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Digoxigenina.

Digoxigenina-11-desoxiuracilo-5"-trifosfato.

Acido DIG-3-0-metilcarbamil-e-aminocaproico-N-
hidroxisuccinimida éster.

Dimetilsulféxido

Mezcla equimolar de dexosinucleétidos 5' trifosfato (dATP, dCTP,
dGTPy dTTP).

Esteres de colesterol.

Acido etilendiaminotetraacético.

Factor de crecimiento epidérmico.

Fluorescein-11-desoxiadenoxina 5’-trifosfato.

Fluorescein-11-desoxiuracilo-5’-trifosfato.

Lipoproteinas de alta densidad.

Colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad.

Hipercolesterolemia familiar.

Hipercolesterolemia poligénica.

Lipoproteinas de densidad intermedia.

Kilobase.

Lecitin colesterol aciltransferasa.
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Colesterol transportado por las LDL.
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Lipasa hepitica.
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Revoluciones por minuto.

Receptor de LDL.
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Lipoproteinas de muy baja densidad.

Colesterol transportado por las lipoproteinas de muy baja densidad.
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INTRODUCCION

L1. HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILJIAR.

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enfermedad del metabolismo lipidico caracterizada
principalmente por la elevacion de los niveles de colesterol total (CT) en sangre, debido al incremento
del colesterol transportado por las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C), mientras que se mantienen
normales los niveles del colesterol transportado por lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-C) y de
triglicéridos (TG) y ligeramente reducidos los niveles de colesterol transportado por lipoproteinas de alta
densidad (HDL-C), (Kwiterovich et al., 1974). Este perfil bioquimico se corresponde con el fenotipo
ITA de la clasificacion de Beaumont ef al. (1970) de las dislipemias (ver Tabla 1) y aceptada por la
OMS (1970),.

Genéticamente, la HF se caracteriza por ser una enfermedad monogénica con un patrén de
transmision autosomico dominante. Esta enfermedad es causada por mutaciones en el gen del receptor
para lipoproteinas de baja densidad (gen RLDL), el cual se localiza en el brazo corto del cromosoma 19
(p13.2) y mide unas 45 Kb (Sidorf ef al., 1985). Este gen codifica para un receptor de membrana
plasmatica que reconoce a las apolipoproteinas ApoB-100 y ApoE, mediando la internalizacion a través
de vesiculas recubiertas de clatrina (Brown et al., 1976) de las particulas lipoproteicas que las presenten
en su superficie.

Diversos estudios epidemioldgicos realizados en diferentes poblaciones caucasianas han
indicado que la frecuencia de la forma heterozigética de HF oscila entre 1/300 y 1/500 y la de la forma
homozigdtica esta en tomo a 1/1.000.000 de habitantes (Havel ez al., 1980).

Tabla 1: Clasificacién de las dislipemias segtin Beaumont et al. (1970).

FENOTIPO CARACTERISTICAS
Tipo I * Quilomicrones Hipertrigliceridemia
Tipo Il A +LDL Hipercolesterolemia
Tipo I1 B 1LDL, 1 VLDL Epereelet e e
Tipo 1 L Hpereoltecionia
Tipo IV 1 VLDL Hipertrigliceridemia
Tipo V % Quilomicrones, { VLDL Hipertrigliceridemia

La deficiencia en la actividad del RLDL origina una disminucién del aclaramiento de las
VLDL, IDL y LDL mediado por este receptor, lo que conlleva:

- ¢l aumento de las LDL circulantes; las VLDL no aclaradas del torrente circulatorio son
transformadas en IDL y éstas, si no son retiradas de las circulacién sanguinea, en LDL.

- el aumento de la sintesis endogena de colesterol en las células, debido a la disminucién en la
captacion del colesterol exogeno y, por tanto, en el nivel de colesterol intracelular, junto con la
necesidad que de este producto presentan las células.
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- el aumento en la sintesis del RLDL, como consecuencia del menor aporte de colesterol a la
célula, pero este incremento normalmente no es suficiente para compensar la deficiente actividad de uno
de los genes RLDL.

Ademas, se originan otras respuestas tendentes a proporcionar colesterol a las células, como la
mhibicién de la esterificacion del colesterol y la activacion de la hidrélisis de los ésteres de colesterol.

La unién de todos estos procesos aumenta el colesterol circulante, en forma de LDL-C
principalmente, ya que las LDL no son retiradas con la eficacia necesaria y parte del colesterol
sintetizado por las células pasa a la circulacion, mediante las HDL, cuyo contenido en colesterol es
transferido a las LDL, ademas de acumularse el colesterol procedente de la dieta.

La elevacion del nivel de LDL tiene como consecuencia el desarrollo de xantomas, xantelasmas,
arco comeal y un alto riesgo de enfermedad coronaria prematura, debida al desarrollo de arteriosclerosis
coronaria (Kannel et al., 1979, 1986; Keys, 1980; Steinberg, 1987).

La arteriosclerosis es la manifestacion mas importante de la HF y la que incide de una forma
mas negativa en la calidad y esperanza de vida de los enfermos debido a los altos indices de mortalidad
y morbilidad que conlleva; de hecho, en las sociedades desarrolladas, la arteriosclerosis es la primera
causa de mortalidad y morbilidad. En los pacientes de HF, la arteriosclerosis tiene como
manifestaciones mas importantes la cardiopatia isquémica (que se presenta desde la infancia en los
homocigotos), angina de pecho e infarto agudo de miocardio, por el que fallecen la mayoria de los
homocigotos entre los 15 y los 30 afios y padecen la mayoria de los heterocigotos a partir de los 55
afios. Ademas, en muchos casos se presentan depositos de colesterol en la valvula aértica, que origina
estenosis aortica, lo que dificulta aun mas la funcién cardiaca de los pacientes. Es importante sefialar
que en los enfermos de HF hay una incidencia de enfermedad coronaria 25 veces mayor que en la
poblacion general (Sugre et al., 1981), presentando el 50 % de los varones heterocigotos cardiopatia
isquémica antes de los 50 afios; la aparicion esta adelantada 10 afios frente a las mujeres heterocigotas
(donde la incidencia es menor) y 20 afios frente a la poblacion general (Sugre et al., 1981), por lo que
los problemas coronarios son los causantes de la mayoria de los fallecimientos dentro de este grupo de
enfermos.
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1.2. RECEPTOR DE LDL.

1.2.1. Caracteristicas del Receptor.

El receptor de las LDL es una protema transmembrana de 839 aminoacidos (con Mr de 120.000
cuando no esta glicosilada y 160.000 cuando lo estd) cuya secuencia fue descrita, por primera vez, por
Yamamoto et al. (1984). La protema presenta los siguientes dominios (ver Fig. 1):

I- Dominio de unién al ligando o dominio rico en cisternas: Estd formado por los 322
aminoacidos del extremo amino terminal y contiene un alto porcentaje de cisternas. Este dominio esta
estructurado en 7 repeticiones de 40 aminoacidos de los cuales 6 son cisternas (Hobbs et al., 1990). El
plegamiento de la cadena de aminoacidos forma la estructura de union a ApoB y ApoE (Esser et al.,
1988). Esta region presenta numerosas cargas negativas, lo que permite su interaccion con las cargas
positivas que presentan ApoB y ApoE (procedentes de numerosas Arg y Lys) en la region de
reconocimiento y unién al receptor. Estas cargas son esenciales para que se produzca un reconocimiento
mutuo y la unién receptor-ApoB 6 ApoE
(Mahley, 1981; Weisgraber et al, 1988;

Myant, 1990a).

Esta region confiere una gran
estabilidad al RLDL debido al gran
nimero de puentes disulfiro lo que le Dominio de unidn al ligando
permite soportar los cambios de pH que se
producen durante su reciclado (Yamamoto

etal, 1984).

II- Dominio de homologia con el o )
precursor del factor de crecimiento Dorglnlr()ec(ilfrh(;)rrrél(;l%%%con
epidérmico (EGF): Esta formado por los p S
aproximadamente 400 aminodacidos

siguientes al dominio de unién; contiene 3

repeticiones de 40 aminoacidos ricas en

cisternas que presentan un alto grado de Dominio de
homologia con las repeticiones presentes en O-glicosilacion
el EGF y que no son homologas con las
existentes en el dominio de unién al ligando
(Soutar & Knigth, 1990; Hobbs et al,
1992); también contiene 5 repeticiones del
motivo Tyr-Trp-Thr-Asp cada 40-60
aminoacidos (Hobbs et al., 1992).

Dominio transmembrana

COOH Dominio citoplasmico

Fig. 1: Estructura del RLDL segin Yamamoto (1984).
El dominio de unién al ligando presenta una estructura
terciaria mas complicada debido a la presencia de
numerosos puentes disulfuro.

III- Region de O-glicosilacion:
Comprende los aminoacidos 700 a 747,
entre los cuales se localizan 18 residuos de
Ser y Thr, por lo que también se le
denomina "dominio rico en Ser-Thr" (Yamamoto etal, 1984).

IV- Dominio transmembrana: Esta formado por 22 aminoécidos hidréfobos que atraviesan la
membrana plasmatica.
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V- Dominio citoplasmatico: Consta de los 50 aminoacidos del extremo C-terminal y presenta
una sefial para la localizacién del receptor en invaginaciones recubiertas de clatrina y otra para la
localizacion en la superficie sinusoidal de los hepatocitos polarizados (Matter et al., 1992). Este
dominio presenta una conformacién de giro inverso que permite la unién a las adaptinas (Bansai &
Gierasch, 1991). Ademas, una Cys situada en el aminoacido 818 podria permitir la dimerizacion del
RLDL bajo ciertas circunstancias (van Driel ef al., 1987) y una Ser en el aminoacido 833 que podria
intervenir en la regulacion de la actividad del receptor mediante su fosforilacion (Kisimoto et al., 1987).

La region externa de la proteina presenta 5 sitios potenciales de N-glicosilacion (en los
aminoacidos 76, 135, 251, 494 y 636), si bien estudios cuantitativos muestran que solo existen 2 N-
glicosilaciones en el receptor, posiblemente porque los sitios de N-glicosilacion localizados en el
dominio rico en cisteinas se encuentran en el interior de la estructura tridimensional de esta region y, por
tanto, no son accesibles (Yamamoto et al., 1984).

El RLDL es una proteina bien conservada en las diferentes especies donde se ha estudiado
(humanos, conejos, vacas, hamster, ratas y ranas), presentando una homologia entre el 69 y el 86% en
los dominios de union al ligando, de homologia al EGF y citoplasmico y una homologia entre el 46 y el
62 % en el dominio transmembrana, si bien, la homologia es baja en el péptido sefial y en el dominio de
unién de O-glicanos (Goldstein et al., 1995).

L.2.2 Caracteristicas del Gen RLDL.

El gen que codifica el RLDL se localiza en 19p13.2, tiene un tamario de 45 Kb y esta formado
por un promotor, 18 exones y 17 intrones. El mRNA, de 5.3 Kb, es traducido en una proteina de 839
aminoacidos; a los cuales hay que afiadir 21 aminoacidos del péptido sefial que la proteina pierde
durante su procesado.

La region promotora esta formada por 144 pb, localizadas a unas 100 pb en direccion 5° del
inicio de la traduccion (Siidorf ef al., 1987, Smith ef al., 1990). Esta region permite la activacion o
inhibicién de la transcripcion del gen mediante la union de proteinas especificas de secuencia que
regulan la unién o la actividad del complejo de transcripcion. El promotor contiene una secuencia
TATA esencial para el inicio de la transcripcion (como las encontradas en otras regiones promotoras) y
tres repeticiones imperfectas similares a las regiones de unién del activador de la transcripcion
denominado Sp1. La repeticion 1 se encuentra separada 35 nucledtidos de las repeticiones 2 y 3, que son
consecutivas (ver Fig. 2.A)

Las repeticiones 1 y 3 son zonas de unién del activador de la transcripcion Spl, mientras que la
repeticion 2 contiene una secuencia de respuesta a los esteroles (Dawson et al., 1988), denominada
SRE-1 que consta de 8 bp, que también se ha encontrado en la region promotora de los genes HMG-
CoA sintetasa y reductasa. En estos genes la secuencia SRE-1 induce la activacion de la transcripcion
del gen' en ausencia de esteroles y la represion de la transcripcion cuando éstos estan presentes. La
regulacion de la transcripcion se realiza mediante la proteina SREBP-1 (Yokoyama et al., 1993), la
union de esta proteina a la secuencia SRE-1 aumenta la transcripcion de este gen; la accion de esta
proteina se ve inhibida por la presencia de esteroles. Por otro lado, hay que sefialar que las repeticiones
1 y 3 son esenciales para la transcripcion del gen, mientras que la repeticion 2 es esencial para la
regulacion mediante esteroles (mutaciones en la repeticion 2 provocan la perdjda de la actmdad
supresora de los esteroles, Soutar & Knigth, 1990).
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Los exones que forman el gen se agrupan, segun la region de la proteina que codifican, de la
siguiente forma (ver Fig. 2.B):

Exon 1. Péptido sefial.

Exones 2 a 6: Region de union al ligando.

Exones 7 a 14: Dominio de homologia con el precursor del EGF.

Exo6n 15. Dominio de O-glicosilacion.

Exo6n 16y parte del exén 17: Dominio transmembrana.

Exén 17 y exon 18 (region traducida): Dominio citopldsmico.

La region no traducida del exon 18 (nucledtidos 2581 a 5103) presenta tres secuencias tipo Alu
entre los nucledtidos 3704 y 4465, cuya estructura y tamafio se pueden observar en la Fig. 2.C. Estas
secuencias A/u podrian ser eliminadas de algunos mRNA, ya que presentan secuencias similares a las
secuencias consenso para el procesado de intrones, el posible sitio 5’ de procesado se situa en 3538 y el

37 en 4650 (Yamamoto et al., 1984), pero este no parece ser el caso ya que no se han encontrado
mRNAs de menor tamafio en los diferentes tejidos estudiados.

IMONDK: Sp-1 SREBP-1 Inicio de la Inicio de la
transcripcion traduccién

REPETICION:

TATA

EXONES IlilTi/‘ 7“ 71. /\ 8
REGION QUE péptido unién de homologia T T citoplasmatica
CODIFICA *fal al al precursor  O-glicosilaclén
ligando EGH transmembrana
C 130 160

[O-rica en A-3’

131 155 115 134 148
1- AACA4CA8—r hnca en A-3’

4465-

Fig. 2: Estructura del gen RLDL. A. Estructura de la region promotora; B. Estructura del
gen y regiones de la proteina que codifican los diferentes exones; C. En la parte superior se
encuentra la estructura de las secuencia Alu consenso y en la parte inferior estan las secuencias Alu
localizadas en la region no traducida del exon 18.
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1.2.3. Traduccién y Procesado del RLDL.

La traduccion y procesado del receptor de LDL son los normales de un receptor de la membrana
plasmatica ya que se realizan segun los siguientes pasos (ver Fig. 3.A.):

- Se traduce en el reticulo endoplasmico en forma de un precursor (Tolleshaug er al., 1982) que
pierde el péptido sefial durante este proceso. Al precursor se le afiaden cadenas de N-glicanos (ricas en
manosa) y el nicleo de los O-glicanos. En esta fase el precursor presenta una Mr de 120.000.

- Es transportado al sistema de Golgi, donde se completa la glicosilacién durante su transporte
entre las diferentes cisternas. La proteina migra, entonces con Mr 160.000; este gran retraso en la
movilidad se debe a cambios conformacionales provocados por las glicosilaciones, ya que el incremento
en masa por los azucares no es suficiente para explicarlo (Cummings et al., 1983).

- Es transportada a la membrana plasmatica.

1.2.4. Internalizacién y Reciclado.

Una vez los RLDLs son transportados a la membrana plasmatica, capturan las LDL y se
concentran en las invaginaciones revestidas de clatrina. En poco tiempo las invaginaciones se
transforman en vesiculas endociticas revestidas de clatrina, cubierta que pierden rapidamente (ver Fig.
3.A).

Las vesiculas endociticas migran hasta los endosomas primarios y se funden con ellos. El pH
ligeramente acido del endosoma hace que los RLDLs liberen las particulas que habian unido en la
superficie celular. El receptor libre es vehiculizado hasta la membrana plasmatica mediante vesiculas,
cuya cubierta inicial se cree que es de clatrina, mientras que las lipoproteinas son dirigidas hacia los
lisosomas (Brown & Goldstein, 1976). Estos procesos se pueden ver esquematizados en la Fig. 3.A.

L.2.5. Actividad del RLDL y Regulacién del Colesterol en la Célula.

La internalizacion de las LDL se puede regular mediante diferentes sistemas que afectan a la
actividad del receptor y a la sintesis del mismo, principalmente a nivel de la transcripcion de su mRNA.

La actividad del receptor puede estar modulada por la presencia o ausencia de LDL en el medio.
Se ha propuesto que los RLDLs pueden asociarse entre si formando dimeros en ausencia de LDL, lo que
originaria un aumento en la afinidad por las LDL (van Driel ef al., 1987; Gavigan et al.,, 1988), la
presencia de estas particulas inhibiria la union de los receptores entre si. Por otro lado, existe una serina
en la posicion 883 (dominio citosélico) que puede ser fosforilada, si bien la relacion entre fosforilacion y
la actividad del receptor no esta clara (Kisimoto ef al., 1987). :

La carencia de colesterol induce la sintesis d¢e mRNA del RLDL y la activacion de la sintesis de
colesterol, activando la hidroximetil-glutaril-CoA reductasa y la sintetasa (HMG-CoA-R y HMG-CoA-
S, respectivamente) (ver Fig. 3.B), mientras que el exceso de colesterol supone la inhibicion de la
sintesis del RLDL y del colesterol, a la vez que se activa la esterificacion del colesterol libre (activando
la Acil-CoA Colesterol Transferasa, ACAT) (ver Fig. 3.C.).

La sintesis de mRNA del RLDL esta regulada, en células cultivadas, por los niveles de LDL-C
y de colesterol libre, siendo los inhibidores mas potentes los oxisteroles, que pueden ser realmente los
agentes activos en la célula en lugar de ser el propio colesterol (Soutar & Knigth, 1990). A nivel
molecular, la regulacién de la transcripcién del gen RLDL pueden verse en el Apartado 1.2.2. (Pag. 8).
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RLDL LDL

LDL A
& RECICLAD(S:’I; \ o

A P rocesado

Endosoma
Primario
Endosoma
Traduccion Secundario
Lisosoma
Transcripcion o o
Aporte de
Nicleo Colesterol
B DISMINUCION DEL COLESTEROL INTRACELULAR
Inhibicién ACAT Inhibicion de ia
esterificacion
Activacién HMG CoA REDUCTASA de colesterol
HMG CoA SINTETASA Aumento de la sintesis
de
Transcripcién colesterol
HMG CoA REDUCTASA
, HMG CoA SINTETASA Aumento de la captacion
Niicleo de
RLDL LDLs
C AUMENTO DEL COLESTEROL INTRACELULAR
Activaciéon ACAT Aumento de la esterificacion

de colesterol
HMG CoA REDUCTASA
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HMG CoA SINTETASA s ‘. . .
Disminucion de la sintesis
de
Transcripcién colesterol
HMG CoA REDUCTASA
, HMG CoA SINTETASA Disminuciéon de la captaciéon
Niucleo de
RLDL LDLs

Fig. 3; Esquema de la sintesis del RLDL, la endocitosis de LDL mediada por el RLDL y
actividad reguladora del colesterol. A. Sintesis del RLDL, endocitosis de LDL mediada por el
RLDL vy el reciclado del mismo; B. Regulacion del nivel de colesterol intracelular originada por la
falta de colesterol intracelular; C. Regulacion del nivel de colesterol intracelular originada por el
exceso de colesterol intracelular. EC: ésteres de colesterol; ACAT: Acil-CoA Colesterol Transferasa;
HMG-CoA R: hidroximetilglutaril-CoA Reductasa; HMG-CoA S: hidroximetilglutaril-CoA
Sintetasa; VER: Vesicula endocitica recubierta de clatrina; VE: Vesicula endocitica; SG: Sistema de
Golgi; RE: Reticulo endoplasmico.

11



INTRODUCCION

La captacion de las LDL, mediante el RLDL, es especialmente importante en el higado, ya que
es el organo responsable del aclaramiento de la mayoria de las LDL de la circulacién (hasta un 80%).
El higado utiliza el colesterol para la formacion de acidos biliares y lipoproteinas (Myant, 1990b). En
este 6rgano se ha observado que la variacién en la sintesis del receptor es muy pequefia, manteniéndose
casi constante aun en presencia de exceso de LDL y colesterol. La escasa variacion en la sintesis del
RLDL es debida al efecto amortiguador que proporcionan la gran variacion en la sintesis de colesterol y
la rapida regulacion de la esterificacion del colesterol en este 6rgano, esto supone que la concentracion
de colesterol intracelular es practicamente constante, por lo que la sintesis del RLDL no se altera (la
sintesis de colesterol puede sufrir variaciones de hasta 10 veces, siendo constante la del receptor).

Se sabe que varias hormonas y efectores influyen en la incorporacion de las LDL y en la
sintesis del RLDL (Myant, 1990b), algunos ejemplos podrian ser:

- La disminucién de hormonas tiroideas y agentes que provoquen este efecto, disminuyen la
produccion del receptor. A

- Las hormonas esteroideas y agentes que aumenten su produccion, insulina, bloqueantes de los
canales de calcio, antagonistas de la calmodulina, ésteres de formol, cicloeximida, etc. incrementan la
sintesis del mMRNA y, en consecuencia, el nivel de RLDL.

1.2.6. Mutaciones en el Gen RLDL Causantes de HF.

Las mutaciones presentes en el gen RLDL se pueden clasificar segin los criterios generales de
tamaiio, cambio en la secuencia, efecto en la traduccion, etc., si bien las mutaciones que originan HF se
han clasificado tradicionalmente segun un criterio funcional (ver Fig. 4), por el que se proponen (Hobbs
et al., 1990) los cinco tipos siguientes:

- Tipo I o alelos nulos: no se produce proteina inmunoprecipitable por diferentes causas (no
existe transcripcion del gen, no se inicia la traduccion, presencia de codones de parada en los
primeros codones, etc.).

- Tipo II o mutaciones de transporte: los receptores son deficientes en el transporte intracelular,
bloqueado en el reticulo endoplasmico (Tipo ITA) 6 en el sistema de Golgi (Tipo IIB).

- Tipo IIl o mutaciones de unién del ligando: los receptores llegan hasta la membrana
plasmatica de forma normal, pero son deficientes en la union de las LDL.

- Tipo IV o mutaciones de internalizacion: los receptores son transportados hasta la membrana
plasmatica, unen normalmente las LDL pero no se agrupan en las invaginaciones revestidas de
clatrina y, por tanto, no se internalizan.

- Tipo V_o mutaciones de reciclado: producen receptores normales para todos los pasos
anteriores pero no liberan las LDL de forma normal en los endosomas y, por lo tanto, no son
reciclados correctamente a la superficie celular.

La determinacién del tipo de receptor que ocasiona cada mutacién se debe estudiar mediante el
analisis del receptor in vivo, si bien, en algunas ocasiones se puede proponer el tipo al que pertenecen
mediante la caracterizacion de la mutacién a nivel de DNA.
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Eigi- 4: Clasificacion de las mutaciones seguin el efecto de éstas sobre la sintesis,
procesado, capacidad de unién al ligando, internalizacion y reciclado del receptor. IR:
Invaginacion recubierta; RE: Reticulo endopldasmico; SG: Sistema de Golgi; VR: Vesicula
recubierta.
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1.3. OTRAS HIPERCOLESTEROLEMIAS CON FENOTIPO IIA.
1.3.1. Defecto Familiar de Apolipoproteina B-100.

El defecto familiar de ApoB-100 (FDB) es una enfermedad que tiene, esencialmente, las mismas
caracteristicas clinicas y bioquimicas que. la HF, ya que origina un incremento del CT y LDL-C en
sangre y tiene como manifestaciones clinicas la aparicién de depdsitos xantomatosos en tendones y piel,
arco comeal, arteriosclerosis precoz que provoca la aparicion de cardiopatia isquémica precoz, al igual
que la HF. Pero la FDB, a diferencia de la HF, es causada por la mutacién ApoBsse (R3500E, segun la
nomenclatura recomendada por Beaudet & Tsui, 1993) en el gen que codifica ApoB (Soria et al.,
1989). ' :

ApoB-100 tiene una masa de aproximadamente 550.000 Da, de la que un 10% se debe a
carbohidratos y estd compuesta por 4536 aminoacidos (en su forma madura). Esta codificada por un
gen (ApoB) que se localiza en 2p24 del cromosoma 2, formado por 29 exones repartidos en 43 Kb, y
origina un mRNA de 14.5 Kb (Chen, er al, 1986; Blackhart et al., 1986). ApoB-100 no es muy
conocida estructuralmente debido a su gran tamafio si bien se conocen varias de sus funciones, entre las
que sobresalen:

- Papel importante en la sintesis, ensamblaje y secrecion de las lipoprotéinas ricas en TG de
sintesis hepatica.

- Componente estructural de las VLDL, IDL y LDL.
- Unién al RLDL, imprescindible para la degradacion de las VLDL, IDL y LDL por las células.

- Union a heparina y proteoglicanos de la pared arterial implicados en la formacion de la placa
de ateroma.

La mutacion ApoBsse, responsable de FDB, se localiza en una region implicada en el
reconocimiento entre el RLDL y ApoB-100. La alteracion ocasionada en esta region supone la
disminucion de la afinidad entre ambas proteinas, por lo que las VLDL, IDL y LDL son aclaradas con
menos eficacia de 1o normal y, como consecuencia, se acumulan las LDL en sangre .

Como ya se ha comentado, los sintomas de lIa FDB son idénticos a los de la HF (Schuster et al.,
1990; Myant et al, 1991), por lo que su diagnostico preciso debe realizarse a nivel de proteina,
mediante anticuerpos monoclonales para identificar la proteina mutada (Weisgraber et al., 1988), o
analizar la union de las VLDL y LDL a receptores normales; también puede hacerse a nivel genético,
detectando la presencia o ausencia de la mutacion ApoBssp, si bien no se puede descartar la existencia
de otras mutaciones en este gen que tengan el mismo efecto, ya que se han detectado individuos con
niveles de aclaramiento de VLDL y LDL bajos que no presentan la mutacion ApoBsse y poseen un
RLDL normal (Vega & Grundig, 1992); asi, recientemente, se han descrito dos mutaciones, ApoBss3;
(Pullinger et al., 1995) y ApoBiss (Nissen et al., 1995), localizadas en la misma regién de la secuencia
de ApoB y que tienen los mismos efectos que ApoB;se, pero presentan una frecuencia mucho menor
(Pullinger et al., 1995; Nissen et al., 1995).
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1.3.2. Hipercolesterolemia Poligénica.

La hipercolesterolemia poligénica (HP) es la forma mas frecuente de las hiperlipidemias
primarias con fenotipo IIA ya que supone el 80% de las mismas. Dentro de este grupo se debe incluir a
los individuos con LDL colesterol superior al percentil 95 correspondiente a su edad y sexo pero en los
que no se pueda demostrar una herencia monogénica (Bierman & Glomset, 1985).

Sus mecanismos patogénicos no son bien conocidos. Parece probable que exista una
heterogeneidad de las LDL que altere su reconocimiento y unién al receptor, lo que dificultaria su
aclaramiento plasmatico y daria lugar a su concentracion en sangre. En estos sujetos se ha demostrado
que los receptores de LDL son normales (Brown et al., 1981).

La HP se manifiesta a partir de los 20 afios de edad siendo infrecuente la aparicion de xantomas
tendinosos y de arco comeal. Solo un 10% de los familiares de primer grado presentan
hipercolesterolemia a diferencia de lo que ocurre con las formas monogénicas. En todo caso, el riesgo de
cardiopatia isquémica precoz es también elevado.

En resumen, se trata de un proceso heterogéneo poco conocido que incluye a individuos con una
gran variabilidad en la concentracion plasmatica de colesterol ante las modificaciones dietéticas y de
otros factores exogenos (Carmena, 1990).
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1.4. DIAGNOSTICO CLINICO-BIOQUIMICO DE LA HF.

El diagnostico de la HF se basa esencialmente en la aparicion de niveles elevados de CT y
LDL-C, permaneciendo normales los de TG y VLDL-C y ligeramente reducidos los de HDL-C. Se
considera niveles elevados de CT y LDL-C aquellos que superan el percentil 95 de la poblacion. En la
poblacion estudiada se han utilizado niveles basales de CT de 275 mg/d! para mujeres y 285 mg/dl para
hombres y niveles de LDL-C de 189 mg/dl para mujeres y 193 mg/dl para hombres como valores
minimos indicativos de enfermedad en adultos; en nifios y adolescentes se aplicaron los niveles
corregidos para edad y sexo segun el estudio DRECE (Gutiérrez et al., 1993).

Los sintomas clinicos, como aparicién de arco comeal, xantomas, xantelasmas y cardiopatia
isquémica, ayudan al diagnostico de la enfermedad, siempre que exista una comprobacion analitica de la
alteracion lipidica. '

Por otro lado, el diagnéstico se debe realizar descartando otras alteraciones como causa de los
sintomas de la enfermedad. Asi, se deben excluir (por historia familiar y por datos analiticos) como
causa de la hipercolesterolemia tipo IIA otras hiperlipidemias, diabetes mellitus, hipotiroidismo,
sindrome nefritico, colestasis, la toma de determinados medicamentos, etc. Ademas, deben existir
antecedentes familiares de hipercolesterolemia (aproximadamente el 50 % de los familiares
consanguineos debe presentar sintomas y, al menos, un progenitor con hipercolesterolemia) vy,
principalmente, la existencia de nifios con fenotipo IIA en la familia confirma fuertemente el
diagnostico.

Una vez se ha diagnosticado un caso de HF, y basandonos en el concepto de “probabilidad a
priori” de padecer una enfermedad, no podemos definir de igual forma un sujeto afecto, atendiendo a
sus niveles de CT o de LDL colesterol, si procede de la poblacion general o de una familia con un caso
indice detectado (en poblacion general, la probabilidad de ser un heterocigoto es aproximadamente de
0,2%, mientras que siendo familiar de primer grado de un caso indice, esta probabilidad asciende a un
50%). De aqui se deduce que se deben establecer unos criterios rigidos para definir un caso indice, ya
que al estudiar a sus familiares, las probabilidades de acierto diagnéstico basadas solo en criterios
bioquimicos seran mas elevadas si el diagnostico inicial es correcto, incluso bajando los limites de CT y
LDL-C utilizados en el diagnostico (Williams ef al., 1995; Tesis Doctoral de J. Real).

1.4.1. Limitaciones Clinicas.

Los parametros clinicos caracteristicos de la HF, tales como la presencia de arco en menores de
40 afios de edad o de xantomas, no son patognomoénicos de la enfermedad. Aunque la aparicién de los
mismos es muy sugestiva, su frecuencia segun diferentes estudios es muy variable, pudiendo llegar al
70% en mayores de 20 afios y sdlo al 10% en nifios (Kwiterowich ef al., 1974). El 50% de los sujetos
que presentan xantelasmas tienen niveles normales de CT por lo que tampoco éste es un dato definitivo
(Carmena, 1990).

Las manifestaciones de cardiopatia isquémica precoz no son exclusivas de la enfermedad,
puesto que se dan también en otras dislipemias primarias e, incluso, en pacientes sin dislipemias pero
con otros factores de riesgo cardiovascular.
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1.4.2. Limitaciones Bioquimicas

Los valores de CT o de LDL-C deben definir una hiperlipidemia IIA, estos valores se toman de
forma arbitraria teniendo en cuenta el grado de riesgo coronario. Si consideramos el nivel de colesterol
como cualquier parametro bioldgico, se consideran cifras anormalmente altas aquellas que sobrepasan
un limite de referencia dado por el valor medio de la distribucion en poblacion general mas dos
desviaciones estandar o bien el percentil 95 de la distribucion en dicha poblacion (Heiss et al., 1980).

El limite superior de CT para la normalidad oscilaria, en poblaciones occidentales, entre 180-
220 mg/dl para adolescentes y 260-300 mg/dl para adultos de ambos sexos, con lo que solo un 5% de la
poblacion seria hipercolesterolémica.

Los datos bioquimicos junto con la historia familiar establecen, dentro del grupo de las
hiperlipidemias familiares IIA, si se trata de una HP 6 de una HF. Por otro lado, la hipercolesterolemia
combinada es mas facil de clasificar por el fenotipo cambiante del sujeto afecto (IIA, IIB o IV) y por la
presencia de familiares de primer grado afectos con diferentes fenotipos.

Para diagnosticar un caso aislado de hipercolesterolemia familiar heterozigota nos basaremos en
la presencia de niveles elevados de CT y LDL-C. La media de los niveles de colesterol en estos sujetos
es de 360 mg/dl con un rango entre 250 mg/dl y 550 mg/dl (Stone et al., 1974), lo que indica la gran
variabilidad en cuanto a los niveles lipidicos de los pacientes afectos. Esta variabilidad dificulta y
confiere cierta inseguridad al diagnéstico clinico-bioquimico.

La distribucién de los niveles de CT y de LDL-C es continua, tanto en poblacién sana como en
pacientes definidos como heterocigotos. Esto hace que exista un grado de solapamiento entre las dos
distribuciones, por lo que en este punto no podremos saber si se trata de un heterocigoto o de un sujeto
hipercolesterolémico por otras causas. Incluso el grado de solapamiento entre afectos por HF y HP es
atun mayor, lo que dificulta su diagnéstico diferencial. Por lo que resulta dificil realizar un diagnéstico
seguro de la patologia en cada enfermo.

Si calculamos desde el punto de vista tedrico, atendiendo a las distribuciones de los niveles de
LDL colesterol, un valor que dé una mayor rentabilidad diagnostica, como por ejemplo utilizando el
percentil 90 de CT y LDL-C como valor minimo indicativo de la enfermedad, el 10% de los afectos
queda por debajo (falsos negativos), mientras que el 7% de los sanos queda por encima de este valor
(falsos positivos). Si lo calculamos para el CT, que es la medida habitual de despistaje, nos
encontraremos que seran mal clasificados un 27% de los individuos estudiados (Kwiterowich et al.,
1993). Por lo tanto, siempre se debe ser consciente de que basandonos sélo en un nivel elevado de CT o
de LDL-C es imposible un diagnéstico de certeza (Koivisto ef al., 1992; Williams et al., 1993, 1995).

Un problema adicional lo suponen los nifios y adultos jovenes heterocigotos (menores de 18
afios) puesto que la expresion fenotipica de la enfermedad es incompleta. Sélo un 10% de los pacientes
en este grupo de edad tienen xantomas tendinosos y ninguno de ellos presenta sintomatologia de
cardiopatia isquémica. En teoria, 1a HF es una enfermedad que se debe expresar desde el nacimiento y,
por lo que, los recién nacidos heterocigotos deben tener niveles superiores al percentil 95 de CT y de
LDL colesterol. Si se miden en cordén umbilical los niveles de LDL-C nos encontraremos que el 20%
de los afectos no superan el percentil 95 y, por ello, no seran diagnosticados (Kiterowich et al., 1973);
ademas, existe una zona de solapamiento entre la poblacion infantil sana y la poblacion de
heterocigotos, lo que originara que algunos de los pacientes sean mal clasificados (Kiterowich et al.,
1974). Por otro lado, la expresividad clinico-bioquimica cambia en la adolescencia, siendo bien
conocido que los valores lipidicos descienden durante este periodo de vida, lo que puede llevar a falsos
negativos en el diagnostico (Streja et al., 1978).

17



INTRODUCCION

Si tomamos como valor diagndstico el percentil 95 para LDL-C, el 5% de los nifios en la
poblacion general estarian afectos. Como la frecuencia de la hipercolesterolemia familiar heterozigota es
de 1/500, solo 1 de cada 25 nifios con LDL-C elevado serai un heterocigoto, en los otros 24, esta
elevacion se debera a factores exdgenos o a otras patologias geméticas (Kwiterowich et al., 1986).

Siempre hay que tener en cuenta que la diferenciacion «entre HF y DFB no es posible, como ya
se ha comentado en el Apartado .3.1, por lo que se puede supconer que siempre se comete un porcentaje
de errores en el diagnostico de las hipercolesterolemias tipm IIA, al incluirse como HF las DFB.
Ademas, se desconoce la frecuencia de la DFB en la poblacion eespafiola

Por lo mencionado anteriormente, podemos afirmar ques el diagndstico de sujetos con HF basado
en criterios clinico-bioquimicos es dificil, sobre todo en aduwltos jovenes, nifios y afectos de otras
hipercolesterolemias, dada la elevada cantidad de falsos positivcos, negativos y casos dudosos que se han
encontrado. La posibilidad de realizar un diagnéstico correctto aumenta si el estudio se hace en un
contexto familiar y con criterios bioquimicos estrictos (Williamns ef al., 1995); sin embargo, insisto, es
imposible distinguir 1a DFB de la HF puesto que presentan igual fenotipo.

1.4.3. Tratamiento.

Los problemas (principalmente cardiopatia isquémica): originados por los altos niveles de CT y
LDL-C, se pueden presentar desde edades tempranas. Por lo qque se debe instaurar, lo antes posible, el
tratamiento adecuado para disminuir su riesgo de aparicion.

El objetivo terapéutico es conseguir que los pacienttes mantengan unos niveles de LDL-C
menores de 130-160 mg/dl en la prevencién primaria y de 100 mg/dl en la prevencién secundaria
(lllingworth, 1993). El tratamiento de HF, al igual que en otras hxpercolesterolenuas con fenotlpo ITA,
se basa en:

- Tratamiento dietético. Principalmente requiere la dissminucion de la ingesta de colesterol, la
sustitucion de acidos grasos saturados por monoinsaturados o) polinsaturados, consumo de las calonas
necesarias para el mantenimiento de un peso correcto, etc.

- Control de otros factores de riesgo no lipidicos. Se dleben detectar, informar 'y controlar otros
factores de riesgo cardiovascular en estos pacientes. Por ejemmplo, se deben controlar otras patologias
como la diabetes mellitus, la hipertensién, etc.; se debe promower el abandono de habitos que aumentan
el riesgo de padecer enfermedades coronarias (tabaqulsmo sedentarismo, etc.) 'y favorecer habitos

saludables.

- Tratamiento farmacolégico. Principalmente se utillizan resinas de intercambio aniénico e
inhibidores de la HMG-CoA R. :

- Otros procedimientos. Los principales procedimienttos son la aféresis de LDL, transplante
hepatico y terapia génica (en fase de experimentacion en esitos pacientes), que se utilizan en casos
extremos, quedando reservada su aplicacion casi exclusivamentte a los homocigotos.
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. L5. DIAGNOSTICO GENETICO.

El analisis del DNA puede ser utilizado como una via para la confirmacion/exclusion de
numerosas enfermedades de origen genético. Para realizar el diagnostico genético de una enfermedad se
utilizan dos aproximaciones diferentes: 1- Diagnostico genético indirecto, que se basa en el seguimiento
de haplotipos o de marcadores genéticos polimorficos del gen responsable de la enfermedad que indican
la presencia o la ausencia del alelo patolégico, 2- Diagnéstico directo, basado en la deteccion de la
mutacion responsable de la enfermedad en un individuo.

