta normativa se completa con
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guias de practica y requerimientos de las propias instituciones, principalmente los

comités de ética en la investigacién clinica (CEIC).

En el momento actual, y dada la generalizacion de las bases de datos
compartidas discutida previamente, cabe reflexionar sobre si es necesaria una
legislacién internacional que regule estos temas de forma que sea semejante en todos
los paises. lgualmente se plantea si los CEIC tal y como han funcionado hasta este
momento son suficientes para realizar un adecuado seguimiento y control del respeto
de los derechos de los participantes en estos estudios. En algunos de los grandes
proyectos internacionales se han creado Comités de acceso especificos, que supervisan
quién accede a los datos y bajo qué condiciones. Todavia, sin embargo, no hay
consenso claro sobre qué criterios seguir a la hora de decidir cudles deben ser estos

requisitos.

E. CONSIDERACIONES FINALES

La secuenciacién de exoma completo ha demostrado ser una herramienta util y
eficiente en el descubrimiento de los genes responsables de enfermedades con
herencia mendeliana. Sin embargo, hasta ahora no se ha utilizado de forma
generalizada para el estudio de enfermedades de herencia compleja. La existencia de
familias con patologias de herencia compleja que presentan una aparente herencia
mendeliana (como la que se muestra en este estudio) y el hallazgo a través de esta
técnica de un gen responsable, apoya la teoria de que una parte de la heredabilidad de
estas enfermedades se puede explicar por mutaciones de muy escasa frecuencia pero
gran penetrancia, de herencia familiar o debido a mutaciones esporadicas. El hallazgo
de estas variantes familiares puede tener escasa utilidad diagndstica a corto plazo,
pero es muy importante para la elaboracién de hipdtesis fisiopatoldgicas, permitiendo
el desarrollo de modelos bioldgicos y facilitando la investigacion de posibles

tratamientos.
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El haber logrado limitar a dos las posibles mutaciones responsables del trastorno es
un resultado extraordinario, dada la multitud de mutaciones que aparecen en el
exoma de cualquier ser humano. Este resultado, sin embargo, nos obliga a continuar la
investigacion hasta poder discriminar cudl de las dos mutaciones es realmente la
causante de la enfermedad. Esto requiere de posteriores estudios celulares y con

animales transgénicos de los que pueden derivarse nuevos modelos bioldgicos de TBP.
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7. CONCLUSIONES.

1. La secuenciacién de exoma completo se dibuja como una herramienta util para
el estudio de las enfermedades de herencia compleja, lo que abre una nueva
via de investigaciéon para aclarar las bases genéticas de las enfermedades

psiquiatricas.

2. Los resultados de este estudio apoyan la hipdtesis de que una parte de la
heredabilidad del trastorno bipolar se puede explicar a través de mutaciones de

escasa frecuencia y alta penetrancia, heredadas o de novo.

3. El trastorno bipolar de herencia autosémica dominante presente en la familia
de estudio esta probablemente relacionado con la mutacién del gen PERIODS3,
aunque no puede descartarse que la responsable sea la mutacion del gen

USP29 o que sea necesaria la presencia de ambas mutaciones al tiempo.

4. El hecho de que una de las dos mutaciones candidatas se situe en el gen
PERIOD3, siendo este un gen sefialado como candidato en algunos estudios de
trastorno bipolar, sustentaria las teorias que relacionan esta enfermedad con

una alteracién en los ritmos circadianos.
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ANEXOS



ANEXO I. PROTOCOLO ANALISIS EXOMA

1. Descargar los datos de Internet.
2. Control de errores de la descarga.

md5sum —c mds.txt

#EI nimero obtenido tiene que coincidir con el que consta en el archivo md5.txt de la
descarga.

3. Control de calidad de los datos.
#Analizar con el programa FastQC.
-/fastqc
#Valorar la cobertura con el programa bedtools.
PATH=~/Public/bedtools/bin:$PATH

./bedtools/bin/coverageBed -abam bedtools/14M_bam -b
bedtools/exomeplusl5._bed -d > bedtools/out.txt

#Para estudios de exoma completo, cortar las columnas 3-7 y quitar los 3 primeros caracteres
(chr) del fichero out1.txt.

cut -f 1-2,8 bedtools/out.txt > bedtools/outl.txt
cat bedtools/outl.txt | sed "s/~...//" > bedtools/out2.txt

#Seleccion de muestra de datos para graficos tipo Manhattan.

shuf bedtools/out2.txt > bedtools/out3.txt
head -n 40000 bedtools/out3.txt > bedtools/out4.txt

4. Alinear con genoma de referencia.
#Abrir el Linux (.sh). Sefalar donde se encuentran los distintos programas.
PATH=~/Public/gatk:$PATH
PATH=~/Public/picard:$PATH

PATH=~/Publ ic/bwa:$PATH
PATH=~/Publ ic/annovar : $PATH

#Bajar el genoma de referencia e indexarlo. Solo la primera vez que se utiliza.

bwa index -a bwtsw -p hgl9M/hgl9M hgl9M/hgl9M. fa

#Alinear el archivo .fg con el genoma de referencia. Da como resultado un archivo .sai.

bwa aln -t 4 -f 13/131M.sai hgl19M/hg19M 13/131.fq.gz



#Quitar -1 si no es lllumina 1.3. 13/131M.sai es la ruta y archivo de salida; 13/131.fq.gz el de
entrada. Hacemos lo mismo con el segundo archivo (mate pair ends).

bwa aln -t 4 -f 13/132M.sai hgl9M/hgl9M 13/132.fq.gz

#Transformar los archivos .sai en un Unico archivo .sam

bwa sampe -f 13/13M.sam -
r'"@RG\tID:13VM\tLB:13M\tSM: 13M\tPL: ILLUMINA" hgl9M/hgl9M
13/131M.sail 13/132M.sai 13/131.fqg.gz 13/132.fq.gz

#Transformar el archivo .sam en .bam. #java -Xmx16G —jar. es una orden que amplia la
memoria RAM que puede utilizar el java, haciendo que el programa pueda ir mas rapido. Se
utiliza LENIENT para que reporte los errores pero el programa no se pare cuando los
encuentre.

jJava -Xmx16G -jar picard/SortSam.jar \SO=coordinate
\INPUT=13/13M.sam \OUTPUT=13/13M.bam
\VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT \CREATE_INDEX=true

#Marcar duplicados. Los archivos .marked.bam y metrics resultantes contienen todas las
lecturas e identifican de qué tipo son.

Java -Xmx16G -jar picard/MarkDuplicates.jar \INPUT=13/13M.bam
\OUTPUT=13/13M.marked.bam \METRICS FILE=13/metrics
\CREATE_ INDEX=true \VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT

5. Localizacién de variantes.
#Se identifican regiones que requieren un re-alineamiento, habitualmente por presencia de
indeles que no existen en el genoma de referencia. El archivo resultante lo denominamos
.bam.list.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar \-T
RealignerTargetCreator \-R hgl9M/hgl9M.fa \-o0 13/13M.bam.list \-
I 13/13M.marked.bam

HE| programa re-alinea las lecturas alrededor de estos indeles, lo que minimiza el riesgo de
falsos positivos al buscar posteriormente variantes.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK_jar \ -1
13/13M.marked.bam \ -R hgl9M/hgl19M.fa \-T IndelRealigner \-
targetintervals 13/13M.bam.list \ -0 13/13M.marked.realigned.bam

#Comprobacion de que la informacidn esta sincronizada entre cada lectura y su pareada (mate
pair ends).

Java -Xmx16G -jar picard/FixMatelnformation.jar
\INPUT=13/13M_marked.realigned.bam
\OUTPUT=13/13M.marked.realigned. fixed.bam \SO=coordinate
\VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT \CREATE_INDEX=true



#Correccién de la calidad de las lecturas. Generacién de la tabla de covariantes. Recoge como
comparador la base de datos de SNPs (dbSNP), la versidn 135, que es la compatible con el
hg19.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar -1
13/13M.marked.realigned.fixed.bam -R hgl9M/hgl9M.fa -T
CountCovariates -cov ReadGroupCovariate -cov
QualityScoreCovariate -cov CycleCovariate -cov DinucCovariate -
recalFile 13/13M.recal _data.csv -knownSites:dbsnp,VCF
dbsnpl135.hgl19.vcF

#Correccién de la calidad de las lecturas. Recalibracion de las puntuaciones.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar \-1 INFO \-R
hglo9M/hgl9M.fa \-1 13/13M.marked.realigned.fixed.bam \-T
TableRecalibration \--out
13/13M_marked.realigned.fixed.recal _.bam \-recalFile
13/13M.recal_data.csv

#Localizacién de las variaciones presentes en la muestra (SNPs e indels). Se establece a partir
de qué Q se informan y se validan las variantes encontradas, se delimita un nimero maximo

de lecturas por area a tener en cuenta y se solicita como pardmetros de salida informacién de
balance de alelos (alelo referencia/alelo ref+alternativo) y de profundidad total de cobertura.

jJava -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar -glm BOTH -R
hgl9M/hgl9M.fa -T UnifiedGenotyper -1
13/13M.marked.realigned.fixed.recal .bam -D dbsnp135.hg19.vcf -0
13/13_snps.vct -metrics 13/snps.metrics -stand_call_conf 50.0 -
stand_emit_conf 10.0 -dcov 1000 \-A DepthOfCoverage -A
AlleleBalance -L exomeplusl5.bed

#Recalibracion de la puntuacidn de la calidad de las variantes.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar \-T
VariantRecalibrator \-R hgl9M/hgl9M.fa \-input 13/13.snps.vct \-
resource:hapmap, known=false, training=true, truth=true,prior=15.0
hapmap.vct \-

resource:omni,known=false, training=true,truth=false,prior=12.0
1000G_omni2.5.hgl9.sites.vcF \-
resource:dbsnp,known=true, training=false, truth=false,prior=8.0
dbsnpl135.hgl19.vcf \-an QD -an HaplotypeScore -an MQRankSum -an
ReadPosRankSum -an FS -an MQ \-recalFile 13/13M.recal \-
tranchesFile 13/13M.tranches \-rscriptFile 13/13M.plots.R \--
maxGaussians 4 --percentBadVariants 0.05

#Se aplica la recalibracion.

jJava -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar \-T
ApplyRecalibration \-R hgl9M/hgl9M.fa \-input 13/13.snps.vcf \--
ts_filter_level 99.0 \-tranchesFile 13/13M.tranches \-recalFile
13/13M.recal \-o 13/13M.snp.vcf.recalibrated



#Se filtran las variables encontradas segun los parametros seleccionados.

Java -Xmx16G -jar gatk/GenomeAnalysisTK.jar \-R hgl9M/hgl9M. fa
\-T VariantFiltration \--variant 13/13M.snp.vcf.recalibrated \-o
13/13M.snp.recalibrated.filtered.vcf \--clusterWindowSize 10 \--
filterExpression "MQO >= 4 && ((MQO / (1.0 * DP)) > 0.1)" \--
filterName "HARD_TO_VALIDATE™ \--filterExpression "DP < 5 " \--
filterName "'LowCoverage" \--filterExpression "QUAL < 30.0 " \--
filterName "VeryLowQual" \--filterExpression "QUAL > 30.0 &&
QUAL < 50.0 " \--filterName "LowQual" \--filterExpression "QD <
1.5 " \--FfilterName "LowQD" \--filterExpression "SB > -10.0 " \-
-filterName "StrandBias™

#Abrir ANNOVAR vy convertir el formato.

perl annovar/convert2annovar.pl --format vcf4 --includeinfo
13/13M_snp.recalibrated.filtered.vct > 13/13M.snp.annovar

cd annovar

mkdir 13

cd ..

cp 13/13M.snp.annovar annovar/13/
cd annovar

cd ..

#Anade las puntuaciones de frecuencias en bases de datos.

-/summarize_annovar .pl --buildver hgl9 13/13M._snp.annovar --
verdbsnp 137 --ver1000g 1000g2012apr --veresp 6500 ./humandb -
outfile 13/13M.snps -remove -alltranscript

#Para pasar de un formato delimitado por comas a un formato tabulado. Transforma en txt.
perl -pe “while (s/("[™M]1+),/\1<COMMA>/g) Difu; s/'//q;

s/, /\t/g; s/<COMMA>/,/g" < 13/13M.snps.exome_summary.csv >
13/13.exome_summary .txt

6. Analisis con KGGSeq.
#Unificar los archivos .vcf de los 3 sujetos de estudio.
Java -Xmx8g -jar GenomeAnalysisTK.jar \-R
~/Public/hgl9M/hgl19M.fa \-T CombineVariants \--variant
vcf/13.vcF \--variant vcf/14_vcf \--variant vcf/15.vcf -o
bipolar.vcf \-genotypeMergeOptions UNIQUIFY

#Localizacién del programa y genoma de referencia.

jJava -Xms256m -Xmx1300m -jar kggseq.jar --buildver hgl9



#Archivos de entrada.

--no-resource-check --vcf-file bipolar.vcf --ped-file
bipolar.ped

#Bases de datos para el filtrado.

--db-gene refgene --regions-out chrX,chrY --db-Ffilter
hgl9 dbsnp131,hgl9 1kg201202,hgl9 ESP5400,hgl9 dbsnpl35

#Variables para el filtrado.
--rare-allele-freq 0.001 --genotype-filter 2,3,5 --ibs-check
--gene-feature-in 0,1,2,3,4,7 --db-score dbnsfp

#Ordenes para la realizacidn de otros analisis. Se le aflade una lista de genes candidatos.
--mendel-causing-predict--pubmed-mining searchTerm --candi-list
ABCB1,ACE,ADCY9,ADORA2A ,ADRAL1A ,ADRAL1B,ADRA2A,ADRA2B ,ADRA2C ,ADRB1
,AGTR1,AKT1,APOE,AR,AVPR1A,AVPR1B,BDNF,CACNA1C,CCK,CCKAR,CCKBR,C
CL2,CCND2,CD3E,CD47,CHRM2 ,CHRNA7 ,CLOCK,CNR1,CNTF,COMT ,CREB1,CRHB
P,CRHR1,CRHR2,CYP2C9,DACA,DISC1,DRD1,DRD2,DRD3,DRD4 ,DRD5,DTNBP1,
ESR1,ESR2,FGFR1,FGFR2,FGFR3,FGFR4 ,GABBR1 ,GABRA3, GABRAS, GABRAG , GA
D1,GNAL,GNAS,GNB3,GPR50,GRIAL,GRIA2,GRIA3,GRIA4,GRIK1,GRIK2,GRIK
3,GRIK4,GRIK5,GRIN1,GRIN2A,GRIN2B,GRIN2C,GRIN2D,GRIN3A,GRM7 ,GSK3
A,GSK3B,HTR1A,HTR1B,HTR2A,HTR2B ,HTR3A,HTR3B,HTR4 ,HTR5A,HTR6 ,HTR7
,IL1B,1L6,1TPR1,KCNC2,LEP,LEPR,LRP1,MAOA,MAOB ,MMP2 ,NFKB1 ,NGFR,NO
S1,NOS3,NPY,NR3C1,NTRK2,NTRK3,0L1G1,0LIG2,0L1G3,0PRD1,0PRK1,0PRM
1,P2RX4,P2RX7 ,PAM,PDE10OA,PDE11A,PDE1A,PDE2A,PDESA,PDEGC,PDESA, PE
NK,PER1,PER2,PER3,PLA2G2A,PLA2G4A,POMC,PRKCH,SLC6A1,SLC6A2,SLC6A
3,SLC6A4,STAT3,SYN3,TAC1,TACRL1,TH, TNF,TPH1,TPH2 ,ADRA1B ,ADRA2C ,AG
TR1,AKT1,CACNA1C,CHRM2,CRHR1,CRHR2,DISC1,DRD1,DRD5,ESR2 ,GABRA3,G
ABRAG ,GNAS,GRIAL1,GRIA3,GRIK1,GRIK5,GRIN1,GRIN2B,GRIN2C,GSK3A,HTR
2A,HTR2C,HTR3A,HTR3B,HTR5A, LEPR ,M6PR ,NOS1 ,NR3C1,NTRK2,0PRK1 ,0PRM
1,P2RX4,POMC,SYN3,TAC1,TACR1,TH

-—-pathway-annot cura



ANEXO II.

SCRIPT PARA LA GENERACION DE LOS GRAFICOS DE COBERTURA (TIPO MANHATTAN).

source("'http://dl .dropbox.com/u/66281/0 Permanent/qgman.r'")
gwahits <- read.table("'C:/rfiles/out4p.txt", header=T)

P = as.numeric(1/10"gwahits$P)

CHR = gwahits$CHR

BP = as.integer(gwahits$BP)

gwa2 = unique(data.frame(CHR,BP,P))
manhattan(gwa2,colors=rainbow(6))



ANEXO lll. ABREVIATURAS MAS FRECUENTES

A

ADN

ARN
ANKRD31
Bp o pb
BWA

C

CCD

CEIC

Cl

CLK
CIE1O0
CRY

CNVs
dNTP
DSM-IV-TR

emPCR
ENCODE
G

GABA
GATK
Gly
GSK3beta
GWAS
IGV

KB
mRNA
NSQ

oD

OR

PER3
PCR

SNP

.