En la HF se ha utilizado el diagnéstico indirecto (Humphries et al., 1985; Taylor et al., 1988;
etc.) y el directo (Tolleshaugh ef al., 1982; 1983; Goldstein ef al., 1995) en diferentes poblaciones,
debido a que existen numerosos problemas en el diagnéstico de HF mediante caracteristicas clinicas y
bioquimicas en individuos HF heterozigéticos, como ya se ha comentado en el Apartado anterior. Un
diagnédstico basado exclusivamente en parametros clinicos-bioquimicos puede provocar que cierto
porcentaje de individuos sean mal clasificados o permanezcan como individuos de "diagnéstico clinico
dudoso”.

Dado que la HF en heterocigosis es una enfermedad con elevado riesgo de cardiopatia
isquémica y existe un tratamiento eficaz para reducirlo, es necesario desarrollar nuevos criterios o
métodos para conseguir un diagnostico precoz, seguro y, a poder ser, presintomatico. Esta posibilidad la
ofrece actualmente el diagndstico genético, ya sea indirecto o directo.

L.5.1. Diagnéstico Genético Indirecto.

El diagnostico genético indirecto se basa en el estudio de la segregacion, en una familia, de
diferentes polimorfismos ubicados en las proximidades o en el locus del gen responsable de la
enfermedad (interesa que los polimorfismos no estén alejados del gen, dado que con la distancia
aumenta el porcentaje de recombinacién y, por tanto, la posibilidad de cometer un error en el estudio de
la segregacion de la enfermedad aumenta). Si se utilizan diferentes porlimorfismos localizados en el gen
a estudiar, la fraccion de recombinacién (6) tiende a 0 (Cooper & Krawczack, 1993) y, posiblemente,
una recombinacién en el gen se podria detectar si los polimorfismos estan distribuidos a lo largo del
mismo. Mediante el estudio de la segregacion de estos polimorfismos en una familia se pueden construir
los haplotipos de los diferentes miembros de la misma para los polimorfismos estudiados y se puede
relacionar la presencia de un determinado haplotipo con la presencia de la enfermedad (cosegregacion).

En el diagnostico genético indirecto o familiar son utiles aquellos polimorfismos que presentan
una mayor informatividad (representada, generalmente, como indice de heterozigosidad y valor PIC)
(Botstein et al., 1980), es decir, aquellos polimorfismos con los cuales se puede hacer un seguimiento
del gen en el mayor numero de casos posible; este valor viene determinado por la frecuencia de los
alelos del polimorfismo. En un polimorfismo con dos alelos la maxima informacién se obtendra cuando
la frecuencia de cada uno sea 0.5.

Para calcular la mformatividad de un polimorfismo se utilizan normalmente:

- El indice de heterocigosidad, que representa la probabilidad de que un individuo cogido al azar
sea heterocigoto para el polimorfismo y, por tanto, potencialmente informativo.

- El valor PIC, que representa la probabilidad de que conociendo el genotipo de los padres y de
la descendencia se pueda deducir cual de los dos alelos ha recibido la descendencia del progenitor
afecto.
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Cuando se estudian varios polimorfismos, un factor a tener en cuenta es el desequilibrio de
ligamiento que existe entre ellos. En nuestro caso, hemos utilizado A como medida del desequilibrio de
ligamiento (Chakravarti et al/, 1984), ya que es el mas utilizado en la bibliografia sobre HF; A se
podria definir como la medida de la asociacién existente entre los diferentes polimorfismos, diciéndose
que dos polimorfismos se encuentran en desequilibrio de ligamiento cuando la asociaciéon que existe
entre ellos es mayor que la debida al azar. De ésto se deduce el interés de que los polimorfismos no
estén en desequilibrio de ligamiento, ya que, por ejemplo, conforme aumenta el valor de A (en términos
absolutos) para dos polimorfismos, la informacion obtenida mediante el estudio de ambos disminuye,
consiguiéndose al final practicamente la misma informacion cuando se estudian los dos polimorfismos
que cuando se estudia el mas informativo de ellos.

Estudiando los haplotipos construidos mediante varios polimorfismos podemos calcular el PIC
acumulado; éste valor nos indica la probabilidad de conocer la procedencia de los alelos en la
descendencia, al menos por un polimorfismo y, por tanto, nos indica la probabilidad de realizar un
diagnostico utilizando esos polimorfismos. Si este calculo se realiza de tal forma que se aumenta de uno
en uno el nimero de polimorfismos y se toman las combinaciones mas informativas para cada nimero
de polimorfismos, obtendremos asi el orden de méxima informatividad o el orden tedrico en el que se
deben utilizar los polimorfismos para obtener el maximo grado de diagnostico utilizando el menor
nimero posible de polimorfismos (inicialmente se toma el polimorfismo que presenta un mayor PIC,
luego se le afiade el polimorfismo que, junto con el anterior, presente un mayor PIC acumulado;
posteriormente se seleccionaria el polimorfismo que presenta el mayor PIC acumulado, junto con los
polimorfismos anteriormente seleccionados; este proceso se realizaria hasta completar la lista de
polimorfismos o hasta que el valor PIC acumulado no aumentase).

Afortunadamente, se han descrito un gran numero de polimorfismos, la mayoria son RFLPs, a
lo largo del gen del RLDL, algunos se pueden observar en la Fig. 5. (Leitersdorfer al., 1989; Berkman
et al., 1992), lo que permite la realizacion del diagnodstico familiar de esta enfermedad con relativa
facilidad.

EXONES
C 8 10 12 14 17
L 71?2/11/13/jg 16/
Taqlj Ncol
Bsml Sfam Sphl Psil
Bglll ApalLl
Spel Apalj\ PvuW
ENZIMAS
i Fig. 5: Estructura del gen RLDL y localizaciéon de algunos de los polimorfismos de

restriccion descritos en el gen del RLDL.

Hasta donde nosotros sabemos, no se habian estudiado las caracteristicas de los polimorfismos
del gen RLDL en poblacion espaiiola. El estudio en cada poblacion o en grupos de poblaciones
diferenciadas se debe realizar si se quiere obtener el diagnostico de la forma mas sencilla posible; ésto
tiene su origen en la variacion de la frecuencia y el valor A que se puede presentar entre poblaciones
(Cooper & Clayton, 1988; Miserez et al., 1993, 1994a). Ya que los marcadores utilizados en nuestro
trabajo son intragénicos y se extienden a lo largo de todo el gen, o estin muy proximos al mismo, la
frecuencia de recombinacion entre los marcadores y la mutacion responsable de la enfermedad es tan
baja que se puede despreciar, sobre todo si escogemos los polimorfismos adecuadamente.
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Este estudio genético ofrece la posibilidad de realizar un diagnostico seguro en las familias que
presentan casos dudosos. El diagnostico genético indirecto requiere, para ser fiable, que las familias
sean grandes y no exista recombinacion meiética. Al basarse en la cosegregacion de un haplotipo con el
fenotipo HF permite, cuando es posible realizarlo, la confirmacion del diagnostico clinico y clasificar un
individuo dudoso como portador o no del alelo mutado.

Por otro lado, 1a gran heterogeneidad de las mutaciones responsables de HF en poblaciones
abiertas (Hobbs et al., 1990, 1992; Goldstein et al., 1995), como la espaiiola, hace que sea muy
recomendable la utilizacion del diagnéstico indirecto, debido a la gran cantidad de trabajo que se precisa
para detectar la mutacion responsable de la enfermedad en una familia dada, principalmente sin un
estudio previo de las mutaciones mas prevalentes en la poblacion objeto del estudio, y a la posibilidad de
no localizar la mutacién causante de la enfermedad en algunos individuos o familias mediante las
técnicas actuales (Leitersdorf et al., 1990; Goldstein et al., 1995).

L.5.2. Diagnostico Genético Directo.

Este sistema de diagnostico se basa en la deteccion y caracterizacion de la mutacion responsable
de la enfermedad en una familia o en un individuo. La posibilidad de realizar el diagnostico mediante la
deteccion de la mutacion responsable de la enfermedad nos permite el estudio de individuos aislados, sin
recurrir al estudio familiar.

Se han encontrado numerosas mutaciones responsables de HF a lo largo de todo el gen RLDL
(Hobbs et al., 1990, Leitersdorf, et al., 1990; Soutar, 1990; Goldstein et al., 1995) en diferentes
poblaciones. En poblaciones endogamicas, una o unas pocas mutaciones son responsables de la
enfermedad y, por ello, el diagndstico directo es facil de aplicar. No ocurre lo mismo en poblaciones no
endogamicas, aunque la identificacion de mutaciones en las mismas con una prevalencia entre el 2 y el
10 % puede ayudar en el rastreo preliminar. Dado que la poblacién espafiola no es endogamica, cabe
esperar que las mutaciones responsables de la HF en la misma se extiendan al azar a lo largo de todo el
gen.

Es interesante la identificacion de las mutaciones presentes en una poblacion debido a que su
conocimiento puede facilitar el diagnéstico directo en futuros pacientes. Ademas, la caracterizacién de
tales mutaciones puede permitir el disefio de tratamientos especificos para las mismas. En el caso de que
un individuo pertenezca a una familia en la que la mutacion es conocida, el diagnostico se realiza de
forma directa, mediante el estudio de la presencia o ausencia de la mutacién, mientras que si se trata de
un individuo aislado, el estudio podria simplificarse ya que conociendo las diferentes mutaciones mas
frecuentes en la poblacion es posible hacer un rastreo para las mismas y, si el resultado es positivo,
soslayar el estudio completo del gen.

El diagnéstico genético directo también permite solucionar los casos dudosos en familias donde
se conoce la mutacién y estudiar la segregacion de la enfermedad rapidamente.
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OBJETIVOS

Debido a las limitaciones que presenta el diagnostico clinico-bioquimico de la HF y la
conveniencia de dar un tratamiento a los individuos portadores de la enfermedad lo antes posible, el
diagnostico genético se presenta como un instrumento valioso a la hora de confirmar o establecer la
presencia de la enfermedad. Por ello, en nuestro laboratorio hemos desarrollado una investigacion
destinada a facilitar el diagnostico genético de 1a HF en poblacién espaiiola y proporcionar mayor
conocimiento sobre las bases moleculares de esta enfermedad, su expresion en nuestra poblacion y su
influencia en el desarrollo de la arteriosclerosis y la cardiopatia isquémica. Los objetivos concretos de
esta Tesis han sido:

1. Disefiar y optimizar los procedimientos adecuados para el analisis molecular del gen RLDL
que permitan hacer un diagnéstico genético de la HF de forma sencilla, rapida e inécua.

2. Analizar los diferentes polimorfismos distribuidos por el locus RLDL de forma que podamos
establecer las combinaciones mas utiles para el diagnostico genético indirecto de la HF en poblacion
espafiola.

3. Iniciar la identificacion de las mutaciones responsables de la HF en nuestra poblacion. Esto
permitira el diagndstico directo de los familiares de los probandos y hacer un cribado inicial en pacientes
de nueva captacion, lo que puede facilitar el diagndstico de la enfermedad en estos individuos. Por otra
parte, la identificacion de las mutaciones en el gen RLDL puede proporcionar una informacion valiosa en
el estudio de las relaciones genotipo-fenotipo y gen-gen, cruciales para entender aspectos relativos a la
expresividad y penetrancia de la HF en Espaiia.

4. Valorar la utilidad del analisis genético en el diagnostico de 1a HF en nuestra poblacion.
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MATERIAL Y METODOS

IIL.1. MATERIAL.

I11.1.1. Casas Comerciales.
Los proveedores habituales de los reactivos y aparatos utilizados en nuestro trabajo fueron:

Agar Scientific Ltd., Stansted, Essex, Reino Unido.

Agfa, Gevaert, Bélgica.

Amersham Intenational, Amersham, Bucks, Reino Unido.
B. Braun Medical S.A., Barcelona, Espafia.

Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, Estados Unidos.
Becton-Dickinson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos.
Bio 101, La Jolla, CA, Estados Unidos.

Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, Estados Unidos.
Bioprobe Systems, Montreuil Sous Bois, France.
Boehringer, Mannheim, Alemania.

Difco Laboratories, Detroit, MI, Estados Unidos.
Eastman Kodak, Rochester, NY, Estados Unidos.
Edwards, Bournemouth, Reino Unido.

FMC BioProducts, Rockland, ME, Estados Unidos.
Fluka, Buchs, Suiza.

Gibco-BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, Estados Unidos.
GATC, Konstanz, Alemania.

Heraeus Sepatech, Osterode, Alemania.

Hewlett Packard, Palo Alto, CA, Estados Unidos.

Hytest, Turku, Finlandia.

LKB-Pharmacia, Uppsala, Suecia.

Merck, Darmstadt, Alemania.

Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos.
Milton Roy, Berkshire, Reino Unido.

New England Biolabs, Beverly, MA, Estados Unidos.
NBI, Plymouth, MN, Estados Unidos.

OWL Scientific, Inc., Worbum, MA, Estados Unidos.
Panreac, Barcelona, Espaiia.

Perkin Elmer, Buckinghamshire, Reino Unido.

Pharmacia Biotech., Sollentuna, Suecia.

Philips, Eindhoven, Holanda.

Polaroid, St. Albans, Reino Unido.

Promega Corp., Madison, WI, Estados Unidos.

Qiagen, Inc., Chatsworth, CA, Estados Unidos.

Riedel-de Haén, Seelze, Alemania.

Schieicher and Schuell, Dassel, Alemania.

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos.
Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos.

Techne, Cambridge, Reino Unido.

Whatman International Ltd., Maidstone, Reino Unido.
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I1.1.2. Instrumental General.

Los aparatos e instalaciones (balanzas, pHmetros, centrifugas de mesa, aparatos de
electroforesis, transiluminador de ultravioleta, etc.) utilizados fueron los habituales en laboratorios de
Biologia y Genética Molecular.

La medicion de la concentracion y la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm del DNA
se realizo mediante un espectrofotometro “Spectronic III”, Pharmacia Biotech.

La secuenciacion semiautomatica se ha realizado en el secuenciador "GATC 1500-System"
(GATC) y la secuenciacion automatica en el sistema "ALF DNA Sequencer" (Pharmacia Biotech).

IIL.1.3. DNAs.

El plasmido pLDL-R3 (ATCC N° 57004), que contiene el cDNA del gen RLDL (Yamamoto et
al., 1984), fue obtenido de “American Type Culture Collection” (Rockville, MD, Estados Unidos).

Los oligonucledtidos empleados para la amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR
fueron sintetizados por diferentes casas comerciales: Boehringer Mannheim, Pharmacia Biotech,
Promega, NBI, etc.

II1.1.4. Enzimas de Restriccion.

Las distintas enzimas de restriccion utilizadas (BamHI, Bg/ll, SfaNI, ApaLl, Taql, Stul, HindIl,
Avall, Pvull, etc.) procedian de las casas Amersham, Boehringer Mannheim, New England Biolabs y
Promega.

II1.1.5. Transferencia Southern.

Las membranas utilizadas, a las que se transferia el DNA para la realizacion de transferencias
Southern, fueron "Nylon Membranes Positively Charged" (Boehringer Mannheim).

El marcaje de sondas se realizo mediante la incorporacion de digoxigenina-11-desoxiuracilo-5'-
trifosfato (DIG-dUTP) (Bochringer Mannheim) mediante "DIG DNA Labeling Kit" (Boehringer
Mannheim) o mediante PCR, para el cual se utilizaron los reactivos utilizados para los PCR, descritos
en el Apartado siguiente, ademas de DIG-dUTP.

Para la deteccion de la sonda se empled "DIG DNA Luminescent Detection Kit" (Boehringer
Mannheim) y la exposicion de la membrana se realizo en autorradiograﬁas “X-OMAT S Film”(Kodak).

El Tween-20, la N-laurilsarcosina eran de Sigma Chemical Co la formamida era de Riedel-de
Haén y el dodecil sulfato sodico (SDS) de Bio-Rad Laboratories.

El resto de reactivos empleados fueron todos ellos de 1a mejor calidad analitica disponible.
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IIL.1.6. PCR.

Como ya se ha mencionado, los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por diferentes
casas comerciales. :

Principalmente se han utilizado dNTPs procedentes de Pharmacia Biotech., las Taq DNA
polimerasas y los tampones empleados procedian de Promega, Bioprobe Systems (denominada BioTaq)
o Hytest.

Los termocicladores empleados han sido “DNA Thermal Cycler” de Perkin-Elmer, “GeneE” y
“Progene” de Techne.

Para la amplificacion mediante PCR largo se empled “Expand Long Template Kit” (Boehringer
Mannheim) y dNTPs de Pharmacia Biotech o Perkin Elmer. Los oligonucledtidos y los nucledtidos
empleados eran los mismos que los empleados en el PCR estandar.

IIL.1.7. Anilisis de SSCPs.

Los SSCP se formaron utilizando formamida (Riedel-de Haén) desionizada, EDTA (Sigma),
azul de bromofenol y xilencianol (Bio-Rad).

Se emplearon para la formacién de los geles acrilamida de Riedel-de Haén, y bis-acrilamida,
TEMED y APS de Bio-Rad. Cuando se incluia un porcentaje de glicerol, éste procedia de Riedel-de
Haén.

Se emplearon las cubetas de electroforesis vertical OWL “Penguin” (OWL Scientific)
refrigeradas mediante un bafio de agua de temperatura regulable (0 a 100 ° C).

La tincién de plata se realizd con nitrato de plata (Sigma Chemical Co.), etanol, acido acético,
formaldehido y carbonato calcico (Riedel-de Haén).

I11.1.8. Secuenciacién.

I11.1.8.1. Secuenciacion Manual.

La secuenciacion mediante PCR y tincion de plata de los geles de electroforesis se realizo con el
sistema “ DNA Silver Sequencing Kit” de Promega y utilizando los reactivos de tinciéon mencionados en
el Apartado anterior.

La secuenciacion con digoxigenina, precisé oligonucleétidos marcados en 5’ con esta molécula.
Para realizar este marcaje se utilizaron oligos 5'-amino de Boehringer Mannheim y se utilizaba como
reactivo el acido DIG-3-0-metilcarbamil-e-aminocaproico-N-ester hidroxisuccinimida (DIMAEH)
(Boehringer Mannheim); también se utilizaron oligonucledtidos marcados con digoxigenina por las
mismas empresas de sintesis de oligos.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron con “DIG DNA Sequencing Kit” de Boehringer
Mannheim.
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Para la electroforesis se utilizaron cubetas de electroforesis convencionales y como soporte
solido, al que se transferia el DNA, las membranas "Nylon Membranes Positively Charged" de
Boehringer Mannheim. La deteccion de los fragmentos se realizd mediante “DIG Luminescent DNA
Detection Kit” y la visualizacién se realizo en autoradiografias “X-OMAT S Film”(Kodak).

IIL.1.8.2. Secuenciacion Semiautomatica.

Se empled el sistema semiautomético “GATC 1500-System” (GATC) utilizando membranas
“Direct Blotting Membranes” (GATC). La deteccion se realizé utilizando los mismos reactivos que en el
Apartado anterior.

I11.1.8.3. Secuenciacién Automaitica.

Para esta secuenciacion se utilizaron oligonucleétidos marcados en 5' con fluorescemna, sin
marcar, Fluoro-Green (Amersham), dNTPs (Boechringer Mannheim y Pharmacia Biotech), BioTaq
(Bioprobe Systems) y ddNTPs (Pharmacia Biotech o Amersham).

Los reactivos utilizados para formar el gel de secuenciacion fueron los mismos ya mencionados
en el Apartado II1.1.7., Pag. 31 (sin utilizar glicerol).

El secuenciador automatico utilizado fue un modelo “ALF DNA Sequencer” (Pharmacia
Biotech).
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II1.2. METODOS.

IIL.2.1. Seleccion de Probandos HF y de Controles Normolipidémicos.

Hemos estudiado el gen RLDL en 61 controles normolidémicos y 58 probandos HF, 3 de los
cuales son heterocigotos compuestos para la enfermedad, no relacionados y de ascendencia espafiola. La
construccion de haplotipos HF y sanos se realizo en las familias de 21 probandos compuestas por 197
individuos.. Los probandos fueron seleccionados segin los siguientes criterios: niveles de CT y LDL-C
superiores al percentil 95, corregido para edad y sexo segun el estudio DRECE (Gutierrez-Fuentes et al.,
1993), con niveles totales de triglicéridos inferiores a 200 mg/ml y dos de los siguientes: a) xantomas
tendinosos, b) enfermedad coronaria prematura en el probando o en un familiar de primer grado y ¢)
nifios hipercolesterolémicos en la familia; mientras que los controles debian poseer niveles de
triglicéridos y CT inferiores a 200 mg/dl y carecer de antecedentes personales o familiares de
hiperlipidemias o de enfermedad coronaria. En el estudio familiar fueron clinicamente diagnésticados
como dudosos los individuos adultos que presentaban niveles de CT entre 220 y 280 mg/dl y, de LDL-C,
entre 160-180 mg/dl. También fueron clasificados como dudosos los nifios con niveles de CT entre 180 y
200 mg/dl, y de LDL-C entre 130 y 160 mg/dl.

111.2.2. Extraccion de DNA.

La extraccion del DNA gendmico de los individuos a estudiar se realizo a partir de 5-10 ml de
sangre total siguiendo el método descrito por Tilzer et al. (1989).

Los DNASs plasmidicos utilizados se obtuvieron con los sistemas “Plasmid Kit” de Qiagen.

I11.2.3. Obtencién y Marcaje de Sondas.

Se emplearon la sonda 2HH1 y las sondas correspondientes a cada exén y a las que se les
denominé como "E" mas el numero del exon al que corresponden.

La sonda 2HH] tiene un tamaiio de 2.0 Kb y comprende desde el nucledtido 1449 al 3461 que
incluye los exones 11 a 18, segiin la numeracion de Yamamoto et al. (1984) del DNA codificante
correspondiente al gen RLDL. La sonda se obtiene ficilmente mediante digestion con BamHI de
pLDLR-3 y posterior purificacién. Para obtener la sonda libre de los demas fragmentos originados, se
separan estos mediante electroforesis en agarosa. Una vez separado el fragmento de DNA
correspondiente a la sonda se recupera mediante electroelucion, extraccion con fenol-cloroformo y
precipitacion con etanol-acetato sddico (Sambrook et al., 1989) El DNA, se resuspende en agua. El
marcaje de la sonda 2HHI1 se realizo siguiendo las instrucciones de finalmente de los sistemas de
marcaje "DIG DNA Labeling Kit" de Boehringer Mannheim.

Todas las demas sondas empleadas proceden de la reamplificacion de los exones con cuyo
nombre se designan. El marcaje se realizo utilizando las mismas condiciones de amplificacion por PCR,
pero utilizando la mitad de nucledtidos (habiéndose sustituido un tercio de dTTP por dUTP-DIG) y,
como molde, 0.5 ul de amplificado. Cuando el amplificado original presentaba bandas diferentes a la
esperada se recogia un fragmento de la banda correcta de un gel (las condiciones de electroforesis se
encuentran descritas en el Apartado II1.2.5) y se depositaba en la mezcla de reaccion. Posteriormente, se
verificaba la correcta amplificacion del fragmento, mediante electroforesis de Sul del producto en un gel
como el anterior y su marcaje, mediante el retraso del amplificado respecto al no marcado.

33



I11.2.4. Transferencia Southern.

Para la realizacion de las transferencias Southern (digestion de DNA, electroforesis y
transferencia a membrana y fijacion a ella mediante luz UV) se siguieron, basicamente, las instrucciones
de Sambrook et al., 1989. La hibridacion se realizé con sondas marcadas con DIG-dUTP y la deteccion
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siguiendo las instrucciones del sistema “DIG Luminescent Detection Kit”.

II1.2.5. Amplificacién por PCR.

La amplificacion mediante PCR del promotor, de cada uno de los exones y fragmentos del gen
RLDL analizados y de la region del gen ApoB donde se localiza las mutaciones ApoB"go, ApoB¥w y
ApoB33i (region Apo3500), se realizo utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la Tabla 2, las
mezclas y las condiciones de amplificacion se encuentran descritas en las Tabla 3 y 4 (el volumen final

en las reacciones de amplificacion fue, normalmente, de 15 pl).

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en la amplificacion de los diferentes fragmentos de

DNA analizados en el laboratorio.

NONBRE
LOL
UoL

P-1
P-2
P-3
P-4
P-7
P-8
P-9
P-10
P14
P-15
P-16
P-17
P18
p-21
P-22
P-23
P-24
P-27
P-28
P-31
P-32
P-33
P-34
P-39
P-40
P-41
P-42
P-43
P-44
P-45
P-46
P-47
P 48
P-55
P-56

EXON/FRAG.

Apo3500
Apo3500
E8(5’)
E8 (3)
E13 (5’)
E13 (3°)
E12 (5°)
E12(3)
El (5)
El (3°)
E18-R3’(Y)
14(3))
14(5’)
E18L(5’)
E18L (3°)
E18H (5)
E18H (3°)
E2(5’)
E2(3)
E6(5’)
E6(3’)
E3(5)
E3 (3)
E4(5)
E4(3’)
PROM (5°)
PROM (3°)
E5(5)
E5(3)
E9(5’)
E9(3)
Eli (5°)
Eli (3)
E14(5)
E14(3’)
E4-R3’ (5°)
E4-R3’(3°)

GGG
GAC
CCA
CCA
GCC
Cccc
CTA
CAC
CAT
TTC
GAG
CAG
AGC
TCC
TCG
CAC
TCC
CCT
AAA
TCC
GCA
TGA
ATA
TGG
ACG
GAG
CCA
CAA
GGA
CCT
GGC
CAG
TGG
CCT
ACG
CGA
GGG

TGG
CAC
AGC
CcCccC
TGT
CCT
GAT
ACC
TGA
TGG
GCA
CCA
TTC
TGA
AGA
CTA
CGT
TTC
ATA
TTC
AGC
CAG
GCA
TCT
ccc
TGG
CGT
CAC
AAA
GAC
TGC
CTA
CTG
GAC
CAG
CTG
ACC

CTT
AAG
CTC
GCC
TTA
TAC
CTC
TCA
AAT
CGC
CCC
ACT
CAG
ACT
CCA
GTC
CAA
TCC
AAT
CTC
CGC
TTC
AAG
CGG
CGC
GAA
CAT
ACT
CCA
CTC
AGG
TTC
GGA
TCC
AAA
CGA
CAG

E, Iy PROM indican que la regiéon amplificada es un
R3'indica que se utiliza para la amplificacion de la region 3' del exon indicado.

TGC
CTT
TTC
GCC
GGA
CTC
CTC
AAG
GCT
CTG
CAG
TCA
TGC
CAA
TCC
CTT
ACG
TTT
GCA
TCT
CTG
AAT
GCA
CCA
ccc
TCA
TTA
CTG
GAT
GTC
CAG
TCT
CGG
GCT
CAA
AGA
GGA
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TTG
AGC
CTC
TTC
CAA
TTG
AGT
ACG
GTA
GAG
AGG
TCG
AAC
GTG
TGG
CCA
ATC
TCC
TAT
CTG
CAC
CCT
GGG
TCC
CAC
GAG
CAG
TCC
GGC
TTT
GGG
GTC
CTG
TCT
GGC
TGG
CAG

TAT
TTG
TCT
CCG
AGT
GTC
GGC
GCC
AAT
CAA
CAA
CTC
AGC
ATC
CTA
CTT
CAG
TCT
CAT
GCT
CGA
GTC
CCA
ATC
CCT
CCT
CAT
TGT
CAG
CGG
CGA
CTC
TCC
TCT
GTG
CTC
GTG

G

G
CTC
TGC
ATT
GGG
CGC
AAG
GAC
GCC
TAA
ATG
TCC
CAG
ACA
CTA
ACT
CTC
GCC
CTC
GAC
TCT
C
CCT
G
TCA
TTC
TTT
CG
ACC
CG
CCA
TG
GCC
TGC
GGA
ATA

TTC CA
TGA

TGA G

GTG G
TTA C
ccc
TCC
ACC

TCA
CAA
ACA
TCA
TC

O Q> Q

CcC

CCA G
CAC

GGA C

“

59.
59.

66

74.

61

71.

66

64.

61

69.

64
66
68

62.

62
60
62

64.

56

68.

73
60
61
68
72

69.

61

60.

63
71

71.

66

67.

71
68
66
71

o N I I T T = T VA R N N N N T = T T B -Tr- NI
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exon, un intrén o la regién promotora, respectivamente.
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La verificacion de las amplificaciones se realizaba cargando 5 pl de la reaccion en geles
horizontales cuyo porcentaje dependia del tamafio del producto esperado, para tamafios inferiores a 300
pb se utilizaron geles 2% NuSieve (FMC), 1% Agarosa (Sigma) en 1 X TEB disminuyendo el porcentaje
de agarosa conforme aumentaba el tamafio del fragmento hasta llegar al 1% de agarosa para fragmentos
de 1000 pb. El DNA se visualizd mediante tincién con bromuro de etidio y exposicion a luz UV.

Tabla 3: Mezclas de reaccién utilizadas para un volumen final de 50 pl. Los reactivos se
encuentran en las siguientes concentraciones: oligonucleétidos, 10 uM; el Cl:Mg, 25 mM; dNTPs, 2.5
mM cada uno; tampén 10X correspondiente a la enzima empleada; Taq Polimerasa, 5 uni/ul. En
todos los casos se empleaba 1 pl de DNA genémico (0.1-0.3 pg/ul) como molde.

Fragmento }Apo3500f Prom. El E2 E3 E4 E4-R3 14 E5 E6
(OLIGO) | (LOD) | (P39) | (®9) | ®-3) | 3D | (P3| B35 | 1) | ®4) | ®2)
pl 3 4 3 4 4 4 5 4 4 3
(OLIGO) |-(UOL) | (P40) | (P-10) | (P-24) | (P32) | (P-34) | (P-56) | (P-16) | (P42) | (P-28)
pl 3 4 3 4 4 4 5 4 4 3
CL.Mg 3 4 2 3 4 3 3 2 4 3
dNTPS 2 4 3 4 3 4 3 3 4 3
10XTampdn 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Taq 0.2 0.25 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.25 0.25
AGUA 28 31 29 29 29 28 31 28 30

Fragmento E9 El1 E13 El4 E18-L | E18-H

(OLIGO) | (P43) | (P45) | (B3) | (P47) | (P17 | (P-21)

pl 4 4 4 4 3 3

(OLIGO) | (P49) | (P46) | (P9 | ®49) | (P-18) | (P-22)

ul 4 4 4 4 3 3

Cl-Mg 4 4 3 5 2 3

dNTPS 4 4 3 4 3 2

10XTampdn 5 5 5 5 5 5

Taq 0.25 0.25 0.2 0.2 0.2* 0.2*

AGUA 28 28 30 27

Fragmento indica la region de DNA amplificada (ApoB3500 y distintas regiones del gen RLDL); entre paréntesis se indica el
nombre de los oligonucleétidos empleados en cada amplificacién; E18-L son los oligonudeétidos disefiados en el laboratorio para
amplificar la regién que contiene el polimorfismo Necol y E18-H son los descritos por Humpries et al. (1993) para amplificar la
misma region ( * indica que es importante utilizar Taq Polimerasa de Hytest).

Tabla 4. Ciclos de amplificacién para los fragmentos estudiados en este trabajo.

FRAG. [Apo3500] Prom. | E1 § E2 | E3 ] E4 JE4RmR3] 14 | ES [ E6
Termociclador GeneE (Techne)

Paso inicial 94 °C durante 150 seg.

°C seg| °C seg| °C seg| °C seg|°C seg |°C seg. PC seg.| °C seg. |°C seg. |°C seg
1 94 —30 | 94—30 § 94—30 | 94—30 | 94 —30 | 94—30 }94—30| 9430 | 94 —30 { 94—30
2 55—30 | 66-—60 | 68—60| 64—60 | 50 —30 | 64—60 |68—60 | 68—150 | 60 —15 | 67—30
3 72 —30 | 7230 { 72 —60 72 —30

N ciclos 35 35 40 35 35 35 35 35 25
4 - {72300 ‘ 72—300 72—300
Termociclador 480 (Perkin)

Paso inicial 94 °C durante 150 seg.
°C—Seg. | °C—Seg.| C—Seg. | C—Seg. | °C—Seg. |°C . fC—Seg.| *C—Seg. | *C—Seg. | °C—Seg, |

1 94 —30 | 94—30 | 94—30 | 94—30 | 94 30 94—30 | 94 —30 | 94—-30
2 55 —30 | 66—60 | 68—60 | 64—60 | 55 —30 71—150 | 60 —15 | 6730
3 72 —30 72 —30 72 —30

N° ciclos 35 35 40 35 35 35 35 25
4 72—300 72—300 72—300 | -

1,2y 3 indican los pasos de cada ciclo que son repetidos tantas veces como indica el N° de ciclos.
4 indica la aplicacién de un tiempo final de extension.
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Tabla 4 (Continuacién): Ciclos de amplificacién para los fragmentos estudiados en est
trabajo.

FRAG. | E9 [ Ennf Ei3 | E4 | E18-5 | Eis-L §| E18H
Termociclador GeneE (Techne)
Paso inicial 94° durante 150 seg.
°C—Seg. | °C—Seg. | C—Seg. | °C—Seg [°C—Seg. | ‘C—Seg. | °C—Seg. |
1 94 —30 | 94 —30 | 94—30 | 94 —30 | 94—30 | 94-—30 | 94—30
2 60 —15 | 60 —15 | 66-—60 | 60 —15 | 64—60 | 69—105] 64—135

3 j172—-30) 72 —30 72 —30
N° ciclos 35 35 35 ~ 35 30 35 35
4 72—300 | 72—300

Termociclador 480 (Perkin)
Paso inicial 94° durante 150 seg.
°C—Seg. | °C—Seg. |°C—Seg. [°C—Seg. | °C—Seg.| ‘C—Seg.| *C—Seg |
1 94 —30 | 94 —30 | 94—-30 | 94 —30 | 94-—30 | 94—30 | 94—30
2 60 —15 | 60 —15 | 66-—60 | 60 —15 | 64—60 | 69—135 | 64—135

3 72 —30 { 72 —30 72 —30
N° ciclos 35 35 35 30 35 35
4 72—300 | 72—300

1, 2y 3 indican los pasos de cada ciclo que son repetidos tantas veces como indica el N° de ciclos.
4 indica la aplicacién de un tiempo final de extension.

II1.2.6. PCR Largo.

Para la amplificacion de fragmentos mayores de 2 Kb se siguieron las condiciones descritas en
del sistema “Expand Long Template Kit” (Boehringer Mannheim).

Los fragmentos amplificados, los oligonucledtidos y las condiciones de amplificacion utilizadas
estan descritos en el Apartado V.3.4. (Resultados).

La verificacién de las ampliﬁcaciones se realizo mediante la electroforesis, de 1 a 3 ul de Ia
reaccion, en geles del 0.6 % de agarosa y 1 x TEB. La visualizacion se realizo mediante tincion con
bromuro de etidio.

HL2.7. Anilisis de Restriccion de Productos de PCR.

Las digestiones de restriccién se realizaron siguiendo las indicaciones de cada fabricante para
cada enzima. Los sitios de restriccion y los exones o intrones donde se localizan los diferentes RFLPs se
pueden ver en la Fig. 5.

Una vez digeridos los fragmentos amplificados, se cargaron en geles de agarosa o bien en
NuSieve-agarosa, de distintos porcentajes en funcion de los tamafios esperados (aumentando el
porcentaje de NuSieve hasta el 2% y de agarosa hasta el 1%, para los fragmentos de 50-100 pb hasta
300 pb). La visnalizacion de los fragmentos de DNA se realizo mediante tincién con bromuro de etidio.

I1L.2.8. Anilisis Mediante SSCPs.

El anélisis de los exones y del promotor del gen RLDL, asi como de la region donde se localiza
la mutacion ApoBsse del gen ApoB, se realizd con dos objetivos:

- Detectar los polimorfismos de secuencia que se encuentran en algunos de estos fragmentos de
DNA. Para ello, se optimizaron las condiciones en las cuales se reconocian facilmente dichos
polimorfismos (estas condiciones se describen en Resultados en el Apartado IV.3.1., Pag. 52).
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- Detectar la presencia de mutaciones. Para ello, se realizaron andlisis y electroforesis en
diferentes condiciones para cada exoén (las condiciones empleadas para el analisis de cada uno de los
fragmentos analizados se describen en Resultados en el Apartado 1V.5.3., Pag. 118.

El método utilizado para el andlisis de SSCPs fue el siguiente:

- Mezclar 4pl de tampdn de carga (1%0 azul de bromofenol y xilencianol, 10mM EDTA en
formamida desionizada) y 1-2 pl de producto amplificado.

- Desnaturalizar 2 minutos a 95 °C y depositar en hielo-agua rapidamente.

- Cargar 1-2 pl de la mezcla en el gel que, previamente, se ha refrigerado durante un minimode
15 minutos a la temperatura deseada para la electroforesis.

- Correr el gel a voltaje constante (entre 300 y 400 voltios).

Una vez concluida la electroforesis, se tifie elgel conplata  siguiendo bésicamente el
procedimiento descrito por Beidler ef al. (1982), si bien, este protocolofueabreviado considerablemente
quedando de la siguiente forma:

- Sumergir 5 minutos el gel en 10% etanol (v/v).

- Sumergir 3 minutos en acido nitrico 1% (v/v).

- Incubar, en agitacion, 20 minutos en nitrato de plata 2% (p/v).

- Lavar con agua durante 30 segundos dos veces.

- Lavar 30 segundos con el revelador, consistente en una soluciéon acuosa con 2.5% (p/v) de
carbonato calcico y 0.45 %o (v/v) de formaldehido estabilizado (37% formaldehido estabilizado con 10%
metanol), retirarlo cuando tome color marrén.

- Afiadir, de nuevo, revelador y dejar actuar hasta la intensidad deseada.

- Detener la reaccion con 5% acido acético, lavando una vez durante 5 minutos.

- Lavar con agua varias veces.

Los geles conservaron en agua o bien secados mediante calor entre papeles de celofan. La
reproduccion de estos geles se realizdo mediante “Electrophoresis Duplicating Paper” (Kodak), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

I11.2.9. Métodos Estadisticos.

Las frecuencias alélicas de cada RFLP se obtuvieron por conteo mediante la féormula:

244 +AB e 2 BB+

P~ q -~

siendo A4 y BB el nimero de homozigotos para cada alelo, AB el nimero de heterozigotos y N el
mumero de individuos.

Para cada RFLP se comprobd que las frecuencias genotipicas obtenidas tanto en la muestra
Control como en la HF estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. En el equilibrio de Hardy-Weinberg,
las frecuencias genotipicas permanecen constantes de generacion en generacion, en ausencia de
mutacion, migracion y deriva. Para un locus con dos alelos, y suponiendo que la frecuencia de alelo es la
misma en machos y hembras y que el apareamiento es al azar, las frecuencias genotipicas, siendop y ¢
las frecuencias alélicas, vienen dadas por

AA =p?2 BB =¢q 2=
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por lo tanto, el nimero de homozigotos A4 es p2V, siendo N el tamafio de la muestra. De la misma
forma, el nimero de heterozigotos AB y de homozigotos BB es 2pgN'y g2V, respectivamente.

Para comprobar que las frecuencias genotipicas obtenidas en nuestras muestras cumplian el
equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizé un test x2 con n-1 grados de libertad, siendo n el nimero de
alelos, de la siguiente forma:

observados AA AB BB
esperados pN 2pgN qnN
(Obs - Esp)
y donde

para 1 grado de libertad y P<0.05,x | = 3.84 luego si para un RFLPX2>x| concluimos que sus

frecuencias génicas no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tras comprobar que las frecuencias génicas de cada RFLP seguian el equilibrio de Hardy-
Weinberg se procedio a verificar si habia diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de cada

RFLP para las muestras Control y HF. Para ello se utilizé un test de contingencia * 2con n-1 grados de

libertad, siendo N el numero de alelos del RFLP, de la siguiente manera:

Observados A B totales  Esperados A B
control  x,, X2 Yi control  (Z/N)*Yi (Z2N)-Y,
FH X2 X2 Y2 FH (Z/N)'Y2 (ZIN)Y2

totales  Zi 72 N
si para un RFLP X2>x | (para 1grado de libertad y P<0.05, ~=3.84) concluimos que las frecuencias

alélicas de las muestras control y HF difieren de forma significativa. Este mismo procedimiento se utilizé
para averiguar si existen diferencias significativas entre nuestra poblacion y otras poblaciones descritas
en la literatura.

Tras el test de contingencia de cada RFLP para las muestras Control y HF, se calculé el valor
informativo individual de cada marcador, o valor PIC, asi como la heterozigosidad que presenta.
También fue calculado el desequilibrio de ligamiento tomando los marcadores de 2 en 2. Tanto el valor
PIC como el desequilibrio de ligamiento dan una idea del grado de informaciéon que proporciona un

marcador y, por lo tanto, de la utilidad que tiene ese marcador en el analisis de ligamiento del gen del
RLDL

Hay dos medidas del grado de informarividad de los marcadores en una poblaciéon que son de
uso comun: el valor PIC y la heterozigosidad. El valor PIC, o contenido de informacién de un
polimorfismo, viene dado por la formula (Botstein et al., 1980):

»=1 i=i y=1+1

donde p, es la frecuencia alélica del alelo i-ésimo. La formula viene derivada de la situacion dada en una
familia nuclear, con un alelo defectuoso dominante y marcadores codominantes. El valor PIC es la
probabilidad de que, conocido el genotipo de los miembros de una familia, se pueda deducir cual de los
dos alelos ha recibido la descendencia del progenitor afecto.

38



MATERIAL Y METODOS

La heterozigosidad, o probabilidad de que un individuo de la poblacion sea heterozigoto para un
marcador y, por lo tanto, potencialmente informativo para el andlisis, es

El desequilibrio de ligamiento existente entre los marcadores de una poblacion se calculd segin
el método de Chakravarti & Buetow (1985).

El orden en que debian escogerse los RFLPs del gen RLDL para obtener el mayor grado de
informacion empleando el menor nimero de polimorfismos y, por tanto, el menor trabajo posible, se
determino utilizando el algoritmo de Chakravarti & Buetow (1985). Para cllo, se construyeron todos los
haplotipos independientes presentes en la muestra (19 familias de probandos con diagnéstico clinico de
HF, con un total de 180 miembros), tanto en individuos afectos como en individuos clinicamente sanos.
En la determinacion de haplotipos defectuosos, el criterio seguido fue la presencia del haplotipo en el
probando de cada familia y cosegregacion del haplotipo en los demas individuos afectos. Los haplotipos
sanos se determinaron en base a su presencia bien en los individuos no afectos en la familia o en los
individuos afectos cuando éstos tenian hijos sanos. La aplicacion del algoritmo mencionado se realizo
con los haplotipos sanos independientes encontrados.

En el calculo del orden de maxima informatividad el primer marcador seréd el que tenga mayor
PIC individual; para establecer el marcador que ocupara el segundo lugar se determinan los haplotipos
formados por el primer marcador y el resto de marcadores analizados, tomando éstos individualmente y
calculandose su frecuencia y valor PIC. El marcador escogido en segundo lugar serd el que esté presente
en la pareja con mayor valor PIC. Para establecer el marcador que ocupard el tercer lugar se repite la
operacion fijando los marcadores ya seleccionados. Se determinan los haplotipos formados por el resto
de marcadores agrupados individualmente con los dos primeros y el resto de los polimorfismos formando
grupos de tres, calculandose la frecuencia y valor PIC. El tercer marcador sera el que esté presente en el
grupo de tres con mayor valor PIC. Esta operacion es repetida con los n marcadores, determinandose
finalmente el orden de informatividad que presentan los distintos marcadores del gen del RLDL. Para
realizar estas operaciones se ha disefiado un programa de Excel 5.0 (Microsoft) en nuestro laboratorio
que facilita el proceso. El proceso para calcular el orden de los polimorfismos en funcion de la
heterocigosidad es el mismo que el empleado para calcular el PIC, pero calculando la heterocigosidad en
su lugar.

II1.2.10. Obtencion de DNA para Secuenciacion.
111.2.10.1. Amplificacion de DNA para Secuenciar.

La secuenciacion se realiz6 a partir de procuctos de PCR procedentes de la amplificacion del
DNA gendmico de cada individuo o a partir de la reamplificacion de bandas de SSCP, este ultimo paso
sirve para obtener un amplificado que contiene el alelo mutado exclusivamente. Para la reamplificacion
de bandas de SSCP primero se cortaban éstas de los geles de SSCP y se incubaban con 20 pl de agua
durante 4 horas a 42 °C y después se afiadia 1 pl de esta solucion por cada 50 pl de mezcla para la
amplificacion del exon.

111.2.10.2. Purificacion del DNA.
La reaccion de secuenciacion precisa DNA molde de gran pureza y libre de oligonucledtidos y

dNTPs. Para obtener el DNA en estas condiciones se utilizaron diferentes protocolos, segin la calidad
original de cada producto amplificado, estos procedimientos fueron:
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A- Cuando las amplificaciones rendian solamente el fragmento esperado, se precipitaba el
fragmento segiin el siguiente protocolo:

- Afiadir 100 pl de cloroformo y agitar vigorosamente.

- Centrifugar a 13000 rpm durante 3" y temperatura ambiente.

- Recoger el sobrenadante y depositar en un tubo de 1.5 ml.

- Afiadir 0.4 voliamenes de acetato aménico 10 M.

- Afiadir 2 volumenes de isopropanol.

- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar a 12-13000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.
~ Decantar el sobrenadante.

- Afiadir un 1 ml de etanol al 70 % a -20° C.

- Centrifugar a 12-13000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.
- Decantar el sobrenadante y secar con vacio.

- Resuspender el DNA en un volumen de agua entre 1/2 y 1/4 del volumen inicial.

B- Si las amplificaciones producen mas de una banda o existe “smear” en la amplificacion.

- Primero se separan las bandas mediante electroforesis en un gel apropiado.

- Se corta la banda correspondiente al fragmento que deseamos secuenciar, recuperando

el minimo posible del gel. '

- Se extrae el DNA de la agarosa, para ello se utilizaron dos sistemas comerciales para
- la obtencion de las bandas (siguiendo las instrucciones de los fabricantes), “GeneClean

II” y “Qiaquik Band Extraction Kit” (Qiagen), y un sistema manual de extraccion de

agarosas de bajo punto de fusién (SambrooK et al. 1989). '

I1L.2.11. Secuenciacién.

Las condiciones de las reacciones de secuenciacion y las condiciones de electroforesis
utilizadas se encuentran explicadas en Resultados, Apartado IV.5.2.2.

1I1.2.11.1. Sistemas Manuales.

Para realizar la secuenciacion de nuestras muestras se experimentd con los siguientes
procedimientos manuales de secuenciacion:

A- Mediante PCR y tincién de Plata, utilizando el sistema “DNA Silver Sequencing Kit” de
Promega con ligeras modificaciones y al cual aplicamos el protocolo de tincion con plata utilizado para
visualizar los SSCP (ver Apartado I11.2.8.).

B- Mediante PCR y con oligonucledtidos marcados en 5° con digoxigenina; para lo cual se
empled “DIG DNA Sequencing Kit” de Boehringer Mannheim (siguiendo las indicaciones del fabricante
con ligeras modificaciones). Con este sistema se utilizaron olinucleétidos marcados con digoxigenina por
Bochringer Mannheim y con el extremo 5’-amino, a los cuales incorporabamos una molécula de
digoxigenina unida mediante un brazo carbonado.

En la reaccion de marcaje del oligo se hicieron reaccionar S nmoles de oligo con 0.3 mg de
DIMAEH (Boehringer Mannheim), siguiendo las instrucciones del fabricante pero sin realizar la
purificacién del oligo marcado mediante HPLC. Los resultados obtenidos con los oligos marcados de
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esta forma fueron semejantes a los obtenidos con los oligos marcados por quienes habian sintetizado el
oligo y posteriormente lo habian purificado por HPLC.

Tras la reaccion de secuenciacion, procediamos con la electroforesis y transferencia a una
membrana (segun las indicaciones del fabricante del sistema de secuenciacién) donde eran detectados
mediante “DIG DNA Luminescent Kit” de Boehringer Mannheim.

I11.2.11.2. Sistema Semiautomatico.

En este sistema la 1mica diferencia respecto al anterior radica en que en lugar de transferir el
DNA desde el gel a 1a membrana de forma manual, la cubeta de electroforesis es quien realiza este
proceso deslizando una membrana en la parte inferior del gel, siendo el procedimiento de secuenciacién
utilizado el descrito anteriormente.

Para esta secuenciacion, utilicé el sistema semiautomatico “GATC 1500-System” (GATC), en
el cual se realizaban las electroforesis y la transferencia de los fragmentos de DNA (siguiendo las
instrucciones del fabricante) a membranas “Direct Blotting Membranes” (GATC). La deteccion del
marcaje, y por tanto del DNA, se realizd mediante el sistema “DIG DNA Luminescent Kit” y la
exposicion a autoradiografias “X-OMAT S Film”(Kodak).

II1.2.11.3. Sistema Automatico.

La secuenciacion automatica fue llevada a cabo utilizando el secuenciador automatico “ALF
DNA Sequencer” de Pharmacia Biotech.

La composicion de las soluciones utilizadas, reactivos, la mezcla de reaccion y las condiciones
de secuenciacion se encuentran detalladas en Resultados, Apartado V.5.2.2.
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IV. RESULTADOS.

El diagnostico genético de la HF en la poblacion espafiola requiere conocer las combinaciones de
RFLPs mas informativas e identificar las mutaciones que originan esta enfermedad en nuestra poblacion,
ya que no ha sido previamente estudiada. Los sistemas experimentales que se utilicen, para realizar tal
diagnostico, deben permitir la obtencion de resultados inequivocos de forma rapida y ser lo mas inocuos
posible. Por ello en esta Tesis, ademas de estudiar los RFLPs del gen RLDL y las mutaciones causantes
HF en Espafia, se ha puesto un énfasis especial en el disefio de sistemas experimentales que retnan las

condiciones citadas. Para el desarrollo del trabajo hemos seguido el esquema indicado en la Fig. 6.

X 22 B————— ®

DIAGNOSTICO CLINICO-BIOQUIMICO

SELECCION DE SELECCION DE
CONTROLES PROBANDOS HF
RECLUTAMIENTO
DELAS
FAMILIAS Rastreo de la

Técnica Southern, PCR+digestion,
PCR+SSCPs

Calculo del valor Construccion de
informativo de haplotipos en las
cada polimorfismo familias HF

Seleccién de las combinaciones mas
utiles de polimorfismos

DIAGNOSTICO GENETICO INDIRECTO

Exclusion Pacientes
FDB

mutacion

A P°B 3500 P°r
SSCP

Exclusion Pacientes

Deteccion por
con grandes

reordenamientes transferencia
Southern
Deteccion de
mutaciones por SSCPs
Caracterizacion
mediante
transferencia
Southern y PCR
Identificacion por largo

Secuenciacion

Conocimiento de las mutaciones en el gen
RLDL causantes de HF en nuestra poblacion.

DIAGNOSTICO GENETICO DIRECTO

VALOR DEL ESTUDIO GENETICO DEL GEN RLDL EN EL
DIAGNOSTICO Y CONOCIMIENTO DE LA HF EN ESPANA

Fig. 6: Esquema del procedimiento de trabajo seguido en esta Tesis.
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IV.l. CRIBADO DE PACIENTES PORTADORES DE LA MUTACION ApoB3w EN
LA MUESTRA HF.

El diagnéstico clinico-bioquimico empleado para diagnosticar HF no permite la discriminacion
entre pacientes DFB y pacientes HF, ya que los sintomas y signos que presentan ambas enfermedades
son muy similares. En varias poblaciones estudiadas se ha encontrado que hasta un 5% de los pacientes
diagnosticados como HF son realmente portadores de la mutacion ApoB33w (Schuster et al, 1990;
Myant et al, 1991; Defesche et al, 1993). En consecuencia, a la hora de analizar las frecuencias de los
polimorfismos en el gen RLDL en poblacion espafiola y antes de acometer el analisis del gen RLDL en
familias HF es importante, para trabajar rigurosamente, que no haya portadores de ApoB33b en nuestra
muestra.

El rastreo de la mutacion ApoB3Db se realizd6 mediante analisis de SSCPs de la region del gen
ApoB donde se localiza esta mutacion. Para ello, se amplifico un fragmento de 340 pb del exén 26 del
gen que codifica ApoB delimitado por los oligos LOL y UOL (Schuster et a/, 1992) (ver Materiales y
Meétodos, II1.2.5, Pag. 34), utilizando como control positivo el DNA de un heterozigoto para ApoB3b
cedido por Dr. H. Funke.

El fragmento anteriormente mencionado se analizé bajo diferentes condiciones de electroforesis
para determinar si nuestros pacientes presentaban la mutacion ApoB3bu otras mutaciones en la region
estudiada. Las condiciones de electroforesis que permitian diferenciar facilmente entre las bandas
correspondientes a la mutacion y las bandas normales (ver Fig. 7) fueron:

Composicion del gel Condiciones de electroforesis
12 % acrilamida 29:1 350 V (constantes) durante 3 horas
5 % glicerol 8°C
1X TEB 1 X TEB

Fig. 7: Analisis de SSCPs del fragmento del exon 26 del gen ApoB donde
se localiza la mutaciéon ApoB3oo Las flechas indican las bandas correspondientes
al alelo que presenta la mutacion mencionada, siendo el resto de las bandas
normales.

En 58 pacientes HF y en 6 individuos de sus familias (que no son consanguineos de los
probandos y de los que no se tiene diagnostico de HF pero presentan niveles elevados de colesterol,
mayor de 250 mg/dl), no se encontr6 la mutacion ApoB3Ih ni se detectaron otras mutaciones en la zona
del exon 26 de ApoB seleccionada.
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IV.2. CRIBADO DE PACIENTTES HF PIRTADORES DE GRANDES
ALTERACIONES EN EL GEN RLDL.

Las grandes alteraciones que afectan al gcen RLDL suponen entre un 5 y un 10% de los casos
HF, en otras poblaciones estudiadas (Siidhof et cal, 1985; Sun et al, 1992). Este tipo de mutaciones
implica la delecion o duplicacion de algunos de los; polimorfismos cuya frecuencia se pretende averiguar
en este trabajo. La presencia de este tipo de altercaciones en las familias, donde se realiza el estudio de
segregacion del gen RLDL mediante la determiinacion de haplotipos, podria inducir a error en el
diagnostico de la enfermedad e incluso se podrian obtener resultados “imposibles” en la segregacion de
los haplotipos en estas familias (ver Fig. 8). Por tamto, para trabajar rigurosamente y para evitar posibles
errores es importante, en primer lugar, detectar los; portadores de grandes reordenamientos en la muestra
que se va analizar.

FAMILIA FH16

16.00¢  16.13 N° INDIV  16.05*
315 CT 325
66)  (70) (EDAD)  (61)
++ ++ SfaNI ++
[ )
¢-1r0 L ip o i—o lia
16.06* 1611% 1612 16.10* 16.03 16.15* 18
301 353 180 361 218 387 271
43) (W @37 46) (41) (36) (26)
++ ++  ++ ++ +. ++ ++
[ ) [ ]
J l L d @
16.09% 16.08 16.07 16.02*% 16.01% 16.14*
295 129 162 215(i, 261 262
a an @9 (16) a7n a9
+ + + + + + .- ~«a

Fig. 8: Segregacion anormal de un polimorfismo debido a la presencia de un gran
reordenamiento. Segregacion de SfaNI en la familia FH16 donde, como se describira mas tarde, se ha
localizado una alteracion que origina la delecioni del exdon 2y, por tanto, del sitio polimoérfico SfaNL
Se puede observar, de izquierda a derecha, que en 16.09, 16.01 y 16.14 la segregacion del
polimorfismo no es correcta y en 16.02 la herencia del alelo patolégico pasa inadvertida. Debajo del
numero con que se designa a cada miembro de la familia, se indica el colesterol total y, entre
paréntesis, la edad. (1) indica que el colesterol total se ha medido cuando el individuo estaba
sometido a dieta y * indica los individuos que presentan la alteracion.

La deteccion de las grandes alteraciones, en los pacientes estudiados, se realizd mediante
transferencia Southern, utilizando la digestion Bg/I1 del DNA gendémico y una mezcla de los exones 1, 2,
3,5,6, 8, 12, 15y 18, marcados con digoxigenina, como sondas (ver Apartado II1.2.3., Pag. 33). La
digestion Bgfll proporciona fragmentos de restriccion que cubren todo el gen al ser hibridados con las
sondas propuestas (ver Fig.9.A).
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Fig. 9: Deteccion de grandes reordenamientos en el gen RLDL mediante transferencia
Southern. A. En la parte superior se muestra la estructura del gen RLDL; debajo se identifican los
exones (E) que fueron utilizados como sondas y un mapa de restriccion del locus RLDL con Bgll,
indicandose el tamafio en Kb de los fragmentos detectados en los alelos normales. * sitio
polimorfico localizado en el extremo 5' del gen y que, con las sondas utilizadas, origina fragmentos
de 13 Kb, cuando no esta presente, y de 10 Kb cuando lo estd. B. Bandas anémalas detectadas
mediante transferencia tipo Southern en el gen RLDL. M, indica el marcador de tamafos de DNA
II de Boehringer Manheim; 1 y 2 muestran las bandas normales detectadas en individuos sanos (- -
y ++, respectivamente); en las carreras 3, 4, 5y 6 se pueden observar las bandas anémalas de 8.0,

34,5.6y 18.0 Kb detectadas en los probandos FH26, FH29, FH16 y FH30, respectivamente. Todos
los tamafios estan indicados en Kb.

Se detectaron bandas anomalas en 4 probandos (FH16, FH26, FH29 y FH30) de los 58
analizados. Se verifico que estas bandas correspondian a alteraciones en el gen y no a alteraciones en los
sitios de restriccion mediante digestiones del DNA gendémico con Apall y Pvull e hibridacién con
diferentes sondas; estas condiciones permitieron observar fragmentos anémalos en estos individuos (ver
Fig. 10) y localizar aproximadamente la mutacion; asi, pudimos deducir que FH16, FH29 y FH30 tenian
alteraciones en la mitad 5' del gen RLDL mientras que FH26 era portador de una alteracion que afectaba
a gran parte del mismo pues se detectaban fragmentos andmalos tanto con sondas de la region 5' como
de la region 3' del gen. Posteriormente, estas alteraciones fueron caracterizadas mas extensamente
utilizando diversas digestiones del DNA gendmico con otras enzimas y amplificacion con PCR largo
(ver Apartado IV.5.1., Pag. 102).
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a fchn i B tifci

SONDAS
05
16.5 )
140 rrdikbii
05
Pvull
Mli I 16262930
Il ~ + 262916 30 22y
_ 16.
23.1 ” 12(5)
12.0 > 14.0 ' "-9.0
11.0
8.0
7.2 w«
4.8-»
351

Fig. 10: Deteccion de grandes alteraciones mediante digestiones con ApaLl'y Pvull. A. En la
parte superior se observa la estructura del gen RLDL, debajo las sondas utilizadas (en rojo) para cada
digestion y los fragmentos esperados (en negro cuando el polimorfismo no esta presente y azul
cuando lo esta), asi como la zona del gen RLDL que comprenden; B. Resultados obtenidos mediante
digestion con ApalLl (fragmentos anéomalos en rojo); C. Resultados obtenidos mediante digestion con
Pyull. 1y III indican los marcadores de tamafio de DNA Il y III de Boehringer Manheim. 16, 26, 29 y
30 son los numeros de los probandos HF que presentan las grandes alteraciones.
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IV.3. DIAGNOSTICO GENETICO INDIRECTO.

En el diagnostico genético indirecto, como ya se ha indicado, son tiles aquellos polimorfismos
que presentan un PIC y una heterozigosidad elevados y que, ademas, no se encuentran en desequilibrio
de ligamiento entre si. El conocimiento y la utilizacién de los polimorfismos de mayor informatividad
permite realizar el diagnostico indirecto de forma mas rapida (Chakravarti & Buetow, 1985), al ser
necesario el uso de un menor nimero de polimorfismos.

Previamente a este trabajo no se tenian datos sobre la frecuencia, heterozigosidad, valor PIC y
desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos localizados en el locus RLDL en poblacion espaiiola;
por tanto, resultaba interesante analizar qué polimorfismos podian ser mas utiles para realizar el
- diagnostico genético indirecto en nuestra poblacion y comparar los datos de nuestra poblacion con los
publicados para otras poblaciones con el fin de aportar informacién sobre el gen RLDL y su evolucién
(Chaves et al., 1996; Puig et al., 1996).

En este apartado se exponen los resultados obtenidos al analizar diferentes polimorfismos del
gen RLDL vy se describen los procedimientos mas relevantes e innovadores que hemos desarrollado y
optimizado para dicho analisis.
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IV.3.1. Polimorfismos del Gen RLDL y Metodologia para su Estudio.

El uso de polimorfismos de DNA para realizar un diagndstico familiar precisa: un estudio previo
de éstos para determinar el grado de informaciéon que ofrecen (dependiente de su frecuencia y del
desequilibrio de ligamiento existente entre ellos) y el disefio de métodos para su andlisis que
proporcionen resultados totalmente fiables. Ademas, es deseable que estos procedimientos proporcionen
una gran cantidad de informacion utilizando el minimo nimero de experimentos, requieran el minimo
tiempo y trabajo posible y simplifiquen al méaximo la realizacion de este trabajo.

El analisis de los polimorfismos se realizo en los probandos y familias HF que no presentaron
grandes alteraciones y en los controles reclutados para este estudio. En este punto (dentro de la
distribucion de trabajo en nuestro grupo de investigacion) me encargué del analisis de los polimorfismos
Sy&NI, Taql, Avali, Pvull y Ncol, localizados en el exén 2, intrén 4, exén 13, intrdén 15 y exén 18,
respectivamente. Estos polimorfismos forman parte de un estudio mas completo realizado en nuestro
laboratorio utilizando otros cinco polimorfismos, cuyo nombre y localizacion puede verse en la Fig. 11.

GEN RLDL

EXON 1 2 3 456 7 8 910 1112 1314 15 1617 18

1 1N m n

T
BglU Stul I:g!{ Y I Haelll Mspl

Sfam Tagql

Fig. 11: Estructura del gen RLDL y localizacion de los polimorfismos estudiados en
nuestro laboratorio. Se indican en azul los polimorfismos estudiados por O. Puig y en negro los
estudiados por F. J. Chaves.

El polimorfismo Pvull se estudiéo mediante transferencia Southern, hibridando el DNA genémico
digerido con Pvull con la sonda 2HH1, marcada con digoxigenina, y deteccion Iuminiscente en placa
fotografica. La sonda 2HH1 comprende los exones del 11 al 18 del gen RLDL y permite detectar un
fragmento constante de 3.5 Kb y otro fragmento de 16.5 Kb cuando no esté presente el sitio Pvull que se
fracciona en dos de 14.0 y 2.5 Kb cuando si lo estd (ver Fig. 12).

Los sitios Taql y Ncol se estudiaron mediante amplificacion por PCR del intrén 4 y de parte de
la regién no traducida del exon 18, respectivamente, seguida de digestion con la enzima correspondiente
(Fig. 13).
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Fig. 12: Analisis del polimorfismo Pvull localizado en el intrén 15 del gen RLDL.
A: Localizacion del sitio polimoérfico (indicado con una punta de flecha azul), los sitios constantes
(en negro) y los fragmentos originados por la digestion con esta enzima. B: Resultado de una
transferencia tipo Southern donde se pueden observar las bandas obtenidas en individuos ++, —y
+-, junto con el marcador de tamafios de DNA II de Boehringer Mannheim, indicado como Mi.

Previamente al estudio realizado del polimorfismo Nco/ mediante amplificacion con los
oligonucleotidos P-21 y P-22, se realizo un estudio con los oligonucledtidos P-17 y P-18; la localizacion
de estos 4 oligos en el exén 18 asi como del sitio de restriccion Ncol se puede observar en la Fig. 14. Los
resultados obtenidos con P-17 y P-18 fueron desestimados al observarse que éstos no estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que, pensamos, podia indicar que en algunos casos so6lo se estaba
amplificando un alelo y, por lo tanto, detectdbamos un niimero excesivo de homocigotos. La region
contigua al sitio Ncol presenta 3 secuencias A/u (Fig. 14), en dos de las cuales se localizaban los
oligonucleétidos utilizados inicialmente (P-17 y P-18). Las regiones utilizadas para la amplificacion
podrian incluir variaciones que, en los portadores, impedirian el reconocimiento por P-17 6 P-18; de
hecho se ha descrito la presencia de variantes alélicas en esta region (Orita ef al, 1990). Finalmente, y
como ya hemos dicho, desestimamos el analisis con P-17 y P-18 y para el estudio de Nco! utilizamos los
oligos P-21 y P-22 que se localizan fuera de las regiones A/u (ver Fig. 14).

Las alteraciones detectadas en las secuencias Alu aunque no eran lo suficientemente frecuentes
como para ser muy informativas en los estudios familiares, tenian una frecuencia suficientemente alta
como para alterar las frecuencias del polimorfismo de forma apreciable. El posterior estudio con los
oligos P-21 y P-22 proporcion6 unos resultados que si se ajustaban al equilibrio Hardy-Weinberg y que
discrepaban en algunos casos, como era de esperar, con los obtenidos mediante la amplificacion y
digestion iniciales (el nimero total de alelos que presentan estas alteraciones no se puede conocer con los
experimentos realizados, ya que en los homozigotos no se puede diferenciar entre un resultado correcto o
erroneo obtenido con los oligos P-17 y P-18).
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Fig. 13: Estudio de los polimorfismos Tagl y Ncol. A. Localizacioén de los polimorfismos Tagl y
INcol en el gen RLDL y diagramas de los fragmentos amplificados y de los originados por la digestion
donde se indican, en Kb, sus respectivos tamafios; B. Resultados obtenidos tras digerir los fragmentos
amplificados con las enzimas correspondientes (los tamafios de los fragmentos se dan en Kb). m:
Marcador de tamafios de DNA VIII de Boehringer Manheim. +y - indican la presencia o ausencia del

sitio polimorfico.

, EXON 18
REGION
TRADUCIDA
. SITIO Ncol
p21 P17 OCATGC p-22
3608 3779 4502
131 155 115 134 148

2538 257 3704 3990 zonarica 4036 4048 4164 4183 4465 zonarica 5100

ENA

ESTRUCTURA DE UNA SECUENCIA
ALU CONSENSO

130 160
JSED-3’ CCATGG

Fig. 14: Estructura del ex6on 18 (nucledtidos 2538-5100 del ¢cDNA) del gen RLDL y
localizacion de los oligonucleotidos P-17, P-18, P-21 y P-22; se indica también la localizacion del sitio
Ncol y de las secuencias Alu presentes en este exon, asi como la estructura consenso de una secuencia

Alu.
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Inicialmente, el estudio del polimorfismo Avall se realizo mediante amplificacién por PCR y
restriccion con la enzima Avall (ver Fig.15, panel C). A lo largo del estudio se observé que, en
ocasiones, se producian digestiones parciales de los productos amplificados, pese a dejar las digestiones
més de 16 horas y con exceso de enzima. Este problema disminuye la fiabilidad de esta técnica y, por
tanto, del diagnostico familiar realizado mediante su utilizacion. Como consecuencia, se decidié buscar
las condiciones para detectar este polimorfismo, y postenormente SfaNI, mediante analisis de SSCP (ver
Fig. 15, panel B).

El estudio de Avall y SfaNI se realizd, finalmente, mediante amplificacion por PCR y analisis de
SSCPs (previa comparacion de los patrones de bandas de SSCP con los resultados obtenidos por
digestion con la enzima correspondiente de cada fragmento amplificado). Los fragmentos se amplificaron
segun las condiciones dadas en el Apartado II1.2. 5 y el analisis de SSCP se realiz6 bajo las siguientes
condiciones de electroforesis:

- Avall: 12 % acrilamida 29:1, 1 x TEB, a 350V durante 2 horas y a 2 °C de temperatura.
- SfaNI: 17 % acrilamida 29:1, 1 x TEB, 400V durante 4 horas y a 2 °C de temperatura.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de SSCP no ofrecian dudas, ver Fig. 15, paneles B
y C, exceptuando los individuos en los que se presentaba alguna mutacion en el exén y se alteraba el
patron de bandas de SSCP correspondientes a los polimorfismos de restriccion. Cuando esto sucedia se
determinaba la presencia o ausencm del SIth de corte mediante la dlgestlon del fragmento con la enzima
correspondiente.

Como consecuencia del estudio de Avall y SfaNI mediante analisis de SSCP, junto con los
estudios de otros polimorfismos realizados en el laboratorio mediante esta técnica, podemos sefialar que
. el estudio de los polimorfismos localizados en fragmentos de DNA susceptibles de ser estudiados
mediante SSCP (principalmente los localizados en exones) presenta las siguientes ventajas frente a su
analisis con enzimas de restriccion:

- Obtencién de resultados mas fiables, ya que no se obtienen resultados confusos como los
derivados de digestiones parciales.

- Posibilidad de detectar la mutacion responsable de la enfermedad, si se encuentra en la region
amplificada para el estudio del polimorfismo.

- Obtencion de los resultados mas rapidamente, realizandose el protocolo completo (una vez se
ha obtenido el amplificado) en 4 horas aproximadamente, frente a mas de las 16 horas aconsejables para
obtener el resultado mediante restriccion.
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EXONES
AGATGT SfaNl Avall GGTCC
Avall

+
+

101

92

58

34

DIGESTION SSCP DIGESTION SSCP

Fig. 15: Estudio de los polimorfismos SfaNl y Avall mediante digestion con la enzima
Icorrespondiente y mediante analisis de SSCPs. A. Localizacion de los polimorfismos SfaNI y Avall
en el gen RLDL y diagrama de los fragmentos de DNA amplificados por PCR donde se indica, en
pb, el tamafio de los fragmentos originados por digestion con las enzimas correspondientes. B.
Resultados obtenidos mediante digestion con SfaVI al ser separados los fragmentos mediante gel de
acrilamida y tincion con plata (izquierda) y analisis mediante SSCP (derecha); e: Fragmento
amplificado para el analisis de SfaN! sin digerir; G. Resultado de la digestion con Avall del
|fragmento amplificado (izquierda) y analisis mediante SSCP (derecha), m: Marcador de tamafios de
DNA VIII de Boehringer Manheim.
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IV.3.2 Frecuencia e Informatividad de los Polimorfismos SfaNI, Taql, Avall, Pvull y
Ncol.

Se analizaron 82 cromosomas en poblacion HF y 112 en poblacion Control, para los
polimorfismos SfaNI, Tagl, Avall, Pvull y Ncol mediante los procedimientos expuestos en el apartado
anterior y siguiendo los calculos estadisticos descritos en el Apartado II1.2.9., Pag. 37. Las frecuencias
de los polimorfismos estudiados se muestran en la Tabla 5. Se comprobé que las frecuencias obtenidas
cumplian el equilibrio Hardy-Weinberg (mediante un test x* con un grado de libertad y para un P<0.05)
lo que indica que la frecuencia genotipica depende de la frecuencia alélica (para mas informacion ver
Gelehrter & Collins, 1990).

A partir de los datos de frecuencias alélicas de cada polimorfismo se calcula el grado de
informatividad en base a dos parametros relacionados entre si: heterocigosidad y valor PIC, para cada
polimorfismo en los dos grupos de poblacion. La heterocigosidad es la probabilidad de que un individuo
de la poblacion, escogido al azar, sea heterocigoto para un marcador y, por lo tanto, potencialmente
informativo para el analisis familiar con ese marcador. Mientras que el valor PIC es la probabilidad de
que, conocido el genotipo de los progenitores y de la descendencia, se pueda deducir que alelo ha
recibido un descendiente del progenitor afecto. La heterocigosidad y el valor PIC calculados se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Frecuencia, heterocigosidad y valor PIC de los polimorfismos SfaNI, Tagql, Avall,
Pvull y Ncol.

FRECUENCIA DEL
POLIMORFISMO Poglgg?ON SITIO + HET. V‘i‘;{‘gR
(media + error estindar)

p— HF (n=82) 0.866 = 0.038 0.232 0.205
C (n=112) 0.848  0.034 0.258 0.224

Foql HF (n=82) 0.073 £0.029 0.136 0.126
C (n=112) 0.098 + 0.028 0.177 0.161

ol HF (n=82) 0.402 £ 0,054 0.481 0.365
C (n=112) 0.375 + 0.046 0.469 0.359

Poll HF (n=82) 0.244 +0.047 0.369 0.301
C (n=112) 0.223 £ 0.039 0.347 0.287

Neol HF (n=82) 0.549 +0.055 0.495 0373
C (n=112) 0.589 + 0.046 0.484 0.370

n: nGmero de cromosomas; HE: pacientes de hipercolesterolemia familiar; C: individuos control;
HET: heterocigosidad.

De los resultados anteriores se deduce que Ncol, Avall y Pvull son los polimorfismos mas
informativos, con valores de PIC elevados (0.370, 0.359 y 0.287 en controles, respectivamente) y, por
tanto, estos polimorfismos pueden ser adecuados para realizar el diagnéstico indirecto de las familias.
Por el contrario, SfaNI y Tagl son menos informativos, aunque su empleo puede ser util en algunas
familias.

La comparacion entre los resultados obtenidos con cada polimorfismo en las muestras Control y
HF nos indic que no existian diferencias significativas entre ambos grupos, tal y como era de esperar al
ser la poblacion espafiola una poblacion abierta. Diferencias asi solo se han encontrado en poblaciones
que han permanecido aisladas y presentan un efecto fundador ((Kotze et al., 1989, 1991).
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IV.3.3. Contenido Informativo y Desequilibrio de Ligamiento de los Polimorfismos
Seleccionados.

La utilidad de un marcador para el diagndstico genético depende de dos factores: su
informatividad, obtenida a partir de las frecuencias alélicas y representada por su heterocigosidad y el
valor PIC, y el grado de desequilibrio de ligamiento que presenta este marcador con el resto de los
marcadores utilizados.

La utilidad de dos o de un grupo de polimorfismos vendra determinada por el valor de su PIC
acumulado, que es la probabilidad de que al menos uno de ellos permita identificar qué alelo ha
heredado un hijo de su progenitor afecto. El desequilibrio de ligamiento es la medida de la asociacion
entre un alelo de un polimorfismo con otro alelo de otro polimorfismo en toda la poblacion, diciéndose
que dos marcadores estan en desequilibrio de ligamiento cuando el valor de la asociacion entre los alelos
es mayor que la probabilidad de asociacion debida al azar. Como consecuencia de lo anterior, cuanto
mayor sea el desequilibrio de ligamiento entre varios marcadores, menor sera su PIC acumulado, es
decir, si se utilizan dos polimorfismos en desequilibrio de ligamiento su PIC acumulado sera menor que
si los dos polimorfismos no estan en desequilibrio de ligamiento.

El calculo del desequilibrio de ligamiento puede realizarse de formas diversas; nosotros hemos
utilizado el valor A por ser el mas empleado en la bibliografia relacionada con la HF. Para conocer la
presencia o ausencia de desequilibrio se aplico un test ¥* con un grado de libertad (para P < 0.05), que
segun la correccién de Leitersdorf ef al. (1989), para nuestro estudio con 10 parejas y 194 cromosomas
se obtiene un Aymi,=0.202; por lo tanto, los valores absolutos de A mayores que 0.202 indicaran la
presencia de desequilibrio de ligamiento significativo entre los dos polimorfismos analizados. En la
Tabla 6 se presenta el valor de A de los RFLPs seleccionados en esta tesis, tomados de dos en dos, asi
como el valor PIC de las diferentes parejas formadas.

Tabla 6: Valor A y PIC de los polimorfismos estudiados, tomados de dos en dos.

Polimorfismo| SfaNI Taql Avall Pvull Ncol

L exén intrén exon intrén exon
Localizacién |, 4 13 15 18
SfaNI 0.12 .06 0.13 0.21
Taql 0.34 0.18 .14 -0.09
Avall 0.47 0.43 0.23* 0.23*
Pyull 0.42 0.38 0.55 V 0.29*
Neol 0.47 0.44 0.66 0.55 ‘

PIC

* estan en desequilibrio de ligamiento al superar A el valor de Aymi=0.202.

Las combinaciones mas informativas (PIC mas elevado) son Ncol-Avall, Ncol-Pvull y Avall-
Pvull. Aunque el valor de PIC que presentan estas combinaciones hay que tomarlo con precaucion ya
que presentan un ligero desequilibrio de ligamiento.
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IV.3.4. Estudio de los Polimorfismos Avall, Pvull y Ncol Mediante PCR Largo.

La técnica de PCR largo permite amphﬁcar reglones extensas de DNA, de hasta unas 20 Kb de
DNA gendémicé humano, facilitando su estudio. Nos parecid, por ello, de interés probar la utilidad de
esta tecnologia en el analisis de RFLPs del gen RLDL ya que, si el resultado fuese positivo, facilitaria
una rapida construccion de haplotipos y, en consecuencia, un diagnostico de HF mas rapido.

Con este objetivo, amplificamos una regioén de 17.5 Kb conteniendo los RFLPs Avall, Pvull y
Ncol (ver Fig. 15), polimorfismos que, de acuerdo con diversos estudios (Leitersdorf et al, 1989,
Miserez et al., 1993 y 1994), son muy informativos para varias poblaciones caucasianas estudiadas y,
mas concretamente, para la espafiola (Chaves et al., 1996; esta Tesis).

La amplificacién se realizod utilizando el kit "Expand Long Template PCR System” de
Boehringer Mannheim, siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante y utilizando los
oligonucleétidos P-7 y P-14, el tampén N° 2 del sistema, 64 °C como temperatura de union de los
oligonucledtidos, 14 minutos 30 segundos como tiempo extensién inicial, durante 30 ciclos y
aumentandosg en. 20 segundos el tiempo de extension en cada ciclo, durante los ulnmos 20 ciclos (ver
Tabla 7). : . . .

Tabla 7: Condlcxones de amphﬁcaaén de DNA medlante PCR Iargo Los d1ferentes reactivos
se utilizaron segun las instruccmnes recomendadas por el fabricante. A

TEMP.‘,

FRAGMENTOl OLIGONUCLEO TAMANO3 TAMPON" TIEMI’O DE
(exones) - - _TIDOS? (Kb) UNION® | EXTENSION®
2al7 P-23 y P-54 10.6 2 63 10' 30"
4al7 P-16 y P-54 5.0 1 63 5
6al7 P-27y P-54 38 1 63 5
12al 18 P-7yP-14 17.5 2 64 14' 30"
13al18 P-1yP-14 13.5 2 60 12
15al 16 P-50 y P-57 5.0 1 65 3'30"

1- Indica los exones entre los que se amplifica el DNA gendmico.
2- La secuencia de los oligonucleétidos utilizados se encuentra en la Tabla 2, Pag. 34.

3- Tamaiio de los fragmentos amplificados.
4- Tampdn del Kit.
5- Temperatura de unién expresada en °C.

6- En todos los casos se realizan 30 ciclos de amplificacién, incrementando 20" el tiempo de extensién en los 20
altimos ciclos.