TBP
TMEM155
usP29
Val

Adenina

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Ankyrin repeat domain-containing protein 31
Base pairs o pares de bases

Burrows-Wheeler Aligner

Citosina

Coupled device o dispositivo de carga acoplada
Comité de Etica en la Investigacién clinica
Consentimiento informado

Clock

Clasificacién internacional de enfermedades, 102 edicidn
Cryptochrome

Copy number variants
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Abstract. We describe the clinical phenotype of nine kindred with presenile Alzheimer’s disease (AD) caused by different
presenilin 1 (PS1) point mutations, and compare them with reported families with mutations in the same codons. Mutations
were in exon 4 (Phe105Val), exon 5 (Prol17Arg, Glul20Gly), exon 6 (His163Arg), exon 7 (Leu226Phe), exon 8 (Val261Leu,
Val272Ala, Leu282Arg), and exon 12 (Tle439Ser). Three of these amino acid changes (Phe105Val, Glul20Gly, and Ile439Ser)
had not been previously reported. Distinct clinical features, including age of onset, symptoms and signs associated with the
cortical-type dementia and aggressiveness of the disease, characterized the different mutations and were quite homogeneous
across family members. Age of onset fell within a consistent range: some mutations caused the disease in the thirties (P117R,
1.226F, V272A), other in the forties (E120G, HI63R, V2611, L282R), and other in the fifties (F105V, 14398). Associated features
also segregated with specific mutations: early epileptic activity (E120G), spastic paraparesis (V261L), subcortical dementia and
parkinsonism (V272A), early language impairment, frontal signs, and myoclonus (L226F), and late myoclonus and seizures
(H163R, L282R). Neurological deterioration was particularly aggressive in PS] mutations with earlier age of enset such as
P117R, L226F, and E120G. With few exceptions, a similar clinical phenotype was found in families reported to have either the
same mutation or different amino acid changes in the same codons. This series points to a strong influence of the specific genetic
defect in the development of the clinical phenotype.

Keywords: Farly onset, familial Alzheimer’s disease, mutations, presenilin 1

INTRODUCTION

Mutations in the presenilin 1 (PS1) genc are the

~Comespondence to: Estrlla Gémez-Tortosa, MD, PhD, Servicio moslgomtr}ongause of a.utosm_nal dominant eaflyﬂnset
de Neurologia, Fundacién Jiménez Diaz, 28040 Madrid, Spain. Tel.: Alzheimer’s disease (AD). Since the first PS1 muta-
+34 91 550 4913; Fax: +34 91 550 4882; E-mail: egomezt@fjd.es. tion was reported in 1995 [1], 176 different muta-
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tions have been listed in the AD Mutation Database
(http://www.molgen.ua.ac.be/Admutations/). It is esti-
mated that 11% of referral-based series with early on-
set AD (< 65 years of age) can be explained by PS1
mutations [2). In different populations as much as 36%
to 66% of early-onsetautosomal dominant cases arc at-
tributable to PS1 mutations [3-5], with the percentage
decreasing to 20% when there is an early onset with
family history of AD but no clear autosomal dominant
pattern [6].

The study of AD caused by these mutations is of
extraordinary importance for several reasons. First, the
study of PS1 protein dysfunction has provided impor-
tant insights into the physiopathology of AD. PS1 is
a transmembrane aspartyl protease which functions as
a subunit of the y-secretase complex involved in the
processing of the amyloid-/3 protein precursor (APP)
to the amyloid-3 (AB) peptide. The underlying mech-
anism of most PS1 mutations to produce AD seems to
be related to increased production of the A3 42 fragment
of ABPP, which has a greater tendency 10 aggregate.
Transfected cell lines expressing PS1 mutations cause
increased production of AB42 [7] and pathologic exam-
ination of brains with PS] mutations show increased
AP deposition when compared to sporadic AD [8]-

Secondly, AD caused by PS1 mutations serves as
a good model for the careful analysis of clinical-
pathological and genetic correlations. Consecutive de-
scriptions have revealed a heterogeneous clinical and
pathological phenotype among families. The range of
age atonset is wide, and atypical features such as behav-
{oral disturbances, movement disorders, pyramidalism,
or seizures are more frequent than in late-onset AD.
However, despite the plenitude of genetic screening
studies identifying novel PS1 mutations, there are rela-
tively few reports offering the type of extensive clinical
information that would allow for genotype-phenotype
correlations. For example, some PS]1 mutations have
been associated with AD with spastic paraparesis or
early seizures, but it remains to be clarified what lev-
¢l of genotype alteration determines the association:
amino acid change, position of the codon, or the exon
involved. In addition, pathogenicity of some variations
in the PS1 gene has not been completely cleared out,
and this is a growing issue due to the increasing access
to sequencing techniques.

Finally, the availability of genetic testing for
presymptomatic diagnosis in the fully penctrant muta-
tions provides a group of individuals in which to define
the preclinical stages of AD with cognitive and neu-

roimaging techniques. Furthermore, thorough knowl-
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edge of age at onset ranges in particular mutations
opens the possibility of administering very early treat-
ments.

We describe the clinical phenotype of nine indepen-
dent kindred with different PS1 point mutations recruit-
ed in the context of a clinical-genetic project of familial
AD in Spain, and compare them with reported clinical
data on families with mutations in the same codons.
The series includes three novel PS1 mutations, because
of the amino acid-type substitution, in codons with mu-
tations already reported as linked to carly-onset AD.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

The GENODEM project is a prospective research
program that collects clinical-genetic information and
DNA samples of Spanish kindred with familial de-
generative dementias, mostly of the Alzheimer type.
The project involves 4 academic hospitals in Madrid
(Fundacién Jiménez Diaz, Hospital Clinico San Car-
los, Hospital Ramén y Cajal, and Fundacién Hospi-
tal Alcorcén) that use common standardized dementia
protocols, and also have collaborations with neurolo-
gists leading Dementia Units in the southern half of
Spain. The study was approved by the Research Ethics
Committee at Fundacion Jiménez Diaz.

All cases with standardized clinical criteria for AD,
age at onset before 85 years of age, and with at least an
affected first-degree sibling diagnosed with degenera-
tive dementia and/or having a similar clinical demen-
tia as reported by relatives, are included in the project
and a blood sample for extracting DNA is taken after
informed consent. Probands and available affected sib-
lings undergo an cxtensive clinical and cognitive as-
sessment, blood analysis, MRI and SPECT brain stud-
ies. Relatives of the probands aid in the construction of
detailed family pedigrees and in the collection of infor-
mation on affected cases in previous generations. In 25
presenile familial AD cases, a genetic study including
sequencing of PS1, PS2, and AGPP genes was con-
ducted. No mutations in the PS2 or AGPP gene were
found. This study focused on describing the clinical
phenotype of nine independent families in which nine
different PSEN | mutations were found.

Molecular genetics

DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
using QIAmp Mini-kit DNA blood (Qiagen,
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Chatsworth, CA). All PS1 gene exons and intronic ad-
jacent regions were amplified by polymerase chain re-
action (PCR) with CertAmp (Biotools, Madrid, Spain).
The purified PCR reactions were sequenced from both
directions by way of an automated sequencer (AB
3730XL) using the Big Dye 3.1 Terminator Cycle se-
quencing kit. DNA sequences were analyzed using
Seqgscape software.

PolyPhen program was used to predict the impact of
the novel variants on protein function (http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph). It predicts the functional effect
of amino acid changes by considering evolutionary
conservation, the physiochemical differences, and the
proximity of the substitution to predicted functional do-
mains and/or structural features. PolyPhen scores of >
2.0 are expected to be “probably damaging” to protein
structure and function.

RESULTS

In nine independent families, nine different point
mutations were found in the PS! gene. Mutations
were in exon 4 (Phel05Val), exon 5 (Proll7Arg,
Glul20Gly), exon 6 (His163Arg),exon 7 (Leu226Phe),
exon 8 (Val261Lcu, Val272Ala, Leu282Arg), and ex-
on 12 (Ile439Ser) as represented in Fig. 1. Three of
them (Phe105Val, E120Gly, and Ile439Ser) are novel
mutations since these amino acid changes had not been
previously reported in those positions. All families had
a clear autosomal dominant pattern of inheritance of
dementia, except for one case (Phe105Val) in which no
family history was available. We describe the clinical
phenotypes associated with each mutation as follows
and review the clinical data available on families with
the same mutations and with alternative mutations in
the same residues. Table 1 summarizes significant clin-
ical features of our cohort and of reported families with
mutations in the same codons.

Phel05Val (F105V)

This mutation was found in a 55-year-old woman
who started with memory deficits at 52 years of age.
The dementia was seemingly sporadic since she only
had a brother who was cognitively normal at 55 years
of age and both parents had died relatively young. Her
cognitive decline was a typical aphaso-apraxo-amnestic
syndrome with no motor or atypical features.

Pathogenicity of this novel mutation, in the absence
of other affected cases in which to investigate coseg-

regation with the disease, is supported by a PolyPhen
score of 2.37 predicting F105V to be “probably dam-
aging”, and by two previous changes described in this
codon — to leucine [9] and to isoleucine [ 5] - associated
with AD at similar age of onset. F105L was found in
a female with onset of cognitive symptoms at 52 years
of age. Atage 60, she developed Parkinson-like symp-
toms and died fully demented and bedridden at age 63.
Brain autopsy confirmed AD excluding concomitant
Parkinson’s disease. Clinical data of the family with
the F1051 mutations is restricted to age of onset range
of three affected members, 53 to 58 years.

Prol174rg (P117R)

The proband is a 35-year-old woman originally from
Colombia whose memory deficits had begun about
eighteen months before. She had given up her job as
housekeeper at age 34 because of increasing difficulties
in organizing and recalling her duties. Her examina-
tion showed complete temporal disorientation, execu-
tive and verbal memory deficits, and visuoconstructive
deficits. Her Mini Mental State Examination (MMSE)
score was 19/30. There were no motor signs and her
gait was normal. During the next two years, neuro-
logical deterioration was rapid and included the devel-
opment of myoclonus, seizures, and gait impairment.
She died completely dependent and bedridden at age
37. Her family history was remarkable for dementia in
her father (beginning at age 37, died at 42), an older
brother (starting at age 38, died at 41), and two older
sisters (beginning at ages 36 and 37 years who are now
39 and 40 years respectively).

Besides this change to arginine [ 10], mutations in this
codon position have been described to result in changes
to alanine, P117A [11,12], leucine, P117L [13,14], or
serine, P1178 [15] in families with different European
and South American origins. In all codon 117 mu-
tations, age at onset is very early, in the twenties or
early thirties and with a very rapid evolution to severe
cognitive deterioration. Reports extending clinical de-
scriptions point to the presence of early behavioral and
neuropsychiatric symptoms, myoclonus, seizures, and
extrapyramidal signs, in the first three years of evolu-
tion[10,14]. Interestingly, the same P117A mutation is
described in two families with different clinical pheno-
types, one with typical AD with no motor features [12]
but the other with a prominent ataxic-spastic syndrome
associated with the cognitive decline [11]. Most cases
reported with P117 mutations died before 40 years of
age.
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Fig. 1. Scheme of the PSEN 1 protein (taken from http://www.alzforum.org, reprinted from International Review of Cytology, Vol 254, Dillen
K. & Amnaert W, Copyright (2006), with permission from Elsevier) showing the aminoacid substitutions caused by the different mutations in
red circles. The yellow squares highlight the location of the nine mutations described. Below, aminoacid residues in positions 105, 120 and 439
(where the three new mutations are reported) are conserved in most animal species PS1 and in PS2.

Glul20Gly (E120G)

The most important features in this family include a
very homogeneous age at onset (around 39-40 years),
epileptic activity, and very rapid cognitive and func-
tional deterioration. Family tree includes the affected
father, his homoczygotic twin, and two affected off-
spring, brother and sister.

The father started with behavioral disturbances and
memory deficits at around 39 years of age, was com-
mitted to a psychiatric institution where he died at age
42. He had generalized seizures. His twin brother had

a similar dementing illness in his late thirties and died
at 42 years of age but clinical details were not available.
The former’s son had onset of recent memory deficits at
39 years of age, in addition to visual hallucinations and
behavioral disturbances. Cerebral MRI showed diffuse
cortical atrophy. He was diagnosed with hebephrenic
schizophrenia and for more than a year was under psy-
chiatric observation and treated with neuroleptic drugs
and benzodiazepines. Cognitive deterioration was ev-
ident during this time and he was soon unable to re-
sume his work as a sales representative. At 41 years of
age, an EEG showed epileptic abnormalities as gener-
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alized spike-wave, although he has yet to show clinical
seizures. He is now 42 year-old, he does not speak,
and only on occasion obeys very simple commands.
He has bilateral limb rigidity without tremor or my-
oclonus and slow gait in anteflexion posture, all these
features likely related to a chronic effect of neurolep-
tics. Ocular movements are normal and there are no
pyramidal signs. A recent cerebral MRI shows bilateral
hippocampal atrophy (Scheltens grade 4), SPECT with
FP-CIT shows normal dopamine transporter receptors
density in striatum, and ApoE genotype is €3/¢3.

His sister began having recurrent generalized seizures
at age 39, with an EEG showing right frontal paroxys-
mal activity with bilateral diffusion. Lamotrigine was
not effective and she was finally free of seizures with
valproate. Memory deficits started also at this age and
progressed to substantial cognitive deterioration in the
two subsequent years. Atage 42, she was already com-
pletely dependent for activities of daily living, spoke
only single words, could not walk, and had double in-
continence. She had a dystonic posture in both hands,
predominantly in the right. Ocular movements were
normal and there were no pyramidal or other extrapyra-
midal signs. Cerebral MRI showed cortico-subcortical
atrophy. Brain SPECT with HMPAO showed bilater-
al temporoparietal hypoperfusion and in basal ganglia,
predominantly on the left side. She is now 43 year-old,
bedridden with decorticate posture in limbs, and only
responds to pain. ApoE genotype is also £3/¢3.

This is a novel mutation whose pathogenicity is sup-
ported by cosegregation with the disease in this fami-
ly and a PolyPhen score of 2.34 predicting “probably
damaging”. Amino acid changes in this codon position
had been reported only to aspartate, E120D [3,5,16,17]
or lysine, E120K [18]. Age at onset range is similar for
all the families with E120D mutations, 41 to 53 years.
Clinical data are very limited but it is remarkable that
the family reported by Reznik-Wolf et al. [16] was also
characterized by seizures in the first two years of the
disease. The family reported as having E120K muta-
tion had an earlier age of onset, in their thirties, but
there are no further clinical information.

His163Arg (HI63R)

Through a first proband (V-1, female) whose genetic
analysis showed the PS1 H163R mutation, we recruited
an extensive tree (Fig. 2) of related families clustered
in a small town with another four affected cases (two

females and two males). Review of death certificates
allowed us to collect data on age at death of affected

cases in the two previous generations and some clinical
information was also available.

Ancestors data: Ages at onset in 10 ancestors show
a short range (42 to 50, mean 45.7 £ 3.6 years) with
mean time of evolution until death of 8 years (ages at
death 47 to 65, mean 54.2 + 6.3 years). The father of
the proband (case IV-4) started with cognitive decline
at around 46 years of age and died with severe dementia
at 54 years. His clinical report, dated in the 1980s,
stated the diagnosis of possible Pick’s disease based on
behavioral disturbances.

Probands: Clinical information of the five affect-
ed cases is summarized in Table 2. Brnefly, the three
females and one male (case V-5) had a very similar
phenotype, starting at 46 years of age with progressive
memory deficits and depression and evolving into a typ-
ical aphaso-apraxo-amnestic cortical syndrome. Two
of them are now in more advanced stages and show
hypertonia and multifocal myoclonus. The man is now
52 years old and has suffered three generalized seizures
in the last year. However, the second man (case V-3) has
developed, from age 42, an amnesic-aphasic syndrome
associated with prominent behavioral disturbances (ag-
gressive behavior, agitation, and visual hallucinations).
ApoE genotype is £3/£3 in two cases and £3/¢4 in the
other two.

H163R is a frequent mutation, with multiple reports
in different populations [2-4,6,8,10,17,19-21]. Re-
markably, the onset age of all the families reported
with this mutation is tightly clustered in the mid-forties
(mean 46, range 42 to 50 years). Most of the cases
developed typical AD, some with common neuropsy-
chiatric symptoms such as anxiety, apathy, depression,
or irritability. Myoclonus and/or seizures are frequent
though in advanced stages of the disease. The other
pathogenic mutation described in this codon position
is a change to tyrosine, H163Y [22]. This family had
a very homogeneous phenotype, basically the same as
the one described in H163R families, except for a wider
range of age at onset, 44 to 65 years.