El analisis de restriccion de este fragmento (ver Fig. 15) proporciond los siguientes resultados:

- Avall: se observa facilmente la presencia o la ausencia del sitio de corte Avall polimorfico,
pese al gran mimero de fragmentos originados por esta digestion. Los fragmentos de restriccion
informativos son los de 3.2 y 3.4 Kb, que indican la presencia y la ausencia del sitio de corte Avall,
respectivamente.

- Pvull: se detecta facilmente la presencia o la ausencia del polimorfismo por los fragmentos de
11.7 Kb (cuando Pvull no esta presente en el intrén 15) y de 9.2 y 2.5 Kb (resultantes por la digestion
del fragmento de 11.7 Kb cuando el sitio PvuIl esta presente).

- Neol: Los fragmentos originados por la digestién con esta enzima y que permitian la deteccion
del polimorfismo fueron de 3.0 y 0.9 Kb, cuando Ncol esta presente, y de 3.9 Kb, cuando no lo esta; se
producen, ademas, dos fragmentos constantes de 9.0 Kb y 4.2 Kb.
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EXONES i 16 17 18
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Fig. 15: Analisis de los RFLPs Avall, Pvull y Ncol por PCR largo. Arriba se muestra la
estructura del fragmento de 17.5 Kb amplificado entre el exon 12 y el extremo 3' del exon 18 y abajo
se muestra el resultado obtenido tras digerir este fragmento con las enzimas Avall, Pvull y Ncol. Se
indica en rojo la localizacion de los sitios de corte polimoérficos y el tamafio de los fragmentos
originados por la presencia de los mismos; en negro se indican los sitios constantes de las diferentes
enzimas, los tamafos de los fragmentos originados por la ausencia de los sitios de corte polimorficos
y los tamafios de las bandas del marcador de peso molecular de DNA II de Boehringer Mannheim
(indicado como M); todos los tamafios de los distintos fragmentos estan indicados en Kb; + y -
indican presencia y ausencia del sitio polimoérfico, respectivamente.

En esta region del gen RLDL se encuentran también los RFLPs determinados por las enzimas
ApalA (en el intron 15), Haelll (en el exon 15) y Mspl (en la region 5° del exon 18), por lo que parecia
interesante analizar también estos polimorfismos en el mismo amplificado (ver Fig. 16). Para ello, se
realizaron digestiones con las enzimas correspondientes, observandose que:

- Haelll y Mspl: no se puede determinar la presencia o ausencia de estos polimorfismos debido
al gran nimero de fragmentos que originan estas enzimas y que impide la identificacion clara de los
Mmismos.

-ApalA. todos los individuos estudiados parecen ser ++ para este polimorfismo, ya que siempre
se observan los fragmentos de 2.7 y 9.0 Kb que se deberian originar por la presencia del sitio
polimérfico del intron 15. No hemos detectado, en ningun caso, el fragmento de 11.7 Kb que se
esperaria obtener si este sitio de corte no estuviera presente (ver Fig. 16). Estos resultados no coinciden
con los obtenidos mediante estudio por transferencia Southern en nuestro laboratorio (comparar el
resultado obtenido con Apald en los paneles B.II1 y B.IV de la Fig. 17), ya que todos los alelos que
mediante transferencia Southern aparecian como  aparecen ahora como +. De hecho, la frecuencia
calculada para la ausencia del sitio de corte es 47.3% y para la presencia 52.7%, cuando los resultados
se obtienen por digestion de DNA gendmico y transferencia Southern.
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EXONES 1n 12 n 14
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Fig. 16: Analisis de los RFLPs Haelll, Mspl y Apal4 por PCR largo. A. En la parte superior se
muestra la estructura de la region 3' del gen RLDL, debajo se indica el fragmento amplificado entre
los exones 12y 18 y la localizacién de los polimorfismos de restriccion Haelll (exén 15), Apall (intréon
15) y Mspl (exo6n 18) sobre el mismo y, en la parte inferior, los fragmentos de restriccion originados
por ApaLl en el fragmento amplificado. B. Resultado obtenido mediante la digestion del fragmento
amplificado con las enzimas mencionadas; Mi, M2y M3 indican los marcadores de tamafio de DNA
VIIL, VIl y II, respectivamente, de Boehringer Mannheim.

En el apartado siguiente, presentamos un estudio mas detallado de esta aparente anomalia.
Baste ahora decir que el polimorfismo Apald del intron 15 no puede ser estudiado mediante
amplificacion por PCR largo y digestion del producto amplificado. Sin embargo, la digestion de este
producto con Avall, Pvull y Ncol proporciona una informacion altamente valiosa para el diagndstico
genético. De hecho, como explicaremos detalladamente mas adelante (Apartado 1V.4., Pag. 67), la
utilizacion de estos polimorfismos (Avall, Pvull y Ncol) en el diagndstico de las 15 familias HF
estudiadas permite el diagnostico en 13 casos, con lo que el porcentaje de familias diagnosticadas es del
86.6%.

La aplicacion de este sistema es, por lo tanto, muy util para realizar de forma répida y sencilla
el diagnostico familiar de HF, ya que los tres polimorfismos presentan un PIC elevado y permiten en
nuestra muestra el diagnoéstico del 86.6% de las familias estudiadas. La sustitucion de la transferencia
Southern, necesaria hasta el momento para detectar Pvull, por la técnica de PCR largo supone un
adelanto importante por la facilidad y rapidez para conseguir resultados; ademas, la realizacion de una
sola amplificaciébn para estudiar tres polimorfismos supone una gran simplificacion de los

procedimientos y un ahorro importante en el trabajo que se precisa para obtener un resultado con un
PIC similar.
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IV.3.5. Anilisis del Sitio ApaLI Mediante PCR Largo.

Como ya se ha indicado anteriormente, al amplificar la regién 3’ del gen RLDL, desde el exdn
12 hasta practicamente el-final del exén 18, de nuestros probandos HF y Controles y digerir estos
amplificados con ApaLl (o su isosquizomero Alw44I), se observa que todos los individuos son ++ para
el sitio polimorfico ApaLl del intron 15, mientras que en transferencias Southern estos individuos son
++, +— 0 — para este polimorfismo.

Para verificar los resultados obtenidos previamente y tratar de detectar cualquier pequefia
variacion que se pudiese producir en el tamafio de los fragmentos tras la digestion con Apall, se
amplifico unicamente el intrén 15 (ver Fig. 17.A), de acuerdo con las condiciones descritas en la Tabla
7, y se realizd la digestion de este fragmento con Apall, obteniéndose resultados similares a los
obtenidos con los fragmentos amplificados entre los exones 12 6 13 y el 18 (Fig. 17.A); es decir, no
encontramos diferencias entre individuos y todos aparecen como homocigotos para la presencia del sitio
Apall (++). La amplificacién del intrén 15 produce un fragmento de unas 5.0 Kb que al ser digerido
con ApaLl originaria dos fragmentos de tamafios similares, unas 2.5 Kb cada uno si ApaLl estuviera
presente. Mediante esta amplificacién y digestion con ApaLl se analizaron 50 individuos y todos ellos
aparecieron con \iri genotipo ++,

En el mtron 3 emste otro polimorfismo de restriccion para ApaLl (Fig. 17.A) que se caracteriza
por tener una baja frecuencia para la presencia del sitio de corte (Geisel et al., 1988). Este sitio
polimérfico puede ser analizado siguiendo los mismos procedimientos utilizados para el sitio ApaLl del
intrén 15, por tanto su analisis nos permitiria conocer si lo sucedido con ApaLl del mtron 15 es comun a
otros sitios ApaLl.

Se realizd la amplificacién de un fragmento que comprende desde el exdn 2 al 7 (Tabla 7) y se
digiri6 este fragmento de DNA con ApaLl. Esto permiti6 observar que el sitio polimérfico Apall se
mantenia como habia indicado la transferencia Southern (mayoritariamente - en nuestros probandos),
pero se producian 4 fragmentos de DNA, frente a los 2 esperados segun los datos obtenidos mediante
transferencia Southern. De estos resultados se deduce que en el fragmento de 9.7 Kb amplificado hay
.dos sitios de restriccion ApaLlI que no se detectan mediante transferencia Southemn (Fig. 17.A).

La localizacion aproximada de los nuevos sitios de restriccion en el gen RLDL (Fig. 17.A) se
realizo mediante la amplificacion de diferentes regiones del gen RLDL comprendidas entre los exones 2
y 7 (Fig. 17.A; las condiciones de amplificacién se encuentran en la Tabla 7) y su posterior digestion
con ApaLl. Mediante este procedimiento se obtuvieron los resultados siguientes:

Fragmento amplificado E2-E7: la presencia del sitio ApaLl polimorfico originaba fragmentos
con tamafios de 3.7 y 0.6 Kb y en su ausencia, de 4.3 Kb. Ademas, la presencia de otros sitios ApaLl
constantes producia fragmentos de 3.4, 1.7 y 1.3 Kb (Fig.17.1).

Fragmento amplificado E4-E7: siempre se originaban fragmentos de 3.4, 1.3y 0.7Kb.

Fragmento amplificado E6-E7: se originaban solamente fragmentos de 2.5 y 1.3 Kb.

Estos resultados nos permitieron localizar aproximadamente los nuevos sitios de restriccion
Apal.l presentes en esta region, segin lo expuesto en la Fig. 17.A.
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Fig. 17: Analisis de los fragmentos de restriccion generados por Apald en dos regiones del gen
RLDL mediante transferencia Southern y mediante digestion de amplificados por PCR largo. A. Arriba,
esquema del gen RLDL donde se indican las sondas (E4 y EI8) utilizadas para las transferencias
Southern; debajo, mapas de las regiones de DNA utilizadas para el estudio de los sitios ApalAd
polimorficos de los intrones 3 y 15 mediante transferencia Southern (I y III) y mediante amplificacion por
PCR (Il y IV); B. Resultado de restriccion por Apald del RLDL, analizado mediante transferencia Southern
(Iy III) y PCR largo (Il y IV). Todos los tamafios indicados estdn en Kb; C y P: sitios de restriccion ApalA
constantes y polimorficos, respectivamente, detectados mediante transferencia Southern; N: nuevos sitios
ApalA detectados mediante PCR largo; N?: posible nuevo sitio de restriccion detectado mediante PCR.

Los resultados discrepantes obtenidos segin se emplee transferencia Southern o PCR largo
pueden tener su origen en una modificacion postreplicativa de algunos de los sitios ApalA, presentes en
el DNA genomico, dependiente de secuencias cercanas, o solapantes, a tales sitios; de esta forma los
sitios modificados permanecerian ocultos para la enzima y aparecerian como sitios -, mientras que los
sitios no modificados serian accesibles a la enzima y aparecerian como +. Dado que la modificacion
postreplicativa, propuesta en nuestra hipotesis, no ocurre in vitro, durante la amplificacion por PCR,
todos los sitios Apal4 presentes en el amplificado podran ser reconocidos y cortados por la enzima.
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IV.3.6. Analisis de la Segregacion del Gen RLDL Mediante Polimorfismos.

En nuestro laboratorio, otros ¢ polimorfismos, ademas de los 5 explicados hasta ahora en esta
Tesis, han sido estudiados por O. Puig y presentados en su Tesis Doctoral (Fig. 18). A continuacién, se
expondran los datos mas sobresalientes de todos estos polimorfismos y el estudio realizado con todos
ellos de 18 familias HF, con el fin de obtener una vision mas general de la utilidad de los polimorfismos
en el diagnostico genético de HF en Espaiia.

GEN RLDL

EXON 1 2 3 456 7 8 910 1112 1314 15 1617 18
"3
rnT"i~f~n~n TT

7 /I f t | M
Stid el \ ASL 1

C-T 1725 | 1
SANI1  Taql Avall Pvull Ncol

Fig. 18: Estructura del gen RLDL y localizacion de los polimorfismos estudiados en nuestro
laboratorio. Se indican en azul los polimorfismos estudiados por O. Puig y en negro los estudiados
por F. J. Chaves.
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IV.3.7. Frecuencia, Heterozigosidad y Valor PIC de Once Polimorfismos Presentes en el
Gen RLDL.

El estudio de los once polimorfismos (ver Fig. 18) se ha realizado en 41 probandos y en 56
controles, el resultado del analisis (frecuencia, heterocigosidad y PIC) de los diferentes polimorfismos se
puede observar en la Tabla 8.

Tabla 8: Frecuencia, heterocigosidad y valor PIC obtenidos al estudiar 11 polimorfismos del gen
RLDL en la poblacién espariola (Control y HF).

, FRECUENCIA DEL VALOR
POLIMORFISMO | CROMOSOMAS | SITIO + (media + HET. PIC
error estiandar)

Beltl (HF) n=82 0.841 + 0.040 0.267 0.231
S (C) n=112 0.893 + 0.029 0.192 0.173
SfaNI (HF) n=82 0.866 +0.038 0.232 0.205
(©) n=112 0.848 + 0.034 0.258 0.224
Taql (HF) n=82 0.073 +0.029 0.136 0.126
(©) n=112 0.098 + 0.028 0.177 0.161
Stul (HF) n=82 0.976 +0.017 0.048 0.046
(C) n=112 0.955 + 0.020 0.085 0.082
C.T (HF) n=82 0.146 +0.039 0.250 0.219
1725 (C)n=112 0.170 + 0.035 0.282 0.242
HincIl (HF) n=82 0.537 +0.055 0.497 0.374
(C) n=112 0.616 + 0.046 0.473 0.361
Avall (HF) n=82 0.402 +0.054 0.481 0.365
(C) n=112 0.375 + 0.046 0.469 0.359
(HF) n=82 0.793 +0.045 0.329 0.275
Haelll (C) n=112 0.795 + 0.038 0.326 0.273
Poull (HF) n=82 0.244 +0.047 0.369 0.301
(C)n=112 0.223 + 0.039 0.347 0.287
Mipl (HF) n=82 0.683 +0.051 0.433 0.339
(C) n=112 0.661 + 0.045 0.448 0.349
Neol (HF) n=82 0.549 +0.055 0.495 0.373
(©) n=112 0.589 + 0.046 0.484 0.370

n: nimero - de cromosomas; HET.: Heterocigosidad; HF: grupo de poblacién con
hipercolesterolemia familiar; C: grupo control normolipidémico.

Segun los datos anteriores los polimorfismos mas informativos son Hincll y Ncol, que
presentan un PIC de 0.374 y 0.373 en HF y de 0.361 y 0.370 en Controles, respectivamente. Es de
interés resaltar que en nuestro laboratorio hemos detectado un polimorfismo situado en el nucleétido
1725 del cDNA (presenta una T en el nucleétido 1725 en lugar de una C, polimorfismo C-Tyns),
separado tan solo 48 bp del polimorfismo Hincll. El hecho de que ambos polimorfismos estén en el exon
12 facilita su estudio mediante analisis de SSCP, lo que supone que, en un solo ensayo, podemos
obtener mucha mas informacion que con el resto de los polimorfismos, ya que presentan una
heterocigosidad y un PIC conjuntos de 0.620 y 0.541 para Controles y de 0.614 y 0.533 para HF,
respectivamente.

En todos los casos se comprobo que las frecuencias obtenidas y el niumero de individuos
heterocigotos y homocigotos cumplian el equilibrio Hardy-Weinberg. También se comprobd que no
existian diferencias significativas entre Ias frecuencias obtenidas en Controles y en HF, como era de
esperar al ser la poblacion espafiola una poblacion abierta.
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IV.3.8. Desequilibrio de Ligamiento e Informatividad de los Polimorfismos Analizados.

La medida del desequilibrio de ligamiento se realizé mediante el valor Ay la informatividad de
las parejas de polimorfismos mediante el valor PIC, al igual que en los polimorfismos estudiados
anteriormente. Los resultados obtenidos mediante este analisis se pueden ver en la Tabla 9, donde se
indican las parejas que se encuentran ligadas para P<0.05, 55 comparaciones, donde el Ai*e es de 0.24.

Tabla 9: Analisis de desequilibrio de ligamiento y valor PIC de los polimorfismos estudiados
en nuestro laboratorio, tomados de dos en dos.

Polimorf.  Bem SfaNl Tagl  Stul | Hincll Avall Haelll Pvuul Mspl | Neol |
1 Localiza- region exon intron  ex6n 1 exon exon | ex6on  exon introbn ex6n I exdn
cion 5’ 2 4 8 12 12 13 15 15 18 18
Bgm -0.06  0.11 -0.07 0.13 -0.04 005 -014 0.15 006 020
SfaNl 0.20 0.12  -0.07 0.15 0.10 -0.06 -0.13 013 -0.08 0.21
Taql 0.32 0.34 0.06 -0.11 018 -018 0.13 -0.14 0.11 0.09
Stul 0.25 0.26 0.21 0.08 -0.12 012  036* -0.07 -0.10 -0.11
I-11ms 034 038 0.32 0.28 027 -023 -0.09 025* 024 0.26
Hincll 046 049 043 0.40 0.49 -0.83* -024 021 -036* -0.18
Avan 0.45 047 043 0.39 0.49 0.43 023 -023 041* 023
Haelll 037 042 0.36 0.30 0.20 0.54 054 -0.40* -0.20 -0.26*
PvuU 039 042 0.38 0.30 0.21 0.55 055 0.24 0.27*  0.29*
Mspl 0.45 0.48 0.42 0.38 0.49 0.61 0.60 052 054 0.59*
Ncol 0.42 047 044 039 0.48 0.67  0.66 0.51 0.55 0.52
PIC

* indica los polimorfismos que presentan desequilibrio de ligamiento segin las condiciones indicadas en el
texto.

En la Tabla anterior se puede observar que estin en desequilibrio de ligamiento tanto
polimorfismos que se encuentran proximos fisicamente en el gen (por ejemplo Hincll y .4vali, Pvull y
Haelll, Mspl y Ncol) como otros que se encuentran relativamente alejados (Avall o Hincll estan en
desequilibrio de ligamiento con Mspl). Posiblemente estos hechos encuentren su explicacion en procesos
de recombinacion no uniforme a lo largo del gen y en la historia de la aparicién de los diferentes
polimorfismos y haplotipos (Chakravarti et al. 1984; Miserez et al, 1993).

El resultado que puede parecer un poco ilégico es el observado entre el polimorfismo C-TmS5e
Hincll, que pese a estar en desequilibrio de ligamiento, el valor de A es mucho menor al obtenido entre
Hincll y Avall aunque la distancia entre el polimorfismo C-T\su y Hincll es de 48 pb y entre Hincll y
Avall es de unas 3.0 Kb. Este resultado es consecuencia de la ausencia de individuos que presenten el
polimorfismo C-Tms y no tengan el sitio de corte para Hincll (individuos Hincll' Tin23). La ausencia de
este alelo incide en el calculo de A, disminuyendo su valor ya que A es un valor del desequilibrio de
ligamiento de las dos posibilidades de cada alelo con las otras dos del otro alelo (en el caso de los
polimorfismos de restriccion).
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IV.4. ANALISIS FAMILIAR.

La segregacion de los polimorfismos analizados anteriormente y la construccion de haplotipos
se realizo en 18 familias compuestas por un total de 137 individuos. En estas familias se analiz6 la
cosegregacion de haplotipos con la enfermedad para confirmar/excluir el diagndstico clinico-bioquimico
de la misma.

Los resultados que se exponen a continuacion muestran el analisis de segregacion en las
familias con los haplotipos construidos bien con los cinco polimorfismos, estudiados por mi, bien con el
total de once polimorfismos estudiados hasta el momento en nuestro laboratorio. También se muestra el
resultado de usar solo tres de los polimorfismos, analizados mediante PCR largo. De esta forma se
pueden comparar las posibilidades diagndsticas de cada una de estas combinaciones, sus ventajas y
limitaciones.

A partir de los haplotipos obtenidos y de su frecuencia en poblacion normolipidémica se puede
calcular el orden de maxima informatividad para los polimorfismos analizados segun Chacravarti &
Buetow (1985). El orden de maxima informatividad es muy interesante para disminuir los costes en
trabajo y tiempo, necesarios para realizar el diagnostico genético indirecto, principalmente si se desea
hacerlo de forma rutinaria, ya que proporciona la mayor informacién utilizando el minimo mimero de
polimorfismos. Este orden dependera del contenido informativo de cada polimorfismo y del desequilibrio
de ligamiento entre los diferentes polimorfismos, ya que los polimorfismos de bajo PIC o de
desequilibrio de ligamiento elevado con otro polimorfismo mas informativo supondran un incremento
pequeiio del PIC acumulativo. El calculo de este orden supone escoger la pareja de polimorfismos mas
informativa (que presenta el PIC acumulado mas elevado de todas las parejas posibles); posteriormente,
se afiade a la pareja el polimorfismo que presente la maxima informatividad junto con los dos anteriores
(el PIC acumulado de los tres polimorfismos debe ser el mayor de todos los trios posibles) y asi
sucesivamente hasta que el PIC no se incremente al afiadir mas polimorfismos o se agote la lista de los
mismos.
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IV.4.1. Anilisis de las Familias.

En las Figuras y Tablas correspondientes a las diferentes familias que se exponen a
continuacion se utilizaran las abreviaciones y simbolos indicados en la Tabla 10, a fin de facilitar su
comprension y simplificar las leyendas de las mismas.

Tabla 10: Abreviaciones y simbolos utilizados en el texto, Fig.y Tablas del Apartado IV.4.1.

FIGURAS:

TABLAS:

I, I1, IT1, IV: indican el nimero de cada generacién.

*: indica el haplotipo patolégico.

A 6 " indica la presencia de una mutacién que
cosegrega con la enfermedad.

% indica la presencia de una mutacion que no
cosegrega con la enfermedad.

Mut.: nombre de la mutacion, ¢l nimero de un ex6n indica
que se ha localizado un patrén anémalo de bandas de
SSCP en ese exon, pero la mutacién atn no ha sido
caracterizada..

El subindice (1): los datos bioquimicos han sido
recogidos cuando el paciente se encontraba bajo dieta.

El subindice (1): los datos bioquimicos han sido recogidos
cuando el paciente se encontraba bajo dieta.

El subindice (2): los datos bioquimicos han sido
recogidos cuando el paciente se encontraba bajo dieta y
tratamiento con firmacos.

El subindice (2): los datos bioquimicos han sido recogidos
cuando el paciente se encontraba bajo dieta y tratamiento
con firmacos.

FH, Cy ?: indican el diagnéstico clinico-bioquimico de
enfermo, sano y los individuos cuyo diagnéstico clinico-
bioquimico es dudoso: para mayores de 18 afios entre
220 y 280 mg/dl de CT y entre 160 y 180 mg/dl de
LDL-C y para menores de 18 afios entre 180 y 200
mg/dl de CT y entre 130 y 160 mg/dl de LDL-C (ver
Apartado I11.2.1., Pag. 33), respectivamente.

FH, C y ?: indican el diagnéstico clinico-bioquimico de
enfermo, sano o el diagnéstico es dudoso: para mayores de
18 afios entre 220 y 280 mg/dl de CT y entre 160 y 180
mg/dl de LDL-C y para menores de 18 afios entre 180 y
200 mg/dl de CT y entre 130 y 160 mg/dl de LDL-C (ver

Apartado I11.2.1., Pag. 33.

N° Indiv.: indica el niimero de identificacién de cada
individuo. Los individuos numerados con X.00 son los
probandos, si no se dice lo contrario.

N° Indiv.: indica el nimero de identificacion de cada
individuo. Los individuos numerados con X.00 son los
probandos, si no se dice lo contrario.

CT: Colesterol total en mg/dl.

Edad: indicada en aflos, entre paréntesis.

El diagnéstico genético viene dado por el haplotipo
marcado como patoldgico (fondo gris) o la presencia de
una mutacion responsable de 1a enfermedad (* 6 ").

CT: colesterol total, en mg/dl.

TG: triglicéridos, en mg/dl.

HDL-C: colesterol transportado en lipoproteinas de

alta densidad, en mg/dl.

LDL-C: colesterol transportado por lipoproteinas de baja
densidad, en mg/dl.

VLDL-C: colesterol transportado por lipoproteinas de muy
baja densidad, en mg/dl.

ND: no hay datos.

Y: familiar no consanguineo que presenta datos
bioquimicos patolégicos.

11POL: haplotipos, en letras mayasculas, construidos
con los 11 polimorfismos.

Hap. Patol.: haplotipos patoldgicos o que cosegregan con
la enfermedad.

5POL; haplotipos, en letras minusculas, construidos con
los polimorfismos, indicados con fondo gris claro y
0SCuro.

3POL: haplotipos, con designacion numérica,
construidos con los 3 polimorfismos con fondo gris
0SCHro.,
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IV.4.1.1. Familia FH11.

La Fig. 20 muestra la segregacion de la enfermedad y de los haplotipos deducidos en la familia
FH11. En esta familia se observa que la herencia de la enfermedad va unida a los haplotipos I, fy 3. En
la Tabla 11 se pueden ver los datos bioquimicos de esta familia.

FH 11
&

11.094 N° INDIV.
205(2) CT
89)  (EDAD)

I C 11Pol
i ¢ S5Pol HAPL.
3 3 3Pol
“n 0 £
11.00a 11.02a 11.08 11.06 11.03A
351 393 227 239 345
(59) (57) (61) (54) (54)
A HD C A 1
a a b c a [
31 1 2 31 3 1
111 Q - £ i £ a
11.10 11.05A 11.07 11.01a 11.04A
206 236(2) 347(1) 366
(33) (29) (25) (26) (16)
1 D A H I A I
f b a a f a i
3 2 11 3 1 3
(J

1IPOL 5POL 3POL Bgil Sfam Taql Stul E12 Avall liaell Pv«Il Mspl Ncol

A a 1 + + - + 1 + + - + +
C ¢ 3 + + - + 2 - + - - -
D b 2 + + - + 2 - - + + +
H a 1 + + - + 2 + + - + +
I* £ 3% 3 ) . + 2 3 + . . .

Fig. 20:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH11. A indica la presencia de la
mutacion C358Y.
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Tabla 11: Datos bioquimicos y genéticos de la familia FH11.

N° Indiv. | €82 CT TG | HDLC || LDLC [ VLDL-C || ApoB | ApoAl | Hap. Mt
Ve | (afios) | 55° § (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) { (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | Patol. v

FH11.00 | 59 v 351 72 60 264 9 166 148 Lf3 C358Y
FH11.0lmd 26 | m 347 63 59 275 16 161 154 Lf,3 C358Y
FH11.2 | 57 | m 393 88 50 320 10 163 148 Lf3 C358Y
FH11.03 | 54 | m 345 ) 65 218 14 155 150 L3 C358Y
FH11.04 | 16 v 366 66 44 309 13 164 121 Lf3 C358Y
FH11.05p] 29 | m 236 81 48 172 16 - 118" 97 L£3 C358Y
Cc11.06 || 51 v 239 109 74 144 21 114 163

cno7 | 25 v ND

c1.08 [ 61 v 27 109 51 154 2 133 121

FH11.09» | 89 | m 205 91 51 136 18 109 127 L£3 C358Y
c1io § 33 v 206 148 52 125 29 103 109

En la familia FH11 se puede realizar el diagndstico genético indirecto en todos los individuos
utilizando las combinaciones de 11 y 5 polimorfismos, cosegregando la enfermedad con los haplotipos 1,
f'y 3. Si se utilizan los tres polimorfismos estudiados mediante PCR largo (sistema 3Pol, que comprende
Avall, Pvull y Ncol) no se podra realizar el diagndstico genético en la primera generacion descendiente
de FH11.09 y en la posible descendencia de FH11.04, ya que son homozigotos para estos marcadores.
El resto de individuos puede ser diagnosticado mediante este sistema, exceptuando FH11.01 ya que sus
padres presentan los genotipos 1-3 y 1-3, y FH11.01 presenta el mismo genotipo, por lo que no se puede
saber de donde procede cada haplotipo.

En esta familia se ha encontrado la mutacién C358Y que supone un cambio de cisteina por
tirosina en el aminoacido 358, exon 8, ya que cambia la base 1146 de G a A y el codon pasa de ser
TGT a TAT. Esta mutacion cosegrega con la enfermedad, corrobora los datos obtenidos mediante
diagnostico indirecto y confirma el diagnéstico de HF en FH11.04, a la vez que permite realizar el
diagnéstico directo de HF en esta familia. El efecto de la mutacion sobre el receptor ha sido estudiado
por O. Puig en su Tesis Doctoral. La mutacion afecta al transporte del receptor hasta la membrana
plasmatica (mutacion de Clase II) y a la unién de LDL (mutacién de Clase IIT).
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IV.4.1.2. Familia FH13.

El arbol de la familia FH13 y la segregacion de los diferentes marcadores se puede observar en
la Fig. 21, donde se indica especialmente la segregacion anémala de Bg/Il y la normal de 5)&NI, y los
datos correspondientes a los miembros de la misma en la Tabla 12.

FH 13

n mo I-rO d>-rf3

13.10ao  13.09 13.06A% 13.05 13.14a* 13.13 13.01A 13.07 13.16a* N° IND.

337 305 318 226 221 194 247(2) 199 193 CT

(51 (53) (38) (42) (49 ®) (44) (48) (54) (EDAD)
+ + + + + + _— + + Bglll

+ + + + + + + + + . - ++ 4+ SfaNl
E D E B FF AB Ay UPol
db d b e e ab ab 5Pol Hap.
4 2 4 2 55 12 1 2 3Pol

14
111

] £
13.11A  13.08 13.04* 13.03A  13.15* 1£.112* 13JX)  131)2A 13.17a

331 236 151 22%1) 166 155 298 2142) 177
(15 (25) 149  (1y) (23) (20) 200 (15 (16)
+ -+ -+ + -+ -+ + + + + + +
+ -+ + + + + + - + - + + + + + +
D ID JB AB JF JF AB AB A B
ab fb b b ab b e b e ab ab ab
2 32 22 12 25 25 1j2 1 2 1 2
5POL AvalY Haelll Pl\ull

Fig. 21: Arbol familiar y haplotipos obtenidos en la familia FH13. Ay *: indican la presencia de
la alteracion de la region 5' del gen RLDL y de la mutacion N 619 N, respectivamente. El haplotipo que
cosegrega con la enfermedad en esta familia no presenta el polimorfismo Bg/II (esta delecionado), por
lo que el haplotipo "A" utilizado para designarlo no lo incluye. Cuando esta alteracion esta presente
solamente se observa el resultado de Bglll originado por el otro alelo. + y —indican la presencia y
ausencia de los sitios polimoérficos Bglll 6 SfaNL.
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Tabla 12: Datos bioquimicos y genéticos de la familia FH13.

edad CcT TG [ HDLC | LDLC |VLDL-C || ApoB || ApoAl | Hap.
(atios) [| 5% || (mg/d]) || (mg/dl) || (mg/dl) i (mg/dl) || (mg/dl) || (mg/dl) || (mg/dl) | Patol. Mut.
FH13.00 | 20 | m 298 51 67 216 10 132 157 A*a,1 A
FH13.0lp || 44 m 241 65 37 191 13 93 77 A*a,1 A
FH13.025f§ 15 | m 214 72 31 169 14 81 74 A% a1 A
FH13.03m) 18 | m 222 42 30 184 8 9% 94 A% a1 A
C13.04 || 14 m 151 59 36 104 1 64 .97 &
C13.05 || 42 v 226 147 28 169 29 104 117
FH13.06 | 38 | m 318 136 29 263 27 158 92 A%al | MN&
C13.07 || 48 v 199 86 37 145 17 79 88
21308 {| 25 v 236 174 26 176 34 147 107
Y1309 | 55 v 305 168 29 243 33 140 128
FH1310 | 51 | m | 337 55 56 270 17 148 110 A% a,1 A
FH1311 | 15 | m 331 72 88 279 14 135 103 A*,a,1 A
c1312 | 20 v 155 126 33 97 25 62 94 &
C1313 v 194 72 39 141 14 95 109
C1314 | 49 m 221 171 34 145 34 100 131 A%al | A&
c1315 [ 23 | m 166 79 40 110 16 72 109 &
C1316 | 54 m 193 62 53 128 12 70 88 Ata1 | A&
Cc1317 | 16 m 177 56 52 114 1 63 78 A*%,a,1 A

A y & indican la presencia de la mutacién Valencia-5 y de la mutacién N 619 N, respectivamente; Y: presenta
alguna dislipemia que no hemos podido diagnosticar por carecer de datos adicionales..

El diagndstico genético indirecto de la familia FH13 se puede realizar en todos los componentes
de la tercera generacion mediante el estudio de Bg/ll, ya que este polimorfismo segrega de forma
andmala al estar delecionada la region 5' del gen hasta el exon 1. Como consecuencia de la deleccion,
denominada Valencia-5, los portadores tendran una copia totalmente afuncional. La segregacion
anomala del polimorfismo se observa en la perdida de un alelo de Bg/II en algunos descendientes de la
tercera generacion (FH13.11, FH13.03, FH13.00, FH13.02 y C13.17). El exén 2 no se encuentra
delecionado ya que existen heterocigotos para este polimorfismo como FH13.10 y 13.01, que son
portadores de la alteracion Valencia-5. El haplotipo "A*" utilizado para indicar el haplotipo enfermo
carece, por tanto, en esta familia del dato procedente del polimorfismo Bg/Il.

En la tercera generacién se puede realizar el diagndstico genético indirecto en todos los
individuos, mientras que en la segunda generacién no se puede realizar claramente en un par de ramas
familiares que presentan bajos niveles de CT (C13.14 y C13.16) y presentan el mismo haplotipo (A, a 6
1) procedente del antecesor enfermo que el resto de miembros de esta generacion. En la familia solo se
observa el haplotipo de un alelo del antecesor enfermo (indicado como 1-13 en el arbol familiar) en todas
las hermanas (FH13.10, FH13.06, C13.14, FH13.01 y C13.16). Esta situacion se puede explicar
suponiendo que todas llevan el alelo enfermo y algunas son asintomaticas o que el antecesor, 1-13, era
homozigoto para los marcadores utilizados y, por tanto, las hijas enfermas y sanas presentan el mismo
haplotipo. C13.16 tiene una hija (C13.17) en la que se observa la perdida de un alelo Bg/II (-) obligado,
lo que indica que C13.16 es portadora de la alteracion Valencia-5 y es asintomatica para la enfermedad,
ya que presenta un perfil lipidico normal, al igual que C13.17. Los dos descendientes de C13.14 han
heredado el haplotipo sano de la madre (J, b, 2) y presentan niveles normales de CT y LDL-C, por lo
que deben ser diagnosticados como sanos. En consecuencia, no podemos hacer un diagnéstico de 13.14
por la via inversa (como habiamos hecho con 13.16).
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La rama familiar de FH13.10 presenta un hijo enfermo HF (FH13.11) ya que ha heredado el
haplotipo enfermo y presenta las caracteristicas bioquimicas de tales enfermos, mientras que ?13.08
tiene unos niveles de CT dentro de los limites que indican un diagnéstico dudoso de HF. Esta persona no
presenta el haplotipo patologico de la familia FH13, por lo que no puede ser diagnosticado como HF.
Sin embargo, dado que su padre, Y13.09, presenta niveles patologicos de CT y LDL-C es posible que
haya heredado de é! algin factor genético responsable de su fenotipo.

En las ramas familiares de FH13.06 y FH13.01 se observa una herencia clara, presentando
FH13.03, FH13.00 y FH13.02 el haplotipo patologico y pérdida aparente de un alelo Bg/Il obligado,
mientras que C13.04 carece de dicho haplotipo, es heterocigoto para Bgill y presenta niveles normales
de CT y LDL-C.

En esta familia se ha encontrado la mutacion silenciosa N619N (cambio del nucleétido 1920 de
C a T que transforma el codon AAC en AAT, ambos con la misma capacidad codificante) que
cosegrega con el haplotipo (J, b, 2) procedente del antecesor sano. La presencia de esta mutacion no
aporta informacion en los casos dudosos, si bien permite seguir la segregacion del alelo con el que
cosegrega de forma rapida.

La alteracién del gen encontrada en esta familia supone la deleccién de la region 5' hasta el
mtrén 1 del gen RLDL y no habia sido detectada mediante la busqueda inicial realizada con Bg/II al
presentar delecionado el exon que se usaba como sonda (para esta region) en la transferencia Southern.
Actualmente esta alteracion esta siendo caracterizada en el laboratorio, lo que nos ha permitido saber
que C13.14 es portadora de esta alteracion. Por otro lado, la deteccion de esta alteracion ha determinado
que (para unificar criterios) no hayamos considerado el probando en el calculo de frecuencias génicas,
mientras que haplotipos sanos, no relacionados, procedentes de esta familia si han sido utilizados en los
calculos de PIC acumulativo, orden de informatividad, etc.

Por ultimo, un hecho sefialable es que con el sistema 3Pol se obtiene la misma informacién que
con los demas polimorfismos (si excluimos Bg/ll, que en ocasiones permite detectar la segregacion
anomala del polimorfismo y, por tanto, de la alteracion).
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IV A 1.3. Familia FH17.

En la familia FH17 se han podido estudiar 5 miembros, cuyas caracteristicas se muestran en la
Fig. 22 y en la Tabla 13.

FE117 o ma i
N°IND. 17.024  17.03
cTo462 159
(EDAD) (67) 67

1P ol AB
HAPI- 5 Pol a b
3 Pol 12

o — as o 11

1701 17.00a 17.05 17.04
— 328 161 154
) G @y G

G A GB
e a eb
51 52

hIPOLII5POL 3POL B™l1 SfaNn Taql Stul E12 |Avall Haell | Pvull Mspl Ncoll

A a 1 + + - + 1 + + - + +
B b 2 + + - + 3 - - + + +
G e 5 - - - + 1 + + - + -
1- 1 f* 3% - - - + 2 - + Pili!! -

Fig. 22: Arbol familiar y haplotipos obtenidos en la familia FH17. (~): no hay datos;
A: presencia de la mutacion lllinsA.

El estudio de haplotipos de la familia FH17 indica que la enfermedad cosegrega con los
haplotipos I, f 6 3. Este diagnostico indirecto se confirmo al identificarse la mutacion 11 linsA presente
en esta familia y causante de la HF, pues supone la insercién de una adenina después del nucledtido 111
del cDNA. Esta insercion origina la ruptura de la pauta de lectura, lo que produce un codén de parada
de la traduccion 13 codones después de la insercion.

El diagnostico genético indirecto mediante la formacion de haplotipos se puede realizar
utilizando simplemente el sistema 3Pol, aunque habiendo identificado la mutacién responsable de la
enfermedad es ahora posible hacer un diagnostico directo en los miembros de esta familia.

Tabla 13: Caracteristicas de los miembros de la familia FH17.

ledad | HDL-C ] LDL-C IIVLDL-C | ApoB 1 Apo Al |y fap.
r {l(aios) § 5¢X0 Linfgkiny M%) U (mg/dl) U (mg/dl) [(mg/dl) J (mg/d)J | (mg/dl) |1 Patol. | Mut
| FH17.00 || 34 v 328 87 28 289 18 132 92 U,3 lllinsA
17.01 m
FH17.02 || 7 m 462 135 35 380 27 138 100 Lf,3 lllinsA
C17.03 |; ¢ v 159 89 38 103 18 59 108
C17.04 || 36 m 154 50 63 81 10 46 148
C17.05 § 3 v 161 98 41 141 20 59 138
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IV.4.1.4. Familia FH18.

La familia FHI18 estd formada por ¢ miembros repartidos en 3 generaciones, cuyas
caracteristicas se pueden observar en la Fig. 23. y en la Tabla 14.

FH 18
—LJ
N° INDIV  18.02a 18.03  18.00a

CT 314 — 319

(EDAD) (&) (&2)] @n
11 Pol. AB DE
HAPL. 5Pol alb b d
3 Pol. 1j2 24

? 1
IS%SA 18.04
295 188
a10) 11
11POL 5POL 3POL Avall Haelll Pvyull

Fig. 23:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH18. A: indica la presencia de la
mutacion 790delATGA.

Como se observa en la Fig. 23, el diagndstico genético indirecto de esta familia se puede
realizar en todos sus miembros, habiéndose detectado A, a y 1 como los haplotipos que cosegregan con
la enfermedad. Ademas, se ha localizado la mutacion 790delATGC que supone la deleccion de la
secuencia ATGC a partir del nucledtido 790 del cDNA, perteneciente al exén 5. Esta mutacion es
causante de la HF en esta familia ya que supone el cambio de pauta de lectura lo que origina un codén
de parada 9 codones después de ella. El individuo 718.04 no es portador de la alteracion y, por lo tanto,
no es portador de la enfermedad, al menos procedente del alelo alterado de la familia FH18.

Tabla 14: Datos clinicos y genéticos de la familia FHI18.

Ne edad CT HDL-C [1 LDL-C  VLDL-C 1 ApoB || Apo Al | .
Indiv.  (afos) 1 5°%° | (mg/dl) (nji/dl) | (mg/d) J| (mg/dl)  (mg/dl) |(mg/dl) | (mg/any |1 ® i Mutacién
I FHI8.00 31 v 319 74 33 272 15 138 90  A,a 1l 790delATGA
i FHIS0I» 67 v 285 135 40 218 27 137 100  A,a, 1 790delATGA
I FHI8.02 37 m 314 73 4 257 15 139 93 A,a1 790delATGA
C18.03 37 v ND
718.04 n v 188 73 53 121 14 65 126
FH18.05 | 10 v 295 35 58 230 7 110 125 A,a,1  790delATGA
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IV.4.1.5. Familia FH20.

La familia FH20 esta formada por 10 individuos de los cuales se han podido estudiar s, cuyos
datos se pueden ver en la Fig. 24 y en la Tabla 15.

FH 20 -20006 N° INDIV.

203 CT
@8l)  (EDAD)
CG UPoL
c 5 spoL, HAPL.
3 3PoL
<;h-a i - 1 -
20054 20.04 2ol %003
205 22 26 188
4 () (52) (40)
¢ C KL ¢cC AC
Cc S » cc ac
3.3 61 33 13
20.074 20.02a 26.01a
211 208 293
@1 13 (12
fc" K c A ¢
cg c a ¢
36 31 3

I/ IPOL | 5POL 3POL Bglil fSfaNl Taql Stul | E12 | Avall \Haelll Pvull  Mspl  Ncol

A a 1 + + - + 1 + + - + +
C* c* 3% + + - + 2 + - - -
G e 5 - - - + 1 + + "o + -
K g 6 - 4- - + 1 + + +
L a ;i + + - + 1 + - 01 +

Fig. 24: Arbol familiar y haplotipos obtenidos en la familia FH20. A: presencia de la
mutacion C68W.

El diagnostico genético indirecto de esta familia no se puede realizar con los polimorfismos
estudiados, debido a que FH20.05 y FH20.00 son homozigotos para todos los marcadores y, por tanto,
para los haplotipos deducidos en el estudio familiar. Los haplotipos que cosegregan con la enfermedad
son C, cy 3, segun se utilicen los sistemas 11Pol, 5Pol y 3Pol, respectivamente.

En esta familia se ha encontrado la mutacién Ceés W que origina un cambio de cisterna por
triptéfano en el aminoacido ¢s (debido al cambio de una C por G en el nucledtido 276), esta cisterna se
encuentra en la segunda repeticion del dominio de unioén del receptor por lo que su efecto sobre la
actividad del receptor parece ser importante; ademas, esta cisterna esta presente en todas las repeticiones
del dominio de unién. Ces W se ha encontrado en un familiar de diagnostico dudoso 720.02 y uno sano
C20.07, lo que indica que ambos son portadores de la enfermedad.
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Tabla 15: Datos bioquimicos de los miembros de la familia FH20.

N° edad CT TG || HDL-C | LDL-C JVLDL-C | ApoB || ApoAl | Hap.

Indiv. | (afios) | **° f| (mg/dl) | (mg/dl) § (mg/dl) § (mg/dl) | (mg/dl) § (mg/dl) | (mg/dl) | Pat Mut.
FH2000§f 52 | v | 326 101 49 256 20 132 92 G, 3 | Ce8W
FH2001 | 12 | v | 293 78 63 214 15 130 %0 C,c,3 | C68W

2002 § 13 | m | 208 64 40 156 12 77 97 C,c,3 | C68W

C2003 f 40 | m | 188 88 56 115 17 60 182
C20.04 63 v 222 138 53 142 27 126 200
FH2005 | 44 | m | 295 71 81 200 14 155 208 | Cc3 | Cesw
C2006 | 8 | m | 23 212 46 115 42 109 187
C2007 § 21 | m | 211 60 4 155 12 117 132 | C,¢,3 | Co8W
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IV.4.1.6. Familia FH27.

En la Fig. 25 se puede observar el arbol de la familia FH27, donde se muestran los haplotipos
deducidos. En la Tabla 16 se exponen los datos de los miembros de esta familia.

FH27

27.05 N°Indiv.
340 CT
(75) (edad)

EC 11POL
d ¢ 5POL  Hap.
4 3 3POL
II uril U
27.06 27.03 27.04
263 231p, 230
(51) (46) 42)
E L G C B E
d a e c b d
4 1 53 2 4
11 6 ~ S ~ 6
27.01 27.00Q 27.02
209 306 182
(18) (20) an
E G E C E C
de dec dec
4 5 4 3 4 3

ITPOL\|5POL 3POL Bgil SfaNl\ Taql | SmL i E12 |.4vali JHaeYU 1Pvull | Mspl 1Ncol

B b 2 + + - + 3 - - + + +
C c 3 + + - + - - -
E d 4 + + + + 2 - + - + +
G e 5 - - + 1 + -

L a 1 + + - + 1 - - +

Fig. 25: Arbol familiar y haplotipos obtenidos en la familia FH27.

Tabla 16: Caracteristicas de los miembros de la familia FH27.

CCNlad 1 . CT TG [1 HDL-C |1 LDL-C IIVLDL-C |1 ApoB 1 Apo Al |1 Hap. 1 Mutacién
Indiv. (afios) 1 5€*J| (mg/dl) || (m~dl 1 (mg/dl) || (mg/dl) 1 (mg/dl) || (mg/dl) J| (mg/dl) || Pat.
FH27.00a) 20 m 306 81 55 234 17 120 130
C27.01 18 m 209 47 92 108 9 76 168
C27.02 17 m 182 113 75 113 22 67 146
FH27.03(2) 46 \% 231 116 76 132 23 116 146
C 27.04 42 m 230 77 84 131 15 102 145
FH27.05 75 m 340 168 34 270 36 150 116
FH27.06 1 51 m 263 129 35 202 26 121 110
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En esta familia el diagnostico genético no confirma el clinico, pues no hay un haplotipo
particular que cosegregue con la enfermedad. Ademas, hasta ahora no hemos encontrado una mutacion
en el gen RLDL en los afectos de esta familia que pudiese explicar la enfermedad en ellos. De todas
formas el estudio genético sugiere que podria tratarse de una familia con HF en la que:

- Los haplotipos patologicos son C, c y 3.

- C27.02 es portador de HF con un fenotipo no muy claro, si se confirma que el haplotipo
patologico es el indicado anteriormente.

- FH27.06 no es enfermo de HF, aunque inicialmente se habia diagnosticado clinicamente como
tal pues habia padecido un infarto; sin embargo, hay otros sintomas que deben ser considerados, como
el hecho de que la paciente es diabética y de que sus niveles de CT y LDL-C no sean excesivamente
altos.
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IV.4.1.7. Familia FH28.

Las caracteristicas de esta familia se encuentran en la Fig. 26 y en la Tabla 17.

FH28

N"INDIV. 28.01 28.00
CT 206 260
(EDAD) (44) (46)

11 PoL N C

HAPL. 5 PoL
3 PoLL
28.02 28.03
172 293
(13) a12)
BN
11POL SPOL BgtU \SfaM 1Taql jStul £12

Fig. 26: Arbol familiar y haplotipos obtenidos en la familia FH28.

En esta familia el diagndstico genético indirecto se puede realizar con todos los grupos de
polimorfismos estudiados, obteniéndose como haplotipos patolégicos en cada caso: A, a 'y 1; pero los
resultados deben tomarse con precaucion ya que el numero de miembros de la familia es muy reducido.

Tabla 17: Datos clinicos de los miembros de la familia FH28.

fedad — | CT TG  HDL-C 1 LDL-C NIVLDL-C | ApoB | Apo Al |
1(afios) S¢X° Ttmg/dl) | (mg/dl) 1 (mg/dl) | (mg/dl) | (mfiAil) | (mg/dl) [I (mg/dl) | Pat Mut.
FH28.00 46 m 260 35 51 202 7 110 130 Aa,1
C 2801 44 v 206 148 64 113 29 95 154
C28.02 13 n 172 60 79 81 12 73 146
FH28.03 1 12 v 293 41 53 234 8 132 133 A,a,1
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IV.4.1.8. Familia FH31.

Las arbol familiar y las caracteristicas genéticas de la familia FH31 se pueden observar en la
Fig. 27, y los datos bioquimicos de los mismos se pueden ver en la Tabh 18.

FH 31
31.05 31.00A
NCIND. 31.03A 31.02a
CT
(EDAD)
HAPL.
11 PoL
5 PoLL
3 PoL
ilIPOL SPO 13PO Bgni SfaN Taql) Stul 1E12 aelll Ncol
a 1 + + + 1 + + - + +
Cc c 3 + + « + 2 - + - -
I* f* 3% - - - + 2 + - - -
0 g 6 + + - + 1 + - + + +
- - - + - + -
Lop 1 f 3 3 +

Fig. 27:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH3. A:indica la presencia de la
mutacion lllinsA.

El diagndstico genético indirecto de esta familia se puede realizar con los sistemas de 11Pol y
5Pol en todos los casos, siendo los haplotipos estudiados I y f. Utilizado el sistema 3Pol, el hijo de
31.00 y 31.05 no se podria diagnosticar, ya que no se puede sabersi el haplotipo 3 procede del
progenitor sano o enfermo. Si solamente se emplea el diagnostico genéti© indirecto la fiabilidad de los
resultados es muy baja debido al escaso ntimero de miembros. Sin enbargo, en esta familia se ha
encontrado la mutacion 1llins A que permite corroborar el diagnosticondirecto realizado y hacer un
diagndstico seguro de la enfermedad en sus miembros.

Tabla 18: Caracteristicas bioquimicas de los miembros de la facil;ja FH31.

edad CT TG HDL-C LDL-C IVLDL-C I A3B jr Apo Al Hap.

(afios) S¢X°  (mg/dl)|[ (mg/dl) (mg/dl)  (mg/dl) | (mg/dl) [1 (m/dl) |l (mg/dl) ~Pat. Mut
HF31.00 32 v 393 82 50 322 10 13 154 Lf,3 llinsA
C31.01 32 m 163 47 100 54 9 0 176
HF3L02<2) 14 v 228 127 45 157 21 14 113 Lf,3 lllinsA
HF31.03 8 v 360 52 51 299 10 16 117 Lf,3 llinsA
01.04 1 m 178 53 65 102 1 4 128
01.05 30 m 186 56 90 95 11 t 163
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IV.4.1.9. FAMILIA FH42.

El arbol familiar, con la segregacion de haplotipos, y las caracteristicas bioquimicas de esta
familia se pueden ver en la Fig. 28 y en la Tabla 19.

FH42 J e T I*

1-Tr -a ) r Q -0 0) *
42058 4215 : 17 42.00A 42.26 42.07A 42.13 42.01a
351 189 255 422 192 395 227 396
(62) (66) (50) (62) (67) (61) (56) (70)
I | CB CA B B B B
c f ¢ b ca b d b d
3 3 32 31 2 4 2 4
4 -ri O A OH . tG [-r-D
42.04A 4223 42204 42.19 42.16 4218 42.06a 4227 42.03A 4224 428 4214 42.024 211
262 178 258, 224 143 137 343 194 307 182 184 239 413 166
35) @6 (32) (30) (26) (28 @28 @) 39 30 (33) 32 () 32
CB BA CB F A CccC C AR cc AG
c b da € b e a c ¢ c a i cc a e
32 41 3 2 51 3 3 3 15 33 15
< / < T i
IST R %) N° INDIV. 4225 42.09 4210 4228~ 42.12a
180 129 CT 298 164 177 — 288
®) an (EDAD) @ (@) (U] “) ©
C E B B 1P ol T C TC BA C G
c d b d HAP. 5Pol j o« 1c¢ ba ¢ e
3 4 2 4 3Pol 313 43 21 3 5
7/W/H 5/m 1I3POL /Ivall 7/a*Il pwmil 1 Alvpl | Ncol
A o +
3% _ _
[R—Y —— .
- Heg
5 L
- . B

Fig. 28:. Arbol familiar, estudio genético y haplotipos deducidos en la familia FH42. A
indica la presencia de la mutacion T413R.
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Tabla 19: Caracteristicas de los miembros de las familia FH42.

Ne edad { _ CT TG HDL-C | LDL-C JVLDL-C | ApoB { Apo Al | Hap. Maut. .

Indiv. § (anos) f| - (mg/dl) || (mg/dl) | (mg/dl) || (mg/dl) | (mg/dl) | (me/dl) | (mg/dl) | Pat.

FH42.00 62 m 422 110 70 303 22 120 156 Cc3 T413R -
FH42.01 70 m 396 142 69 304 29 182 197 C,c, 3 | T413R
FH42.02 29 m 413 110 56 335 2 160 148 C,c, 3 | T413R
FH42.03 34 m 307 62 60 235 12 107 8 C,c 3 | T43R
FH42.04 35 m 262 63 34 215 13 104 106 C,c 3 | T413R
FH42.05 62 m 351 116 67 7 13 164 139 C.c 3 | T413R
- FH42.06 28 v 343 78 51 276 15 140 © 108 Cc3 T413R
FH42.07 61 v 395 62 73 29 8 121 160 C,c’3 | T413R

C42.08 33 m 18 = 93 34 132 18 89 14

C42.09 7 m 164 51 4 110 10 62 151

C4210 m 177 48 51 117 9 66 182

C4211 32 v 166 63 32 122 12 61 121

FH4212 6 m 288 142 18 242 28 144 78 C,c, 3 | T413R

C4213 56 m 227 118 32 172 23 127 134

C42.14 32 v 239 176 30 174 35 90 141

C42.15 66 v 189 92 56 115 18 76 152

C42.16 26 v 143 69 4 85 14 54 120

C4217 50 m 255 119 63 169 23 108 163

C4218 28 m 137 40 58 71 8 48 130

C4219 30 m 224 247 38 137 49 94 120
FH42.20, 32 v 258 95 41 198 19 m 121 C,c, 3 | ET413R

ca2.21 8 m 180 60 36 132 12 82 80 C,c 3 | T413R

ca2.22 11 v 129 49 36 84 9 56 95

C42.23 36 v 178 136 34 117 7 77 108

C4224 30 v 182 113 41 118 23 96 89

FH42.25 4 v 298 63 77 209 12 95 85 C,c,3 | T413R

C42.26 67 v 192 71 4 134 14 82 89

C4227 37 m 1% 54 65 118 1 68 21

42.28 m

De la Fig. 28 se deduce que los haplotipos patolégicos son C, ¢ y 3 para los sistemas 11POL,
SPOL y 3POL, respectivamente.

En conjunto se puede decir que diagnostico genético indirecto de esta familia se puede realizar
utilizando el sistema 3POL; solamente se presenta un caso en el que el diagnéstico no es posible: el
mdividuo FH42.05 presenta un genotipo 33 y no podemos realizar un diagnostico genético seguro en su
descendencia. En todos los demas miembros de la familia el diagndstico es posible mediante este
procedimiento. Los otros dos sistemas el diagnéstico permiten resolver en todos los casos; asi, el
individuo 42.05 es heterozigoto para varios de los polimorfismos incluidos en ambos sistemas y sus
descendientes pueden ser ahora clasificados inequivocamente. El tinico problema podria plantearse en un
futuro si el individuo 42.06 tuviese descendientes, pues es homozigoto para todos los polimorfismos
analizados.

83



RESULTADOS

Se ha encontrado un individuo (C42.21) que presenta el haplotipo patogénico y presenta niveles
. de colesterol total (180) y de LDL-C dentro de la normalidad (132 mg/dl), corregidos para edad y sexo,
segin el estudio DRECE, y que son muy inferiores a los que presentan otros miembros de la familia con
el haplotipo patologico (por ejemplo FH42.25 presenta un nivel de LDL-C de 209 mg/dl a los 4 afios y
FHA42.12 presenta un nivel de 242 mg/dl). Esta nifia, C42.21, habia sido diagnosticada clinicamente
como sana pero el analisis genético nos indica que es portadora de la enfermedad, aunque asintomatica
en el momento en el que se le realizaron los analisis. Por lo tanto, a esta nifia se le debe hacer un
seguimiento de la enfermedad e intentar que adopte habitos que tiendan a mantener los niveles de CT
normales, que ahora presenta.

En esta familia, finalmente, se ha identificado la mutacion responsable de la enfermedad
(T413R) que ha confirmado los resultados obtenidos mediante el diagnostico genético indirecto y,
especialmente, en el caso C42.21 ha confirmado que es portadora de la enfermedad. La mutacién
T413R supone la sustitucién de la treonina 413 por una arginina (cambia el codén 413 de ACG a
AGQG).




RESULTADOS

u L] L sanca - i g— aea

IV.4.10. FAMILIA FH44.

Las caracteristicas de la familia FH44 se pueden ver en la Fig. 29 y en la Tabla 20.

FH 44

N° INDIV. 44.03A  44.02
394
(EDAD) 67

1P ol D
5Pol b
3Pol 2

" 1

44.00A 44.01

302 180

30) (26)

D A

b a

21

11POL 5POL 3POL AvaQ Haeill PvuH

Fig. 29:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH44. A indica un patrén de bandas
anomalo encontrado en el exon 17 (trabajo realizado por F. Quesada).

Tabla 20: Caracteristicas clinicas de los miembros de la familia FH44.

edad CT TG HDL-C 1 LDL-C VLDL-C  ApoB |l Apo Ai Hap.
| (afios) S¢X® (mg/dl) I (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) (mgtt)  (mg/dl) || (mg/dl) Pat. Mut.
1 FH44.00 % 30 v 302 52 41 251 10 185 120 F,e,5 EIO
C44.01 26 v 180 78 56 123 15 76 152
C44.02 54 m 197 75 41 141 15 111 123
FH44.03 57 v 394 82 36 342 16 1% 112 Fe 5  EIO

En esta familia se observa que los haplotipos F, e y 5 cosegregan con HF, como se indica en la
Fig. 29. EI tinico problema que plantea esta familia es su reducido tamafio que obliga a considerar con
precaucion los resultados obtenidos. Recientemente se ha identificado un patréon de bandas andémalo en
el exon 10 presente en FH44.00 y FH44.03, que podria deberse a la mutacion causante de la
enfermedad y, por tanto, corroborar el resultado obtenido mediante diagnostico indirecto.
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IV.4.1.11. FAMILIA FH47.

RESULTADOS

Los datos mas importantes de la familia FH47 se encuentran en la Fig. 30 y en la Tabla 21.

111POL SPOL SPOL Bgill 1Sfam

a

lB b
D b
E d
F* e*

mutacion G642E.

1

2
w2
4

4+ ++

FH 47

47.06A

++ + +

278
(20)

47.05
249
(26)

Taql

(0]
Q— —n
47.01A  N®INDIV.
283(2) CT
(48) (EDAD)
B A 1IPoLL
11 a SPol.
I 1 3PoLL
47.03'
160
D
) 1
2 1
Stul
+ 1
+ 3
+ 2
+ 2
+ 1

47.02

(0]

228
(36)

E12  Avali jHaeUl| PvuW Mspl 1Ncol

+

+

+ 4+ ++

+ o+ 4+

Realizando el diagndstico indirecto se observa que FH47.00, FH47.06 y FH47.01 (los enfermos
HF claros) comparten el haplotipo F; si este haplotipo cosegrega con la enfermedad C47.03 y C47.04
serian portadores asintomadticos de la misma, los individuos 747.05 y 747.07 no serian portadores de la
enfermedad y C47.02 no se podria saber al no poderse deducir con seguridad sus haplotipos.

Posteriormente, se ha identificado la mutacion G642E que cosegrega con el haplotipo anterior
(por tanto corrobora los resultados anteriores) y supone el cambio de la glicina 642 por un glutamico
(GGA cambia a GAA). La identificacion de esta mutacion permite corroborar los resultados anteriores
y, ademas, indica que C47.02 no es portador de la enfermedad.

Tabla 21: Principales caracteristicas de los miembros de la familia FH47.

edad j sexo

(aiios) |
FH47.00 52
FH47.01(2) 48

C47.02 1 36
C47.03 9
C47.04 14
247.05 26
FH47.06 20
247.07 13
C47.08 52

< 8 B B

g B

CT 1

371
283
228
160
168
249
278
218
250

TG 1 HDL-C 1 LDL-C |VLDL-C 1 ApoB
(mg/d)l (mg/dl)|| (mjr/dlJ1 (mg/dl) I (mg/al) |1 (mg/dl)

69
43
82
4
31
62
53
67
215

66
68
75
47
67
95
71
52
44

86

291
207
137
104
95
142
190
153
164

14
8
16
9

12
11
13
42

132
119
85
60
56
91
124
102
116

Apo Al
(mg/dl)
144
149
207
113
159
194
177
163
142

Hap.
Pat.

F,e,5
Fe 5

F,e, 5
F.e,5

F.e, 5

Mut.

G642E
G642E

G642E
G642E

GO642E
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IV.4.1.12. FAMILIA FH48.

Las caracteristicas mas importantes de la familia HF 48 se encuentran en la Fig. 31 y en la
Tabla 22.

FH 48

N° INDLV. 48.00 48.03

CT 290 166

(EDAD) 35) 43)
1IPol.
5Pol.
3Pol.

48.06 48.05 48.04  48.02 48.01

213 157 201 148 147
19) (10) a6 (@4
CA
11POL SPOL 3POL Stul  El2 Mspl  Ncol

b* 2+

Fig. 31:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH48.

Tabla 22: Caracteristicas clinicas de los miembros de la familia FH48.

edad i CT ; TG HDL-C 1 LDL-C BvLDL-C I ApoB | Apo Al 1 Hap.
1 (afios) S¢*° | (mg/dl { (mg/dl | (mg/dl) | (mg/dl) I (mg/dl) [ (mg/dl) || (mg/dl)  Pat. Mut.

FH4800 35 v 290 57 68 210 12 B,b,2
C48.01 14 v 147 40 49 90 8 55 118
C48.02 16 m 148 33 67 76 5 51 164
C48.03 43 m 166 173 32 100 34 75 93
248.04 8 m 201 48 68 124 9 74 167 B,b,2
C48.05 10 m 157 2 48 103 8 62 108
248.06 19 v 213 148 45 139 29 84 130 B,b,2

En esta familia se observa que los haplotipos B, b y 2 cosegregan con la enfermedad en los dos
hijos clasificados como dudosos (48.04 y 48.06). Aunque no presentan niveles claramente patologicos
seria aconsejable su seguimiento. Por otro lado, el diagndstico realizado en esta familia debe ser
utilizado con precaucion ya que el nimero de miembros es bajo y algunos no muestran sintomas claros
de la enfermedad.

El tnico problema que presenta el diagndstico para nuevos miembros de esta familia esta en que
los dos miembros de la familia de la segunda generacion (?748.04 y 748.06) son homozigotos para todos
los polimorfismos, por lo que el diagnéstico de su posible descendencia no se puede realizar utilizando
los polimorfismos analizados hasta el momento.
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IV.4.1.13. FAMILIA FHS50.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los miembros de esta familia se pueden ver en la Fig. 32 y en la Tabla 23.

1IPOL 1 SPOL

FHS0

50.04
293
(59

N° INDIV. 50.01A
CT

50.03
220
(60)

oV

(EDAD)

1P ol

HAPL.

5Pol

3Pol

183
35

4

6

Bglll 1S/aNl 1 Tagl \ Stul 1 E12 | AvaVt \HaeUI\ Pvull \ Mspl \ Ncol

Fig. 32:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH50. " indica que el genotipo ha sido
deducido por comparacion de los marcadores con los de FH50.02, pero sobre cuya existencia real no

podemos estar seguros al no haber descendencia. Aindica la presencia de la mutacion P160R.

Los resultados obtenidos con esta familia deben tratarse con muchas precauciones debido al
escaso numero de miembros que presenta y a la imposibilidad de cercioramos de los haplotipos que
presentan algunos de ellos. En todo caso, en principio parece que la enfermedad cosegrega con los
haplotipos A, a, y 1, pero recientemente se ha identificado la mutacion P160R que cosegrega con el
haplotipo E. Esta mutacion es lo suficientemente importante como para ser la causante de la
enfermedad. Si esto es asi, nos encontrariamos que: a. FH50.04 no es un enfermo HF o su enfermedad
estd originada por otra mutacion diferente a la identificada en otros miembros de la familia y localizada
en el haplotipo W o en el A, ya que no podemos saber si su haplotipo A tiene el mismo origen que el de
sus hermanas, FH50.02 y FH50.00; b. El haplotipo A de FH50.00 y FH50.02 no es el patoldgico, ya
que si este haplotipo fuera portador de la enfermedad ambas hermanas serian heterocigotas compuestas,
lo que contrasta con los niveles lipidieos que ambas presentan); c. C50.01 es un individuo portador de la
enfermedad asintomatico.

Tabla 23; Caracteristicas de los miembros de la familia FH50.

I edad
1 (afos)
FH 50.00(i) 61
C50.01 35
FH 50.02(i) 54
C 50.03
FH50.04

sexo

g B B

S

CT

255

183

310

293

TG

85
136
70
181
148

R HDL-C 1 LDL-C

62
33
30
37
75

88

176
123
267
147
189

17
27
14
36
30

73

90

rfvLDL-C 1 ApoB | Apo Al 1
(mg/dl)| (mg/dl) | (mg/dl) [1 (mg/dl) | (mg/dl) 1 (mg/dl) || (mg/dl) ||

96

112

119

Hap.
Pat.

E,d,4
Ed, 4
Ed,4

Mut.

P160R
P160R
P160R
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IV.4.1.14. Familia FH51.

En la Fig. 33 y la Tabla 24 se pueden observar el resultado del analisis genético realizado y las
caracteristicas bioquimicas de esta familia.

FH 51
o-
N°INDIV. 51.03 51.00A
CT 152 360
(EDAD)  (55) (52)
UPoL 1U
HAPL f k e
3 4
« T 1
51.01A 51.02A
335 211Q)
(19 (16)
U
k
4
11POL SPOL SPOL —~ Taql Stul | E12 iAvali Haelll | Pvwll | Mspl 1Ncol
C c 3 + + + 2 + UEWM - -
F* e* 5% 1+ - - + 1 + + + -
I f 3 - - - + 2 + - -
U 1 k 4 - I§ - + 1 — + + ;

Fig. 33:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH51. Aindica la presencia de un
patrén anémalo de SSCP en el exén s .

En esta familia se observa que los haplotipos F, e y 5 segregan con la enfermedad asi como la
mutacion detectada por analisis de SSCP en el exdén s. La identificacion de ésta, por secuenciacion,
puede reforzar el resultado del andlisis de polimorfismos, cuyo valor es limitado por el pequeiio tamafio
de la familias.

Tabla 24. Caracteristicas de los miembros de la familia.

N ledad | CT X TG 1 HDLC | LDLC |VLDLC | ApoB | Apo Al ||1Hap. Mt
Indiv. (afios) (mg/dl)| (mg/dD)|| (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) || (mg/dl) |1 Pat.
FH51.00 | 52 Y 360 159 39 289 32 143 121 F,e,5 ES
FH51.01 19 \Y 335 190 30 265 38 140 90 Fe S E8
1 FH51.02ff) 16 m 211 60 41 158 79 95 15 F,e, 5 ES
| C51.Q3 55 Y 152 129 35 91 26 54 90

ES8: indica la presencia de un patrén anémalo de SSCP en el exén 8.
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IV.4.1.15. Familia FH5S.

Las caracteristicas de los miembros de esta familia se pueden ver en la Fig. 34 y en la Tabla 25.

FH 58 -
JF "u
N°INDIV. 58.01 58.00 58.04
CT 147 329 393
(EDAD) 35) 43) )
11Pol. A” E AAA
HAPL. 5Pol. a d a a
3Pol. 1 4 I 1
58.03 58.02
312 301
10) 14)
A A A A
{a a
1 1 1 1
11POL  5POL 3POL  BgM 1 Sfa'Sl | Taql | Stul Avall Haelll P>ull | Mspl 1 Ncol

Fig. 34:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH58. * Ay " indican la presencia del
haplotipo patologico, mutacion ITL545SMPN y mutacion E256K, respectivamente.

Tabla 25: Caracteristicas de los componentes de la familia FH58.

Ne U edad CT ! TG 4 HDL-C 1 LDL-C IVLDL-C | ApoB | Apo Al || Hap. .,
Indiv. l(afios S¢X° (mg/dl) | (mg/dl || (mg/dl) 1 (mg/dl) I (mg/dl) |(mg/dl) j (mg/dl 1 Pat. Mutacién
FH58.00 || 43 v 329 1125 23 156 50 104 109 A,a,1 ITLS4SMPN
Cs801 | 35 m 147 88 50 80 17 58 167  A,a, 1 E256K

ITL545MPN
A a1
FH58.02 14 m 301 106 43 237 21 146 117 ,a, 256K
ITL545MPN
FH58.03 10 v 312 78 37 260 15 156 85 F256K
FH58.04 v 393 208 27 325 | 184 76 2 2

.? indica que el DNA no ha podido ser analizado por el momento.

El estudio de esta familia puede ser especialmente ilustrativo de la capacidad del diagnostico
molecular para revelar situaciones complejas que pueden ser frecuentes en el area de las dislipemias
primarias. El probando, FH58.00, tiene unos niveles extraordinariamente altos de TG. Sus hijos (de 10
y 14 afios) presentan niveles patologicos de CT como de LDL-C, pero normales de TG. El pequeiio
tamafio de la familia limita, de entrada, la validez del analisis de polimorfismos, complicado, ademas,
por el hecho de que el probando es homocigoto para todos los polimorfismos analizados. Por lo tanto,
con estos datos no podemos elaborar un diagndstico genético indirecto.

La busqueda de mutaciones ha permitido identificar la mutaciéon ITL545MPN (cambia Ile-Thr-
Leu por Met-Pro-Asn a partir del aminoacido 545) en FH58.00 y E256K (Glu por Lys en el aminoacido
256) en C58.01. Ambas mutaciones han sido heredadas por los dos hijos. Ya que 58.01 es sana
aparentemente y sus dos hijos no presentan niveles de homocigotos podria pensarse que la mutacion
causante de HF es la que han heredado de su padre. Sin embargo, tal conclusion no es segura hasta que
se demuestre el efecto que ambas mutaciones ejercen sobre el receptor
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IV.4.1.16. Familia FH59.

Las caracteristicas de los miembros de esta familia se pueden ver en la Fig. 35 y en la Tabla 26.

-0
FH 59 59.03
249
(73)
A D
a b
1 2
O -O
59.00A 59.01
452 277
(38) 42)
D
b
2
a
N° INDIV. 59.02A
CT 385
(EDAD) ©)
1IPol S ¢
HAPL. S5Pol m ¢
3Pol 33
i 11poL  SPUI Tanl 1 Stul 1 E12 1AV 1HaelT11 Pvull 1 \tsp\ 1 Ncol
A a 1 + + + 1 4 + " + +
C* C* 3* + + + 2 -
D b 2 + + + 2 + + +
I s m 3 + + + + 2 — + — -

Fig. 35:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH59. Ay * indican la presencia de un
patrén de bandas anémalo en el exdn 4 y el haplotipo patogénico (en la tabla).

En esta familia se observa que los haplotipos C, c, 3 cosegregan con la enfermedad asi como un
patron anémalo de SSCP encontrado en el exdn 4, si bien el reducido nimero de miembros de la familia
hace que se deban utilizar con cierta precaucion estos resultados. Se puede realizar el diagnostico en el
individuo FH59.02 con cualquier sistema de polimorfismos, pero su descendencia necesitaria ser
analizada al menos con el sistema 5Pol. para poder ser diagnosticada.

Tabla 26: Caracteristicas de los componentes de la familia FHS9.

edad CT TG HDL-C 1 LDL-C ;VLDL-C I ApoB | Apo Al  Hap. R
(afios)  S¢X°  (mg/dl) | (mg/d) | (m~dl) |[ (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) Pat Mut.
| FH59.00 38 v 452 63 38 402 12 176 150 <2,03 exon 4
| C59.01 'y} v 277 233 43 188 46 162 153
| FH59.02 9 m 385 u! 50 321 14 168 136 C,c,3  exénd
| C5803 | 73 v 249 83 41 192 16 134 110

*se ha localizado un patrén de bandas de SSCP an6malo en el exén 4.
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IV.4.1.17. Familia FH60.

Las caracteristicas de esta familia se pueden observar en la Fig. 36 y en la Tabla 27.

FH60
|
Il OHE -0
60.12  60.00 60.11 60.03 60.06
265 286() 289 251(D
(56)  (52) (33) (53) (53)
CB G X A A G
cb ef a a e
32 53 11 5
1 0] . O irQ £
60.02 60.01 60.04 60.07 60.08 60.13 60.14 60.05
222 216 171 310 169 302 202 303
(23)  (25) @5) 29) (@18) (31) (40) 22)
GCgec CX A A AB A
e ¢ e ¢ ¢ f a a a b a
53 s 3 3 3 1112 1

IV 6 [

N° INDIV.  60.10  60.09
CT 175 221
(EDAD)  (12)  (10)

HAPL. SPol

1HPol A
a
3Pol 1

A
a
1

we O
we O

111POL 5POL i1 SPOL Bgni 1S8faNI | Taql | Stul | E12 | AvaU |HaeH1| PvuU Mspl | Atol

A* a* 1* + + - + 1 + + + +
B b 2 + + - + 3 - - + + 4
C ¢ 3 + + mM + 2 . + - -

D b 2 + + - + 2 ~ - + + +
G" e¥ 5% - - m + 1 + + -

X f 3 + ; - + 2 - + -

Y n 1 + - - + 1 + + + +

Fig. 36:. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH60. Se han indicado tanto en el arbol
familiar (con un marco) como en la tabla (mediante un asterisco) los haplotipos con los que cosegrega (A 'y
G) la enfermedad en las distintas ramas. El probando de esta familia es FH60.13.
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Tabla 27: Caracteristicas bioquimicas de los miembros de la familia FH60.

edad CT TG | HDLC | LDLC [VLIDLC [ ApoB [ ApoAl || Hap.
(afios) | 52*© | (mg/dl } (mg/dl || (mg/dl) § (mg/dl) § (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/d) || Pat. Mut.

FH60.00m § 52 v 286 240 46 192 48 100 111

C60.01 25 m 216 79 68 133 15 75 115

C60.02 23 m 222 88 69 141 17 76 124

FH60.030 | 53 v 251 216 35 173 43 112 165

C60.04 15 v 171 121 37 110 2 66 88

FH60.05 2 m 303 88 67 218 18 143

C60.06 53 m

FH60.07 29 m 310 171 45 231 34 142 111

C60.08 18 v 169 149 45 95 29 69 102

FH6009 | 10 | m | 21 9% 5 12 19 88 105

C60.10 12 m 175 95 44 112 19 69 9%

FH60.11 53 m 289 131 46 217 26 106 104

C60.12 56 m 265 124 32 208 25 11 83

FH60.13 31 m 302 156 u 227 31 116 105

C60.14 40 v 202 193

El probando de la familia es FH60.13.

En esta familia parece que no existe cosegregacion entre el diagndstico clinico realizado y el gen
RLDL (Fig. 36 y Tabla 27), ya que en la rama 60.11 el fenotipo patolégico cosegrega con el haplotipo
A, mientras que en la de 60.03 lo hace con G. Este haplotipo podria cosegregar también con la
enfermedad en la rama de 60.00 aunque los hijos que la heredan (60.01 y 60.02) no tienen niveles
lipidicos patologicos y serian, por lo tanto, asintomaticos.

Esta situacion se pﬁede explicar de varias formas, algunas de ellas son:

- Los progenitores de la generacién I, ambos, son heterocigotos para HF y los haplotipos A y G
provienen cada uno de un progenitor distinto.

- El progenitor afecto de la generacién I es heterocxgoto compuesto y sus Cromosomas son
~ definidos por los haplotipos A y G.

- El alelo defectuoso del gen RLDL ha sufrido recombinacién en el individuo 60. 11,
originandose un haplotipo diferente al que presentan sus dos hermanos.

- El defecto no se encuentra en el gen RLDL en alguna de las ramas o en ninguna y la
enfermedad es debida a un defecto en un gen diferente.
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IV.4.1.18. Familia FH62.

FH 62

62.03
286

(35

OC

g ¢
6 3

62.02A
288

©

w3 w»n
wao 0O

OnHJ
62.04 62.01A
273 271(i)
(60) (65)
A A S B
a a m b
1 1 32
-A @
62.00A
320
33)
A
a
1
Li
62.05 N° INDIV.
173 CT
?) (EDAD)

5Pol
3 3Pol

A C 11Pol
ac HAPL.
1

11POL SPOL SPOIX Bgill | SfaM | Tagql \ Stul | E12 J AvalléHaemi Pvull 1 Mspl 1 Ncol

+ +

+ +
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+ +
+ +
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Fig. 37.. Arbol familiar y estudio genético de la familia FH62. (1) datos clinicos obtenidos
bajo dieta; A indica la presencia de la mutacion 313+1G-*C y el haplotipo que cosegrega con la

enfermedad.

Las caracteristicas de esta familia se pueden ver en la Fig. 37 y en la Tabla 28.

En esta familia se observa que los haplotipos S, m y 3 cosegregan con la enfermedad. En ella se
puede realizar el diagnostico con cualquiera de los sistema de marcadores empleados, pero la
descendencia de 62.02 necesitaria ser analizada con el sistema 5Pol como minimo para poder ser
diagnosticada, en la primera generacion. En el intrén 3 se ha identificado la mutaciéon 313+1G->C que
podria ser la causante de la HF y, por lo tanto, corroborar el resultado obtenido mediante diagnostico
indirecto. Esta mutacion permite realizar el diagnostico genético directo de la enfermedad en los
miembros de esta familia. El nifio 762.05 no es portador de la enfermedad, al menos procedente de
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FH62.00, si bien sus niveles de CT y LDL-C elevados pueden tener su origen en la herencia recibida de
C62:.03.

Tabla 28: Caracteristicas de los componentes de la familia FH62.

edad CT TG | HDLC | LDL-C [JLDLC]| ApoB [ApoAI] Hap.

(afios) || 5% | (me/al) § (me/d) | (mg/dl) || (meyal) fome/a) | (me/dl) | (me/an) | Pat. | Mutacion
FH 62.00 33 m 320 84 53 251 16 130 104 W,m,3 | 313+1G-»C
FH62.01 65 v 271 106 66 183 21 97 124 W,m,3 | 313+1G~»C
FH62.02 9 v 288 96 48 221 19 107 85 | Wom,3 | 313+1G~»C
Y6,2.03 35 v 286 138 45 214 27 84 119
C62.04 60 m 273 103 86 197 20 105 106
262.05 2 v 173 91 . 48 127 . 18 81 108
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IV.4.2. Haplotipos Encontrados y Orden de Maxima Informatividad.