Leu226Phe (L226F)

These kindred include an affected father, who died
at age 42 after 6 years of progressive cognitive de-
terioration, and the proband, a woman who at age
33 developed depression, dysarthria with non fluent
speech, intentional tremor in right hand, and memo-
ry deficits. At that moment she was still able to per-
form household chores and daily activities quite in-
dependently. CT scan showed mild cortical atrophy,
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Table 2
Clinical features of the five cases with H163R PS1 mutation
Case Number AgeatOnset Sequential clinical features {yrs of evolution) Neuroimaging ApoE
(yrs)/Gender

V-1 46/Female Depression. Anomia, recent memory deficits, executive CT scan: normal 373
deficits. (3 yrs) SPECT: very slight left temporal

hypoperfusion

V-2 46/Female Depression. Temporal desorientation, anomia, recent mem-  MRI: slight parietal atrophy 3/3
ory deficits, visuoconstructional and executive deficits. SPECT: sligth left parietal
Positive frontal reflexes. Mutism, hypertonia and multifo-  hypoperfusion
cal myoclonus. No parkinsonism or seizures. (8 yrs)

V-3 42/Male Aggressive behavior, apathy, recent memory deficits. Delir-  CT scan: normal 3/4
ium, visual hallucinations, motor and verbal stereotypes, SPECT: bilateral parieto-occipital
logopenic, positive frontal reflexes. (6 yrs) hypoperfusion

V-4 46/Female Depression. Anomia, recent memory deficits, visuocon- MRI: mild small vessel disease 3/4
structional and executive deficits. (5 yrs) SPECT: left temporal

hypoperfusion
V-5 46/Male Depression, irritability, anomia and memory deficits. CT scan: bitemporal atrophy -

Mutism, hypertonia and gait difficultics, myoclonus, three

seizures. (5 yrs)

Branch ¥

Bryicl 2

Fig. 2. Family pedigree with the H163R PS1 mutation including five gencrations. Squarcs represent the cases clinically studied and followed-up.

thyroid antibodies were positive, and she was treat-
ed for thyrotoxic state. When examined again at age
36, she had clearly deteriorated with MMSE score of
18/30. Language was dysarthric and aphasic, nonflu-
ent with some paraphasias, and there were significant
deficits in verbal memory, executive and visuoconstruc-
tive tests. She had rest and kinetic bilateral tremor, mild
limb bradykinesia and decreased arm swing, reflex my-
oclonus, grasping (right predominant all) and release
of other frontal reflexes (glabellar, sucking, jaw). Brain
MRI showed diffuse cortical atrophy, predominantly
biparietal. Brain SPECT with FP-CIT was normal, and
an EEG showed diffuse slowness.

L226F has been described [23] in a patient clini-
cally diagnosed of frontotemporal dementia at age 33,
according to behavioral symptoms, frontal atrophy in
CT scan and severe hypoperfusion in frontal arcas by
SPECT. However, a severe deterioration in short-term
memory subsequently developed, along with bilateral
primitive reflexes and slight parkinsonian symptoms.

He died mute at the age of 38 years and postmortem di-
agnosis was AD. His mother had begun with cognitive
deterioration at age 33 and died at the age of 44. An-
other mutation in this position, L226R [24], has been
described in a family whose affected members died in
their early fifties. The proband’s clinical phenotype
and age of onset is obscured by the association of child-
hood delay in motor skills and two decades of various
substances abuse. It is of note that the proband’s affect-
ed cousin was clinically diagnosed with Pick’s disease,
though clinical description is not provided.

Val261Leu (V261L)

This family is characterized by spastic paraparesis
associated with the dementia syndrome. Little infor-
mation is available from the proband’s mother (she died
before 60 years of age with gait disorder and demen-
tia) and brother (48 years old with cognitive deterio-
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ration and gait difficulties). The proband is a female
who started at age 40 years with progressive attentional
and memory deficits. She was examined by our group
when her family consulted for a second opinion, but
was first studied and published by Jimenez Caballero
et al. [25]. Frontal cortical reflexes were negative but
she had very brisk limb reflexes, bilateral Babinski sign
and dystonic posture in right arm. Parkinsonian signs
were non-significant except for mild hypomimic face
and gait with decreased arm-swing. Two years later,
tone was increased in legs and gait was slightly spastic.
Cognitive assessment showed a non-fluent language,
with circumlocutions, and deficits in visual and verbal
memory tests, executive and visuoconstructive func-
tions. Brain MRI showed cortico-subcortical atrophy
predominant in frontal lobes. Brain SPECT showed
bilateral temporal hypoperfusion.

There are no other families reported with V26 1L mu-
tation. In this codon, another mutation, V261F [26],
also presented with spastic paraparesis in the four af-
fected cases, beginning at age 38 in the proband case,
with death occurring in the forties in the three relatives.

Val272A4la (V2724)

This family, previously described by our group [27],
is characterized by a very early age of onset (range 26
to 36 years), subcortical-type cognitive deterioration,
and parkinsonism. The kindred include four affected
members: two sisters were studied clinically, and ret-
rospective information was obtained about the moth-
er (hospital records) and grandmother (verbal informa-
tion from relatives revealed that she died in her forties
of puerperal infection after several years of cognitive
deterioration).

When she was 30, the mother had developed apathy
and inhibition that was first interpreted as postpartum
depression, but three years later were associated with
parkinsonian gait, dysarthria, and cognitive deteriora-
tion. Motor symptoms were improved with levodopa.
She died at 44 years of age following progressive cog-
nitive and motor decline.

At 26 years of age, one daughter became forgetful,
slow of thought, and apathetic and was first treated for
depression. Three years later her neuropsychological
assessment was in the lower limits of normality, ex-
cept for clearly impaired score in learning tasks. Brain
MRI and EEG were normal. One year later (age 30), a
PET with 8FDG showed hypometabolism of bilateral
frontal cortex and ventral cinguli. In the following four
years, a marked cognitive disorder progressed bringing

about severe deficits in attentional and executive tasks
and recent memory. She died at age 36 and her brain
study revealed neurofibrillary tangles as a Braak stage
VI and neuritic plaques fulfilling CERAD criteria for
AD plus Lewy bodies and Lewy neurites in substantia
nigra, nucleus basalis of Meynert, parahippocampus,
and amygdala. Her sister began to experience cogni-
tive deterioration at age 31, and at 33 years her MMSE
score was 19/30. Both sisters had an ApoE genotype
e3/£3.

There is another Spanish family recently described
with this same mutation [28] with very limited clinical
information. The proband case began with dementia
and myoclonus at age 34 and died at age 42.

Leu282Arg (L282R)

The proband is a woman who at age 35 began com-
plaining of memory and concentration deficits in ad-
dition to dyscalculia. A neuropsychological exam one
year later revealed a MMSE of 24/30, naming deficits,
constructional and limb dyspraxia, recent verbal mem-
ory deficits and mild simultanagnosia. Cerebral MRI
showed bilateral parietotemporal atrophy and brain
SPECT revealed biparietal hypoperfusion. Four years
later she had non-fluent aphasia, bilateral myoclonus,
and parkinsonian gait. She is now 42 years old and last
year began with generalized seizures.

There was a family history of dementia in her father
(starting at age 42, death at 49), two aunts (starting at
age 48 and 50 with death at 54 and 58, respectively) as
well as her paternal grandmother, who died at 58 years
ofage. One brother of the proband is a presymptomatic
carricratage 37. A brain '®FDG-PET study in this case
shows already slight hypometabolism in parietotempo-
ral areas.

The same mutation was previously described in an-
other Spanish family [29] with age at onset of affected
cases 43 &= 7 years (mean £ SD) and age at death 56
+ 3 years. No further clinical description is available.
Brain autopsy of the proband confirmed AD. Anoth-
er mutation in this codon, L282V, has been described
by Dermaut et al. [30]. One of the probands had a
similar phenotype to our case, developing myoclonus,
extrapyramidal signs, and seizures in middle-advanced
stages, although age at onset was later (45 years). The
second proband (cousin) developed a cortical-type de-
mentia at age 41 with mild dysmetria appearing in mid-
dle stages of the disease. Ages at death in this family
range from 49 to 57 years.
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Iie4398er (1439S)

The proband case is a man who started with recent
memory deficits at around 55 years of age. After two
years the clinical picture remains only cognitive with-
out other neurological signs. Neuropsychological as-
sessment shows deficits in executive functions, prax-
is, and verbal memory. Neuropsychiatric Inventory re-
veals high scores for apathy and depression and middle-
low range values for anxiety and irritability. Cerebral
MRI shows diffuse cortical atrophy. The same mutation
has been found in an affected second-cousin with onset
of dementia in his fifties. There is information about
four affected women in previous generations who died
between 58 and 70 years of age after about a decade of
cognitive deterioration.

This is a novel mutation whose pathogenicity is sup-
ported by cosegregation with the disease in this fami-
ly. PolyPhen analysis predicted 1439S to be “possibly
damaging” to PS1 function. Mutations in this codon
position, the most distal carboxiterminal PS1 mutation
identified to date, had been reported only as resulting
in a change to valine [2]. Information on clinical cor-
relates of this mutation is limited, since it was found
in two sisters with a double PS] mutation in which
the mother, carrying the 1439V mutation, was asymp-
tomatic at 55 years of age.

DISCUSSION

The review of this series of families with different
PS1 mutations emphasizes the clinical variability of
presenile AD and points to a strong influence of the
specific genetic defect in the development of the clinical
phenotype.

Distinct clinical features, including age at onset,
symptoms and signs associated with the cortical-type
dementia and aggressiveness of the disease, charac-
terized the different mutations and were quite homo-
geneous across family members. Age of onset, un-
der 56 years in all families, fell within a consistent
range: some mutations causing the disease in the
thirties (P117R, L226F, V272A), other in the forties

MiAna IT1£AaN YL1T TP and athar in the

seizures (H163R, L282R). Evolution of the disease was
also particularly aggressive in PS1 mutations with ear-
lier age at onset such as P117R, L226F, and E120G.
Families with several affected members who were per-
sonally examined by our group showed no remarkable
clinical differences among them.

Despite its paucity of some clinical descriptions, the
review of the literature for families with the same mu-
tations also revealed a quite concordant clinical pheno-
type with similarities found in age of onset and “core”
clinical features. For example, almost all European
and Asian families with H163R mutation had an age of
onset in their mid-forties, with myoclonus and seizures
in advanced stages of the disease. Spastic paraparesis
was a constant in families with V261L mutations, as
was a very aggressive AD with early myoclonus and
seizures in P117R mutations, or prominent frontal syn-
drome in L226F. In their extensive review, Larner and
Doran [31] have emphasized the clinical variability of
AD caused by PS1 mutations, pointing to both interfa-
milial and intrafamilial heterogeneity. Within the spec-
trum of almost two hundred different PS1 mutations,
there are examples of individuals with the same muta-
tions and different phenotypes. However, comparison
of phenotypes may be variable depending on whether
clinical information is more or less complete, how de-
scriptions cover different stages of the disease, and also
which clinical symptoms/signs are considered as core
features. Mild behavioral symptoms, extrapyramidal
signs, and myoclonus are frequent in presenile AD
and present in many PS1 mutations at some stages of
the disease. In comparison, features such as associat-
ed spastic paraparesis, early epilepsy, fronto-temporal
syndrome, cerebellar signs, significant parkinsonism
Or Very aggressive course, appear associated only with
specific mutations, with clinical differences among af-
fected family members being only mild. Our detailed
review of this group of PS1 mutations suggests that
there is usually a consistent clinical profile for each
mutation.

The strong influence of the specific mutation on age
of onset is supported by clinical observations [32], stud-
ies in transgenic models of Drosophila as well as cell
cultures expressing the mutations. Seidner and col-
laamiec 1221 have shown that the canacitv of a nanel of
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to restore normal function also correlated with their
ability to support Notch cleavage and signaling, which
was found as a good correlate of - secretase activity.
This ~y-secretase activity seems to finally determine the
amount of increased Af42. In cell cultures expressing
different PS1 mutations, the degree of increased levels
of A 345 strongly correlates with age of onset [34]. Cell
lines expressing three different P117 mutations, which
produce a particularly aggressive early onset AD, show
increased Af342, decreased neurite outgrowth, and al-
tered endoproteolytic cleavage of PS1 [15]. Moreover,
the severity of this clinical phenotype is closely cor-
related with the abundance of plaques and tangles in
affected brains. In vitro studies of S170F, another mu-
tation with a very aggressive phenotype and age of on-
set in the late twenties, also show a 3-fold increase
of ABss [35]. Applying all these data to AD caused
by PS1 mutations supports the notion that, rather than
other genetic or environmental factors, age of onset is
primarily determined by the mutations themselves, by
their effects on ~y- secretase function and amount of
amyloid deposition.

The correlation between mutation site across the pro-
tein domain and phenotype does not allow definition of
a clear pattern, but our study suggests that the codon
affected has an important influence in the clinical phe-
notype, while the amino acid-type substitution is less
relevant. As represented in Fig. 1, a majority of the
pathogenic PS1 mutations are clustered in transmem-
brane domains (TMD), and probably impair PS1 func-
tion by disrupting the o-helical face [36,37]. Mutations
in particular codons are especially aggressive, but ages
at onset show a wide range independently of whether
the mutation is located in TMD, hydrophilic or hy-
drophobic loops. In this respect, it was interesting to
compare phenotypes in families with different point
mutations in the same codons. Most variant amino acid
changes in a given residue did not make much differ-
ence in the clinical picture, as evidenced by H163R
or T, E120G or D, P117R, L or S. The importance of
the region is suggested by mutations in the second hy-
drophilic loop (as seen in residues 113, 115, 117, 120)
which are characterized by early epileptic activity and
fast cognitive deterioration [38], while spastic para-
paresis is frequently associated with mutations in exons
8 and 9. However, very close mutations such as those
found in residues 269 and 272 may cause very different
phenotypes, the first being a late-onset AD [39] and the
second, a subcortical type of dementia with parkinson-
ism starting in the early thirties [27]. On the contrary,
PS| mutations characterized by a fronto-temporal phe-

notype (such as L113P, G183V, L226F, insR352) are
spread throughout the PS1 protein.

Altogether, interpreting these data is a difficult task.
Some authors have suggested that PS1 mutations may
have a more dramatic impact when amino acid changes
are non-conservative substitutions than when they are
semi-conservative, or when anegatively-charged amino
acid is substituted by a positively-charged one [3,17].
Miklossy and colleagues [40] have pointed to the fact
that several mutations associated with very early onset
involved a proline residue suggesting that these mu-
tations may drastically alter the conformation of the
PS1 protein by the substitution of hydrophobic and hy-
drophilic amino acids. Tridimensional models of PS1
suggest that the pathological effect of mutations may
be related to their position pointing outward on interfa-
cial PS1 surface and changing its shape or electrostatic
properties [23]. Using fluorescence lifetime imaging
microscopy, Berezovska et al. [41] have shown that sev-
eral PS1 mutations increase proximity of PS1 N and C
epitopes and change the configuration of the PS1-ASPP
complex. Inany event, it seems that genetic differences
have a clear influence in the clinical phenotype.

Finally, pathogenicity of the three new mutations
is supported by both PolyPhen prediction scores and
the algorithm of Guerreiro et al. [28]. Two of the
mutations are definitive pathogenic (E120G and 14398,
with 2 cases affected, other mutations reported in the
same residue, residues conserved in PS1 and PS2, plus
1439 fits the helix or TMD rule) and one is probable
pathogenic (F105V with 1 case affected, not present in
controls, other mutations reported in the same residue
and residues conserved in PS1 and PS2).

In summary, the analysis of clinical-genetic correla-
tions in this series of families along with the review of
families with mutations in the same residues suggests
that clinical phenotype is strongly influenced by the
specific genetic defect in question.

DISCLOSURE STATEMENT

Authors’ disclosures available online (http:/www.j-
alz.com/disclosures/view.php?id=157).

REFERENCES

[1] Sherrington R, Rogaev El Liang Y, Rogaeva EA, Levesque G,
Ikeda M, Chi H, Lin C, Li G, Holman K, etal. {1995) Cloning
of a gene bearing missense mutations in early-onset familial
Alzheimer’s disease. Nature 375, 754-760.



[2]

3

[

(5]

(6]

(8]

9

[10]

fn

f12]

(13]

[14]

[151

E. Gomez-Tortosa et al. / PSI Mutations 88:

Rogaeva EA, Fafel KC, Song YQ, Medeiros H, Sato C, Liang
Y, Richard E, Rogaev El, Frommelt P, Sadovnick AD, Meschi-
no W, Rockwood K, Boss MA, Mayeux R, St George-Hyslop
P (2001) Screening for PS1 mutations in a referral-based series
of AD cases: 21 novel mutations. Neurology 57, 621-625.
Campion D, Dumanchin C, Hannequin D, Dubois B, Belliard
S, Puel M, Thomas-Anterion C, Michon A, Martin C, Char-
bomnier F, Raux G, Camuzat A, Penet C, Mesnage V, Martinez
M, Clerget-Darpoux F, Brice A, Frebourg T(1999) Early-onset
autosomal dominant Alzhei di preval , genetic
heterogeneity, and mutation spectrum. Am J Hum Genet 65,
664-670.

Lled A, Blesa R, Queralt R, Ezquerra M, Molinuevo JL, Pdia-
Casanova J, Rajo A, Oliva R (2002) Frequency of mutations
in the presenilin and amyloid precursor protein genes in early-
onset Alzheimer disease in Spain. Arch Neurol 59, 1759-1763.
Raux G, Guyant-Marechal L, Martin C, Bou J, Penet C, Brice
A, Hannequin D, Frebourg T, Campion D (2005) Molecu-
lar diagnosis of autosomal dominant early onset Alzheimer’s
disease: an update. J Med Genet 42, 793-795.

Kamimura K, Tanahashi H, Yamanaka H, Takahashi K, Asa-
da T, Tabira T (1998) Familial Alzheimer's disease genes in
Japan. J Neurol Sci 160, 76-81.

Mehta ND, Refolo LM, Eckman C, Sanders S, Yager D, Perez-
Tur J, Younkin S, Duff K, Hardy J, Hutton M (1998) Increased
AB42(43) from cell lines expressing presenilin 1 mutations.
Ann Neurol 43, 256-258.