Mediante el conocimiento de los haplotipos y el niimero de veces que aparece cada uno de ellos,
se puede calcular el orden tedrico de utilizacién de los polimorfismos para obtener la maxima capacidad
diagnostica utilizando el minimo niimero de polimorfismos (orden de maxima informatividad).

IV4.2.1. Analisis con 11 Polimorfismos (BglIl, SfaNl, Taql, Stul, HincII-C-T,s, Avall,
Haelll, Pvull, Mspl, Ncol): Haplotipos Identificados.

El total de haplotipos independientes sanos y patologicos obtenidos mediante el analisis de los
11 polimorfismos (indicados con letras mayusculas en las figuras de las familias), se pueden ver en la
Tabla 29.

Tabla 29: Haplotipos encontrados utilizando 11 polimorfismos. Los haplotipos se designan
con letras maytsculas. En las columnas C y HF se muestra el niimero de veces que aparece cada
haplotipo sano y patolégico en individuos no relacionados, respectivamente, y entre paréntesis, el
porcentaje que representan del total de cromosomas. Se indica como E12 los resultados conjuntos del
sistema trialélico constituido por los polimorfismos (C—Thrs e Hincll, ya que son resultantes del
andlisis de este exén, los mimeros indican: 1= Hincll (-) 1725 (C); 2= Hincll (+) 1725 (C); 3= Hincll (+)
1725 (T), el cuarto haplotipo posible Hincll (-) 1725 (T) no se ha encontrado en nuestra muestra (ver
tesis de O. Puig, 1996).

&
E

SfaNI| Taql | Stul | E12 | Avall | Haelll | Pyull | Mspl | Ncol | C (%) | HF (%)
+ 18 (24.0)| 4 (26.6)

- 10(133)| 1(6.6)

12 (16.0)| 3 (20.0)

4(53)

4+ 1+

8 (10.6)

]+ ]+ ]+
'
4]+ [+ ]+

34.0) | 3200

34.0)

1(1.3)

L+ ]+ ]+

v+ +]+
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1(13)

1(1.3)
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i

Hl+]+] !

L-'v:u-:nna:rauou%a;g
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&
L+ +] 1

22.6)

1(1.3)

2(2.6)

1+
[
+]+[+
[ TS S ) ) S R A Y Y
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V| ) ] ]
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]+ |+ [ +]+]
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H |+ | | ] ] ] ]

|
+
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+H] ] ] ]+
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|

1
+
+

!
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N° de haplotipos independientes: 75 15

@ indica que uno de los haplotipos procede de 26.05 y otro de 26.06, @ indica que un haplotipo procede de
26.06 y @ indica que un haplotipo procede de 26.05, estos individuos pertenecen a la familia FH26 que presenta
una gran alteracién y que se estudia en la Tesis Doctoral de O. Puig; * indican haplotipos que no se han
utilizado en el estudio del orden de informatividad, debido a que son haplotipos deducidos de forma indirecta
y no se tiene la certeza de que existan.
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De la Tabla anterior se deduce que existen varios haplotipos frecuentes (por ejemplo los
haplotipos A, B y C), mientras que otros son muy poco frecuentes (por ejemplo: T, U, V, etc.) y el
haplotipo S solo se ha encontrado en la poblacién HF y no en poblacién sana. Sin embargo, dado el
tamafio de nuestra muestra, este dato no supone que existan diferencias entre la poblacién Control y HF

El estudio de los haplotipos obtenidos de las familias analizadas (ver Tabla 29) y, siguiendo el
procedimiento descrito en Materiales y Métodos (Apartado I11.2.9., Pag. 37), permite calcular la
informatividad global o acumulada de los 11 marcadores estudiados en nuestro laboratorio. La Tabla 30
muestra el orden en el que se deberian utilizar los polimorfismos para obtener la maxima informatividad
en el diagnostico de HF en poblacion espafiola. Como el mimero de haplotipos en el grupo HF era
msuficiente, se tomaron los haplotipos del grupo control para el calculo de la informatividad.

Tabla 30: Informatividad acumulada de 11 polimorfismos.

Polimorfismo Heterocigosidad PIC
Hincll-1725 0.62080 0.54074
Ncol 0.77796 0.74295
Pyull 0.82773 0.80570
Bgll 0.85476 0.83940
Taql 0.86471 0.85172
Haelll 0.87324 0.86165
Stul 0.87609 0.86517
SfaNI o Mspl 0.87716 0.86650
Mspl o SfaNI1 0.87751 0.86694
Avall 0.87751 0.86694

El valor PIC acumulado que hemos obtenido indica que, tedricamente, en el 86.69% de los
descendientes en los que conozcamos el genotipo de sus antecesores podremos deducir si han heredado o
no el haplotipo patolégico. Ademas, el valor PIC acumulado también indica que los seis primeros
polimorfismos permiten obtener ya una informacion importante y que la adicion de los restantes solo
sera significativo en familias particulares.
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Iv. 4 .2.2. Andlisis con 5 Polimorfismos (SfaNI, Taql, Avall, Pvull y Ncol).

Los haplotipos correspondlentes a los 5 polimorfismos estudiados por mi ($/aNI, Tagl, Avall,
Pvull y Ncol) de los alelos sanos y HF de los miembros de dichas familias se encuentran en la Tabla
31, donde se puede observar el numero de ocasiones en las que ha aparecido cada haplotipo (en
individuos no relacionados).

Tabla 31: Haplotipos encontrados utilizando 5 polimorfismos.

a b c d e f g i j k 1 m n § N°

SfaNI| + + + + - - + + + - - + _
Tagl - - - + - - - - - - + + - -
Avall § + - - - + - + + - - - - +
Poull | - + - - - - + - - - - - -
Ncol | + + - + - - + - + + - -

C 200w 19@| 12 | 8 6 | 3 3 1 1 1 1 Y 75
(%) [(26.6)] (24.0)[(16.0)|(10.6) | (8.0) | (4.0) | (4.0) | (1.3) | (1.3) | (1.3) | (1.3)

HF 4 1 3 3 3 1 15

(%) 1(26.6) (6.6) }(20.0) (20.0)}(20.0) (6.6)

HF y C indican el niimero de haplotipos encontrados en los grupos de poblacién HE y Control y, entre
paréntesis se indica el porcentaje del total que representa cada uno, N° indica el namero total de haplotipos
encontrados M indica que uno de los haplotipos procede de 26.05 y otro de 26.06; los superindices W, X e Y
indican la presencia de los haplotipos W, X e Y indicados en la Tabla 30, estos haplotipos no han sido utilizados
para ningan calculo al haber sido deducidos y no poderse comprobar su presencia de forma definitiva.

El orden de maxima informatividad de estos S polimorfismos se puede deducir a partir de los

haplotipos obtenidos con ellos (ver Tabla 32), obteniéndose el orden de maxima mformanwdad y el PIC
acumulado de estos polimorfismos.

Tabla 32: Heterocigosidad y valor PIC acumulados de los cinco polimorfismos.

Polimorfismo Heterocigosidad PIC
" Avall 0.48000 0.36480
Ncol 0.69673 0.63184
Pvull 0.79111 0.75912
SfaNI 0.81991 0.79677
Taql 0.82382 0.80199
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IV.4.2.3. Anailisis con 3 Polimorfismos (Avall, Pvull y Ncol).

Los polimorfismos Avall, Ncol y Pvull se pueden analizar mediante amplificacion por PCR
largo y digestion con las enzimas correspondientes simplificando la realizacion del diagndstico genético
indirecto. Para comprobar su capacidad diagnostica se han utilizado estos tres porlimorfismos en el
analisis de las familias reclutadas, observandose que en 15 de 17 familias hay cosegregacion de un
haplotipo con la enfermedad, pudiéndose confirmar el diagndstico clinico en 13 de las 15 analizadas.
Los haplotipos de individuos sanos y pacientes HF, no relacionados, se pueden ver en la Tabla 33,
mientras que el orden de maxima informatividad es simiiar al expuesto en la Tabla 32 del Apartado
anterior, ya que estos tres polimorfismos son los tres primeros de esa Tabla.

Tabla 33: Haplotipos encontrados en la poblacién espaﬁola, no HF, para las enzimas Avadll,
Pyull y Ncol

1 2 3 4 5 6 N°
Avall + - - - + +
Pvull - + - - - +
Ncol + + - + - +
C 2000¥ 190 16* 10 7¥ 3 75
(%) (266) | (24.0) | (21.3) | (13.3) | (9.3) | (0.09)
HF 4 1 7 3 15
(%) 266) | (66) | (46.6) (20.0)

HF y C indican el nimero de haplotipos encontrados en los grupos de poblacién HF y Control, entre
parémtesis se indica el porcentaje del total que representa cada uno; N° indica el niimero total de haplotipos
encomtrados; @) indica que uno de los haplotipos procede de 26.05 y otro de 26.06; los superindices W, X e Y
indican la presencia de los haplotipos W, X e Y indicados en la Tabla 30, estos haplotipos no han sido utilizados
para ningin calculo al haber sido deducidos y no poderse comprobar su presencia de forma definitiva.

99



RESULTADOS

100



RESULTADOS

IV.5. DETECCION Y CARACTERIZACION DE MUTACIONES EN EL GEN RLDL.

Este bloque de resultados se ha dividido en dos grandes apartados: caracterizacion de grandes
reordenamientos y de pequefias muttaciones (ver Fig. 6, Pag. 45). Esta separacion se debe a que la
metodologia empleada para la deteccion y caracterizacion de los dos grandes tipos de mutaciones es
completamente diferente. Las primeras han sido detectadas mediante transferencia Southem y
caracterizadas, a grandes rasgos, por transferencia Southern y PCR largo, mientras que la deteccion de
las segundas ha sido posible mediamte amplificacion de los diferentes exones por PCR y analisis de
SSCP y su caracterizacion mediante amplificacién por PCR y secuenciacion de los productos de PCR.
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IV.5.1. Caracterizacion de Grandes Alteraciones.

Inicialmente, analizamos el DNA de 58 pacientes diagnosticados como HF mediante digestion
con Bgffl del DNA gendmico, transferencia Southern, e hibridacion con una mezcla de exones marcados
con DIG. Siguiendo este procedimiento se detectaron 4 grandes alteraciones (Apartado 1V.2., Pag. 48,y
Fig. 9, Pag. 49); de estas alteraciones he caracterizado las correspondientes a la familia FH16
(mutacion Valencia-1) y al probando FH30 (Valencia-4); las otras dos grandes alteraciones,
correspondientes a las familias FH26 (Valencia-2) y FH29 (Valencia-3), han sido caracterizadas por O.
Puig (para més datos ver su Tesis Doctoral). Mediante analisis de segregacion del polimorfismo Bg/Il
se ha encontrado otra gran alteracion (Valencia-5) en la familia FH13 (Apartado 1V.4.1.2., Pag. 71).

IV.5.1.1. Caracterizacion de la Alteracion Valencia-1 (Familia FH16).

El analisis por transferencia Southern del DNA genémico digerido con BgBI y ApalLl (Apartado
IV.2, Pag. 48) indicd que el probando FH16 presentaba un reordenamiento del gen RLDL, que se
denominé Valencia-1. En el correspondiente analisis realizado en toda la familia, mediante digestion con
ApalA e hibridacion con las sondas E3 y E4 (ver Fig. 38 y Tabla 34 ), se observo que:

-el fragmento andémalo cosegregaba con la enfermedad.
- el individuo FH16.04 (cuyo diagnostico clinico era de enfermo de HF, ya que sus niveles de

colesterol y LDL-colesterol se encuentran, bajo dieta, en el limite utilizado para diferenciar entre sanos
y enfermos HF) no presentaba la enfermedad, al menos originada por esta mutacion.

FH 16
16.00A 16.13 N° INDIV 16.05A
315 — CT 325
(66) (70) (EDAD) (61)
353 180 361 218 387 271d
@ (37 @6) @)  (36) (26)
16.09A 16.08 16.07 16.01A 16.14A
295 129 162 261 262
as) a7 19 a7 19

Fig. 38: Arbol de la familia FH16. En cada individuo se indica su nimero de
identificacion, debajo del cual se indica el colesterol total (CT) y la edad en afios (indicada
entre paréntesis). Aindica la presencia de la alteracion Valencia-1; (1) indica que los datos de
colesterol se han tomado cuando el paciente se encontraba bajo dieta.
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Tabla 34: Datos bioquimicos de los componentes de la familia FH16.

N° edad CT TG HDL-C LDL-C j VLDL-C ApoB Apo Al 3

Imdiv. (afios) f| 5*° N (mg/dl) § (mg/dl) | (mg/dl) § (mg/dl) || (mg/dl) § (mg/dl) (mg/dl) [ Mutacién
FHII600 | 66 | m | 315 157 33 279 ) 129 151 D
FHI1601 | 17 | v | 261 46 49 . 203 9 D
FHI6.02q, | 16 | v | 215 46 80 156 9 D
Ccu603 | 41 | m | 218 155 ) 145 31 89 135
FHI6.0Mq | 26 | m | 2n 135 55 189 27 12 197

FHII605 | 61 | m | 325 92 33 269 11 . 128 125 D
FHI606 | 43 | m | 301 92 36 m 9. ... 129 102 D
c1607 § 19 v | 162 78 36 111 15 60 120

C16.08 17 v | 129 37 2 80 7 4 112

FH1609 f 15 | v | 295 53 33 252 10 144 88 D
FH1610| 46 | v | 361 69 39 311 5 128 116 D
FH1611 | 49 | v | 353 .04 . 43 312 13 148 136 D
cn612 | 37 | m | 180 56 47 123 16 65 139

C16.13 70 v ND ’

FH1614 | 19 | v | 262 128 52 185 25 97 125 - D
FH1615 ) 36 | v | 387 191 38 311 38 D

D indica la presencia de la alteraciénValencia-1; (1) indica que los datos se obtuvieron cuando el paciente se
encontraba bajo dieta.

Para caracterizar la alteracion detectada en esta familia se realizaron diferentes digestiones del
DNA genémico del probando FH16.00, que dieron los siguientes resultados:

- La digestion con Bg/II e hibridacion con la sonda 2HH1 (exones 11 a 18) no permiti6 la
deteccion de ningin fragmento anémalo, mientras que al hibridar con las sondas E3 y E4 se detecté una
bamda extra de 5.6 Kb (ver Fig. 39).

- Las digestiones con BamHI y con ApalLl, independientemente, e hibridacién con las sondas E3
y E4 originan una banda anormal de 19.0 y 16.5 Kb, respectivamente (ver Fig. 40). Estas bandas se
observan si se hibrida con las sondas E3 o E4, pero no se observan si se hibrida con la sonda E2 ni con
la E1 (datos no mostrados).

. - Las digestiones con Pvull y Xbal (ver mapa de restriccion de la Fig. 41) e hibridacion con la
sonda 2HH1 no mostraron ningin fragmento andmalo. Lo que sugiere que el gen no se encuentra
alterado desde el sitio Pvull del intrén 10 hasta el final 3' del gen.

Los resultados anteriores, unidos a la segregacion anormal en esta familia del polimorfismo
SfaNI (Fig. 8, Pag. 48) localizado en el exdn 2, nos indicé que la alteracion Valencia-1 se localiza en la
zonia 5’ del gen, tratandose de una delecion desde la region 5° hasta el intrén 2 (Fig. 41).

Para determinar mas exactamente los limites de esta alteracién se realizaron las digestiones e
hibridaciones que se describen a continuacion y cuyos resultados (no mostrados) se pueden contrastar
con: el mapa de restriccion expuesto en Ia Fig. 41:

- La digestién con EcoRV e hibridacién con las sondas E3 y E4 produce una banda normal de
25.0 Kb y una banda extra de 30.0 Kb, por lo que podemos suponer que el sitio EcoRV situado 5’
respecto al exén 1 se encuentra delecionado y el exén 1 también.
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Fig. 39: Caracterizacién de la mutaciéon Valencia-1: Digestion del DNA genémico de
FH16.00 con Bgril. A. Estructura del gen RLDL, debajo se encuentran las sondas utilizadas en las
transferencias Southern y el mapa de restriccién del gen con Bglll; B. Hibridacion con la mezcla de
exones utilizada para la bliisqueda de grandes alteraciones; C. Hibridacion con los exones 3 y 4. El
asterisco indica la presencia de un sitio Bg/// polimérfico; las carreras Mn y Mm muestran los
marcadores de tamafios de DNA Il y IIl de Boehringer Mannheim; 1 y 2 indican los DNAs del
probando FH16.00 y de un control, respectivamente.

- La digestion Xba! e hibridacion con las sondas E3 y E4 origina un fragmento normal de 24.0
Kb y uno extra de 16 Kb, lo que nos hizo suponer que el sitio Xba/, situado 5’ en relacion al exén 1y al
sitio EcoKV delecionado, esta intacto.

- La digestion con Xbal + Bam¥R e hibridacién con las sondas E3 y E4 origina un fragmento
normal de 16.0 Kb y uno anormal de 10 Kb. BamHI, individualmente, produce un fragmento normal de
16.0 Kb y uno anormal de 19.0 Kb, lo que supondria que este ltimo fragmento es digerido por Xba!/
dando origen al fragmento de 10.0 Kb.

- La digestion Bglll produce, tanto en digestion individual como con Xbal, cuando se hibrida
con los exones 3 y 4, dos fragmentos de 14.0 y 9.0 Kb, presentes ambos ai los controles, y uno de 5.6
Kb, presente solo en los portadores de Valencia-1.

- La digestion Xbal + Kpnl produce un fragmento de 16.0 Kb, cuando se hibrida con las sondas
E3 y E4, de igual tamafio al presentado por los controles. Por lo tanto, el limite 3' de la delecion puede
ser: a) en 3' del sitio Kpnl, que por tanto estd intacto; b) el sitio Kpn/ esta delecionado y la delecion
ocasiona que el siguiente sitio Xbal, localizado en la region 5' respecto al exén 1, se situe en la zona
donde esta el Kpn!/ (intron 2) resultando un fragmento de tamafio similar.

La delecion, pues, debe encontrarse entre el sitio Kpnl/, que puede estar delecionado o no,
localizado en el intrén 2 y el sitio Xbal presente en la region 5' del gen, que se encuentra intacto. No
puede descartarse la existencia de otro sitio Xba/ mas proximo al extremo 5' del gen, que produzca el
tamafio de fragmentos observados, ya que no disponemos de los mapas de restriccion de esa zona.
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Las digestiones con Stul, Apall + BamHI, EcoKV + Xbal, todas ellas usando la sonda E3-4,
comfirmaron la hipotesis propuesta. La estructura mas probable del alelo alterado de esta familia se
pueide ver en la Fig. 41

RS A (S S J .
iWithilVY:r "

SONDAS UTILIZADAS: E3 E4

11 13 J 1 L Bamm
P Tt IR TR S 7 i 1 ApaLl
B BamH]I Apall
19.0 22— 165
er 150 12.0
b
6.5 g e i
1 MU 2

Fig. 40: Caracterizacién de la mutacién Valencia-1: Digestion del DNA genémico de FH16.00
coin BamHI y ApaLl. A. Esquema del gen RLDL, debajo de él se encuentran las sondas utilizadas en
lasi transferencias mostradas en los paneles By C y los mapas de restriccion del DNA genomico con
ApalLly BamHI, donde se indican los tamafios (en Kb) de los fragmentos normales detectados con las
somdas E3 y E4; B. Fragmentos originados por BamHI usando las sondas E3 y E4; C. Fragmentos
oriiginados por ApaLl usando las mismas sondas. * Indica los sitios polimérficos. Los tamaiios de los
fraigmentos detectados se indican en Kb; las carreras Mn y Mm muestran los marcadores de tamaifios
de DNA Iy IIl de Boehringer Mannheim; los fragmentos normales se indican en azul y los anomalos
en rojo; 1y 2 muestran los DNA procedentes de un individuo control y de FH16.00, respectivamente.

Las caracteristicas de esta alteracién nos indica que este alelo carece por completo de la
actiividad del gen RLDL, ya que no presenta el promotor y, por lo tanto, no origina mRNA para la
sinttesis del RLDL.
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Fig. 41: Estructura del alelo mutado en la familia FH16 portadora de la mutaciéon Valencia-
1. Se indica, en Kb, el tamafio de los diferentes fragmentos originados; en rojo se indican los
fragmentos anémalos mas ilustrativos detectados mediante transferencia Southern. * indica los

sitios polimérficos.
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IV.5.1.2. Caracterizacion de la Alteracion Valencia-4 (Probando FH30).

La alteracion Valencia-4, presente en el probando FH30, fue detectada inicialmente por la
aparicion de un fragmento anémalo de 18.0 Kb al realizar la busqueda general de grandes alteraciones
mediante digestion de DNA genomico con Bg/Il (ver Apartado [V.2. y Fig. 8, Pag. 48).

La caracterizacion mdas fina de esta alteracion se realizd mediante la digestion con Bglll e
hibridacion, individualmente, con las sondas E3, ES5, E6 y 2HH1. En esta serie de hibridaciones solo se
detectd un fragmento andémalo de 18.0 Kb con la primera sonda utilizada. La digestion con EcoRI e
hibridacion con las sondas E3, E4, ES, E6 y E7, individualmente, revela un fragmento anémalo de 15.0
Kb solo con las sondas E3 y E7. Estos datos nos permitieron suponer que los exones 4, 5y 6 se
encuentran delecionados (ver Fig. 42).

5 ,8010,,12,,14

CONTROL 2 34 161718
X X1 m
140 *2.5 PV M I
8.4 15.0 7.2 Stul
2.5 10.0 8.0 23.0 EcoRl
10.0 9.0 13.0 21.0 Bglll
15.0 16.0 BamHI
26.0 7.0 EcoRV
10.0 23.0 10.5 Xbal
72 % 4.8 * A . ApalLl
8 1011}/2 ]j}A
2 3 w2/ v/ ¥/ 15 1617 18
ALELO V30 H
*
14.0 2.5 Pl
8.4 15.0 72 Sl
25 15.0 23.0 EcoRI
10.0 18.0 21.0 Bglll
16.0 BamlU
7.0 EcoRV
10.0 10.5 Xbal
7.2 Apall

Fig. 42: Estructura del alelo que contiene la mutacién Valencia-4 localizada en el probando
FH30. Todos los tamaiios se indican en Kb. En la parte superior se indica la estructura de un alelo
normal y los mapas de restriccion para diferentes enzimas. En la parte inferior se muestra la
estructura del alelo que contiene la mutacién Valencia-4 y los correspondientes mapas de
restriccion con diferentes enzimas. Se indican en rojo los fragmentos anémalos mas ilustrativos
detectados mediante transferencia Southern.

Esta hipotesis fue corroborada mediante la amplificacion del DNA gendémico situado entre los
exones 2 y 7, utilizando los oligonucleodtidos P-23 (correspondiente al final del intrén 1, en direccion 3°
respecto al gen) y P-54 (localizado en el inicio del intrén 7, en direccion 5°), mediante el sistema
descrito en la seccién de Materiales y Métodos para PCR largo (ver Tabla 7, Pag. 59). Esta
amplificacion proporciona un fragmento normal de 9.7 Kb y cuando, se aplica al probando FH30
origina el fragmento de 9.7 Kb, correspondiente al alelo normal, y un fragmento de 5.5 Kb resultante de
amplificar el alelo en el que se los exones 4, 5y 6 estan delecionados (ver Fig. 43).
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Fig. 43: Deteccion de la mutacion Valencia-4 por PCR largo. Se amplifica el DNA
genomico comprendido entre los exones 2y 7. A. Gel donde se pueden observar los fragmentos
amplificados: el normal de 9.7 Kb y el anémalo de 5.5 Kb del probando FH30; M indica el
marcador de tamafio molecular II de Boehringer Mannheim, 1 es un control y 2 es FH30; B. En la
parte superior se encuentra la estructura de un alelo normal donde se indica la region
amplificada y en la parte inferior se encuentra la estructura del alelo portador de Valencia-4,
donde se indica la region amplificada. Todos los tamaifios se indican en Kb.
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IV.5.2. Procedimientoas Experimentales Optimizados y Desarrollados para Detectar y
Caracterizar Pequefias Mutacciones.

Las mutaciones puntuakles responsables de HF se encuentran repartidas a lo largo de todo el gen
RLDL. En cada poblacion, el inimero de diferentes mutaciones pueden ser muy elevado y muchas de
ellas pueden ser diferentes a lass encontradas en otras poblaciones (Hobbs ef al., 1992; Goldstein et al.,
1995).

En poblacion espaiiolaj, como hemos visto, solo un 10% aproximadamente de las mutaciones
son grandes reordenamientos del gen RLDL, detectables mediante transferencia Southern. Este
resultado implica que aproxirmadamente el 90 % de las mutaciones de pequefias alteraciones o
mutaciones puntuales. En nuesstro caso, para realizar la bisqueda de estas pequefias mutaciones o de
mutaciones puntuales hemos empleado el analisis de SSCPs (de "single strand conformation
polymorphisms") de fragmentoss amplificados mediante PCR.

IV.5.2.1. Deteccion de; las Mutaciones Mediante Analisis de SSCPs.

El analisis se realizo utiilizando cubetas de electroforesis OWL Penguin (OWL Scientific) en las
cuales se emplean geles de 10 x 10 cm que hacen comodo su manejo. La visualizacion del DNA se
realizd por tincion con plata, seegiin el protocolo descrito en Materiales y Métodos (Apartado 111.2.8.,
Pag. 36).

Cada fragmento de DN4A se analiz6 bajo varias condiciones electroforéticas, pues no todas las
condiciones permiten revelar Isa migracion anomala de las bandas de DNA portadoras de mutacion
(Leren et al., 1993). Los difereentes ensayos electroforéticos se realizaron usando entre 10 y 20 % de
acrilamida 29:1, 0y 20 % de gllicerol, 0 y 25 °C, 300 y 450 V y 0.5 6 1.0 x TEB. El anélisis de SSCP
de cada exon se realizo, finalmente en todos los individuos, bajo varias condiciones de electroforesis que
permitian detectar las bandas de la forma mas nitida (ver Fig. 44). La utilizaciéon de diferentes
condiciones de electroforesis en el analisis de SSCP aumenta la fiabilidad de la técnica y permite, por lo
tanto, detectar un mayor niimerco de alteraciones.

A B

si.r. 471
00M ’

. %

. . ft* totf fea*
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Fig. 44: Comparaciion de dos condiciones de electroforesis en el analisis de SSCP de
dos exones distintos. En el panel A se observan los resultados obtenidos con 15 %acrilamida,
1 x TEB, 2 °C, 400V y en ell B con 15 % acrilamida, 10% glicerol, 1 x TEB, 2 °C, 400V). En el
panel A se observan las barndas mas nitidas, en general, que en el panel B. Segin indico en el
texto preferiamos utilizar ccondiciones que proporcionaran bandas similares a las obtenidas en
el caso A frente a las obtenidas en el caso B, ya que estas bandas son muy gruesas y en
algunos casos difusas, lo quie dificultaria la deteccion de bandas anomalas.
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IV.5.2.2 Secuenciacién de Mutaciones.

Uno de los principales objetivos en nuestro laboratorio es la utilizacion de sistemas no
radioactivos en el analisis genético de la HF, debido al gran niimero de muestras a analizar y a la mayor
comodidad que esto supone. Por ello, a la hora de secuenciar las muestras de DNA en la bisqueda de
mutaciones, optamos, en primer lugar, por estudiar varios métodos de secuenciacion y seleccionar aquel
que fuese mas interesante para nuestros propositos.

IV.5.2.2.1. Secuenciacién Manual.
A. Secuenciacion Mediante PCR y Tincion de Plata.

Inicialmente se realizaron pruebas con el sistema manual de secuenciacién ciclica “DNA Silver
Sequencing Kit” de Promega, bajo las condiciones indicadas en Materiales y Métodos (Apartado
II1.2.11.1, Pag. 40). Este sistema permitia la secuenciacion de los fragmentos de DNA amplificados
mediante PCR.

Los problemas de este sistema de secuenciacion son varios pero, esencialmente, se basan en que
la cantidad minima de DNA requerida para su deteccion mediante la tincion con plata es bastante alta,
del orden de picogramos. Esto supone que se precisa una cantidad inicial elevada de producto de PCR y
la realizacion de un gran numero de ciclos de PCR (entre 40 y 50), con todos los inconvenientes que
esto supone (utilizacion de gran cantidad de DNA molde, introduccién de errores en la secuenciacion,
etc.).

Debido a que la deteccién del DNA es proporcional a los picogramos de DNA y no a los moles
presentes de cada fragmento, es muy dificil llegar a poder identificar claramente las primeras bases de
cada reaccion. Segun los fabricantes, se puede leer la secuencia a partir de unos 50 nucleétidos del
oligonucleétido empleado en la reaccidn, si bien en nuestro laboratorio se pudieron leer a partir de las 20
primeras bases al incrementar entre un 50 y un 100% la concentracion de cada ddNTP en su mezcla
correspondiente (ver Fig. 45, panel A). La reproduccién en soporte sdlido (en fotografia o en papel)
resulto dificil al ser muy tenues las bandas (respecto al fondo originado), la unién del gel a un cristal y
los reflejos que origina el propio gel al estar tefiido con plata. :

B. Secuenciacién Ciclica Mediante Oligonuclééﬁdos Marcados con Digoxigenina y
Deteccién Luminescente.

La secuenciacién ciclica con oligonucledtidos marcados con digoxigenina se realizé segin el
sistema “DIG DNA Sequencing Kit” de Boehringer Mannheim y se visualizé mediante el sistema “DIG
DNA Luminescent Kit” de la misma firma comercial, con modificaciones menores. Los oligonucleétidos
se compraban marcados con DIG de las casas comerciales o con un extremo 5’-amino al cual se le unia
una molécula de DIG, tal y como se explica en Materiales y Métodos (Apartado IT1.2.11.1., Pag. 40).

Los resultados obtenidos mediante este sistema fueron muy buenos, una vez que la proporcion
de cada ddNTP frente a los NTPs recomendada en el kit fue incrementada entre un 75 y un 100% ya
que, de esta forma, permitia la lectura de la secuencia desde los primeros nucledtidos (ver Fig. 45,
paneles B y C). Ademas, la utilizacién de oligonucledtidos marcados en nuestro laboratorio y sin
purificar por HPLC (los fabricantes indican que es imprescindible) proporcioné los mismos resultados
que la utilizacién de oligos marcados con digoxigenina por las empresas encargadas de sintetizar los
oligos y purificados por HPLC. Aunque la técnica proporciona buenos resultados, el tiempo necesario y
el coste de los reactivos empleados es demasiado elevado, ya que, tras la electroforesis, se debe realizar
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la transferencia a membrana de nylon y detectar immunologicamente las bandas resultantes de la
secuenciacion.

También se realizaron pruebas de secuenciacion con el sistema "Sequenase Version 2.0 DNA
sequencing Kit" de USB (utilizando los mismos oligonucledtidos marcados y el mismo sistema de
revelado). Los resultados obtenidos mediante este sistema fueron secuenciaciones de menor calidad, lo
que junto con la mayor cantidad de trabajo necesaria (el proceso es mas breve pero requiere atencion
constante y un mayor cuidado en las condiciones empleadas) hizo que se desestimara este sistema de
secuenciacion.

1V.5.2.2.2. Secuenciacion Semiautomatica.

La unica diferencia de los sistemas semiautomaticos con los sistemas manuales radica en que en
los primeros la transferencia del DNA desde el gel a la membrana se realiza por un sistema acoplado a
la cubeta de electroforesis. El sistema desliza una membrana de nylon por la parte inferior del gel
durante la electroforesis; los fragmentos de DNA se adhieren a la membrana al salir por el extremo
inferior del gel.

Se empleo el sistema semiautomatico “GATC 1500-System” (GATC), en el cual se realizaban
las electroforesis y la transferencia de los fragmentos de DNA a membranas “Direct Blotting
Membranes” (GATC) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Fig. 45; Secuenciacion mediante sistemas no radioactivos manuales y semiautomatico. A:
Resultado de la secuenciacion ciclica con "DNA Silver Sequencing Kit", modificado, de Promega y
tincion con plata. B: Resultado de la secuenciacién ciclica usando el sistema de Boehringer
Mannheim, en la que se ha aumentado la concentracion de ddGTP en un 100 % utilizando un oligo
marcado con digoxigenina (suministrado por la empresa de sintesis de oligos) y transferencia
manual a la membrana. C: Secuenciacion ciclica con un oligo marcado con digoxigenina en nuestro
laboratorio a partir de un oligo 5' amino, utilizando el sistema "DIG DNA Sequencing Kit" de
Boehringer Mannheim modificado (se aumenté la concentracion de los ddNTPs entre un 75 y un
100%) y la transferencia a membrana se realizé mediante "GATC 1500-System" (GATC). Los
numeros indican el nimero de nucleétidos después del oligo de secuenciacion.
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Las reacciones de secuenciacion se realizaron siguiendo los mismos protocolos que los
empleados en la secuenciacién manual con digoxigenina, obteniéndose secuenciaciones practicamente
completas de cada fragmento de DNA (ver Fig. 45, panel C). La deteccion del marcaje y, por tanto, del
DNA se realizo mediante el sistema “DIG DNA Luminescent Kit” y la exposicion de las membranas a
peliculas X-OMAT S (Kodak).

Las ventajas de este sistema frente a los sistemas manuales son: 1. Ia transferencia directa de
los fragmentos resultantes desde el final del gel a la membrana, 2. la mejor visualizacién de toda la
secuencia al poder regularse la separacion entre las bandas en la membrana, pudiéndose mantener
homogénea a lo largo de toda la secuencia (en la Fig. 45 se puede observar la diferencia con la
transferencia manual si se comparan los paneles B .y C), resultado dificil de conseguir en
secuenciaciones manuales y 3- la sencillez de su manejo.

~ El problema de este sistema de secuenciacion, asi como del sistema de secuenciacién manual
con digoxigenina, es la gran cantidad de trabajo que precisa para completarse el protocolo de deteccion.
El alto coste por reaccién de estos sistemas de secuenciacion se debe a la necesidad de emplear
oligonucledtidos marcados con digoxigenina especificos para cada fragmento de DNA a secuenciar y la
deteccion realizada mediante “DIG DNA Luminescent Kit” de Boehringer. La deteccion de las
reacciones de secuenciacion resultan de un elevado coste, al transferirse el DNA a membranas de gran
tamafio que precisan el empleo de grandes cantidades de reactivos.

Para reducir, al menos en parte, los costes de la secuenciacion mediante oligos marcados con
digoxigenina, utilizamos el marcaje de oligonucledtidos con extremos 5’-amino lo que permite reducir el
coste de los oligos en un 60 % aproximadamente. Si bien, la necesidad de usar un gran mimero de oligos
diferentes y el hecho de que debian ser sintetizados de nuevo (los oligos usados en el laboratorio para la
amplificacién por PCR no tenian extremo 5'-amino) elevaban mucho el coste de este sistema lo que,
Jjunto con la instalacion de un secuenciador automatico en nuestro centro, nos indujo a abandonar este
sistema de secuenciacion. ' ‘
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IV.5.2.2.3. Secuenciacién Automatica.

La reciente instalacion de un secuenciador automatico d¢ DNA “ALF DNA Sequencer” de
Pharmacia Biotech en el IIC nos dio la oportunidad de simplificar la secuenciacion de DNA. Por lo
tanto, decidimos desarrollar un protocolo para la secuenciacion directa de productos de PCR. Para
simplificar el trabajo este protocolo debia utilizar los mismos - oligos utilizados en la amplificacion
mediante PCR, es decir, éstos no debian estar necesariamente marcados con fluoresceina (fluoroforo
que se utiliza en este secuenciador como marcador). Utilizando oligos no marcados evitariamos gran
parte de los problemas antes mencionados y no necesitariamos reponer los oligos marcados cada afio
aproximadamente (tiempo en el cual estos oligos dejan de ser fiables, ya que van perdiendo el marcaje,
segun Pharmacia Biotech).

Inicialmente se comprobd que la secuenciacion de los fragmentos de DNA obtenidos en nuestro
laboratorio segun los protocolos dados en Materiales y Métodos (Apartado I11.2.11.3., Pag. 41), se
podia realizar utilizando oligos marcados con fluoresceina, los protocolos empleados hasta el momento
y el secuenciador automatico. El resultado fue satisfactorio con los diferentes sistemas de secuenciacién
comprobados (“DIG DNA Sequencing Kit” de Boehringer, “Autocycle Sequencing Kit” de Pharmacia
Biotech, Sequitherm Cycle Sequencing Kit de Epicentre Technologies), pudiéndose leer la secuencia de
los fragmentos desde las bases iniciales, proximas al oligo utilizado en la reaccion de secuenciacion, en
todos los casos. Para evitar la aparicion de indeterminaciones, se afiadieron en todas las reacciones 2 o 4
p! de DMSO en la mezcla inicial de reaccién.

Posteriormente, se intent6 reproducir estos resultados utilizando el mismo oligo sin marcar y
afiadiendo a la mezcla de reaccion entre 20 y 30 picomoles de dUTP-11-Fluoresceina (F-dUTP) o
dATP-11-Fluoresceina (F-dATP), en funcion de las recomendaciones generales dadas por Zimmermann
et al. (1992) y Pharmacia Biotech, si bien, esta misma empresa no recomendaba el sistema por la poca
reproducibilidad y gran namero de errores que se originaban en la secuencia. En ninguno de los casos se
obtuvo una secuencia legible por el programa “ALF DNA Sequencer” de Pharmacia Biotech.

Se realizaron pruebas con la polimerasa de T7 o "Sequenasa" con los sistemas “Autoread
Sequencing Kit” de Pharmacia Biotech y “Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit” de USB,
respectivamente, siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Las secuencias obtenidas contenian un
alto porcentaje de indeterminaciones, mayor del 20 %, y un gran nimero de paradas inespecificas en los
cuatro nucleétidos, tanto con oligos marcados como utilizando F-dATP (segiin las recomendaciones de
Wiemann et al., 1995), lo cual hacia que estos sistemas fueran inviables para productos de PCR de
doble cadena. Los ensayos realizados con DNA de cadena sencilla, obtenido mediante amplificacion
asimétrica (Shuster et al., 1992) permitian mejorar la lectura, pero de forma insuficiente para la
localizacién de mutaciones puntuales. Debido a la poca fiabilidad de las secuencias obtenidas mediante
estos sistemas, sobre todo con productos de doble cadena, la gran cantidad de trabajo necesario y su
poca reproducibilidad con los productos de PCR de doble cadena, decidimos abandonarlos.

De los posibles procedimientos de secuenciaciéon mencionados anteriormente, el que mas se
aproximaba a nuestros intereses era la secuenciacion ciclica mediante la incorporacion de F-dUTP en la
reaccion de extension de la cadena de DNA, debido a la posibilidad de utilizar los oligos sin marcar y
ser un procedimiento muy sencillo. Existen otras posibilidades, como la incorporacion de rUTP-
Fluoresceina en el extremo 3’ de los oligonucledtidos (Igloi & Schiefermayr, 1993), el empleo de DNA
molde de simple cadena obtenido por amphﬁcacxon asnnetnca, etc., pero suponen pasos extras de
marcaje, amplificacion o purificacion.