Ishii K, 1i K, Hasegawa T, Shoji S, Doi A, Mori H (1997)
Increased A342(43)-plaque deposition in early-onset familial
Alzheimer's disease brains with the deletion of exon 9 and the
missense point mutation (H163R) in the PS-1 gene. Newrosci
Lew 228, 17-20.

Finckh U, Muller-Thomsen T, Mann U, Eggers C, Marksteiner
J, Meins W, Binetti G, Alberici A, Hock C, Nitsch RM, Gal
A (2000) High prevalence of pathogenic mutations in patients
with early-onset dementia detected by sequence analyses of
four different genes. Am J Hum Genet 66, 110-117.
Zekanowski C, Styczynska M, Peplonska B, Gabryelewicz T,
Religa D, llkowski J, Kijanowska-Haladyna B, Kotapka-Minc
S, Mikkelsen S, Pfeffer A, Barczak A, Luczywek E, Wasiak
B, Chodakowska-Zebrowska M, Gustaw K, Laczkowski J,
Sobow T, Kuznicki J, Barcikowska M (2003) Mutations in
presenilin 1, presenilin 2 and amyloid precursor protein genes
in patients with early-onset Alzheimer's disease in Poland.
Exp Neurol 184, 991-996.

Anheim M, Hannequin D, Boulay C, Martin C, Campion D,
Tranchant C (2007) Ataxic variant of Alzheimer’s disease
caused by Prol17Ala PS1 mutation. ./ Neurol Neurosurg Psy-
chiatry 78, 1414-1415.

Kauwe JS, Wang J, Chakraverty S, Goate AM, Henao-
Martinez AF {2008) Novel presenilin 1 variant (P117A) caus-
ing Alzheimer’s disease in the fourth decade of life. Newrvsci
Leiu 438, 257-259.

Wisniewski T, Dowjat WK, Buxbaum JD, Khorkova O,
Efthimiopoulos 8, Kulezycki J, Lojkowska W, Wegiel J, Wis-
niewski HM, Frangione B (1998) A novel Polish presenilin-
1 mutation (P117L) is associated with familial Alzheimer’s
disease and leads to death as early as the age of 28 years.
NeuroReport 9, 217-221.

Alberici A, Bonato C, Borroni B, Cotelli M, Mattioli F, Binetti
G, Gennarelli M, Luca MD, Simonati A, Perani D, Rossini P,
Padovani A (2007) Dementia, delusions and seizures: storage
disease or genetic AD. Eur J Neurol 14, 1057-1059.

Dowijat WK, Kuchna 1, Wisniewski T, Wegiel J (2004) A novel

[16]

7

(8]

[19]

[20]

21]

[22]

{231

[24]

[23]

[26]

27

[28]

highly pathogenic Alzheimer presenilin-1 mutation in codor
117 (Prol17Ser): Comparison of clinical, neuropathologica
and cell culture phenotypes of Prol 17Leu and Prol 17Ser mu
tations. J Alzheimers Dis 6, 31-43.

Rezmnik-Wolf H, Treves TA, Davidson M, Aharon-Peretz ], §
George Hyslop PH, Chapman J, Korczyn AD, Goldman B
Friedman E (1996) A novel mutation of presenilin 1 in familia
Alzheimer’s disease in Israel detected by denaturing gradien
gel electrophoresis. Hum Genet 98, 700-702.

Poorkaj P, Sharma V, Anderson L, Nemens E, Alonso ME, On
H, White J, Heston L, Bird TD, Schellenberg GD (1998) Mis-
sense mutations in the chromosome 14 familial Alzheimer™
disease presenilin 1 gene. Hum Mutation 11, 216-221.
Hutton M, Busficld F, Wragg M, Crook R, Perez-Tur J, Clark
RF, Prihar G, Talbot C, Phillips H, Wright K, Baker M, Lendor
C. Duff K, Martinez A et al. (1996) Complete analysis of the
presenilin 1 gene in early onset Alzheimer’s disease. Newre
report 7, 801-805.

Tanahashi H, Kawakatsu S, Kaneko M, Yamanaka H, Taka-
hashi K, Tabira T (1996) Sequence analysis of presenilin 1
gene mutation in Japanese Alzheimer’s disease patients. Neu
rosci Let 218, 139-141.

Kamino K, Sato S, Sakaki Y, Yoshiiwa A, Nishiwaki Y. Takedz
M, Tanabe H, Nishimura T, li K, St George-Hyslop PH, Miki
T, Ogihara T (1996) Three different mutations of presenilir
1 gene in early-onset Alzheimer’s disease families. Neurosc
Lert 208, 195-198.

Poduslo SE, Herring K, Neal M (1996) A presenilin | mutation
in an early onset Alzheimer’s family: no association with
presenilin 2. Newro report 7, 2018-20200.

Axelman K, Basun H, Lannfelt L (1998) Wide range of disease
onset in a family with Alzheimer disease and a His163Ty1
mutation in the presenilin-1 gene. Arch Neurol 55, 698-702.
Zekanowski C, Golan MP, Kmzysko KA, Lipczynska-
Lojkowska W, Filipek S, Kowalska A, Rossa G, Peplonska B.
Styczynska M, Maruszak A, Religa D, Wender M, Kulezycki
J, Barcikowska M, Kuznicki J (2006) Two novel presenilin 1
gene mutations connected with frontotemporal dementia-like
clinical phenotype: genetic and bioinformatic assessment. Exz
Neurol 200, 82-88.

Coleman P, Kurlan R, Crook R, Wemer J, Hardy J (2004) A
new presenilin Alzheimer’s disease case confirms the helical
alignment of pathogenic mutations in transmembrane domair
5. Neurosci Leit 364, 139-140.

Jiménez Caballero PE, de Diego Boguna C, Martin Correa E.
Servid Candela M, Marsal Alonso C (2008) A novel presenilin
1 mutation (V261L) associated with presenile Alzheimer’s
disease and spastic paraparesis. Eur J Neurol 15, 991-994.
Farlow MR, Murrell J, Unverzagt FW, Phillips M, Takao M,
Ghetti B, Hulette C (2001) Familial Alzheimer’s disease with
spastic paraparesis associated with a mutation at codon 261
of the presenilin 1 gene. In Alzheimer’s di; advances in
etiology, pathogenesis and therapeutics, lgbal K, Sisodia SS.
Winblad B, eds. Chichester, John Wiley, pp 53-60.
Jimenez-Escrig A, Rabano A, Guerrero C, Simon J, Barquero
MS, Guell 1, Ginestal RC, Montero T, Orensanz L (2004) New
V272A presenilin 1 mutation with very early onset subcortical
dementia and parkinsonism. Fur J Neuwrol 11, 663-669.
Guerreiro RJ, Baquero M, Blesa R, Boada M, Bris JM, Bulli-
do MJ, Calado A, Crook R, Ferreira C, Frank A, Gomez-lsla
T, Herndndez 1, Lled A, Machado A, Martinez-Lage P, Mas-
deu J, Molina-Porcel L, Molinuevo JL, Pastor P, Pérez-Tur J,
Relvas R, Oliveira CR, Ribeiro MH, Rogaeva E, Sa A, Sama-
ranch L, Sanchez-Valle R, Santana I, Tarraga L, Valdivieso




384

(29]

[30]

[31]

[32]

[33]

(34

(351

E. Gomez-Tortosa et al. / PS1 Mutations

F, Singleton A, lardy J, Clarimon J (2008) Genctic screen-
ing of Alzheimer’s disease genes in lherian and African sam-
ples yields novel mutations in presenilins and APP. Neurobiol
Aging, in press.

s0 R, Damente G, Armirotti A, Gelati M, Giordano R, Zam-
benedetti P, Russo C, Ghetti B, Tabaton M (2007) Associa-
tion of a presenilin 1 S170F mutation with a novel Alzheimer
disease molecular phenotype. Arch Neurl 64, T38-745,

Aldudo J, Bullido MJ, Arbizu T, Oliva R, Valdivieso F (1998) [36] Alsheimer’s Disease Collaborative Group (1995) The struc-
Identification of @ novel mutation (Leu282Arg) of the human ture of the presenilin 1 (5182} gene and identification of six
pr ilin 1 gene in Alzheimer’s disease. Newrosci Lett 240, novel mutations in early onset AD. Nar Genet 11, 219-222,
174-176. [37] Hardy J, Crook R (2001) Presenilin mutations line up along
Dermaut B, Kumar-Singh S, De Jonghe C, Cruts M, Lisfgren transmembrane o-helices. Newrosci Leit 306, 203-205.

A, Libke U, Cras P, Dom R, De Deyn PP, Martin JJ, Van [38] Finckh U, Kuschel C, Anagnostouli M, Patsouris E, Pantes GV,
Broeckhoven C (2001) Cerebral amyloid angiopathy is a Gatronis S, Kapaki E, Davaki P, Lamszus K, Stavrou D, Gal
pathogenic lesion in Alzheimer’s disease due to a novel pre- A (2005) Novel mutation and repeated findings of mutations
senilin 1 mutation. Brain 124, 2383-2392, in familial Alzheimer di Neurog ics 6, 85-89.
Lamer AJ, Doran M (2006) Clinical phenotypic heterogene- [39] Lamer AJ, Ray PS8, Doran M (2007) The R269H mutation
ity of Alzheimer’s disease associated with mutations of the in presenilin-1 presenting as late-onset autosomal dominant
presenilin-1 gene. J Newrol 253, 139-158. Alzheimer’s disease. J Neurol Sci 252, 173-176.

Lippa CF, Swearer JM, Kane KJ, Nochlin D, Bird TD, Ghetti [40] Miklossy J, Taddei K, Suva D, Verdile G, Fonte J, Fisher C,
B, Nee LE, St. George-llyslop P, Pollen DA, Drachman DA Gnjec A, Ghika J, Suard F, Mehta PD, Melean CA, Masters
(2000) Familial Alzheimer’s discase site of mutation influ- CL, Brooks WS, Martins RN (2003) Two novel presenilin-1
ences clinical phenotype. Ann Newrol 48, 376-379. mutations (Y2568 and ()222H) are associated with early-onset
Seidner GA, Ye Y, Faraday MM, Alvord WG, Fortini ME Azheimer’s disease. Newrobiol Aging 24, 655-662.

(2006) Modeling clinically heterog presenilin muta- [41] BerezovskaO, Lleo A, Herl LD, Frosch MP, Stern EA, Bacskai

tions with transgenic Drosophila. Curr Biel 16, 1026-1033.

Duering M, Grimm MO, Grimm HS, Schréder J, Hartmann T
(2005) Mean age of onset in familial Alzheimer's disease is
determined by amyloid beta 42. Neurobiol Aging 26, T85-T88.
Piceini A, Zanusso G, Borgui R, Noviello C, Monaco S, Rus-

NLIGENCIA
ons

e se custodia en

. que exnenas
ar que I1a presenie

BJ, Hyman BT (2005) Familial Alzheimer's disease presenilin
| mutations cause alterations in the conformation of presenilin
and interactions with amyloid precursor protein. J Newrosci
15, 3009-3017.

esla E.mr\‘,‘;‘\- “Hvw neimente el Origing

CA

En Madrid, a... JJ Ao;( 2010

Fc_io: Biblioteca 1a
Hospital Ramon y, Cajal



BRIEF REPORT

Extended Kindred With Recessive Late-Onset Alzheimer
Disease Maps to Locus 8p22-p21.2

A Genome-wide Linkage Analysis
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Abstract: Late-onset Alzheimer disease (LOAD) is a complex
genetic disorder. Although genes involved in early-onset forms were
discovered more than a decade ago, LOAD research has only been
able to point out small effect loci, with the exception of APOE. We
mapped the gene predisposing to LOAD in an extended inbred
family coming from a genetically isolated region (24 sampled
individuals, 12 of whom are affected), completing a genome-wide
screen with an Affymetrix0 K single nucleotide polymorphism
microarray. Genotyping results were evaluated under model-depen-
dent (dominant and recessive) and model-free analysis. We obtained
a maximum nonparametric linkage score of 3.24 (P =0.00006) on
chromosome 8p22-p21.2. The same genomic position also yielded the
highest multipoint heterogeneity LOD (HLOD) under a recessive
model (HLOD = 3.04). When we compared the results of the model-
dependent analysis, a higher score was obtained in the recessive
model (3.04) than in the dominant model (1.0). This is a new locus
identified in LOAD, in chromosome 8p22-p21.2 and encompassing
several candidate genes, among them CLU and PPP3CC that were
excluded by sequencing. The finding of a recessive model of
inheritance, consistent with the assumption of inbreeding as a
morbidity factor in this population, supports the notion of a role of
recessive genes in LOAD.

Key Words: Alzheimer disease, genetics, recessive transmission,
PPP3CC, clusterin

(Alzheimer Dis Assoc Disord 2012;26:91-95)

Late-onset Alzheimer disease (LOAD), the most common
neurodegenerative disease, is a complex genetic disorder.
Genes involved in early-onset forms were identified more
than a decade ago and efforts in LOAD research have
pointed out several loci, although only the role of the
apolipoprotein E (APOE) gene has been clearly established.
Of the 664 genes listed in the AlzGene database as of the
end of September, 2010' only a few have been consistently
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replicated.? At present, a small fraction of Alzheimer cases
can be explained by the genes identified thus far: the APP,
PSENI, and PSEN2. These genes cover the early-onset
cases, and no clear evidence of a specific gene mutation for
familial LOAD has been discovered. Contrariwise to what
happens in other neurodegenerative diseases, awareness of
recessive transmission in Alzheimer disease (AD) has
rambled from relative obscurity to total oblivion.

The identification of specific genes contributing to
LOAD is made challenging by the fact that the condition
appears in the late stage of life; in elderly patients,
the genetic effect is obscured by environmental factors,
comorbidity, or phenocopies. Extensive families with
LOAD are uncommon, so family-based linkage studies—
the most effective method for identifying causative genes—
are difficult to apply to the study of the disease. In 2005, we
reported an extensive family with pathology-confirmed
LOAD without mutations in the genes currently associated
with AD.? The age of onset in these kindred ranged from
the sixth to the eighth decade. This age of onset is similar to
sporadic AD unlike most autosomal dominant familial AD,
in which an earlier age at onset is frequent. Moreover, they
were originally from an isolated population area. There-
fore, their genetic homogeneity provided increased power
to identify loci with moderate effect, as the potential
number of susceptibility genes that contribute to the LOAD
should be reduced.

We report the genome-wide screen that was carried
out in these kindred using a high-density single nucleotide
polymorphism (SNP) microarray. This study is the first
genome-wide screen of its type using the GeneChip Human
Mapping 10K 2.0 assay conducted on a single extensive
family with LOAD and points out to a recessive transmis-
sion of the trait.

PATIENTS AND METHODS

Family Description

A detailed description of the LOAD family is
contained in reference.’ Briefly, the family comprises 3
extensive kindred from a genetically isolated population
from Spain. Twelve affected and 16 unaffected members of
these kindred were examined clinically and a postmortem
brain study was carried out in 3 affected cases, which
rendered a pathological diagnosis of AD (Braak stage VI).
Dementia has been recorded in 6 generations of ancestors
of the cases examined. A review of death certificates
allowed all individuals to be linked across 3 extensive
pedigrees. Judging by surname and geographic location, we
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strongly suspect the 3 kindred have a common founder. The
examined affected individuals had progressive memory loss
with onset between 57 and 74 years of age, along with
seizures, myoclonus, and Parkinsonism in advanced stages.
Brains examined in postmortem studies showed widespread
neocortical neuritic plaques and neurofibrillary tangles
(Braak stage VI), amyloid angiopathy, and Lewy bodies
restricted to limbic areas.

Sequencing exons 16 and 17 of the APP gene, and
exons 4 to 12 of the PSEN1 and PSEN2 genes did not
disclose any mutations. Genotyping with markers located
1 to 3cM from the aforementioned genes further excluded
linkage to these genes. In these kindred, APOE4 is not
likely to be causing LOAD because most individuals were
APOE 3/3.3 Complex segregation analysis showed that the
best model to fit the data was that of a major dominant
gene with a gene frequency close to 3% in this population.
Simulation analysis predicted an average logarithm of odds
(LOD) score of 2.2 at = 0.05.3 The pedigree of the whole
family is shown in Figure 1 with the genotyped family
members indicated by dots.

Informed consent was obtained from all participants,
and the study was approved by the Ethics Committee of the
Hospital Ramon y Cajal, Madrid.

Genotyping

Blood samples were taken from the 35 living members of
the kindred. A genome-wide search was undertaken, genotyp-
ing 24 individuals (12 affected cases and 12 nonaffected) with
the GeneChip Mapping 10K 2.0 Xba Array containing
10,204 SNP markers. The average genotype call rate obtained
from the 24 samples was 91.7% (range, 82.7-98.4), providing
data on 10,067 genotypes per individual. We verified sample
sexes by counting heterozygous SNPs on the X chromosome.
The sex of all studied samples was confirmed and none of the
6 males typed were assigned a heterozygous state for any of
the 194 to 257 (SNPs) mapping to the X chromosome. SNP
genotypes were obtained by following the Affymetrix protocol
for the GeneChip Human Mapping 10 K 2.0 Array and Assay
kit according to manufacturer’s instructions. The arrays were
hybridized, washed, and scanned in the MRC Gene Service.