La secuenciacién ciclica mediante la incorporacién de F-dUTP podia realizarse, al menos, para
fragmentos grandes de DNA (plasmidos) (Voss et al., 1989; Zimmermann et al., 1992), por lo que se
planted la optimizacion de este protocolo para su empleo con productos de PCR de doble cadena.
Inicialmente se utilizaron las mezclas indicadas en la Tabla 35 y los ciclos de reaccién indicados en la
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Tabla 36 (resultantes de la observacion de la composicion de varios de los sistemas de secuenciacion
empleados y de los resultados obtenidos en el laboratorio) y los oligos P-41, P-42, P-45 y P-46
empleados en la amplificacién de los exones 5 y 11, y "Fluorogreen"” (nombre dado por Amersham al
F-dUTP). :

Tabla 35: Composicién de las disoluciones utilizadas en la secuenciacién, su concentracién,
procedencia y las cantidades empleadas de cada uno de ellos.

: CASA uL
NOMBRE REACTIVOS CONCENTRACION COMERCIAL | UTILIZADOS
10 x tamp6n de Tris/HCl, pH 9.0 600 mM Sigma 2 :
reaccion ClaMg 10-15 mM Merck
DMSO DMSO 100% Merck 0,24
dATP/dCTP/dTTP/7- Pharmacia :
dNTPs {leaza-éTP / 400 pM cada uno Biotech 1
F-dUTP F-dUTP 10 uM Amersham 1.5
Oligonucle6tido 10 pM diferentes 2-3
Se afiade el DNA, 2.5-3.0 unidades de Taq y agua hasta 18 ul, y se reparten 4ul por tubo con un ddNTP
ddATP ddATP 700 uM Pharmacia .2
Biotech
ddCTP ddCTP 200 pM “ 2
ddGTP ddGTP 30 pM “ 2
ddTTP ddTTP 900 pM “ 2
Cubrir con aceite mineral y realizar los ciclos en el termociclador, parar a continuacién con
Soluci6n de parada [ -formamida desionizada - 100 % (v/v) Riedel-de Haén
-azul de dextrano 2000 05 % (p/v) Merck 3

TABLA 36: Ciclos de reaccién empleados para la secuenciacién mediante un PCR “GeneE”
de Techne, utilizando tubos de 0.5 ml y sin placa termostatizada superior.

Temp (°C Tiempo (seg.) N° de ciclos
94 150 1
94 30
5-0°C < Tm del oligo 30 20-30
72 80
72 300 1
4 © 1

Tm: temperatura de fusi6én del oligonucletido empleado en la reaccién.

En un primer momento, determinamos qué Taq polimerasa era capaz de incorporar F-qUTP y
los ddNTPs de una forma eficiente bajo las condiciones ya mencionadas. Previamente, en el marcaje de
sondas con DIG, se habian utilizado las Taq polimerasas de Promega, Hytest, Pharmacia Biotech y
Bioprobe; todas ellas habian permitido el marcaje de las sondas con DIG-dUTP de forma eficiente
(utilizandose 1a relacién de 1/3 de este nucledtido modificado frente a 2/3 de dATP en la mezcla de
reaccion). En las pruebas realizadas con estas enzimas se pudo constatar claramente que, en las
condiciones utilizadas de tampén, la enzima de Bioprobe, denominada Biotaq, permitia la incorporacion
de F-dUTP eficientemente y de cada ddNTP de una forma especifica (ver Fig. 46). El resto de enzimas
permitian la incorporacion de F-dUTP y los ddNTPs, pero la incorporacién del nucledtido fluorescente
era mucho menos eficaz, se producian picos de parada inespecificos o no se obtenia una lectura clara en
amplias zonas del fragmento secuenciado. :
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Fig. 46: Comparacion de los resultados obtenidos con dos Taq polimerasas en una reaccién de
secuenciacion de un producto de PCR, visualizada en el "ALF DNA Sequencer". A. Fragmento de una
secuenciacion realizada con BioTaq, de Bioprobe; B. El mismo fragmento que en A pero de una
secuenciacion realizada con Taq polimerasa de Amersham. En ambos casos las condiciones de
reaccion fueron idénticas, el DNA empleado en la secuenciacion fue el mismo y se utilizo el F-dUTP |
como marcador interno.

Con el fin de mejorar el rendimiento de las reacciones de secuenciacion, la homogeneidad de los
picos y la especificidad de la secuencia obtenida, asi como facilitar la utilizacion de diferentes oligos, se
optimizaron las cantidades de oligonucleétidos, F-dUTP, dNTPs (sales de sodio y litio), ddNTPs,
C~Mg y DMSO. La optimizacion de las concentraciones se realizd6 mediante la modificacion individual
de cada uno de los reactivos, utilizando concentraciones hasta el 200 % de las concentraciones iniciales
(ver Tabla 36 ). Algunos de los resultados obtenidos pueden observarse en la Fig. 47. También, se
comprobaron los tiempos y temperaturas de desnaturalizacion, unién y extension, el numero de ciclos, el
tipo de termociclador y el de tubo de reaccion empleado (“GeneE”, con tubo 0.5 mi y “Progene”, con
tubo de 0.2 mi).

Tras la realizacion de diferentes estudios con varios exones (de tamaifio inferior a 300 pb) y, por
tanto, con diferentes oligonucledtidos, se determind que las cantidades mas apropiadas de cada
disolucion y de cada reactivo son las que pueden verse en la Tabla 37. Los ciclos de PCR empleados se
muestran en la Tabla 38. Las temperaturas de union del oligo empleadas eran proximas a la Tm del
oligonucleotido utilizado en la reaccion de secuenciacion.
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Fig. 47: Resultados obtenidos en la secuenciacién de un producto de PCR cambiando la
concentracion de ChMg y la procedencia de los dANTPs. A. Concentracién final de ChMg 0.5 mM
(ANTPs de Boehringer); B. Concentracion final de CLMg 1.0 mM (dNTPs de Boehringer); C.
Concentracion final de ChMg 1.5 mM (dNTPs de Boehringer); D. Concentraciéon final de ChMg 2.0
mM (dNTPs de Boehringer); E. Concentracion final de CLMg 1.5 mM (dNTPs de Pharmacia
Biotech). Los dNTPs de Boehringer se encuentran en forma de sal de litio mientras que los de
Pharmacia en forma de sales de sodio.
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Tabla 37: Composicién de las soluciones utilizadas en las reacciones de secuenciacién, su
concentracién, procedencia y cantidades empleadas.

CASA pL
REACTIVOS CONCENTRACION comercial | vrLzapos

10 x tampén de reaccién:

Tris/HCI, pH 9.0, Cl,Mg 700 mM, 15 mM Sigma, Merck 2
DMSO 100% Merck 4
dNTPs: Pharmacia

dATP/dCTP/dTTP/7-deaza-GTP 320 uM cada uno Biotech 1
F-dUTP 20 uyM Amersham 2
Oligonucleétido _ 10 pM # 3
Se afiade el DNA (100-300 fmol), 2.0-3.0 unidades de Taq y agua hasta 18 pl, y se reparten 4pl en
cada tubo con un ddNTP
Pharmacia

ddATP 750 pM Biotech 2

ddCTP 250 pyM “ 2

ddGTP 35 uM “ 2

ddTTP 1000 pM “ 2

Cubrir con aceite mineral (en los tubos de

0.5 para el termociclador “GeneE"”) y realizar los ciclos en

el termociclador; parar a continuacién con

Solucién de parada:
-formamida desionizada
-azul de dextrano 2000

100 % (v/v)
05 % (p/v)

Riedel-de Haén

Merck

3

#: los oligonucledtidos proceden de diversas firmas como: Boehringer Mannheim, Pharmacia, MWM Biotech,

etc.

Tabla 38: Ciclos de reaccién empleados para la secuenciacién mediante un termociclador
“GeneE” de Techne, utilizando tubos de 0.5 ml y otro “Progene” utilizado con tubos de 0.2 ml, este
iltimo con placa termostaterizada superior (por lo que no se necesita cubrir con aceite las mezclas de

reaccién).
Temp (°C Tiempo (seg,. N° de ciclos
“GeneE” “Progene”
94 150 120 1
95 20 15
7 <Tm oligo>3 30 20 25-30
68 60 40
72 300 240 1
4 a0 ey 1

©: indica que el tiempo que se utiliza no esta limitado; 7 <Tm oligo> 3: indica que la temperatura de unién que
se debe emplear puede variar entre 7 grados por debajo a tres grados por encima de la Tm del oligo, si bien,

inicialmente es recomendable utilizar Ia Tm.
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IV.5.3. Deteccion y Caracterizacion de Pequefias Mutaciones en el gen RLDL.

La busqueda de mutaciones pequeias se realizd en todos los probandos, sus familiares no
consanguineos y en los controles. La deteccion de las mutaciones se realiz6 mediante amplificacion por
PCR y analisis mediante SSCPs de cada region a estudiar. Para aumentar la probabilidad de detectar
bandas anormales en el analisis de SSCPs, originadas por la presencia de mutaciones, cada region se
analizd bajo varias condiciones de electroforesis. Los resultados de esta blisqueda y de la
caracterizacion a nivel de secuencia de las mutaciones presentes en nuestra muestra se exponen a
continuacion.

IV.5.3.1. Region Reguladora.

El fragmento de DNA correspondiente a la region reguladora del gen RLDL que se amplifico se
puede observar en la Fig. 48. Este fragmento contiene las secuencias reguladoras de la transcripcion
(dos secuencias Spl y una secuencia SREL), por lo que es un sitio susceptible de presentar mutaciones
que originen HF.

-688 GGATCCCACA AAACAAAAAA TATTTTTTTG GCTGTACTTT TGTGAAGATT TTATTTAAAT
-628 TCCTGATTGA TCAGTGTCTA TTAGGTGATT TGGAATAACA ATGTAAAAAC AATATACAAC
-568 GAAAGGAAGC TAAAAATCTA TACACAATTC CTAGAAAGGA AAAGGCAAAT ATAGAAAGTG
-508 GCGGAAGTTC CCAACATTTT TAGTGTTTTC CTTTTGAGGC AGAGAGGACA ATGGCATTAG
-448 GCTATTGGAG GATCTTGAAA GGCTGTTGTT ATCCTTCTGT GGACAACAAC AGCAAAATGT
-388 TAACAGTTAA ACATCGAGAA ATTTCAGGAG GATCTTTCAG AAGATGCGTT TCCAATTTTG
-328 AGGGGGCGTC AGCTCTTCAC CGGAGACCCA AATACAACAA ATCAAGTCGC CTGCCCTGGC
268 GACACTTTCG AAGGACTGGA GTGGGAATCA GAGCTTCACG GGTTAAAAGC CGATGTCACA
P-39-*-

2208 TCGGCCGTTC GAAACTCCTC CTCTTGCAGT GAGGTGAAGA CATTTGAAAA TCACCCCACT

1 REPETICION 1 J 1 REPETICION 2
-148 GCAAACTCCT CCCCCTGCTA GAAACCTCAC ATTGAAATGC TGTAAATGAC GTGGGCCCCG

J[ REPETICION 3 J « P-40 f
-088 AGTGCAATCG CGGGAAGCCA GGGTTTCCAG CTAGGACACA GCAGGTCGTG ATCCGGGTCG
t

-028 GGACACTGCC TGGCAGAGGC TGCGAGC ATG GGGCCCTGGG GCTGGAAATT GCGCTGGACC
048 GTCGCCTTGC TCCTCGCCGC GGCGGGGACT GCAG gtaagg cttgctccag gecgcecagaa

Fig. 48: Secuencia de la region reguladora del gen RLDL, segiin Yamamoto ef al. (1984). En la columna de la
izquierda se indica la numeracion de los nucledtidos de esta region; las bases con doble subrayado (negro y
rojo) indican la region estudiada, en rojo se indican las repeticiones presentes en el promotor (las repeticiones 1
y 3 son las de unién de Spl y la repeticion 2 es la secuencia SRE1), en azul se indica la zona de unién de los
oligos utilizados en la amplificaciéon (P-39 y P-40) y las regiones en azul subrayadas forman la secuencia TATA,
la secuencia en subrayado simple entre las flechas negras verticales es la zona de inicio de la transcripcion, la
region traducida (indicada en verde) se inicia con el codén ATG subrayado; los nucledtidos en minusculas
pertenecen al intrén 1.
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La busqueda de mutaciones se realizo utilizando las condiciones de electroforesis:

a) 18 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a un voltaje constante de 400V.
b) 15 % acrilamida 29:1, 10 % glicerol, 1x TEB, 2 °Cy voltaje constante de 400 V.
¢) 17.5 % acrilamida 29:1, 0.5 x TEB, 4 °C y voltaje constante de 400 V.

Mediante estas condiciones se obtenian bandas de SSCP muy claras, ver Fig. 49, si bien no se
detectd ninglin patroén anormal en esta region en todos los individuos analizados.

Fig. 49: Patrones de SSCP obtenidos al analizar la region reguladora del gen RLDL
bajo diferentes condiciones electroforéticas. A, B y C corresponden a las condiciones
electroforéticas a, by c indicadas en el texto.
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IV.5.3.2 Exon 1.

El ex6n 1 fue amplificado segiin las condiciones expuestas en Materiales y Métodos, desde la
base -93 a la base 66 del cDNA segun la numeracion de Yamamoto et al. (1984), como se puede
observar en la Fig. 50.

i-568 GAAAGGAAGC TAAAAATCTA TACACAATTC CTAGAAAGGA AAAGGCAAAT ATAGAAAGTG
508 GCGGAAGTTC CCAACATTTT TAGTGTTTTC CTTTTGAGGC AGAGAGGACA ATGGCATTAG
448 GCTATTGGAG GATCTTGAAA GGCTGTTGTT ATCCTTCTGT GGACAACAAC AGCAAAATGT
388 TAACAGTTAA ACATCGAGAA ATTTCAGGAG GATCTTTCAG AAGATGCGTT TCCAATTTTG
328 AGGGGGCGTC AGCTCTTCAC CGGAGACCCA AATACAACAA ATCAAGTCGC CTGCCCTGGC
268 GACACTTTCG AAGGACTGGA GTGGGAATCA GAGCTTCACG GGTTAAAAGC CGATGTCACA
208 TCGGCCGTTC GAAACTCCTC CTCTTGCAGT GAGGTGAAGA CATTTGAAAA TCACCCCACT
148 GCAAACTCCT CCCCCTGCTA GAAACCTCAC ATTGAAATGC TGTAAATGAC GTGGGCCCCG
P-9 ->
-088 AGTGCAATCG CGGGAAGCCA GGGTTTCCAG CTAGGACACA GCAGGTCGTG ATCCGGGTCG
=21 -16
028 GGACACTGCC TGGCAGAGGC TGCGAGC | GGG CCC TGG GGC TGG AAA TTG CGC
C(M-21L) A (W-18X)
-11 -6 -1 +1
4 i i i
+028 TGG ACC GTC GCC TTG CTC CTC GCC GCG GCG GGG ACT GCA Gcrtaacrgettge

tccaggegece
«- P-10

agaa

Fig. 50: Secuencia del exén 1 del gen RLDL. segiin Yamamoto ef al. (1984). Las bases subrayadas indican la
Hregion estudiada, las bases en azul indican la zona de unién de los oligos utilizados en la amplificaciéon (P-9 y
HP-10), los nucledétidos en minusculas pertenecen al intron 1. En la columna de la izquierda se indica la
Inumeracion en nucleétidos. En la columna de la derecha, sobre la secuencia de nucledtidos, se indica la
ynumeraciéon de los codones codificantes, siendo de -21 a -1 el peptido sefial y a partir de +1 se inicia la secuencia
yde codones correspondientes al RLDL maduro. Las bases en rojo indican las mutaciones encontradas y el cambio
yproducido en cada una de estas mutaciones, junto a ellas se encuentra su nombre. Enmarcado en verde esta el
Yeodén de inicio de la traduccién.

Las condiciones utilizadas para el analisis de SSCP fueron:

a) 12 % acrilamida 29:1, 12 % glicerol, 1x TEB, 18 °C y voltaje constante de 350 V.

b) 20 % acrilamida 29:1, 20 % glicerol, 1 x TEB, 12 °C y voltaje constante de 300 V.

¢) 17.5 % acrilamida 29:1, 12.5 % glicerol, 0.5 x TEB, 14 °Cy voltaje constante de 400 V.
d) 17.5 % acrilamida 29:1,12.5 % glicerol, 0.5 x TEB, 2 °C y voltaje constante de 400 V.

En las condiciones « y » se detectaron patrones anormales similares en los probandos FH23 y
FH46, mientras que en las condiciones ¢ y 4 se localizd un patrén de SSCPs anémalo en los mismos
probandos y otro patron, diferente al anterior, en el probando FH10 (ver Fig. 51). El patrén presentado
por FH23 vy FH46 fue igual en todas las condiciones comprobadas, lo que sugeria que se trataba de la
misma mutacion.
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Fig. 51: Patrones de SSCP encontrados al analizar el exon 1 del gen RLDL bajo diferentes condiciones
de electroforesis. Los paneles A, B, C y D corresponden a las condiciones denominadas como a, b, cy den el
texto, respectivamente. 1, 2 y 3 corresponden a los patrones de bandas encontrados en FH46, FH23 y FH10,
respectivamente, y las letras mindsculas indican patrones correspondientes a distintos controles.

La reaccion de secuenciacion se realizd, en un primer momento utilizando el sistema
semiautomatico y, finalmente, mediante secuenciacion automatica, utilizando los dos oligos empleados
para la amplificacion y las bandas andémalas de SSCP, para obtener amplificado solamente del alelo
mutado.

La secuenciacion de las mutaciones permitio confirmar que la mutacion presente en FH23 y
FH46 era la misma. La mutacion consiste en una transicion G->A en el nucleotido 12 del cDNA, que
ocasiona la sustitucion del codon -18 que codifica para triptofano (TGG) por un codon de parada
(TGA), por lo que esta mutacion pasaria a denominarse W-18X (segin la nomenclatura propuesta por
Beaudet & Tsui, 1993), cuya localizacién en la secuencia puede verse en la Fig. 50. La mutacion
presente en FH 10 es una transversion A->C en el nucleétido 1, que supone el cambio del codon -21 que
codifica de la metionina inicial (ATG) por un coddén que codifica para una leucina (CTG), siendo su
denominacién M-21L (su localizacion y cambios de secuencia producidos pueden verse en la Fig. 50).

La mutacion W-18X ha sido descrita previamente en China (Sun et al., 1993) y posteriormente
en poblacion espafiola por nuestro grupo y el del Dr. Pocovi en el “Xth European Atherosclerosis
Society Meeting” realizado en Aarhus en septiemble de 1995, mientras que la mutacion M-21L no ha
sido previamente descrita.

La secuencia de nucledtidos originada por estas mutaciones sugiere que se trata de mutaciones
de tipo I (Hobbs et al., 1990):

-La mutacion W-18X origina un codén de parada en los primeros aminoacidos de la protema,

concretamente en el cuarto aminoacido del péptido sefial, lo que supone que no existe sintesis del RLDL
a partir de los mRNAs que contengan esta mutacion
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-La mutacion M-21L impide, total o parcialmente, que la traduccion se inicie en el codon -21,
ya que destruye el codon ATG de inicio de la traduccion.

Los probandos FH10 y FH23 han sido estudiados individualmente al no disponer del DNA de
sus familiares, a excepcion de un primo hermano de FH23 (denominado FH23.01) que presentd el
mismo patrén alterado de SSCP (Fig. 52). En la familia del probando FH46 (ver Fig. 52 y Tabla 39), se
estudi6 la segregacion de la mutacion respecto a la enfermedad. En esta familia se presenta la mutacion
en 4 varones, 3 de los cuales (FH46.00, FH46.01 y FH46.03) tienen niveles de colesterol superiores al
percentil 95, mientras que el cuarto varon (FH46.02) presenta niveles de CT y de LDL-C dentro de la
normalidad. Sabiendo que la mutacion localizada en esta familia es de Tipo Iy, por lo tanto, el alelo

mutado no sintetiza receptor, tenemos que suponer que FH46.02 presenta algun tipo de proteccion frente
a HF.

FH 46

46.04
159
(46)

N* INDIV. 46.02A

300 CT 209
(29) (EDAD)  (21)

B U J
o 0 o gy
B9 -0, 0
£ st PO % Sz
O x X X X * X O O

@ U u u
it He

Fig. 52: Segregacion de la mutacion W-18X en la familia FH46 y en los individuos FH23.00 y
FH23.01. A. Arbol de la familia FH46, donde se indica el nimero de cada individuo en el drbol (en negrita);
debajo de €l se encuentra el nivel de colesterol total y la edad (entre paréntesis); B. Patrones de SSCPs
obtenidos en la familia FH46, en los individuos FH23.00, FH23.01 y en varios controles.

Tabla 39: Cacteristicas de los miembros de la familia FH46.

edad 1 CT TG HDL-C 1 LDL-C IIVLDL-C | Apo B [1Apo Al »

(afios) S€X0  (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) || (mg/dl) I (mg/dl) [(mg/dl)| (mg/dl) Mutacién

1 HF46.00 48 v 373 89 42 314 190 109 W-18X

HF46.01 29 v 300 101 55 224 20 W-18X

C46.02 21 v 209 76 56 138 15 99 140 W-18X

FH46.03 58 v 372 100 34 318 20 157 97 W-18X
I C46.04 | 46 m 159 67 63 83 13 65 147
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IV.5.3.3. Exon 2.

La amplificacion del ex6n 2 realizada incluye desde el nucleotido 68 hasta el 190 del cDNA del
gen RLDL (ver Fig. 53), un nucledtido del intron 1y 10 nucleotidos del intron 2.

70 80 90 100
[ 4 4 4
ctttete cttttecctet ctctcagTGG GCGACAGATG TGAAAGAAAC GAGTTCCAGT
P-23 .. AGATG C (Sitio SfaNI polimorfico)
110 120 130 140 150 160
4 4 4 4 4 4

GCCAAGACGG GAAATGCATC TCCTACAAGT GGGTCTGCGA TGGCAGCGCT GAGTGCCAGG
AAAA (IllinsA)

170 180 190

4 4 4
ATGGCTCTGA TGAGTCCCAG GAGACGTGCT gtgagttcce tttgggcatgatatgcatttatttt
« P-24

Fig. 53: Secuencia del ex6n 2. Las bases en minusculas pertenecen al intrén 1 o al 2, las secuencias en
azul indican las regiones de unién de los oligos, las que estin en verde indican la localizacién del sitio SfaNI
polimorfico presente en este exén. Los nucleétidos en rojo, de la secuencia, indican la localizacion de la
insercion de una adenina de la mutacion lllinsA.

Las condiciones utilizadas en la bisqueda de mutaciones y los resultados obtenidos con cada
una de ellas fueron (ver Fig. 54):

a) 17 % acrilamida 29:1, 1 x TEB, 2 °C y voltaje constante de 400 V. Estas condiciones
permiten detectar el polimorfismo S)&NI y bandas andémalas en los probandos FH3 y FH17.

b) 17.5 % acrilamida 29:1, 12.5 % glicerol, 0.5 x TEB, 14 °C y voltaje constante de
Estas condiciones no permiten detectar el polimorfismo pero si bandas anormales en los probandos FH3,
FH17, FH31, FH32, FH54 y FH61, que presentan el mismo patrén de bandas.

c) 17.5 % acrilamida 29:1, 12.5 % glicerol, 0.5 x TEB, 2 °C y voltaje constante de 400 V.
Estas condiciones tienen la misma capacidad de deteccion que las condiciones b.

La secuenciacion de este exon se realizo en todos los individuos que presentaban el patron de
bandas de SSCP alterado, comprobandose que todos ellos presentan la insercion de una adenina entre
los nucledtidos 111 y 115 (Fig. 55), no se puede saber cual es el sitio exacto de la insercion, debido a
que los nucledtidos 112 a 114 son tres adeninas consecutivas (ver Fig. 55 y Fig. 56). El nombre dado a
esta mutacion es lllinsA , ya que después de esta base es el primer lugar donde puede haberse insertado
la adenina.

La mutacion 1llinsA origina el cambio de pauta de lectura desde el aminoacido 18, seglin se
observa en la Fig. 56. La nueva pauta de lectura origina un codon de parada 13 aminoacidos después
del primero modificado (Fig. 56), por lo que la mutacion 11linsA origina tan solo un pequefio péptido
obligadamente no funcional y podemos decir que es una mutacién de tipo 1.
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1 ++++++++ 2 - —-

B ¢c12¢ C1l2C¢C

Ho

Fig- 54: Analisis mediante SSCPs del exon 2 del gen RLDL. Los pancles A, By C
corresponden a las condiciones a, by ¢ indicadas en el texto. +y - indican la presencia o la ausencia
del sitio SfaNI polimorfico; 1 y 2 corresponden a los patrones de bandas de SSCPs de FH3 y FH17
respectivamente; S, He y Ho indican las bandas de SSCPs, de heteroduplex y de homoduplex,
respectivamente; se indican en rojo las bandas andmalas.
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Fig. 55: Secuenciacion de la mutacion 1l1linsA, exon 2. A. Alelo normal; B. Alelo
normal y alelo con la mutacién; C. Alelo mutado. Las flechas indican los picos anémalos, en
el panel Bse observan varios picos andémalos al haberse retrasado un nucledtido la secuencia
anomala, respecto de la normal, después de la insercion de una base.

El estudio de la segregacion se pudo realizar en tres familias, si bien el tamafio de éstas es muy
reducido, ver Fig. 57. En todos los casos se podia observar la cosegregacion de la enfermedad con la
mutacion y el estudio de haplotipos, que se realizd en dos de estas familias, muestra que la mutacion
cosegrega con el haplotipo I en ambas. La presencia de la mutacién en un mismo haplotipo en dos
familias diferentes hace suponer que la mutacion procede de un antecesor comun.
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Fig. 56: Comparacion entre la secuencia y su traduccion del exon 2 de un alelo normal (paneles A)
y el alelo que contiene la mutacion 11linsA (paneles B). En rojo se indican las bases cuya traduccion
se ha visto alterada y los aminoacidos codificados por la nueva pauta de lectura hasta el codon de
parada que ésta supone. Las bases con subrayado simple pertenecen al exén 1, la numeracion por
encima de la secuencia es la correspondientes a los nucleétidos y la que esta por debajo corresponde a
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60 70 80 920 100 110
i i i i i i
GGGA CTGCAGTGGGCGACAGAT GTGAAAGAAACGAGTT CCAGT GCCAAGACGGGAAATGC
GlyThrAlaValGlyAspArgCysGluArgAsnGluPheGInCysGInAspGlyLysCys
+1 +15
60 70 80 90 100 110

GGGA CTGCAGT GGGCGACAGAT GTGAAAGAAAC GAGTT CCAGT GCCAAGACGGGAAAATG
GlyThrAlaValGlyAspArgCysGluArgAsnGluPheGInCysGInAspGlyLysMet
+1 +15 +18
120 130 140 150 160 170
i i i i i i
ATCTCCTACAAGTGGGTCTGCGATGGCAGCGCTGAGTGCCAGGATGGCTCTGATGAGTCC
IleSerTyrLysTrpValCysAspGlySerAlaGluCysGInAspGlySerAspGluSer
+30
120 130 140 150 160 170

4 4 4 1 1 1
CATCTCCTACAAGTGGGTCTGCGATGGCAGCGCTGAGTGCCAGGATGGCTCTGATGAGTCC

HisLeuLeuGInValGlyLeuArgTrpGInArgSTOP
+30

los aminoacidos.

FH 3 FH 31
»  — r-O O -O
3.00A 3.01 31.05 31.00' 31.01
465 206 186 393 163
(Cy) --) FH 17 30) (32) (32)
AC PO
a |
17.02a  17.03
462 159
n (67) (67) o) B B
3.02 3.03' A B 31.04 31.03A 31.02A
178 360 22802

a1 @8 (149

o— £ 5 i Aa sale

N°INDIV 17.01  17.00' 17.05 17.04
CT 328 161 154
(EDAD) (-) 34 29 (36)

HAPL. B GA GB

Fig. 57: Familias HF en las que se ha localizado la mutacién lllinsA. En los arboles se
indican, cuando es posible, los niveles de CT de cada uno de los individuos, asi como sus
haplotipos. Como se puede observar, el haplotipo I cosegrega con la enfermedad en las familias
FH17 y FH31 (en la familia FH3 no han sido analizados los haplotipos) y con la presencia de la

mutacion lllinsA (Aindica la presencia de la mutacion).
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IV.5.3.4. Ex6n 3.

La amplificacion del exon 3 rcealizada permite el estudio de la secuencia completa de este exdn
(ver Fig. 58).

200 210 220

i i i

tgacagtt caatcctgte tccttctataq TGTCTGTCAC CTGCAAATCC GGGGACTTCA
P31

230 240 250 260 270 280

i 4 4 ¢ 4 g
GCTGTGGGGG CCGTGTCAAC CCGCTGCATTC CTCAGTTCTG GAGGTGCGAT GGCCAAGTGG

G (C68W, FH20)

290 300 310
i i i
ACTGCGACAA CGGCTCAGAC GIAGCAAGGCT GTCqtaaatq gccctgcecctt tgctat
(E80K, FH52) A C (313 +1 G-*C, FH62) P32

Fig, 58: Secuencia del ex6n 3 del gen RLDL, su localizacion en el cDNA vy las secuencias
Icontiguas de los intrones 2 y 3 (sectuencias en minusculas). En azul se indican las secuencias y el
nombre de los oligonucledtidos utilizados en la amplificacion del exon; en rojo se indica donde se
situan las mutaciones en la secuencia y debajo se indican el cambio producido y, entre paréntesis, el
nombre de la mutacién y el probando en el que se ha localizado.

En el analisis de SSCP se utilizaron las condiciones de electroforesis y se obtuvieron los
resultados siguientes (ver Fig. 59):

a) 22 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 0.5 °C y sometido a 400 V. Estas condiciones
permitieron la deteccion de dos patrones de bandas anormales en FH20 y FH62

b) 20 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 8 °C y sometido a 400 V. Estas condiciones
permitieron detectar tres patrones diferentes, en los probandos FH20, FH52 y FH62.

La secuenciacion de estas mutaciones ha mostrado que:

- FH20 presenta la mutacion C68W, que supone un cambio del aminodcido 68 de cisterna a
triptoéfano debido al cambio de C por G en el nucledtido 267, que cambia el codon 68 de TGC a TGG.

- FH52 presenta la mutacion ESOK, que supone un cambio del aminoacido 80 de glutdmico a
lisina debido al cambio de G por A en el nucledtido 301, que cambia el codon de GAG a AAG.

- FH62 presenta la mutacion 313+1 G~C, que supone el cambio del primer nucledtido del

intrén 4 de G a C, lo que seguramente alterara el procesado de este intrén y, por tanto, ocasionara la
sintesis de una proteina alterada.
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Fig 59: Analisis de SSCPs del ex6n 3 en dos condiciones diferentes y los patrones
andmalos detectados. A. Resultado obtenido con las condiciones a, con las que se detectan
patrones anémalos en los probandos FH20 (carrera 1) y FH62 (carrera 3); B. Resultado obtenido
con las condiciones b, se pueden observar los patrones andémalos detectados en los probandos
FH20 (carrera 1), FH52 (carrera 2) y FH62 (carrera 3). Los patrones obtenidos en los controles se
pueden observar en las carreras C.

Todas estas mutaciones, en funcion de los cambios que originan en el receptor, pueden ser la
causa de la HF en los probandos analizados, por lo que se analiz6 la segregacion de las mutaciones en
los miembros de las familias disponibles (FH20 y FH62), mediante las condiciones » de SSCP. En
ambas familias se observd como el patrén andmalo segregaba conjuntamente con la enfermedad (ver

Fig. 60).

De este analisis se deduce que:

- En la familia FH20 existen dos individuos, FH20.02 y FH20.07, que son portadores del
patron alterado de SSCP y que presentan niveles lipidieos dentro de los margenes indicados como

dudosos y de sanos, respectivamente, por lo que habian sido diagnosticados como tales.

-En la familia FH62 existe un individuo con niveles lipidieos dentro de los indicados como
dudosos, ?762.05, que no es portador de la alteracion.
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Fig. 60: Segregacion de los patrones andémalos de SSCP, localizados en el E3, en las
familias FH20 y FH62. A. Arboles de las familias FH20 y FH60; B. Resultado del anélisis de SSCPs
del E3 en ambas familias, el probando FH52 y dos controles sanos con patrén normal de SSCPs.
C. Datos bioquimicos de las familias FH20 y de la familia FH62. Ay " indican la presencia del
patron de bandas anémalo en los miembros de las familias FH20 y FH62 debidas a la presencia
de las mutaciones C66W y 313+1 G-*C, respectivamente; (i) indica que el colesterol ha sido
medido cuando el individuo estaba bajo dieta; el haplotipo que cosegrega con la enfermedad se
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IV.5.3.5. Exo6n 4.

El ex6n 4 es el mas largo traducido completamente y codifica una region clave para la union de
ApoE y ApoB, las repeticiones 4 y 5 del receptor (Yamamoto ef al., 1984), por lo que, tedricamente, las
mutaciones localizadas en este exén que supongan un cambio importante de un aminoacido por otro,
seran defectivas en la union de los ligandos (mutaciones tipo III). Mediante la amplificacion realizada se
pudo estudiar toda la region codificante de este exén y varios nucledtidos pertenecientes a los intrones
contiguos (ver Fig. 61).

tg
320 330 340 350
4 4 4 4
gtectecggeca tccatccectg cagCCCCCAA GACGTGCTCC CAGGACGAGT TTCGCTGCCA
P-33 -
360 370 380 390 400 410
4 4 4 4 4 4

CGATGGGAAG TGCATCTCTC GGCAGTTCGT CTGTGACTCA GACCGGGACT GCTTGGACGG

420 430 440 450 460 470

CTCAGACGAG GCCTCCTGCC CGGTGCTCAC CTGTGGTCCC GCCAGCTTCC AGTGCAACAG

480 490 500 510 520 530

CTCCACCTGC ATCCCCCAGC TGTGGGCCTG CGACAACGAC CCCGACTGCG AAjATj;GCTC
P-55  -*

540 550 560 570 580 590

4 4 4 4 4 4

GGATGAGTGG CCGCAGCGCT GTAGGGGTCT TTACGTGTTC CAAGGGGACA GTAGCCCCTG
G (P160R; Familia FH50)

600 610 620 630 640 650

4 4 4 4 4 4
CTCGGCCTTC GAGTTCCACT GCCTAAGTGG CGAGTGCATC CACTCCAGCT GGCGCTGTGA

660 670 680 690
4 4 4 4
TGGTGGCCCC GACTGCAAGG ACAAATCTGA CGAGGAAAAC TGCGqtatqq.. caqqq
tqggggceggg ZC gt gtcctatcacctgteccctgggtecce
& P-34 P-56

Fig. 61: Secuencia del exon 4 y las regiones que lo limitan en el intrén 3 e intréon 4. Se
encuentra subrayada la secuencia que permiten estudiar los oligos empleados. En azul, morado y
rojo se encuentran las secuencias utilizadas para amplificar el ex6én 4 completo, la region 3’y la
mutacion detectada en la familia FH50; en minasculas se encuentran las secuencias intronicas. Se
han indicado con puntos las zonas de secuencia a las que no hemos tenido acceso.
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Para la busqueda de mutaciones se utilizaron las condiciones de electroforesis que se indican a
continuacion, junto con los resultados obtenidos, (ver Fig. 62):

a) 10 % acrilamida 29:1, 15 % glicerol, 1 x TEB, 2 °C y voltaje constante de 350 V, durante 4
horas: se detectaron patrones anomalos de bandas en FH1, FH50 y FH59.

b) 12 % acrilamida 29:1, 15 % glicerol, 1x TEB, 2 °C y 400 V, durante 4 horas: se detectaron
patrones andmalos de bandas en FH1 y FHS50.

¢) 12 % acrilamida 29:1, 0.5 x TEB, 14 °C y 400 V, durante 4 horas: se detectaron patrones
andmalos de bandas en FH1, FH12, FH38, FH39, FH41, FH50, FH56 y FH59.

> 4 » 11
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Fig. 62; Patrones de bandas de SSCP obtenidos en el estudio del exo6n 4, amplificado con
los oligonucleodtidos P-33 y P-34, siguiendo las condiciones a (panel A), b (panel B) y ¢ (panel C),
descritas en el texto. Las flechas indican las bandas andmalas encontradas.
L

Debido a que en la bibliografia se indica que la regioén 3' de este exon presenta un gran nimero
de mutaciones (Hobbs et al., 1992, Gudnanson et al., 1993) causantes de HF se decidid estudiar esta
region de forma especial mediante su amplificacion con los oligonucledtidos P-55 y P-56 (Gudnanson et
al., 1993; ver Fig. 61) y analisis mediante SSCP (Fig. 63), en el cual se emplearon las siguientes
condiciones de electroforesis:

d) 12 % acrilamida 29:1, 15 % glicerol, 1x TEB, 2 °C y voltaje constante de 400 V.

Estas condiciones mostraron patrones anémalos en FH50 y FH45 (ver Fig. 63.A), mientras que
el patron de bandas era completamente normal en el resto de los probandos (no se detecté ninguna banda
anomala en todas las pruebas realizadas bajo diferentes condiciones), lo que sugiere que el resto de
mutaciones detectadas previamente en este exon deben localizarse en la region 5' del mismo.

El estudio de segregacion del patron de bandas alterado con la enfermedad solo se pudo realizar
en la familia del probando FH50, en la que se pudieron estudiar cinco miembros de esta familia (ver
Fig. 63.B). Las bandas anémalas se encontraron en los individuos 50.00, 50.01 y 50.02, mientras que
50.03 y 50.04 no las presentaban. De esta segregacion del patron de SSCP se deduce que la mutacion
cosegrega con el haplotipo E. Esta mutacion ha sido secuenciada recientemente y ha resultado ser un
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cambio en el nucledtido 542 (C->G; ver Fig. 61) lo que supone el cambio de significado del codon 160
de Pro a Arg, mutacion P160R, lo que hace que esta mutacion sea potencialmente causante de HF.

Los resultados obtenidos, aunque aparentemente, son contradictorios siempre que se considere
la mutacion P160R como causante de HF podrian ser explicados considerando que FH50.04 no sea
realmente un paciente HF o que presente una mutacion causante de HF, diferente a la localizada y que
podria situarse en cualquiera de sus alelos (no podemos saber si el alelo A tiene el mismo origen que el
de sus hermanas), siendo, por tanto, C50.01 portador de la enfermedad asintomatico.
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FH5004 15 m 293 148 7 189 30 120 19

Fig. 63: Analisis mediante SSCPs del extremo 3' del exén 4. A. Deteccion de bandas
anomalas mediante las condiciones d (indicadas en el texto). Se pueden observar bandas anémalas
(indicadas con flechas) en FH45 y FH50 y no se detectaron en el resto de individuos; B. Segregacion
del patréon anéomalo de bandas de SSCP en la familia FH50. A: indica la presencia de la mutacion
P160R; "haplotipo deducido a partir de los polimorfismos y del contexto familiar; C. Datos
bioquimicos de la familia FH50; (1) los datos de colesterol fueron obtenidos cuando el paciente
estaba bajo dieta. El haplotipo A es el que aparentemente cosegrega con el fenotipo; sin embargo, la
deteccion de la mutacion P160R obliga a replantearse el diagnostico (ver texto).
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IV.5.3.6. Ex0n 5.

El ex6n 5 estd compuesto por 122 nucledtidos localizados a partir del nucledtido 695 del cDNA
(Fig. 64) y su secuencia codifica la repeticion VI del dominio de unién al ligando.