Statistical Analysis

Genotypes were called by GDAS 2.0 software and
exported in text file form to the free software tool
ALOHOMORA* available at http://gmc.mdc-berlin.de/
alohomora/ to import the data into the linkage program
and also for quality control routines. PedCheck was used
for detection of Mendelian errors.> SNPs with Mendelian
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FIGURE 1. Pedigree diagram of the kindred under study. Only dotted individuals were included in the genome-wide screen.
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errors and SNPs that were not informative for any individual
were selectively removed. Non-Mendelian errors were
identified by the Merlin option “error”® and the unlikely
genotypes deleted in the individuals in which they occur.

Parametric autosomal dominant and recessive model
assuming a reduced penetrance of the disease and nonpara-
metric LOD score calculations were carried out with Merlin
v1.1.2 (Multipoint Engine for Rapid Likelihood Inference),®
chromosome by chromosome, using all SNPs in a chromo-
some simultaneously for a multipoint analysis. Family 1 was
a 32-byte pedigree, too large for Merlin computation that
skips the pedigree, so we had to drop the less informative
individuals of the pedigree to get an appropriate size to run it
in Merlin. As the underlying genetic model for this family
was unknown, both parametric and nonparametric analyses
were performed. In the parametric model, we selected a gene
frequency of 0.04 and a penetrance of 80% for the gene
carriers and 0.1% for the nongene carriers. Nonparametric
Kong and Cox LOD (NPL) score was calculated using the
Whittemore and Halpern NPL pairs statistic.” As a large
increase in allele sharing among affected individuals in such a
small number of families is expected, we chose the Kong and
Cox (1997)® exponential model, which provides a better
linkage test in this regard.

To generate empirical P values, we used Merlin to
simulate genotype data with the same structures as the
family data sets. A hundred genome-wide simulations were
performed, and the resulting simulated data were analyzed
with the simulate option; the highest NPL Z and LOD
scores were recorded for each chromosome and for each
simulation. For these kindred, the empirical limits for
genome-wide significance were established at 2.91 and 2.4
for parametric LOD and NPL values, respectively. These
genome-wide significance thresholds represent the NPL and
LOD values that could be achieved by chance in our data
set at a probability of 0.01.

Analysis of Candidate Genes on Chromosome
8p22-p21.2

A bioinformatics search for candidate genes located
at the minimal region on chromosome 8p22-p21.2 was
conducted using the Ensembl Genome Browser (http://
www.ensembl.org) database (build 34b). We selected the
genes CLU and PPP3CC as candidate genes in this region
and a search by direct sequencing for mutations in coding
region of these genes and flanking intron regions was
undertaken in 3 affected members of these kindred
(individuals IS, 114, and 1114).

RESULTS

In the screening of the whole-genome LOD scores
obtained through this approach for both the parametric
and nonparametric criteria, no region achieved an LOD
score greater than 3.2 except the SNP markers rs1390943,
rs1390940, and rs898249 on chromosome 8p22-21.2, 34.56
to 36.71 Mb. The highest NPL score, 3.24 (P =0.00000),
was achieved by marker rs898249. The same genomic
position also yielded the highest multipoint heterogeneity
LOD (HLOD) score under a common recessive model of
disease susceptibility (HLOD = 3.04). When comparing the
results of the model-dependent analysis at this locus, a
higher score was obtained in the recessive model (3.04) than
in the dominant model (1.0).

© 2012 Lippincott Williams & Wilkins

Exclusion maps for the different chromosomes
were compiled by combining the exclusion regions of the
individual markers. Chromosomes 2, 6 to 7, and 12 to 16
were completely excluded. Assuming a total genome length
of 3699 cM, 2855¢cM could be excluded. In addition, an
NPL score of 1.31 (P=0.007) was obtained by SNP
rs3810261 on region 19q13.33 only 5¢M apart from the
APOE loci, which was among the 5 highest NPL scores
obtained in the genome-wide screen.

Merlin was also used to reconstruct the most likely
haplotypes segregating in the pedigrees corresponding to the
most likely pattern of gene flow.® None of the 3 families
shared a haplotype pattern spanning more than 2 markers.
Because we could not restrict the linked region by the shared
haplotype, we considered as the linked region a 14.5Mb
region (delimited by markers rs967326 and rs1446687) that
had a LOD score >2.0 in the nonparametric analysis.
According to the Ensembl Genome Browser database, this
genomic region contains more than 50 genes or ORFs. One
of these genes close to the maximum LOD score found is
PPP3CC, which codifies for the protein phosphatase 3
(formerly 2B) catalytic subunit, gamma isoform, a calcium-
dependent calmodulin-stimulated protein phosphatase that
may have a role in the calmodulin activation of calcineurin
and is expressed in brain cortex and cerebellum.®!? As it has
been associated with schizophrenia in several studies,!'-!> we
sequenced its coding region and flanking intron regions of the
PPP3CC gene without finding any mutation. Clusterin gene
lies on the centromeric border of this region and had an NPL
LOD score of 2.1. Despite this low LOD score, we sequenced
it because it is a strong candidate gene, as it has been found
associated to LOAD in the 2 most recent LOAD Genome
Wide Association Studies (GWAS).!314

DISCUSSION

We report the first genome-wide screen conducted in a
LOAD extensive family, with the result pointing to a LOAD
locus on chromosome 8p22-p21.2. Furthermore, a direct
comparison of the recessive and dominant model has
determined a recessive model of transmission in these
kindred as the optimal choice, which may have important
implications to explain apparently sporadic cases of LOAD.

These kindred was thus a rather unique candidate in
revealing new genetic causes of AD because of the number
of affected and nonaffected DNA samples available and
their origin in a genetic isolate. Genetic isolation increases
the chances of finding a causative gene by decreasing the
genetic complexity of the disease as it leads to lower
heterogeneity and a monogenic or oligogenic disorder.
Furthermore, a region in a state of linkage disequilibrium,
which contains the responsible gene could be expected.
According to the genealogical study, this genetic isolate
could be considered a recent isolate (fewer than 20
generations),? so a long disequilibrium region (> 1cM) is
likely. GWAS have already been proven useful for AD
when applied to isolated populations. In a Finnish
population, a total of 8 chromosomal regions were
identified.!> In a tribal Arab Palestinian population, the
most significant evidence for allelic association was
observed on chromosomes 2, 9, and 10, with some evidence
for association on chromosome 12 in the region implicated
by outbreed LOAD populations.!® However, extensive
families with LOAD, which are suitable for genome-wide
screens are rare. It is worth noting that only one genome
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linkage analysis has been conducted with cases from two
extended pedigrees and which points to the implication of
gene TRPC4AP in chromosome 20q11.22,'7 whereas all
other studies have included large samples of sporadic or
mixed familial AD cases.

Dementia was present in these kindred in several
generations, which at first pointed to an autosomal dominant
pattern of transmission. Transmission through affected males
made mitochondrial inheritance unlikely, and the occurrence
of several instances of male-to-male transmissions excluded
an X-linked inheritance pattern. The complex segregation
analysis performed revealed the autosomal dominant pattern
as the best model.> However, when we genotyped the family,
the parametric model which obtained the highest LOD score
was the autosomal recessive one. Our interpretation of this
discrepancy is that the high inbreeding present in these
families may lead to a pseudodominant pattern of transmis-
sion of a recessive trait, which might be very common in this
population. We should keep in mind the possible presence of
recessive forms of AD given that they have been reported in
other neurodegenerative diseases such as Parkinson disease.
Several recent findings also support the involvement of
recessive genes as another important cause of AD. In the
Wadi Ara study, which screened 821 elderly residents of a
rural community in northern Israel with high rate of
consanguinity, 20% of residents over 65 years of age (twice
the usual rate), and 60% of those over 85 (compared with
40% in the general population) had AD.'® A previous study
indicated that AD occurs at a higher rate in the Saguenay
region of Quebec, a Canadian community with a high
incidence of intermarriage.!” Recently, a mutation on APP
with recessive transmission has been reported®® and a
genome-wide screen searching for extended homozygosity
(shared regions of more than 1Mb) carried out in 837 cases
with LOAD has identified a homozygous region,?! inciden-
tally on chromosome 8p11.23, only 17 centimorgans apart
from the loci we have reported.

Our screen has identified a LOAD locus on chromo-
some 8p22-p21.2, which has been reported previously in
another genome-wide screen using approximately 6000 SNP
markers at an average intermarker distance of 0.65cM; this
screen was carried out in 1902 individuals from 328 families
with LOAD and 236 unrelated controls.?? In this study, SNP
rs4427168 at 8p21.3 showed significant values for linkage and
association. This SNP is flanked by the SNPs rs720266 and
rs952299, which have achieved an NPL LOD score of 3.02
(P=0.001) and 3.19 (P = 0.0006) in our study, thus making it
very likely that these SNPs share the same linkage signal for
LOAD. Moreover, the locus of clusterin gene, which is less
than 5cM apart from the maximum NPL of our study, has
recently been reported as associated with AD in 2 extensive
genome-wide linkage studies.!®!4

We previously established a higher frequency of the
APOE-4 allele in these patients,> and APOE is located in
the region of the peak linkage we detected on chromosome
19. This is consistent with other genome-wide screens on
LOAD that had made a similar observation.?3 2> It is
important to remark that there were no other significant
loci in this study, unlike most GWAS performed in LOAD
in the last couple of years, which have analyzed hundreds
of cases and controls. These studies have included great
genetic heterogeneity and have found many significant
loci,13:14.17,24-28

Several putative candidate genes for AD could be
considered in this region 8p22-p21.2. Among such genes are
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lipoprotein lipase and amino-acetyl transferases 1 and 2,
which have been previously considered in association
studies for AD and whose results have been controversial.
A candidate gene in this region that we took into
consideration is PPP3CC. Thought to be involved in
hippocampal-dependent synaptic plasticity and memory
storage,’ this gene has been associated with schizophrenia
in several studies.!"'?> As it is located very close to the
maximum LOD score found, we carried on a sequence
analysis of the PPP3CC but did not detect any mutations.
Another gene close to this region is the CLU gene, which
codifies clusterin (also known as apolipoprotein J) a
chaperone protein that regulates amyloid formation and
clearance. We sequenced its coding region without finding
any mutation. Nevertheless, there are more than 50 known
genes and ORFs in the region of linkage that merit
consideration for future analysis.

In summary, these genetically informative kindred
make the case for a new locus in 8p22-p21.2 associated with
a recessive form of LOAD. As two other studies point to
the same region or one very close to it, this genome spot
merits an exhaustive search for candidate genes. These
kindred further supports the role of recessive genes linked
to LOAD, a phenomenon that may also play a role in
explaining some apparently sporadic cases.
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ABSTRACT: Introduction: The aim of this study is to describe
a new mutation in the LMNA gene diagnosed by whole exome
sequencing. Methods: A two-generation kindred with recessive
limb-girdle muscular dystrophy was evaluated by exome
sequencing of the proband’s DNA. Results: Exome sequencing
disclosed 194,618 variants (170,196 SNPs, 8482 MNPs, 7466
insertions, 8307 deletions, and 167 mixed combinations);
71,328 were homozygotic and 123,290 were heterozygotic, with
11,753 non-synonymous, stop-gain, stop-loss, or frameshift
mutations occurring in the coding region or nearby intronic
region. The cross-referencing of these mutations in candidate
genes for muscular dystrophy showed a homozygote mutation
c.G674A in exon 4 of LMNA causing a protein change R225Q
in an arginine conserved from human to Xenopus tropicalis and
in lamin B1. Conclusions: This technique will be preferred for
studying patients with muscular dystrophy in the coming years.
Muscle Nerve 45: 605-610, 2012

The clinical evaluation of patients with muscular
dystrophy begins with an assessment of the pattern
of transmission and the distribution of the muscle
weakness followed by a number of ancillary tests,
including serum creatine kinase (CK) measure-
ment, electrocardiography (ECG), computerized
tomography (CT) scanning or magnetic resonance
imaging (MRI), and muscle biopsy, aimed to iden-
tify the involved gene. A final diagnosis is made
when a confirmatory DNA mutation is discovered
in any of the muscular dystrophy—causing genes.'?
Depending on the intricacy of the phenotype, it
may take months or even years to ascertain the
causal mutation. This is not always feasible, causing
a significant loss in clinical and prognostic infor-
mation. Furthermore, genetic diagnosis is critical if
genetic counseling is desired and, in the near

Abbreviations: A, adenine; C, cytosine; CK, creatine kinase; CSF, cere-
brospinal fluid; CT, computed tomography scan; ECG, electrocardiogram;
p.H222Y, protein.histidine222tyrosine; LMNA, lamin A/C; LMNBT, lamin
B1; MNP, multiple nucleotide polymorphism; MRC, Medical Research
Council; MRI, magnetic resonance image; PCR, polymerase chain reac-
tion; p.R225Q, protein.arginine225glutamine; SNP, single nucleotide
polymorphism

Key words: Emery-Dreifuss; exome; LMNA; muscular dystrophy; next-
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Exon Sequencing Identifies a Novel LMNA Mutation

future, for inclusion of these patients in a gene
therapy program.™*

Over the last year, development of the next
generation of sequencing technology has progres-
sively facilitated sequencing of the whole genome,
or only the coding region (exome), which harbors
85% of disease mutations,5 in a time/cost frame
suitable for application in the clinical setting.6’7
However, data on the use of this technique for
clinical diagnosis are scarce, although recently a
few reports have highlighted its potential impact.g‘9
Herein we report the clinical and genetic data on
a family with autosomal recessive Emery-Dreifuss
muscular dystrophy caused by a novel mutation
(R225Q) in the lamin A/C (LMNA) gene identi-
fied by exome sequencing.

CASE REPORTS

The kindred being studied included 6 siblings
whose parents were second cousins. Figure 1 shows
the pedigree, and their clinical data are summar-
ized in Table 1. Four had a limb-girdle progressive
muscular dystrophy with onset in the first to third
decade of life. Severity was variable among the
siblings.

Patient llI-1 (Proband). This 50-year-old woman
began to have difficulty running at 14 years of age,
with progressive proximal arm and leg muscle
weakness, toe walking, heel-cord contractures, and
loss of independent ambulation at 35 years of age.
At age 28, a nerve conduction study of the fibular
nerve was normal. At the time of this study she
had normal cognition, cranial nerves, eye move-
ments, coordination, and sensation. She had mild
facial weakness that did not disturb whistling, smil-
ing, or eye closure. Severe wasting was present in
the shoulder and pelvic girdles, deltoid, and quad-
riceps muscles. In addition, neck contractures lim-
ited neck flexion, but elbow contractures were not
present. Muscle power was Medical Research Coun-
cil (MRC) grade 4 in the neck flexors and
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FIGURE 1. Pedigree of the kindred showing genotyping status. (B—D) Muscular dystrophic pattern in patients IlI-1, lll-2, and 1lI-3.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

extensors; 3 in the distal arm muscles; and 2 or 3
in the scapular, pelvic, and proximal limb muscles.
She underwent ECGs at 26 and 32 years of age,
both normal. After the genetic diagnosis, an ECG
showed frequent supraventricular premature beats.
In addition, she also manifested von Willebrand
disease with bleeding during ovarian surgery.

Patient IlI-2. This 46-year-old man was first eval-
uated at 12 years of age for clumsy gait. At 16, he
underwent surgery for Achilles tendon shortening.
The muscular dystrophy progressed with shoulder
and pelvic girdle involvement, but gait and proxi-
mal arm function were still preserved at the time
of this evaluation. Elbow contractures since adoles-
cence prevented full extension. At 40 years of age,
he complained of palpitations and had Holter

monitoring that showed episodes of atrial tachycar-
dia and frequent supraventricular premature con-
tractions as well as some blocked P waves and
ventricular premature contractions. An echocardio-
gram obtained at that time was normal.

Patient NI-3. This 43-year-old man first experi-
enced difficulties arising from the floor at 4 years
of age and developed a rapidly progressive gait dis-
turbance; at age 5, a muscle biopsy from the right
quadriceps revealed variation in fiber size and mild
interstitial infiltrates. At age 12, Achilles lengthen-
ing was done, and elbow contractures were
reported. At age 21, he began using a wheelchair.
At age 40, he had severe and diffuse muscle weak-
ness that was more pronounced in the neck flex-
ors. Contractures were noted in the elbows and

Table 1. Clinical and genetic characteristics.

Age/age

at onset/ age in Age of cardiac Serum c.G674A
Case wheelchair (years) involvement CK Cardiac manifestations mutation
[11-1 50/14/35 At genetic diagnosis 2x Supraventricular premature beats Homozygous
-2 46/14/still ambulant 41y 2-3x  Supraventricular and ventricular premature beats  Homozygous
-3 43/4/25 At genetic diagnosis  1-83x  Supraventricular and ventricular premature beats  Homozygous
-4 41/third decade/still ambulant 39y 2-3x Supraventricular premature beats Homozygous
-5 39/-/- - 1 Normal Heterozygous
-6 37/-/- . 1 Normal Heterozygous
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hips. His intelligence was normal; he had never
complained of cardiac disturbances, but once the
genetic diagnosis of Emery-Dreifuss muscular dys-
trophy was made, a cardiac evaluation showed
dense supraventricular and ventricular premature
contractions.

Patient llI-4. This 41-year-old woman was first eval-
uated at 24 years of age after presenting with right-
sided horizontal diplopia and dizziness. She under-
went a cranial MRI and serologic and CSF studies
and was diagnosed with multiple sclerosis. Since
that time, she has had several episodes of dizziness,
paresthesia, or motor discoordination in the upper
limbs, along with progressive arreflexic lower limb
weakness. At 39, she complained of tachyarrhyth-
mia, and ECG revealed premature supraventricular
beats. Once the LMNA R225Q) mutation was identi-
fied in this kindred she was found to be homozy-
gous for the mutation. At this age, she had lower
and upper limb proximal weakness (MRC 47/5)

Exon Sequencing Identifies a Novel LMNA Mutation

FIGURE 2. Muscle findings in patients Ill-1 and Ill-2 (hematoxylin and eosin stain). Muscle biopsies from deltoid (A, C) and quadri-
ceps muscles (B, D) showing very moderate dystrophic changes with increased variability in fiber size (A-C). (D) Severe muscular
dystrophy with replacement of muscle fibers by fat and connective tissue. [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]

X &

and muscle atrophy in the pelvic and shoulder gir-
dles. Walking was possible with a cane.

Patient II-2, the proband’s father, was asymp-
tomatic until 60 years of age, when he was diag-
nosed with myasthenia gravis. Until that time, he
had regularly practiced sports and never had mus-
cular complaints. At 80, he developed syncope and
had a pacemaker implanted. His sister, patient II-
1, had normal strength but was dependent upon a
pacemaker since age 78, when she developed atrial
ventricular block.

Histopathological Studies. Patients underwent five
muscle biopsies throughout their evolution.
Patient III-1 had a deltoid muscle biopsy that
showed dystrophic changes, including variability of
fiber size, increased endomysial connective tissue,
and signs of necrosis and regeneration (Fig. 2).
Patient III-2 had three muscle biopsies; the first
two were of quadriceps and biceps and had dystro-
phic features, which were more marked in the
quadriceps than in biceps. The third biopsy was in
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FIGURE 3. Next-generation sequencing multiple alignments at LMNA gene exon 4, showing the G—A mutation; and Sanger sequenc-
ing at this locus (top). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

the left quadriceps and showed extensive replace-
ment of muscle fibers by fat and connective tissue.
Patient III-3 was biopsied at 5 years of age. This bi-
opsy was reported as suggestive of Duchenne mus-
cular dystrophy.

Genetic Diagnosis. Genetic study previously done
in this kindred had ruled out mutations in the cal-
pain, dysferlin, and sarcoglycan-alpha, -beta, and
-gamma genes. Because it was not possible to per-
form a targeted gene search we decided to under-
take whole exome sequencing to identify the
causal mutation. DNA from Patient III-1 was
extracted from blood lymphocytes using a QIAamp
DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, Valencia, Califor-
nia). Whole exome sequencing was done at Otoge-
netics, Inc., using 10 ug of DNA, with an Illumina
library preparation, exome capture, and next-gen-
eration sequencing by HiSeq2000 with a paired-
end (2 x 100) protocol using a capture kit (Seq-
Cap EZ Exome; NimbleGen) and exome enrich-
ment kit (TruSeq; Illumina) for exome capture.

A total of 63,952,106 sequencing reads were
produced, comprising 5.755 billion bases. From
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these, 91.34% were aligned with the human refer-
ence genome (hgl9); thus, from a total of 194,954
exons, 187,444  (96.1%) were completely
sequenced and 6260 partially sequenced, with an
average coverage of 42x, thus leaving 1250 unse-
quenced exons. Exome sequencing found 194,618
variants [170,196 SNPs, 8482 MNPs (single and
multiple nucleotide polymorphisms, respectively),
7466 insertions, 8307 deletions, and 167 mixed
combinations] and 71,328 homozygotes and
123,290 heterozygotes, with 11,753 non-synony-
mous, stop-gain, stop-loss, or frameshift mutations
occurring in the coding region or nearby intronic
region. Cross-referencing of these mutations in
candidate genes for muscular dystrophy showed a
homozygote mutation c.G674A in exon 4 of LMNA
causing the protein change R225Q (Fig. 3) in an
arginine conserved from human to Xenopus tropica-
lis and in lamin Bl (Fig. 4). Sequence analysis of
the rest of the LMNA gene in the patient demon-
strated that the c.G674A was the only mutation.
We obtained informed consent from the family
members who were receiving genetic counseling,
clinical screening, and peripheral blood sampling
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Homo sapiens ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
Taeniopygia guttata ELRETKRRHETRLVEIDNGRQR
Anolis carolinensis ELRESKRRHETRLVEIDSGRQQ
mus_musculus ELRESKRRHEHETRLVEIDSGRQQ
Rattus norvegicus ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
oryctolagus cuniculus ELRETKRRHETRLVEIDNGKGQR
Pan troglodytes ELRETKRRHETRLVEIDNGEKGQR
Gorilla gorilla ELRETKRRHETRLVEIDNGEKGQR
Pongo pygmaeus ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
Macaca mulatta ELRETKRRHETRLVEIDNGEKGQR
Callithrix jacchus ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
Equus caballus ELRETKRRHETRLVEIDNGEKGQR
Canis lupus familiaris ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
Sus scrofa ELRETKRRHETRLVEIDNGEKGQR
Bos taurus ELRETKRRHETRLVEIDNGEKQR
ornithorhynchusanatinus ELRETKRRHETRLVEIDSGEKQR
Danio rerio (z.fish) ELRESKRRYESRVVEIDSGRQQ
Xenopus tropicalis EMRETKRRHETRMVEMDNGROQR
IMNB1 EINETRRKHETRLVEVDSGRQI

FIGURE 4. A multiple sequence alignment of the region of the
LMNA protein segment containing the variant. The R225 is visi-
ble in bold. This arginine is conserved in all species identified
and in the LMNBT gene.

for genetic testing. We confirmed the mutation by
Sanger sequencing after polymerase chain reaction
(PCR) amplification of exon 4 using primers and
protocols as previously reported,'’ and used this
method to test the rest of the kindred. All mem-
bers of the last generation were clinically exam-
ined and genotyped, and their data are shown in
Table 1. No other causative mutation was found.
To exclude the possibility that mutation R225Q)
was a polymorphism, 200 chromosomes of unaf-
fected individuals were analyzed.

DISCUSSION
The patients studied showed characteristic features
of Emery-Dreifuss muscular dystrophy (MIM
310300 and 310200), with early-onset contractures
of elbows, ankles, and neck and progressive muscle
weakness of the shoulder and pelvic girdle muscles
in adulthood. Three modes of inheritance exist in
this condition: X-linked, autosomal dominant, and
autosomal recessive. X-linked Emery-Dreifuss mus-
cular dystrophy is the most common form, affect-
ing 1 in 1,000,000 people.'’ The incidence of the
autosomal dominant form is unknown. The autoso-
mal recessive type appears to be very rare; only a
few cases have been rf:portf:d.l2’13

A number of factors led to a delay in genetic
diagnosis in this kindred for several years: (1) con-
tractures were underestimated due to the main
complaint of muscle weakness; (2) the cardiomyop-
athy had a late onset and was nearly missed; and
(3) recessive forms of LVMNA mutations are very
uncommon. The diagnosis was only possible once
the capacity to do whole exome sequencing was
developed. In particular, the cardiologic manifesta-
tions, which are the main hazardous condition in
this disease, were underdiagnosed in this kindred
until the LMNA gene mutation was discovered.

Cardiac  involvement in  Emery-Dreifuss
includes atrial and ventricular arrhythmias, disor-
ders of atrioventricular conduction, dilated cardio-
myopathy, and sudden death.'* Cardiac symptoms

Exon Sequencing Identifies a Novel LMNA Mutation

can appear later in the evolution of the disease,
with a time lag reported between the onset of the
muscle disease and cardiac disease ranging from 7
to 35 years and milder cardiac involvement in re-
cessive forms.'* LMNA mutations can present with
supraventricular arrhythmias (atrial premature
contractions, atrial tachycardia, atypical atrial flut-
ter, atrial fibrillation, and the uncommon condi-
tion of atrial paralysis), disorders of atrioventricu-
lar conduction (any degree of atrioventricular
block), ventricular arrhythmias (ventricular prema-
ture beats, non-sustained ventricular tachycardia),
and impairment of left ventricular systolic function
in the absence of left ventricular dilation (non-
dilated cardiomyopathy).15’16 Moreover, LMNA
gene mutations are the most frequent genetic
cause of dilated cardiomyopathy, accounting for 6—
8% of all primary dilated cardiomyopathies and up
to 40% when conduction disorders are present.”‘19
LMNA mutations have been shown to be associ-
ated with a very poor prognosis due to a high rate
of sudden cardiac death and severe forms of heart
failure requiring heart transplantation.20 Dilated
cardiomyopathies caused by LMNA gene defects
are highly penetrant and can be malignant condi-
tions characterized by a high rate of severe left
ventricular  dysfunction and life-threatening
arrhythmias, which should lead to consideration
of special indications for intracardiac defibrillator
implantation.”’ Because heterozygote carriers of
LMNA mutations can have no neuromuscular
symptoms, heterozygote mutations might be re-
sponsible for cardiomyopathy or sudden death in
the general population.QQ’23 These patients will
need Holter ECG as a screening method to rule
out arrhythmias, as routine ECG can be less sensi-
tive, and there could be treatment and prognosis
implications.

The LMNA gene encodes two lamins, A and C,
by differential maturation of the 3’ end of the
mRNA. In addition to autosomal dominant Em-
ery—Dreifuss, the LMNA gene is responsible for the
autosomal recessive and a semidominant form of
the disorder.'® The p.R225Q variant has not been
reported so far, but we ascribe pathogenic signifi-
cance to it because the mutation segregated with
the trait in this pedigree and the R225 residue is
highly conserved in the phylogeny (Fig. 4). A very
similar clinical profile was found in a patient
homozygous for the c.C664T mutation, causing the
amino acid change p.H222Y, affected by an autoso-
mal recessive form of the disease.'® The variable
intrafamilial range of age of onset and severity has
been reported in other missense mutations in
LMNA.*

Whole exome sequencing is minimally invasive,
operative (results can be obtained in <4 weeks),
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and has a cost of «~$2000, which is in the range of
other tests used in clinical settings. In this regard,
it can now be considered in the diagnostic work-up
of patients with heterogenic disorders. This study
has demonstrated the usefulness of the new-gener-
ation sequencing in the evaluation of patients with
genetic myopathies. The kindred investigated
showed characteristic features of Emery-Dreifuss
muscular dystrophy, but other genes, apart from
emerin that is an X-linked disorder, were consid-
ered first. As noted earlier in this study, the
genetic diagnosis of patients with muscular dystro-
phies is arduous and can sometimes be elusive.
There have been some reports of genetic diagno-
ses of neurological disease using exome sequenc-
ing, but they were made by exome sequencing of
several members of an involved kindred.®® In this
report, exome sequencing was done only in the
proband, and it determined the causal mutation.

An additional benefit of exome sequencing is
that it provides a full picture of all the genes
intrinsically involved in myopathies. It is therefore
possible to get supplementary information on
other genes that might have a modulator effect
that can explain differences in severity among sib-
lings. Besides, information on other genes can
depict incidental present or future disorders such
as in our patient with von Willebrand disease. It
can also the detect carrier status of diseases pres-
ent in other relatives. This technique will very
likely become the preferred approach for studying
patients with muscular dystrophy.

In conclusion, we have reported the usefulness
of exome sequencing in the detection of the causal
mutation in this kindred. Exome sequencing deter-
mined the causal mutation and was able to detect
the polymorphisms presented in muscular dystro-
phy genes previously evaluated. In addition, we
have reported a novel p.R225Q mutation in the
LMNA gene that causes Emery-Dreifuss muscular
dystrophy in homozygotic individuals and late-
onset cardiomyopathy in heterozygote carriers.
The diagnosis of autosomal recessive Emery—Drei-
fuss muscular dystrophy in this family allowed for
an accurate identification of carrier status. This
may prevent sudden death in individuals who lack
muscle symptoms.
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Secuenciacion de genoma completo:
un salto cualitativo en los estudios genéticos

Adriano Jiménez-Escrig, Isabel Gobernado, Antonio Sanchez-Herranz

Resumen. En estos momentos se encuentra en plena expansion la llamada secuenciacién paralela o de siguiente genera-
cién —next generation sequencing (NGS)—, que establece un salto de varios érdenes de magnitud en la longitud de los
fragmentos secuenciados y la rapidez de su secuenciacién. La NGS permite la secuenciacién de un genoma humano com-
pleto en el tiempo y el coste econdmico de secuenciar dos o tres genes grandes con la técnica de Sanger. Mediante la NGS
se pasa de examinar genes especificos seleccionados mediante estudio del fenotipo a explorar genomas enteros de gru-
pos humanos o de otras especies. Esto esta permitiendo conocer no sélo cémo es un genoma individual, sino cdmo cam-
bia el genoma humano de persona a persona, coémo difieren los genomas entre diferentes grupos humanos, e incluso
cémo difiere el genoma de un tumor respecto del genoma sano del huésped.

Palabras clave. Exoma. Genoma. Next generation sequencing. Secuenciacion.

Introduccion

La secuenciacién del ADN consiste en determinar
el orden de las bases A, C, Gy T en un fragmento de
ADN. La secuenciacién utilizada hasta la fecha se
realiza por el método descrito por Sanger et al en
1977 [1], que permite obtener la secuencia de un
fragmento determinado de ADN, un gen o parte de
éste, como, por ejemplo, uno o varios exones (Figu-
ra, a). Con esta técnica se obtienen secuencias de
hasta 500 bases aproximadamente (Figura, b). Sin
embargo, la alta demanda de secuenciacién ha lle-
vado al desarrollo de tecnologias de secuenciacién
masiva basadas en realizar maultiples secuencias cor-
tas (de alrededor de 100 pares de bases) de un modo
paralelo, produciendo millones de secuencias al
mismo tiempo y a un coste muy bajo. Una vez en-
sambladas estas secuencias a un genoma de referen-
cia, se puede secuenciar, en lugar de un gen, multi-
ples genes o incluso un genoma completo. Estas se-
cuencias individuales son mds cortas y contienen
mds errores que la secuencia obtenida por Sanger,
pero, como pueden repetirse multiples veces (lo que
se conoce como cobertura), se llega a conocer con
exactitud la secuencia de millones de pares de bases
(Figura, c). Es la llamada secuenciacién paralela o
de siguiente generacion —next generation sequencing
(NGS)—, que establece un salto de varios érdenes de
magnitud en cuanto a la longitud de los fragmentos
secuenciados y a la rapidez en su secuenciacion [2-
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4]. Mediante la NGS es posible la secuenciacion del
genoma humano completo de un individuo en el mis-
mo tiempo y coste econdmico que la secuenciacién de
dos o tres genes grandes con la técnica de Sanger [5].

La secuenciacién del ADN ha producido un cam-
bio radical en la manera de entender la genética,
por la cual se ha pasado de estudiar la herencia ba-
sdndose en patrones de transmisién o datos proba-
bilisticas a conocer cudles son las causas reales de
esta herencia. Sin embargo, sus limitaciones tecno-
légicas han centrado los estudios genéticos a indivi-
duos con un fenotipo definido y enfermedades de
herencia mendeliana producida por genes conoci-
dos o a la bisqueda de genes causales en regiones
del genoma previamente determinadas mediante
andlisis de ligamiento o mapeo por homocigosidad.
Los estudios diagndsticos genéticos se realizan eva-
luando, de la forma mds concienzuda posible, el fe-
notipo de un paciente y analizando mediante se-
cuenciacién por la técnica de Sanger el gen que se
considera que puede estar afectado en funcién del
estudio del fenotipo. Este método tiene una alta
sensibilidad para detectar la mutacién causante
cuando existe una mutacién en el gen sefialado por
el estudio previo del fenotipo, pero su rendimiento
diagndstico, es decir, el nimero de casos en los que
estd presente la mutacion, es bajo, ya que en la ma-
yor parte de los casos el estudio fenotipico es in-
completo o insuficiente. Por el contrario, la NGS
tiene menor sensibilidad para detectar mutaciones
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Figura. Aspectos generales de la secuenciacion. a) Estructura del gen SNCA (o-sinucleina) formado por
seis exones; b) El método de Sanger secuencia generalmente un gen, exdn a exdn. Se muestra parte de
la secuencia del exén 5 del gen SNCA por el método de Sanger; ¢) La secuenciacién paralela o de siguien-
te generacién (NGS) secuencia todo el genoma o el exoma. Se muestra la secuenciacion exdmica con
NGS en la regién del gen SNCA, en la que puede verse cdmo la cobertura es por encima de 25 veces en la
zona de los exones; d) Detalle de la NGS en la regién mostrada en b, en la que se puede ver algun nu-
cledtido en rojo (error de secuenciacién) y cdmo la cobertura de mds de 30 secuencias permite eliminar
estos errores.
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cuando estdn presentes, es decir, puede presentar
mads falsos negativos, pero su rendimiento diagnds-
tico es mucho mayor, dado que se estudian de for-
ma simultdnea todos los genes del genoma [6]. Me-
diante esta técnica saltamos de examinar genes es-
pecificos relacionados con el fenotipo a estudiar
genomas enteros de grupos humanos u otras espe-
cies. Esto estd permitiendo conocer no sélo cémo
es un genoma individual, sino también cémo cam-
bia el genoma humano de persona a persona, c6mo
difieren los genomas entre diferentes grupos huma-
nos, e incluso cémo difiere el genoma de un tumor
respecto del genoma sano del huésped.

La capacidad de secuenciacién que tiene la NGS
es tal que tedricamente es posible secuenciar otros
genomas presentes en el organismo de un individuo,
como genomas tumorales o de microorganismos.
Del mismo modo que se obtiene la secuencia el ge-
noma mitocondrial en un sujeto al que se le realice
un estudio de exoma completo, es posible detectar
genomas virales, como los del virus de la inmuno-

deficiencia humana, hepatitis o cualquier otro virus
presente en este individuo, simplemente afiadiendo
los genomas de estos virus al genoma de referencia
utilizado [7]. Esto abre un campo inmenso de posi-
bilidades diagndsticas, pero también plantea nuevos
dilemas éticos no imaginados hasta el momento.

Recientemente, ha comenzado el empleo de las
técnicas de secuenciacién masiva para el diagndsti-
co de enfermedades mendelianas, bien secuencian-
do el genoma completo o sélo la regién codificante
(el exoma), que Gnicamente es un 1% del genoma,
pero en el que esta el 85% de las enfermedades he-
reditarias [8,9]. En el ultimo afio, se han publicado
varios ejemplos en los que se ha empleado la NGS
para estudiar enfermedades que pueden ser causa-
das por un alto ndmero de genes, como la enferme-
dad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) [10,11], y no-
sotros mismos la hemos empleado con éxito para el
estudio de los genes en un caso de distrofia muscu-
lar de cinturas [12].

Consideraciones técnicas

Aungque las plataformas difieren en sus configuracio-
nes internas y en el tipo de reacciones quimicas, el
mecanismo de generacién de la reaccién es comin y
se basa en la secuenciacién masiva de moléculas de
ADN amplificadas de forma paralela. A través de ci-
clos de reaccion en cadena de la polimerasa o de su-
cesivos ligamientos de oligonucleétidos, se obtiene
la secuencia de cientos de millones de bases. Utili-
zando la tecnologia cldsica de Sanger, se pudo se-
cuenciar un genoma humano en 13 afios y con un
coste estimado de 2,7 x 10° délares [13]. Por compa-
racion, en el afio 2008, un genoma humano se se-
cuenciaba en 5 meses y con un coste de 1,5 x 10 d6-
lares, y en la actualidad se secuencia en semanas y
el coste oscila entre 0,5-1 x 10> d6lares. En este mo-
mento, existen cuatro plataformas comerciales de
secuenciacion y varios prototipos en experimenta-
cién, con una previsién de conseguir en poco tiempo
una secuenciacién genémica por 1.000 ddlares [2].
Desde el punto de vista molecular, los dispositi-
vos actuales para NGS utilizan unas rutinas previas
muy similares. Si se quiere realizar una secuencia-
cién gendmica o exdmica, se precisan aproximada-
mente 10 ug de ADN, que no debe estar fragmenta-
do ni contaminado con sustancias orgdnicas. Este
ADN de alto peso molecular se somete a varios
procesos antes de ser secuenciado, que incluyen la
fragmentacién en cadenas de ADN de tamarfio cor-
to, la captura, cuando se quiere secuenciar sola-
mente las regiones del genoma que nos interesen,

www.neurologia.com  Rev Neurol 2012; 54 (X): X



Secuenciacién de genoma completo

como, por ejemplo, los exones, mediante array o en
disolucion, y su amplificacion [14]. Una vez realiza-
dos estos procesos, se inicia la secuenciacidn, en la
que se van a producir secuencias de tamano corto
(35-400 pares de bases, segun el dispositivo utiliza-
do) y, posteriormente, las secuencias obtenidas son
alineadas a un genoma de referencia o, en el caso de
los genomas de novo, ensambladas mediante regio-
nes solapadas que compartan [15].

Diagnadstico genético molecular mediante NGS

El desarrollo de la genética en afios anteriores ha
aumentado enormemente nuestros conocimientos
de las enfermedades hereditarias mendelianas, lo
que, a su vez, ha hecho mucho més complejo su es-
tudio genético molecular. Ante un paciente con po-
lineuropatia hereditaria sensitivomotora (CMT), la
evaluacién de la mutacion causal es sencilla, si se
limita al estudio de la duplicacién en el gen PMP22
y, en caso de ser negativa, al examen de otros ge-
nes involucrados (secuenciacién de PMP22, PMZ'y
Connexina32). Cuando estos estudios sean negati-
vos, si queremos un estudio genético completo que
excluya todos los genes causantes de esta enferme-
dad conocidos hasta la fecha, debemos secuenciar
mas de 40 genes. Los trabajos de Lupski et al [10] y
Montenegro et al [11] muestran cémo la secuencia-
cion del exoma es una aproximacion alternativa
para la deteccion del gen causal en un individuo
con CMT. En el trabajo de Lupski se estudié una
familia con cuatro hermanos afectados de polineu-
ropatia desmielinizante sensitivomotora y cuatro
hermanos y padres sanos (CMT, o forma desmieli-
nizante recesiva), en el cual se realizé una secuen-
ciacién completa del exoma del probando, detec-
tdndose una mutacion en el gen SH3TC2 (CMT4C).
En el probando, la secuenciacién del exoma encon-
tré 1.165.204 mutaciones intragénicas, 54 de ellas
cambios codificantes. Al examinar las variantes lo-
calizadas en los 40 genes potencialmente causales
de CMT, dos de ellas, R954X, previamente descrita,
e Y169H, una mutacién nueva, se encontraban en
el gen SH3TC2, explicando una transmision recesi-
va. Este gen habia sido descrito previamente como
causante de CMT en familias de origen de Europa
del este, turco o espaiiol [16,17].

El coste de la secuenciacién del exoma completo
es inferior al de secuenciar los mas de 40 genes im-
plicados en la CMT y tiene la ventaja de ser una téc-
nica general, es decir, secuenciar el exoma es util
para cualquier enfermedad, mientras que secuen-
ciar todos los genes involucrados en la CMT es una
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Tabla l. Indicaciones de estudios de exoma.

Enfermedades hereditarias con amplia lista de genes candidatos (>3)
Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT)
Miopatias
Enfermedad de Parkinson familiar, distonias y otros movimientos anormales
Indicaciones
Epilepsia
Leucodistrofias: CADASILy otros

Esclerosis lateral amiotréfica

Demencias hereditarias

Enfermedades progresivas de causa no aclarada

Lo Procesos largos y costosos
Otras indicaciones gosy

Esclerosis multiple

Polineuropatia crénica inflamatoria desmielinizante

Si existe un fuerte gen candidato (enfermedad de Huntington, CMT tipo 1)

Enfermedades producidas por expansiones (por ejemplo, heredoataxias)

No indicado
Enfermedades producidas por reordenamientos del genoma

(por ejemplo, distrofia facioescapulohumeral)

¢Variaciones en el nimero de copias?

CADASIL: arteriopatia cerebral autosémica dominante con infartos subcorticales y leucoencefalopatia.

técnica de aplicaciéon muy reducida, dado lo infre-
cuente de estos casos. Este mismo protocolo de es-
tudio puede aplicarse a otras enfermedades heredi-
tarias causadas por un alto nimero de genes, como
miopatias, esclerosis lateral amiotréfica, enferme-
dades vasculares hereditarias, enfermedad de Par-
kinson y demencias (Tabla I) [18]. Ademas, esta téc-
nica tiene la ventaja de poder detectar mutaciones
causantes de otras enfermedades, no sélo de la en-
fermedad objeto del estudio, e incluso en varios ge-
nes causantes, lo que puede explicar diferencias en
la penetrancia de algunas mutaciones. Es bien cono-
cida la existencia de casos con CMT en individuos
que presentan mutaciones en dos genes causales que
cursan con una afectacién mucho més grave [19,20].
Otras posibles indicaciones son su uso como técni-
ca exploratoria en aquellos casos en los cuales hay
una enfermedad grave y no existe un diagndstico
conocido, al ser una herramienta diagndstica menos
cruenta que biopsias u otras exploraciones, en espe-
cial en pacientes con deterioro cognitivo o motor
progresivo. En estos casos, el estudio genémico pue-
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de detectar una enfermedad genética infrecuente.
Finalmente, en procesos largos y costosos, como la
esclerosis multiple o la polineuropatia crénica infla-
matoria desmielinizante, en la que a veces enferme-
dades hereditarias, por ejemplo, la arteriopatia cere-
bral autosémica dominante con infartos subcortica-
les y leucoencefalopatia, pueden imitar su clinica, el
hallazgo de una causa genética evita al paciente tra-
tamientos molestos y costosos.

No debe usarse la secuenciacién exémica cuan-
do exista un fuerte gen candidato (por ejemplo, en-
fermedad de Huntington) o ya se ha identificado la
mutacién en otros casos de la misma familia. Hay
que tener en cuenta que la secuenciacién exémica,
no la gendmica, detecta, sobre todo, mutaciones
puntuales, es decir, mutaciones missense, nonsense,
indels y mutaciones en el splicing, pero no sirve
para detectar reordenamientos gendémicos, como,
por ejemplo, en la enfermedad de CMT por dupli-
cacion en el gen PMP22 o en la miopatia facioesca-
pulohumeral. Por tltimo, una limitacién a ambas
técnicas son las alteraciones debidas a secuencias
repetidas, dado que son técnicas basadas en gene-
rar secuencias cortas, por lo que algunas secuencias
repetidas son de un tamaifio mayor que los frag-
mentos secuenciados por NGS vy, por lo tanto, no
pueden ser alineadas correctamente.

La identificacién rapida y completa de mutacio-
nes causales y la posibilidad de examinar regiones
intragénicas y promotoras no sélo va a permitir ex-
plicar con una profundidad impensable hasta ahora
fenémenos como la diferente penetrancia de las en-
fermedades, sino también adscribir con exactitud
cada uno de los sintomas a la causa real. En el sin-
drome de Miller (disdstosis acrofacial postaxial),
trastorno autosémico recesivo caracterizado por
anomalias esqueléticas en los huesos maxilares y,
en ocasiones, en las extremidades, un subgrupo de
pacientes presentaba también diarrea. El estudio de
la busqueda del gen causal de esta enfermedad se
llevé a cabo secuenciando el exoma completo de
dos hermanos y los padres, y adscribié la enferme-
dad al gen DHODH. Adicionalmente, se encontré
en los pacientes con diarrea una mutacién en el gen
DNAHS, que previamente se habia implicado en la
discinesia ciliar primaria, un trastorno semejante a
la fibrosis quistica, por lo que la diarrea no es pro-
pia del sindrome de Miller, sino una superposicion
de otra enfermedad en este subgrupo [21].

Otra de las ventajas de la secuenciacién gendmi-
ca completa sobre los estudios genéticos clasicos es
que no es necesario conocer la estructura heredita-
ria de la enfermedad para encontrar la mutacion
causal. Un ejemplo de esta utilidad es el estudio de

Ng et al [22] en el sindrome de Freeman-Sheldon,
trastorno con artrogriposis distal, anomalias facia-
les y sordera progresiva, en el que se secuencié el
exoma de cuatro individuos con esta enfermedad
no emparentados. El examen de aquellos genes que
presentaban una mutacién detecté que el inico co-
mun a los cuatro era el gen MYHY3, un gen previa-
mente descrito en este sindrome [22]. Este hallazgo
no supuso, por tanto, encontrar un nuevo gen cau-
sal, pero el trabajo nos muestra cémo es posible en-
contrar genes causales sin tener informacion previa
sobre el arbol genealdgico, ligamiento o mecanismo
patogénico de la enfermedad. Esta capacidad resul-
ta especialmente ttil cuando enfermedades heredi-
tarias aparecen de novo al no existir en estos casos
ningdn otro familiar informativo. Utilizando infor-
macion familiar, es posible encontrar nuevos genes
con NGS examinando muy pocos casos, mientras
que con los clasicos andlisis de ligamiento es nece-
sario recurrir a un alto numero de individuos. En
general, un analisis de ligamiento clasico precisa es-
tudiar para trastornos autosémicos dominantes 20-
30 sujetos entre afectados y no afectados, depen-
diendo de la estructura del arbol genealdgico, sien-
do menor este ndmero en el caso de enfermedades
de transmision recesiva. Por el contrario, secuen-
ciando el genoma o el exoma completo, basta estu-
diar tres o cuatro casos para encontrar el gen cau-
sal. En el trabajo de Ng et al, se examinaron dos
hermanos afectados, junto con sus padres, median-
te secuenciacion del exoma completo, encontran-
dose la variante causal [21]. Incluso en familias en
las que el ligamiento cldsico ha detectado una re-
gion candidata, hoy en dia la secuenciacion gené-
mica o exémica completa es preferible al examen
de la region candidata.

Anadlisis de los datos

La NGS genera un enorme volumen de datos, lo
que representa un reto mayor el andlisis y la inter-
pretacion de los resultados que la obtencién de la
propia secuencia. La estrategia para examinar los
resultados de la secuenciacién genémica o exémica
completa a fin de encontrar la mutacién causante
estd todavia en un estadio primitivo, debido a su
aparicion tan reciente y a la escasa experiencia en el
tema. Debido al enorme tamaro del genoma huma-
no, 3.000 millones de pares de bases, y a la variabili-
dad de éste, el nimero de variantes que vamos a en-
contrar en un estudio gendmico va a ser muy alto. E1
resultado obtenido en la NGS se compara con un ge-
noma de referencia, y de esta comparacién surgen
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las posibles variantes genéticas, entre las que esta-
ran las que causan la enfermedad. En nuestro estu-
dio de exoma completo para evaluar una paciente
con distrofia muscular de cinturas, encontramos
194.618 variantes —170.196 polimorfismos mono-
nucleétidos (SNP), 8.482 polimorfismos multinu-
cledtidos, 7.466 inserciones, 8.307 deleciones y 167
combinaciones mixtas—: 71.328 homocigotas y
123.290 heterocigotas [12]. Es preciso, por lo tanto,
filtrar este resultado para poder conocer cudl es la
mutacién causante en el proceso que nos interesa.
Para ello se efecta un triple filtrado, primero se eli-
minan todas las variantes que se encuentran pre-
sentes en la poblacién, generalmente SNP presentes
en la 1000 Genomes database o en el dbSNP [23,24],
puesto que cualquier variante causante debe ser de
muy baja frecuencia. Después se consideran aque-
llos genes de interés, bien por coincidencia en otros
familiares o bien por estar presentes en una regién
seleccionada por analisis de ligamiento, y finalmen-
te se determina su causalidad segtn su funcién y
nivel de conservacién [25].

Filtrado por variantes raras

Las enfermedades hereditarias son de baja preva-
lencia y existen muy pocos individuos que compar-
tan una misma mutacién. En algunos casos, las mu-
taciones sélo existen en una misma familia afectada
(mutaciones privadas). Por lo tanto, uno de los mé-
todos para valorar si estas variantes son causantes
de enfermedad es examinar si no existen como des-
critas en las bases de datos de polimorfismo mas
usuales, 1000 Genome database y dbSNP [23,24].
Un posible fallo de esta estrategia es que la infor-
macién sobre el fenotipo en estas bases de datos es
bastante incompleta, y alguno de los polimorfismos
incluidos en ellas puede ser patogénico.

Filtrado por funcion

El primer filtro que la mayoria de los investigadores
utiliza para atribuir causalidad a una mutacion es si
esa variante tiene una repercusion funcional, es de-
cir, si estd en una regién que codifica (mutaciones
missense, nonsense, Indels y mutaciones en el apa-
rato de splicing) o en otras regiones no codificantes
del ARN mensajero. La principal razén de esto es
que estas variantes suelen tener un efecto mayor
que mutaciones en regiones no codificantes, y tam-
bién porque es mucho mas dificil conocer el efecto
de mutaciones no codificantes y mutaciones siné-
nimas. En los estudios listados en la tabla II este
tipo de filtrado fue eficaz, por cuanto en todos los
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Tabla Il. Diferentes procesos en los que se ha encontrado un gen asociado a una enfermedad neuroldgi-

ca mediante secuenciacién gendmica/exémica.

Enfermedad Gen
Wang et al [32] Ataxia espinocerebelosa TGM6
Wang et al [33] Discinesia paroxistica cinesogénica PRRT2
Logan et al [34] Miopatia de inicio precoz MEGF10
Aldahmesh et al [35] Retraso mental y cuadriplejia espastica ELOVL4
Marti-Massé et al [36] Distonia de inicio precoz GCDH
Doi et al [37] Ataxia del adulto autosémica recesiva con retraso mental SYT14
Murdock et al [38] Polimicrogiria WDR62
Weedon et al [39] Charcot-Marie-Tooth autosémica dominante axonal DYNCIH1
Noskova et al [40] Ceroidolipofuscinosis del adulto DNAJC5
Zimprich et al [41] Enfermedad de Parkinson de inicio tardio VPS35
Barak et al [42] Malformacién del desarrollo occipital LAMC3
Klein et al [43] Neuropatia sensitiva con demencia DNMT1
Erlich et al [44] Paraparesia espastica KIF1A
Rafiq et al [45] Retraso mental autosémico recesivo MAN1B1

casos se traté de una mutacién en regiones codifi-
cantes. Sin embargo, esto puede no ser siempre el
caso, pues existen ejemplos en clinica humana de
patologia por mutaciones en regiones intrdnicas,
regulatorias y mutaciones sindnimas [26,27].

Filtrado por conservacién

En algunas ocasiones, cuando existan varias muta-
ciones codificantes, puede ser dificil conocer cudl
de todas ellas es la responsable del cuadro. En este
caso es posible considerar el potencial efecto de la
mutacion en la estructura de la proteina y en su
funcién. Pueden ayudar a valorar este efecto las
puntuaciones de conservacion, para lo cual existen
herramientas de programas como SIFT, PolyPhen,
CDPred, PhyloP y GERP, que generalmente asignan
una mayor puntuacién a la mutacién en funcién de
lo anteriormente sefialado [28,29]. Sin embargo,
aunque este dato puede ser informativo, debe utili-
zarse con cautela y en conjuncién con otras estrate-
gias de filtrado, nunca como un dato exclusivo.
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Aspectos éticos

El salto tan tremendo que la NGS ofrece en el estu-
dio del ADN ha generado nuevos aspectos éticos y
van a ser necesarias nuevas gufas que aconsejen un
uso racional de esta técnica en el campo clinico.
Los principios éticos de los estudios médicos se ba-
san en la triada de respeto, beneficio y justicia para
la persona segun el informe Belmont (http://www.
hhs.gov/ohrp/humansubjects/guidance/belmont.
html). Las guias legales o éticas posteriores a este
informe recogen estos principios mediante la obli-
gacioén de la participacidén voluntaria, el consenti-
miento informado, el derecho a la privacidad, la con-
fidencialidad, la minimalizacién del riesgo y la au-
sencia de discriminacién. La adhesion a estos pa-
trones tiene que ser monitorizada por los comités
éticos de hospitales o agencias institucionales [30].

En general, los estudios genéticos se consideran
algo mds que una simple prueba diagndstica, por su
potencial repercusion familiar y social. En el caso
de la NGS, son de aplicacién las guias establecidas
previamente para los estudios genéticos (Eurogene-
test: www.eurogenetest.org), pero surgen nuevos as-
pectos derivados de la enorme cantidad de datos
que se pueden obtener de estos estudios. La utiliza-
cién de los de la NGS como una rutina de estudio
clinico hace necesario familiarizarse con los aspec-
tos éticos de su uso.

Los nuevos aspectos éticos a considerar por la
aparicién de la NGS son la obtencién de resultados
incidentales y la responsabilidad de buscar y comu-
nicar o no estos resultados, el depésito de la infor-
macion en bases de datos y la posible identificacién
de los individuos de estas bases de datos [31].

Es aconsejable aclarar, previamente a la realiza-
cion del estudio, si se va a analizar sélo parte del
estudio de secuenciacién, por ejemplo, los genes
para los cuales se indic6 el estudio, o si, ademas, se
examinaran aquellos genes que tienen especial re-
percusion, como pueden ser genes tumorales, y si
este examen se reducird sélo a aquellos genes sobre
los cuales hay una posible intervencién o incluird
genes de enfermedades sin capacidad de prevencién
o tratamiento.

Especialmente sensible es el estudio genémico de
menores de edad o de pacientes con minusvalias
psiquicas. En el caso de los menores de edad, se con-
templa la posibilidad de evitar el acceso a resultados
de enfermedades de inicio en la edad adulta, pudien-
do demorarse la comunicacién de estos resultados
hasta que el sujeto alcance la mayoria de edad. Ade-
mds, hay que plantearse la posibilidad de que los fa-
miliares del paciente tengan que ser informados de

resultados genéticos encontrados en el estudio, y de
que el riesgo de algunas enfermedades puede cam-
biar a medida que tengamos nuevas informaciones
sobre la funcién o causalidad de algunos genes. Por
ultimo, los resultados genéticos obtenidos por NGS
generan un volumen de informacién muy elevado, y,
ademads, la tendencia es a que esta informacion se
deposite en bases de datos que ayuden a compren-
der mejor el efecto de variaciones presentes en el ge-
noma. Esto debe tenerse en cuenta en el consenti-
miento informado, que debe recoger la forma de co-
dificacién, acceso a los datos, retirada de éstos y dis-
ponibilidad a suministrar estos resultados a otras
bases de datos en caso de fusiones de éstas.
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WHOLE EXOME SEQUENCING OF A PEDIGREE WITH AN

AUTOSOMAL DOMINANT _BIPOLAR DISORDER FOUND

CAUSATIVE MUTATION IN PERIOD3-CIRCADIAN RHYTHM.

Introduction.
Bipolar disorder (BPD) was first described by Emil Kraepelin more than a
century ago. Patients with BPD usually develop depression and manic episodes

alternating with periods of normal mood.

BPD prevalence is 1% in common population, although some authors rise it up
to 4-5% using attenuated phenotypes known as “bipolar spectrum”. The illness is
characterized by high rates of recurrence, persistence of residual symptoms, cognitive

impairment and worse quality of life, and means an important economic burden.

Over the last years we have been witnessing an important growth in the human
genome knowledge and its importance in the development of diseases. Following the
fast advances achieved at the beginning with the localization of the genes involved in
diseases with mendelian heritability, scientific community crashed into complex
heritability. Nowadays investigation in genetics of complex heritability is focused in
two hypotheses:

- Common disease-common variants. Complex diseases are caused by the
accumulated effect of multiple common genetic variants widespread in
population, each one with a small effect.

- Common disease-multiple rare variants. Complex diseases are caused by
uncommon genetic variants with high penetrance. Those variants can be single

nucleotide variants (SNVs), copy number variants (CNVs) or insertion/deletions.

Sequencing is nowadays the best tool to test the second hypothesis. It makes
possible to identify all the variations present in an individual genome and relate them

to diseases with no need of prior hypothesis or big samples. The problem of this



technique has been its prohibitive cost, what has limited its use to small parts of the
genome marked by linkage analysis, what introduces bias and makes it less efficient.
Even though current techniques of massive parallel or “new generation”
sequencing make it faster and cheaper, whole genome sequencing has still a high cost.
That is why some strategies have raised to minimize costs keeping efficiency. Ng and
cols. published in 2009 the first study showing the usefulness of sequencing exome,
about 30 megabases (1% of total genome). Given that the most part of disease-causing
mutations known to date are in that coding part, it means an important economic and

time saving approach.

There is nowadays a large number of articles that use whole exome sequencing
to find mutations related to different diseases. It has been used in Psychiatry to study
de novo mutations in Tourette’s syndrome, schizophrenia and autism, being their
conclusions waiting for replication.

Regarding BPD, it has not been found yet any gene related to this condition
firmly. There are many explanations, such as, for example, the use of small and
heterogeneous samples or the need for prior hypothesis that we lack of. Whole exome
sequencing may overcome these setbacks. Assuming the hypothesis of common
disease-multiple rare variants we sequenced the exome of three subjects of a family

with a dominant autosomal BPD to find their causative mutation.

Patients and methods.
Sample

This study was done in a kindred whose pedigree is shown in figure 1. For
exome study we chose subjects Il, lll and IV, dismissing subject | because of its genetic
proximity to subject Ill.

All the subjects had been attended in different resources of Mental Health and
diagnosed of BPD type | with DSM IV-TR criteria. We used the MINI INTERNATIONAL
NEUROPSYCHIATRIC INTERVIEW, Spanish version 5.0, to confirm the diagnosis and look

out for co-morbidities, followed by an interview carried out by a psychiatrist.



Figure 1. Pedigree. Question marks (?) tag probably affected subjects.

Informed consent for the collection of blood samples and medical history was
obtained from participants. The study was approved by the Ethical Committee of the

Hospital Ramodn y Cajal.

Clinical information can be summarized as:

Case Il. 60 year-old man, diagnosed of BPD at the age of 35 years during an admission
to the hospital with a manic episode with psychotic symptoms. He has three other
admissions with manic episodes. Throughout this time he has got also several
depressive episodes. Currently, he is on treatment with lithium.

Case Ill. 34 year-old man, was diagnosed of BPD at the age of 27 years, when he was
admitted to the hospital with a manic episode with psychotic symptoms. He does not
have later admissions. He had also depressive episodes and is currently on valproic
acid therapy.

Case IV. This man was diagnosed of BPD at the age of 22 years. He was admitted to the
hospital with a manic episode with psychotic symptoms and treated with lithium. He
has no further follow up and nowadays is without any pharmacologic treatment. There
are some evidences of further hypomanic and depressive episodes that have not

motivated the search for psychological or psychiatric evaluation.

Exome analysis.

For exome analysis, DNA was obtained from blood lymphocytes using QlAamp
DNA Blood Maxi Kit (Quiagen, Valencia, California, USA). Whole exome sequencing was

carried on in an external service (Otogenetics Inc.) using the SeqCap EZ Exome of



Nimblegen V2.0 and TruSeq of Illumina kits for the capture and enrichment of exome.
The sequencing was done with HiSeq2000 platform (Illumina) at a coverage 50x. The
raw sequences were first analyzed using a pipeline that included check data quality
with FastQ, alignment to hgl9 reference genome using BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) algorithm, and variant calling with the Genome Analysis Tool Kit (Broad
Institute, Cambridge, Massachusetts, http://www.broadinstitute.org/gatk/). Variants
on segmental duplication of not passing the GATK quality filtering were dismissed. To
select meaningful variants we filtered the heterozygote variants against a population
frequency of 1/10,000 in 1,000 genomes and 6,500 exomes databases, a functional
AVSIFT criteria of less than 0.05 and Polyphen2 of 0.95-1 (very pathogenic mutations)
and a later filtering that excluded variants in 25 house exomes. This was done with
ANNOVAR (www.openbioinformatics.org/annovar/) and a confirmatory second analysis of
variants was performed using KGGSeq tools
(http://statgenpro.psychiatry.hku.hk/limx/kggseq/). Mutations were confirmed later

by Sanger sequencing.

Results:

GATK-ANNOVAR

After the variant calling we localized ~23,000 mutations in each subject that
were reduced to 173-190 after applying the heterozygous transmission model and
frequency and functional filtration. From these, only 60 mutations were shared from
the 3 cases, and after the manual filtering this figure was reduced to only two.

The first one was a c.A347G missense mutation in the exon 3 of PER3 gene that
generates a p.E116G change. The second one was a c.861delC deletion of USP29 gene

that generates a frame-shift.

KGGSeq analysis.

With this approach we obtained ten mutation that satisfied quality
requirements, located within the following genes: PER3, RCC1, KIT, TMEM155,
ANKRD31, AK8, THBS1, PAPD5, OR7C1 y USP29.

Mutations in RCC1, AK8, THBS1 and KIT where discarded for their lesser probability of

being pathogenic based on prediction scores. Mutation in PAPD5 is located in a splicing



area, affecting only one of the translated protein isoforms. That makes it less probable
to be the causing mutation. Finally, OR7C1 codifies for an olfactory receptor, molecule

without a very much compatible function with BPD.

So, with this new analysis we confirmed the two previous mutations and added
two more: a c.C100T mutation in exon 5 of TMEM155 gene, that produces a p.Q34X
change, generating a stopgain, and a c¢.755_757 non-frameshift deletion of three

nucleotides in exon 7 of ANKRD31 gene.

Discussion.
PERIOD3

In this kindred, the most likely causative mutation of the autosomal dominant
BPD is the one located in PERIOD3 gene (PER3), that codifies for PERIOD3 protein,
which plays part in the regulation of circadian rhythms. Those rhythms include sleep-
wake pattern, variations in blood pressure and body temperature and bowel
movements. It also determines variations in physical activity, cognitive processes or
feeding behavior. The resultant protein of PER: c.A347G mutation has a glutamic acid
replaced by glycine in position 116. Evidence supporting the importance of this
mutation is that this base is not only conserved between species but also in the rest of
PER proteins present in humans. Aligning the 3 PERIOD proteins according to Uniprot

(http://www.uniprot.org) we can observe the conservation of the base.

\

95 EFFQILSQNG--APQADVSMYSLEELATIASEHTSKNTDTFVAVFSFLSG 142 P56645 PER3_HUMAN
180 EYYQQWSLEEGEPCSMDMSTYTLEELEHITSEYTLONQDTFSVAVSFLTG 229 015534 PER1_HUMAN
153 EYYQLLMSSEGHPCGADVPSYTVEEMESVTSEHIVKNADMFAVAVSLVSG 202 015055 PER2_HUMAN

The circadian clock in mammals is located in the suprachiasmatic nucleus of
hypothalamus and it’s regulated by light. It regulates the secretion of some hormones,
such as melatonin or cortisol. In absence of light the internal clock keeps the described
patterns working in an autonomous way. It is based in a molecular level on interrelated
loops regulated by feed-back mechanisms. It starts with the synthesis of CLOCK (CLK)
and BMALL (or ARNTL) proteins. They penetrate in the nucleus forming a CLK-BMAL1



dimer. NPAS2 (neuronal PAS domain-containing protein 2) is a CLK analog and is able
to develop the same function. The dimers interact with the E-boxes of CRY
(Cryptochrome) and PERIOD 1, 2 and 3 genes. The new synthesized proteins go out to
cytoplasm and form CRY-PER2 dimers and CRY-PER1-PER3 trimers. Those dimers and
trimers go into the nucleus and inhibit CLK and BMAL1 transcription what, in turn,
inhibit CRY and PER transcription. The messenger RNA peaks of CLK and BMAL1 are 12
hours dephased in relation to CRY and PER peaks, what makes the complete cycle last
for 24 hours.

As an extra control mechanism, CLK-BMAL1 dimer activates transcription of
RORA and Rev-ErbA genes (retinoic acid-related orphan nuclear receptors). Those
molecules interact with their nuclear receptor situated in the promoter of BMAL1
gene, regulating its transcription, either activating (RORA) or inhibiting it (Rev-ErbA).
Finally, CLK-BMAL1 activates also DEC transcription, with an unclear function.
Phosphorilation processes through kinases (casein kinases, GSK3beta) determinate the
in-out movements of molecules from the nucleus and also its degradation in

proteasome.

Variations in PER3 gene have been related to sleep phase disorders, higher
sensibility to sleep deprivation, variability in autonomous nervous system activity and
other measures in relation with circadian rhythms.

Knockout mouse to this gene (Per3-/-) shows an alteration of phase in some
tissues and a different pattern of activity in relation with light-dark cycles compared to

the wild type.

One of the current theories of BPD physiopathology postulates that it’s caused
by an alteration in circadian rhythms. It’s been found relation between variations in
some genes involved in its regulation and mood disorders. So, PER3 gene has been
previously pointed as a candidate gene. However, evidence about its connection with

BPD was limited to non replicated studies.



USP29

The second putative gene in this study was USP29, were there is a frame-shift
mutation that changes the amino acid sequence from position 288.

USP29 gene codifies an ubiquitin carboxi-terminal hydrolase type 2 that
contains two protease domains for specific ubiquitin processing. Ubiquitin processes
are highly extended in different cells, marking useless molecules to allow them to be
degraded and removed by proteasome.

USP29 breaks the bonds between ubiquitin and p53 protein, stabilizing it and
inhibiting its degradation, starting the apoptosis process of the cell. USP29
transcription is promoted by JTV1-FBP association, activated by oxidative stress related

to, for example, dopamine metabolism.

TMEM155 and ANKRD31

TMEM155 and ANKRD31 are highly variable genes. If a deletion or any other
changes in these genes that produce a non-functional protein in heterozygosis could
cause an autosomic dominant BPD, then we would observe a very much higher
prevalence of this type of disorder in population. Also, these types of mutations (with
loss of function) very rarely produce disorders in heterozygosis. The same can be said
about the USP29 mutation, but in this case, USP29 gene is imprinted, and only paternal
copy is expressed. That could explain the development of the pathologic phenotype in

spite of being mutated in heterocygosity.

Even though we cannot discard the rest, the mutation in PERIOD3 seems to be

the most probable to be related to the autosomic dominant BPD in this family.

Conclusion.

Whole exome sequencing had proved itself a useful tool in discovering genes
related to diseases with mendelian heritability. However there is still little evidence of
its utility in complex diseases.

The existence of pedigrees with complex disorders like BPD with an apparent
mendelian heritability, and the discovery of a likely responsible gene through this

technique, supports the theory of common diseases-multiple uncommon variants.



That is, there is a part of the heritability of these diseases that can be explained by very
infrequent mutations of high penetrance that can be inherited or de novo.

The discovery of these familiar variants may have little diagnostic utility in the
short-term, but it is important for the development of pathway hypothesis, allowing
the development of biological models and facilitating the finding of potential

treatments.

The limitation of the possible causative mutations to two is an extraordinary result,
given the number of mutations present in the exome of any subject. Although the
functional pathway supports the mutation in PERIOD3 gene, this result, however,
should be confirmed by exploring new affected cases in this kindred or in other familial
cases of BPD.

The fact that one of the found mutations is located in PERIOD3 gene, being a
candidate gene to BPD in some studies, supports the theories that relate this disease

with an alteration in circadian rhythms.

As far as we know, this is the first time that whole exome sequencing in used in the
study of BPD, and one of the few carried out in psychiatric pathologies. Its results, if
replicated, can encourage us to think that we have reached the end of the empty-of-
results search that has been investigation in genetics of psychiatric diseases till now.
Nevertheless we don’t forget that this result, even stimulating, may not be replicated

for being an exceptional case.
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