700 710 720
i i i
c aacacactct gtcctgtttt ccacrCTGTGG CCACCTGTCG CCCTGACGAA
P41

730 740 750 760 770 780
i i i i i i
TTCCAGTGCT CTGATGGAAA CTGCATCCAT GGCAGCCGGC AGTGTGACCG GGAATATGAC

790 800 810
i i i

TGCAAGGACA TGAGCGATGA AGTTGGCTGC GTTAATGqtq agcqgctggcca tctggttttec c
790delATGA P-42

Fig. 64: Secuencia del ex6n 5 y regiones intronicas que lo limitan. En mintsculas se indican las!
Isecuencias pertenecientes a los intrones; en azul las regiones utilizadas para la amplificacion
|mediante PCR; con doble subrayado la zona que estos oligonucledtidos nos permiten estudiar. En |
rojo se muestran los nucleotidos delecionados en la mutacion 790delATGA.

El estudio para detectar las mutaciones en este exdn se realizo en las siguientes condiciones:

a) 12 % acrilamida (29:1), 1 x TEB, 14°Cy 400 V.
b) 15 % acrilamida (29:1), 10 % glicerol, 1x TEB, 2 °Cy 300 V.
¢) 15 % acrilamida (29:1), 18 % glicerol, 1x TEB, 14 °Cy 400 V.

Bajo las tres condiciones solamente se detectd un patréon de bandas andémalo perteneciente al
probando FH18 (Fig. 65), facilmente distinguible en todas ellas.

B
N 1 N
N I N N 1 N
g % *
.59 4
>1° ]

Fig. 65; Patrones de bandas obtenidos en el analisis de SSCP del exdén 5 bajo las
Icondiciones a (A), b (B) y ¢ (C), descritas en el texto. Las carreras N y 1 muestran los patrones
de bandas normarles y los pertenecientes a FH18, respectivamente.
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El estudio familiar se realizd en seis miembros de la familia del probando FH18 (Fig. 66),
pertenecientes a tres generaciones (para mas datos sobre esta familia ver Tabla 14, Pag. 75)
comprobandose la cosegregacion de la mutacion con la enfermedad y con el haplotipo A (Fig. 23, Pag.
75). La posterior secuenciacion de la mutacion mostrd que se trataba de una delecion de 4 nucleétidos
(ATGA) a partir del nucleotido 790 (Fig. 67), llamandose 790delATGA, que origina la ruptura de la
pauta de lectura y la aparicion de un codon de parada a 9 aminoacidos del punto de mutacion. Se
confirmé asi que esta mutacion era la causante de la enfermedad en esta familia ya que supone que el

fragmento de proteina sintetizado sea totalmente afuncional, pues le faltan los dominios de homologia
con el EGF, de O-glicosilacion, transmembrana y citosolico.
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Fig. 66; Analisis de la segregacion de la mutacion 790delATGA en la familia FH18 mediante
SSCP. A. Arbol genealédgico de la familia FH18, donde se indican los nameros de cada individuo,
sus niveles de colesterol total, su edad (entre paréntesis) y sus haplotipos; Aindica la presencia de
la mutacion; B. SSCPs del exdon 5 en la familia FHI1S8, en las carreras N se muestran patrones de

SSCPs correspondientes a controles y en las 0, 1, 2, 3, 4 y 5 los correspondientes a los individuos
FH18.00, FH18.01, FH18.02, C18.03, C18.04 y FH18.05, respectivamente.
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790 800 810 820
4 4 4 4
TGCAAGGACATGAGCGATGAAGTTGGCTGCGTTAATGTGACAC
CysLysAspMET SerAspGluValGlyCysValAsnGlyGlu
C 790 800 810
4 4 4

TGCAAGGACGCGATGAAGTTGGCTGCGTTAATGTGACAC
CysLysAspAlaMBTLysLeuAlaAlaLeuMET STOP

Fig. 67: Secuenciacion de la mutacidon presente en la familia FH18. A. Secuencia obtenida en
un alelo normal; B. Secuencia obtenida en el alelo anomalo de FH18 (obtenido puro mediante
amplificacién a partir de una banda de SSCP andmala); C. Comparacion de la secuencia normal
(arriba) con la mutada (abajo) del exon 5. La secuencia de nucledtidos subrayada pertenece al exon
6; en azul se muestran los nucledtidos delecionados, en rojo se muestra la secuencia cuya
traduccion es alterada y en verde el codon de parada originado.
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1IV.5.3.7. Exo6n 6.

En la Fig. 68 se muestra la secuencia del exon 6, indicandose la localizacion de los oligos (P-27
y P-28) utilizados en la amplificacion.

820 830 840 850
i i i I
tcctte ctctectgget ctcacaqTGA CACTCTGCGA GGGACCCAAC AAGTTCAAGT

P-27 -* A (E256K)
860 870 880 890 9200 910
4 LS [ | Ly 4 s
GTCACAGCGG CGAATGCATC ACCCTGGACA AAGTCTGCAA CATGGCTAGA GACTGCCGGG
G (D280G)
920 930 940

i i i
ACTGGTCAGA TGAACCCATC AAAGAGTGCG gtgagtctcg gtgcaggcgc ttge
fTCAG (9191ns4) P-28

Fig. 68: Secuencia del exén 6 numerada segiin Yamamoto et al. (1984) y de las regiones
intronicas contiguas. Se indica con doble subrayado la secuencia que se puede analizar con la
amplificacion realizada, en azul, las regiones utilizadas para la amplificacion del exoén, en rojo las
mutaciones identificadas en este exon y en minusculas, las secuencias pertenecientes a regiones
intrénicas.

El estudio del fragmento se ha realizado hasta el momento mediante andlisis de SSCP bajo las
siguientes condiciones de electroforesis: 15 % acrilamida 29:1, refrigerado a 8 °C y sometido a una
diferencia de potencial de 400 V, durante 4 horas; estas condiciones mostraron diferentes patrones de
SSCPs anormales en diferentes probandos (ver Fig. 69), estos patrones y los individuos en los que se
localizaron fueron:

Patrén 1: FH6, FH23, FH46 y C58.1.
Patréon 2: FH14.
Patrén 3: FH35.

La secuenciacion del exon de todos los individuos con los patrones anteriores mostrd que cada
patrén corresponde a una mutacion diferente:

- El patrén 1 es producido por la mutacion E256K, consistente en una transicion de G a A en el
nucledtido 829, que supone la sustitucion de glutdmico por lisina (como indica el nombre de la
mutacion). La sustitucion en la secuencia de aminoacidos parece que deba tener un efecto importante en
la funcionalidad del receptor al cambiarse un aminoécido cargado negativamente por uno con carga
positiva, sobre todo por que este ex6n codifica la repeticion VII (crucial para la unién de las LDL, Esser
et al., 1988). Sin embargo, hemos encontrado esta mutacién en un individuo (C58.01) que es
aparentemente sano y cuyo caso discutiremos mas adelante (en este Apartado). Ademas, la mutacion
esta presente en el probando FH6 (en el que hasta el momento no hemos encontrado otra mutacién que
explique su enfermedad). Finalmente, la mutacion E256K esta presente en FH23 y FH46 portadores, a
su vez, de la mutacion W-18K localizada en el exon 1.
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- El patrén 2 es causado por la mutacion 9191ns4, consistente en la insercion de 4 nucleotidos
(TCAG) después del nucledtido 919, lo que origina el cambio de la pauta de lectura (ver Fig. 69). La
nueva pauta supone la formacion de un coddén de parada un aminodcido después de la insercion por lo
que funcionalmente esta mutacion seria de tipo L. Por las caracteristicas de esta mutacion no queda duda
de que es responsable de la enfermedad en los individuos portadores.

-El patrén 3 estd producido por la mutacion D280G, consistente en una transicién de A a G en
el nucledtido 902, que como indica el nombre de la mutacion supone el cambio de aspartico 280 por
glicina, lo que supone el cambio de un aminoécido cargado negativamente e hidréfilo por uno neutro. El
cambio originado por esta mutacion parece lo suficientemente importante como para ser causante de
HF.

910 920 930

4 4 4
A CGGGACTGGTCAGATGAACCCATCAAAGAGTGCG
ArgAspTrpSerAspGluProlIleLysGluCys

910 920 930

4 4 4
B CGGGACTGGTCAGTCAGATGAACCCATCAAAGAGTGCG
ArgAspTrpSerValArgSTOP

Fig. 69: Comparacion de la secuencia normal (A) y la secuencia que contiene la mutacion
919ins4 (B). Se indican en rojo los nucleé6tidos de la insercion y los posteriores a la misma, asi como
los aminoacidos cuya traduccion ha sido alterada por la mutacion.

El estudio de segregacion de los patrones alterados se pudo realizar en las familias del probando
FH46.00 y de C58.01 (perteneciente a la familia FH58), ver Fig. 70.

- En la familia FH46 se observa una cosegregacion de la mutacion con la enfermedad, si bien
hay que recordar que esta familia presenta la mutacion W-18X (Apartado IV.5.3.2., Pag. 120) que, sin
lugar a dudas, es causante de enfermedad. También, se puede comprobar en la Fig. 70 que el patron de
bandas anormales cosegrega con la mutacion W-18X, por lo que ésta mutacion estd ligada a la
mutacion presente en el exén 6.

El anélisis de un pariente de FH23.00 denominado FH23.01, también paciente de HF y con la
mutacion W-18X, presentod el patron 1. Por lo que podemos suponer que los pacientes con la mutacion
W-18X presentan en el mismo alelo la mutacion E256K. Esta hipotesis se ve reforzada por la
localizacion de otro probando HF no relacionado con los anteriores (de reciente incorporacion en
nuestra muestra y no incluido en este estudio) que presenta estas dos mutaciones.

- C58.01 presenta un fenotipo totalmente sano, ver Fig. 70. Se trata de la mujer del probando
FHS58.00 y plantea la posibilidad de que la mutaciéon E256K no sea causante de HF. El problema
procede de que sus dos hijos presentan la mutacion y, ademas, también son portadores de la mutacion de
FH58 (ITL545MPN) sin presentar niveles de homozigotos (ver estudio realizado del exén 11, Apartado
IV.5.3.8., Pag. 139). La imposibilidad de realizar el estudio de la familia de C58.01 ni en la del
probando FH6 (también portador de la mutacion E256K) dificulta las deducciones sobre el efecto de
esta mutacion en la funcionalidad del receptor. Independientemente, el estudio de esta mutacion en
células transfectadas con vectores portadores del cDNA del receptor en el que se haya introducido la
mutacion, por mutagénesis dirigida puede aportar una informacion valida sobre su efecto.
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Fig. 70: Patrones de bandas de SSCPs encontrados en el ex6n 6, segregacion del
patron anémalo en la familia FH46 y estudio de la familia FH58. A. Patrones de SSCPs
obtenidos en las condiciones descritas en el texto y analisis de la familia FH46; B. Arbol de la
familia FH46, donde se indican el numero de cada individuo, los datos de colesterol total y
edad de cada miembro (entre paréntesis); * indica la presencia de las mutaciones W-18X y
E256K. C. Arbol familiar FH58; D. Resultado del analisis mediante SSCP de la mutaciones
E256K (ex6n 6) en la familia FHS5S8; E. Resultado del anélisis mediante SSCP de la mutacion
ITL545MPN (ex6n 11) en la familia FHS58; F. Datos bioquimicos de la familia FHS5S.
"y A indican la presencia de la mutacion E256K e ITL545MPN; ? indica que su DNA no ha
Isido estudiado y presenta sintomas de HF.
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IV.5.3.8. Exon 9.

El ex6n 9 codifica un fragmento (del RLDL que posee una gran homologia con el precursor del
factor de crecimiento epidérmico (EGF), ssiendo esta una zona importante debido a su papel estructural y
funcional, ya que de este dominio dependee la liberizacién de las LDL en los endosomas, dependiente de
la acidificacion del medio (Davis et al., 15987).

La amplificacion realizada del extéon 9 permite el estudio de toda la secuencia del exén y de las
secuencias mas proximas de los intrones colindantes mediante andlisis de SSCP, por lo que tedricamente
podriamos detectar todas las mutaciones localizadas en este exon y las alteraciones que supongan el
cambio de las secuencias importantes paira el “splicing” situadas en la unién entre los intrones y los
exones (Fig. 71).

1190 1200
4 I
cctgaccteg tctttcggjac ctqqctccececggqac cceccaqGCTC CATCGCCTAC
P-43
1210 1220 1230 1240 1250 1260
4 47 4 4- 4 4

CTCTTCTTCA CCAACCGGCA CGACnGTCAGG AAGATGACGC TGGACCGGAG CGAGTACACC
T (R395W, FH4)

1270 1280 1290 1300 1310 1320
o I I i i
AGCCTCATCC CCAACCTGAG GAACIGTGGTC GCTCTGGACA CGGAGGTGGC CAGCAATAGA
G (T413R, FH42)

1330 1340 1350
4 4
ATCTACTGGT CTGACCTGTC CCAGIAGAATG ATCTGCAGgt qagcqtcqcecccctqectqecaqcec

« P-44

Fig. 71: Secuencia del ex6n 9 (mumerada de acuerdo con Yamamoto et al, 1984) y de las
regiones intronicas contiguas. Se indica tcon doble subrayado la parte de la secuencia que se puede
analizar con la amplificacion realizada; con azul, las regiones utilizadas para la amplificacion del
exo6n; con minusculas las secuencias peirtenecientes a regiones intronicas; con rojo las mutaciones [
detectadas y, entre paréntesis, el nombre de éstas y el probando en el que se han encontrado.

El estudio del fragmento se realiizd mediante andlisis de SSCPs (Fig. 72), indicandose a
continuacién las condiciones utilizadas y los resultados obtenidos:

a) 15 % acrilamida 29:1, refrigerado a 14 °C y sometido a una diferencia de potencial de 400 V
durante 4 horas: no se detectd ningun patrom de bandas alterado.

b) 12 % acrilamida 29:1, refrigerado a 2 °C y sometido a una diferenciade potencialde400V
durante 4 horas: se detectaron dos patrones de bandas anémalos, uno en FH4 y otro en FH42.

¢) 17 % acrilamida 29:1, refrigerado a 2 °C 'y sometido a una diferenciade potencialde400V
durante 4 horas: se obtuvo el mismo resultado que en las condiciones b.
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Fig. 72: Analisis mediante SSCPs del exon 9 bajo las condiciones a (panel A), b (panel B)y ¢
(panel C), descritas en el texto. 1 y 1* muestran el patrén de bandas de SSCPs en FH4.00 y FH4.01,
2 muestra el patrén obtenido FH42.00 y 3 el de los patrones obtenidos en diferentes controles.

La secuenciacion del alelo alterado en los probandos FH4.00 y FH42.00 mostré que cada
patrén correspondia a una mutacion diferente (ver Fig. 71):

- El patron de FH4.00 es producido por la mutacion R395W, consistente en una transicion de
C a T «i el nucleotido 1246, que supone la sustitucion de Arg por Trp La sustitucion en la secuencia de
aminoacidos parece que sea muy importante al cambiarse uno cargado positivamente e hidrofilo por uno
sin carga e hidréfobo, ademéas de cambiar considerablemente el volumen, lo cual podria desestabilizar la
region en la que se encuentra el cambio; por tanto, la mutacion detectada es, probablemente, la causa
de la HF en los portadores.

- El patrén de FH42.00 es causado por la mutacién T413R, consistente en una transversion C a
G en el nucledtido 1301, lo que origina el cambio de Thr por Arg. Esto supone el cambio de un
aminoacido polar por otro con carga positiva y un incremento considerable en el volumen del
aminoacido, por lo que también esta mutacion podria ser causa de HF.

La segregacion de esta mutaciéon pudo seguirse en la familia FH42, la cual consta de 29
miembros, mediante andlisis de SSCP. El estudio familiar mostré que la mutacién cosegregaba con la
enfermedad y con el haplotipo C (ver Fig. 73; para mas informacioén sobre esta familia ver Apartado
IVA 1.9, Pag. 82). Como resultado mas interesante hay que indicar que la nifia C42.21 fue clasificada
como sana por los datos clinico-bioquimicos (ver Tabla 19, Pag. 83) pero el andlisis genético, tanto
indirecto como directo indica que es una portadora asintomatica, por ahora, de HF.
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Fig. 73: Estudio de la segregacion de la mutacion T413R en la familia FH42. A. Arbol
genealogico de la familia FH42, donde se muestra el numero de cada individuo, el colesterol total,
la edad (entre paréntesis) y, por ultinno, los haplotipos, indicandose el haplotipo enfermo con un
marco y la presencia de la mutacion TT413R con el simbolo A B. Analisis de SSCP del ex6n 9 (bajo
las condiciones c) donde se aprecian lais bandas anémalas en los individuos marcados con A
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IV.5.3.8. Exon 11.

El exon 11 es una secuencia de 199 nucleétidos, localizados entre las posiciones 1586 y 1785,
que codifica parte de la region del RLDL que posee homologia con el precursor del EGF. En el
nucledtido 1617, codon 518 (CCC=Pro), se ha descrito un polimorfismo de secuencia que supone un
cambio de una C por una T (CCT) y que no provoca un cambio en el aminoacido que codifica el codon
(Yamakawa-Kobayashi et al, 1993). Este polimorfismo se presenta con una frecuencia del 28/72%
(T/C) en la poblacién japonesa, unica poblacion en la que se ha descrito (Yamakawa-Kobayashi et al.,
1993).

Los oligos empleados en la amplificacion del exén 11 permiten el estudio de todo el exon y de
las regiones de los intrones contiguas al ex6n mediante analisis de SSCP por lo que, tedricamente,
podriamos detectar todas las mutaciones localizadas en este exon y las alteraciones que supongan el
cambio de las secuencias mas importantes en el “splicing” situadas en la unién entre los intrones y los
exones (Fig. 74).

1590 1600 1610 1620
i i i i
cagctatte tctgtecctece caccaqCTTC ATGTACTGGA CTGACTGGGG AACTCCCGCC
P-45 -» T

1630 1640 1650 1660 1670 1680

4 4 4 4 4 4
AAGATCAAGA AAGGGGGCCT GAATGGTGTG GACATCTACT CGCTGGTGAC TGAAAACATT
T (G528V, FH35)

1690 1700

4 4

CAGTGGCCCA ATGGCATCAC CCTAGqtatq ttcqcaqqacaqcc gtcccagceca

GCC CAAT (ITLS45MPN, FHS58) *- P-46

Fig. 74; Secuencia del ex6n 11 (numerada segiin Yamamoto et al, 1984) y de las regiones
intrénicas correspondientes al final del intrén 10y al inicio del intron 11. Se indica con subrayado la
secuencia que se puede analizar con la amplificacion realizada; con azul las regiones utilizadas para
la amplificacion del exon y con minusculas/ las secuencias pertenecientes a los intrones. En fucsia se
indica el polimorfismo C/T identificado en nucledtido 1617; en rojo se indican las mutaciones
detectadas y, entre paréntesis, el nombre de la mutacion y el probando donde se ha encontrado. La
secuencia en verde (con simple subrayado) es igual a la secuencia introducida en la mutacién
ITL545MPN, situada cinco nucledtidos después.

El estudio del fragmento se realizé mediante analisis de SSCP (Fig. 75) bajo las siguientes
condiciones:

a) 15 % acrilamida 29:1, 1 x TEB, refrigerado a 1 °C y sometido a 400 V durante 3 horas: se
detectaron dos patrones andémalos diferentes en FH35 y FH58, presentando este ultimo una banda de
heteroduplex.

b) 15 % acrilamida 29:1, 10 % glicerol, 1 x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a una
diferencia de potencial de 400 V: ademas de patrones andmalos en FH35 y FH58, se detectd un tercer
patréon andémalo en los probandos 8, 21, 50, 47.06, 57 y 62, asi como en los controles 24, 28, 44, 45,
63, 66, 68 y 72.

c) 15 % acrilamida 29:1, 18 % glicerol, 1 x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a una
diferencia de potencial de 400 V: se detectaron los tres patrones andmalos en los mismos individuos.
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B 14 4 2 3

Fig. 75; Analisis de SSCP del exo6n 11 bajo las condiciones a (A), b B)y ¢ (C). 1,2,3y 4
indican las bandas de SSCPs correspondientes a FH35, FH58, FH8 e individuos control,
respectivamente; con una flecha se indican las bandas anémalas de SSCP.

La secuenciacion del alelo alterado de los probandos FH35, FH58 y de los que presentaron el
tercer patron anémalo mostrd que cada patréon correspondia a una mutacion diferente (ver Fig. 76):

- El patron de FH35 es producido por la mutacion G528V, consistente en un cambio de G por T
en el nucledtido 1646, que supone la sustitucion de Gly por Val. La sustitucion parece ser importante al
cambiarse un aminodacido sin carga por uno apolar e hidrofobo, a la vez que supone un aumento en el
volumen de la cadena del aa, lo cual podria desestabilizar la region en la que se encuentra.

- El patrén de FH58 es causado por la mutacion ITL545MPN, consistente en una sustitucion de
siete nucledtidos: CACCCTA por GCCCAAT a partir del nucledtido 1698. El cambio que origina en la
secuencia de aminoacidos es de Ile-Thr-Leu por Met-Pro-Asn en los aminoacidos 545, 546 y 547, por lo
que la mutacién es lo suficientemente importante (los cambios producidos en los aminoacidos
individualmente, son muy significativos menos en el primer aminoacido sustituido) como para pensar
que causa la enfermedad en este paciente. El cambio de siete nucleotidos explicaria la banda de
heteroduplex que se puede observar en FH58 (ver Fig. 77), ya que el alelo mutado al asociarse con la
cadena complementaria dejaria dos nucleotidos desapareados, dos apareados y tres desapareados, lo que
debe originar una curvatura en la doble cadena y la diferente migracion del heteroduplex. El cambio de
secuencia producido afecta desde el nucledtido 8ohasta el 20, anteriores al final del exdn, por lo que la
alteracion podria afectar al “splicing” de este ex6n y tendria un efecto mucho mayor sobre la sintesis de
la proteina que la mera sustitucion de tres aminodcidos. La alteracién del “splicing” seguramente
ocasionaria la perdida total de la funcionalidad del receptor y determinaria que la mutacion fuese de tipo
I. La verificacion de este extremo se realizara en breve mediante el analisis del mRNA en los pacientes
con esta mutacion.
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Por otro lado la mutacion ITL545MPN parece ser consecuencia de la duplicacion de una

secuencia localizada 5 nucleotidos antes en el exon y que sustituye a la secuencia original en la posicion
1698-1705 (ver Fig. 76).

\ HJU

Fig. 76: Secuenciacion del exon 11. A. Secuenciacion de la mutacion localizada en el
probando FH35 (G528C, cambio de G por T en el nucledtido 1646); B. Secuenciacién control; C.
Secuenciacion de la mutacion encontrada en el probando FH58 (ITL545MPN, cambio de CACCCTA
por GCCCAAT a partir del nucledtido 1698); D. Secuenciacion control de la misma region;

E. Secuenciacion del polimorfismo localizado en el nucledtido 1617 (cambio de C por T), F:
Secuenciacion control.

La segregacion de la mutacion ITLS45SMPN pudo estudiarse en 4 miembros de la femilia FHSS8
mediante el analisis por SSCP del exén 11 en cada uno de ellos. El estudio se realizé utilizando las
condiciones b, con las que se pudo observar que los individuos FH58.00, FH58.02 y FH58.03 presentan
la alteracion, mientras que C58.01 no la presenta (ver Fig. 77). C58.01 presenta la mutacion E256K,
como ya se comentd en el Apartado IV.5.3.7. (Pag. 136), en el exén 6 que también presentan sus dos
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hijos (FH58.02 y FH58.03). Seguni esto, los pacientes FH58.02 y FH58.03 son heterocigotos
compuestos para la enfermedad, si buen los niveles de CT no son propios de estos pacientes. Por lo
tanto, o han heredado un factor protector de su madre, la cual seria asintomadtica, o la mutaciéon E256K
no afecta funcionalmente al receptor.
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Fig. 77: Diagnoéstico genético directo en la familia FH58. A. Arbol familiar; B. Resultado
del analisis mediante SSCP de la mutaciones E256K (exdn 6); C. Resultado del analisis mediante
SSCP de la mutaciéon ITL545MPN (ex6n 11); D. Datos bioquimicos de la familia FH58. En el arbol
familiar "y Aindican la presencia de la mutacion E256K y ITL545MPN; ? indica que no ha podido
ser analizado hasta el momento su DNA.

- El tercer patron de SSCP, encontrado en enfermos, familiares no consanguineos y controles,
corresponde al polimorfismo descrito por Yamakawa-Kobayashi et al. (1993). La frecuencia de este
polimorfismo en la poblacién espaiiola es de 4.4/95.6% y 7.8/92.2% T/C en HF y en Controles,
respectivamente. Esta frecuencia es significativamente diferente de la dada en poblacion japonesa. La
baja frecuencia de este polimorfismo, su bajo contenido informativo (PIC de 0.078 y 0.132 para HF y
Controles, respectivamente) y, posiblemente, su alto grado de ligamiento con otros polimorfismos mas
frecuentes (como los presentes en el exon 12, supone que no sea muy util su uso en el diagnostico de la
HF en poblacién espaiiola), si bien, siempre puede ayudar a resolver la cosegregacion en alguna familia.
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IV.5.3.9. Ex6n 13.

El ex6n 13 estd formado por una secuencia de 142 nucleétidos, localizados entre 1846 y 1997
del cDNA, que codifican parte de la region del RLDL que posee homologia con el precursor del EGF.
En el nucledtido 1959, en la tercera base del codon 632 (GTC=Val), se ha descrito un polimorfismo de
secuencia que supone un cambio de C por T, teniendo el codon 632 el mismo significado (GTT=Val);
este cambio de secuencia origina la creacion de un sitio de restriccion para Avall (GGTTC-> GGTCC)
(Ahn. et al., 1994, ver Fig. 78). Este polimorfismo se presenta con una frecuencia del 40-50%, para la
presencia del sitio Avall, en las diferentes poblaciones estudiadas, siendo del 40% en poblacién espafiola
(para mas datos ver Apartado IV.3.2., Pag. 57).

La amplificacion realizada de esta region permite el estudio del exén 13, exceptuando 15y 16
bp de los extremos 5’y 3’ respectivamente (Fig. 78).

1850 1860 1870 1880 1890
4 4 4 4 4
cctg tttagGACAA AGTATTTTGG ACAGATATCA TCAACGAAGC CATTTTCAGT
P-3 -m
1900 1910 1920 1930 1940 1950
4 4 4 4 4 4
GCGAACCGCC TCACAGGTTC CGATGTCAAC TTGTTGGCTG AAAACCTACT GTCCCCAGAG
T (N619N)
1960 1970 1980
4 4 4
GATATGGTTC TCTTCCACAA CCTCACCCAG CCAAGAGgta agg
GGTCC (A vall) & P-4

Fig. 78: Secuencia del exon 13 (numerada de acuerdo con Yamamoto ef al, 1984) y de las
regiones intronicas correspondientes al final del intron 12 y al inicio del intréon 13. Se indica con
doble subrayado la secuencia que se puede analizar con la amplificacion realizada; en azul, las
regiones utilizadas para la amplificacion del exdn; en minusculas, las secuencias pertenecientes a
los intrones; en rojo, la mutacion silenciosa N619N y en verde, la secuencia polimorfica y la
secuencia de reconocimiento de Avall.

El estudio del fragmento amplificado se realizd6 mediante analisis de SSCP bajo las siguientes
condiciones:

a) 12 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 8 °C y sometido a 350 V, durante 2 horas.
b) 13 % acrilamida 29:1, 10 % glicerol, 1 x TEB, a 20 °C y sometido a una diferencia de
potencial de 400 V.

En ambas condiciones se detectd en algunos miembros de la familia FH13 y en el probando
FH37 un patrén de bandas diferente al correspondiente al polimorfismo Avall, (ver Fig. 79).

La secuenciacion del alelo diferente en los individuos C13.04, €13.15 y FH37 permiti6
comprobar que se trataba de la misma alteracion de la secuencia. La mutacion encontrada en estos
individuos consiste ai un cambio de C por T en el nucledtido 1920; este nucledtido es el tercero del
codén 619 (AAC-»AAT) y la mutacion no supone cambio de aminoacido (Asn), siendo denominada por
tanto N619N. Debido a que solo hemos encontrado esta alteracion en 1probando y en familiares de otro
probando (ver Fig. 80), deducimos que la frecuencia de este polimorfismo de secuencia es muy baja (en
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tomo al 1 %) y, por tanto, la informacion potencial que ofrece es muy pequefia, si bien puede ser
interesante en el diagndstico para algunas familias donde otros polimorfismos no sean informativos.

Fig. 79; Anadlisis de SSCP del exén 13. A. Resultados obtenidos con las condiciones «
B. Resultados obtenidos con las condiciones 4. +y - indican la presencia o ausencia del sito Avall; 1y
2 indican los patrones obtenidos con FH13.04 y FH37. FH13.04 y FH37 son - - y +- para AvaU,
respectivamente.

FH 13
® -r-n
13.10 13.09 13.06* 13.05 13.14* 13.13 13.01 13.07 13.16*
337 305 318 226 221 194 247<D 199 193
(51 (53) (38) “42) (49) -) (44) (48) (54)
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r
. . . .
(0 P | 6 i dii i ©
13.11 13.04%  13.03 13.15%  13.12% 13.00 13.02 0.17 s "INDIV
331 151 222 166 155 298 214<i) CT
05) (14) (18) (23) (20) (20 (15) (16) (EDAD)
'AlD J*B 51 B J*F J*F KIB EIJB HAPLOTIPO 1

Fig. 80: Estudio de la segregacion de N619N y de haplotipos en la familia FH13. El haplotipo
enmarcado segrega con la enfermedad (presenta la alteracion Valencia-5) y el asterisco indica la presencia
de la mutacion N619N; C y FH indican diagnodstico sano y enfermo de HF clinico-bioquimico,
respectivamente; (1) indica que los datos bioquimicos se han obtenido cuando el paciente se encontraba
bajo tratamiento con dieta.
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IV.5.3.10. Ex6n 14.

El ex6n 14 consta de 153 nucledtidos, localizados entre las posiciones 1988 y 2140, y codifica
la tercera repeticion de la region del RLDL que posee homologia con el precursor del EGF.

Los oligos empleados en la amplificacion del exon 14 permiten el estudio de todo el exén y los
dos nucledtidos iniciales del intron 14 mediante analisis de SSCP (Fig. 81).

1990 2000 2010 2020
i i i i
cectgacte cgcettettet qeccccaq GAG TGAACTGGTG TGAGAGGACC ACCCTGAGCA
P-47 A (G642E, FHA47)

2030 2040 2050 2060 2070 2080
4r Ir 4r >

ATGGCGGCTG CCAGTATCTG TGCCTCCCTG CCCCGCAGAT CAACCCCCAC TCGCCCAAGT

2090 2100 2110 2120 2130 2140
il 4

TTACCTGCGC CTGCCCGGAC GGCATGCTGC TGGCCAGGGA CATGAGGAGC TGCCTCACAG

qtqtqqcaca cgccttgttt ctgegt
P-48

Fig. 81: Secuencia del ex6n 14 (numerada segin Yamamoto et al., 1984) y las regiones intronicas
correspondientes al final del intrén 13 y al inicio del intréon 14. Se indica con doble subrayado la
secuencia que se puede analizar con la amplificacion realizada; en azul, las regiones utilizadas para
la amplificacion del exoén; en rojo, la mutacion detectada en este exon, su nombre y el probando
donde se ha encontrado y en minusculas, las secuencias pertenecientes a los intrones.

A continuacion se describen las condiciones usadas para el analisis de SSCPs y los resultados
obtenidos (ver Fig. 82).

a) 15 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a 400 V: se detect6é un patron
anomalo en FH47.

b) 15 % acrilamida 29:1, 10 % glicerol, 1 x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a una
diferencia de potencial de 400 V: no se detect6 ninglin patréon andmalo.

¢) 20 % acrilamida 29:1, 1x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a 400 V. no se detecté ningin
patrén andémalo..

d) 12 % acrilamida 29:1 , 12 % glicerol, 1 x TEB, refrigerado a 2 °C y sometido a una
diferencia de potencial de 400 V: no se detect6 ninglin patréon andmalo.

La mutacion responsable del patron alterado de FH47 es un cambio de G por A en el nucleodtido
1988; este nucleotido es el segundo del codon 642 (GGA) que codifica Gly, mientras que el resultante
de la mutacion (GAA) codifica Glu. Por lo tanto, la mutaciéon se denomina G642E (ver Fig. 81). El
cambio originado ai la secuencia peptidica de la protema parece suficiente para considerarla
responsable de la enfermedad en este probando, ya que introduce un aminoacido con carga negativa e
hidréfilo en lugar de uno neutro no polar, a la vez que el volumen de la cadena lateral aumenta
considerablemente con el aminodcido codificado por la mutacion. Ademads, la localizacion de la
mutacion puede originar una alteracién en el proceso de "splicing”, ya que se localiza en el primer
nucledtido del exon y este nucledtido es importante en el procesado del RNA mensajero.
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R i M)M
1 R

12 12 12 12

Fig. 82; Analisis de SSCP del El4. Siguiendo las condiciones a (panel 4), b (panel B), ¢
(panel C) y d (panel D), descritas en el texto. 1 y 2 indican los patrones de bandas de SSCPs
normales y en FH47, respectivamente. Se indica con una flecha la banda anémala encontrada.

La segregacion de esta mutacion se estudid en 9 miembros de la familia FH47 (ver Fig. 83),
pertenecientes a dos generaciones. En este estudio se pudo comprobar que la mutacion cosegrega con la
enfermedad en la rama familiar de FH47 y con el haplotipo F. En esta familia se han encontrado dos
miembros jovenes (C47.03 y C47.04) que presentan la mutacioén y tienen niveles lipidicos normales
(para mas informacion sobre esta familia ver Apartado IVA 1.11., Pag. 86). Por otro lado en esta
familia existen dos individuos con diagnostico clinico dudoso, 747.05 y 747.07, que no presentan la
alteracion (ver Fig. 83).
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C47.02
C47.03
C47.04
?47.05
FH47.06
247.07
C47.08

Fig. 83; Diagnostico clinico-bioquimico y genético de la familia FH47. En esta figura se
puede ver, en la parte superior, el arbol genealdgico de la familia FH47 (donde se indica el
numero de cada individuo, el colesterol total, la edad, entre paréntesis, y el haplotipo,
sefialindose el que cosegrega con la enfermedad mediante un marco y la presencia de la
mutacidén con un asterisco), debajo, la detecciéon de la mutacién mediante las condiciones a de
SSCPs y, en la parte inferior, los datos bioquimicos de la familia FH47. Los nimeros 0,1, 2, 3, 4,
5, 6, 7y 8 corresponden con los respectivos niumeros 47.00, 47.01, etc. de los miembros de la
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familia; ? indica que el diagndstico clinico-bioquimico es dudoso.
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V.1. INNOVACIONES TECNOLOGICAS EN EL DIAGNOSTICO GENETICO DE
LA HF.

En los ultimos afios ha habido una eclosién de técnicas de ADN que estan suponiendo un
avance considerable en el conocimiento del genoma humano. Estas técnicas pueden aplicarse al
diagnéstico de enfermedades genéticas, haciéndolo mas seguro y rapido, facilitando, cuando es posible,
un tratamiento preventivo. Uno de los objetivos de nuestro trabajo ha sido adecuar algunas de las
técnicas desarrolladas recientemente (como son el PCR, tanto en su versién "corta" como "larga", el
analisis de SSCPs y la secuenciacion automatica) al diagnostico genético de la HF.

V.1.1. Anilisis de SSCPs.

1- El analisis de los polimorfismos mediante amplificacion por PCR y analisis por SSCPs
presenta diversas ventajas, tales como:

a) La obtencion de resultados mas fiables en el caso de RFLPs, ya que se evitan los resultados
confusos proporcionados por digestiones parciales, relativamente frecuentes cuando los polimorfismos
se analizan en fragmentos de DNA, amplificados por PCR, de pequefio tamafio.

b) Obtencion mas rapida de resultados, al realizarse el protocolo completo (una vez se ha
obtenido el amplificado), en 4 horas aproximadamente, frente a las mas de 12 horas aconsejables para
obtener un resultado mediante digestion con enzimas de restriccion.

c) Posibilidad de detectar, al mismo tiempo, la mutacion responsable de la enfermedad, con lo
que, una vez caracterizada ésta por secuenciacion, se podria realizar el diagnostico directo de la
enfermedad en 1a familia analizando el patron de SSCPs de sus miembros.

2- La utilizacion del analisis de SSCPs para detectar polimorfismos nos ha permitido la
identificacion de un sistema trialélico constituido por los polimorfismos Hincll y C-»Tns, situados en el
exén 12, que pueden analizarse conjuntamente con esta técnica y ofrecen un valor PIC de 0.54 en
nuestra poblacion (O. Puig ef al., 1996), con lo cual se obtiene un rendimiento diagnéstico elevado con
un solo experimento.

3- El rastreo de mutaciones en las diferentes regiones exénicas nos ha permitido la deteccion de
la mayoria de las mutaciones localizadas en las mismas, ya que al hacer el analisis de SSCPs en
diferentes condiciones, aumenta la capacidad de la técnica para detectarlas (Leren et al., 1993; Sheffield
etal., 1993). _ :

Una limitacién que presenta la técnica de SSCPs en la deteccion de polimorfismos y mutaciones
es que se deben analizar fragmentos de un tamafio no superior a 500-600 pb, pues si son mayores la
técnica va perdiendo resolucion y se requieren tiempos mas largos de electroforesis (Sharkar ef al.,
1992; Sheffield et al., 1993). Por el momento, esta limitacion impide la aplicacion de esta técnica a
polimorfismos situados en regiones intronicas amplias cuya secuencia no se conoce o bien en regiones
de dificil amplificacion (por localizarse entre secuencias repetitivas o variables). Como alternativa, estan
ya empezandose a aplicar técnicas basadas en el empleo de "Cleavase I" (Life Technologies, Boehringer
Mannheim).

Por otro lado, se ha indicado (Scheffield ef al., 1993) que la técnica de SSCP es menos sensible
para detectar variaciones de secuencia que se localicen en los extremos del fragmento analizado; sin
embargo, nosotros hemos encontrado una mutacién en la primera y en la tercera base siguientes al
oligonucledtido, lo que podria indicar que con una distancia de unas, aproximadamente, 20 pb entre el
extremo del fragmento y la mutacién puede ser suficiente para la deteccion de 1a misma.
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Otra limitacién puede ser el desconocimiento de las secuencias intronicas cercanas a un exon
pues imposibilita el disefio de oligos que permitan la amplificacion de las secuencias necesarias para el
"splicing" donde, con cierta frecuencia, pueden encontrarse mutaciones que afecten la funcion del gen.
Asi ocurre en varios de los exones del gen RLDL que hemos analizado. Sin embargo, esta limitacion es
parcialmente subsanable ya que disponemos, ahora, de infomacion mas amplia sobre las secuencias
introénicas que bordean los exones mencionados.

V.1.2. Utilizacion de PCR Largo.

El PCR largo permite la amplificacion de fragmentos de DNA gendmico humano de hasta unas
20-25 Kb lo que facilita su estudio posterior con diferentes objetivos (Cheng et al,, 1994; Cohén, 1994).
Nosotros hemos querido analizar la utilidad de esta técnica para el estudio de RFLPs del gen RLDL con
la intencion de sustituir a la técnica Southern y obtener resultados de forma mas simple y rapida.

Para comprobar la utilidad del PCR largo en el diagndstico genético indirecto de la HF,
amplificamos la region del gen RLDL comprendida entre el exén 12 y el final del exén 18 (ver Fig. 84).
Esta region tiene un tamafio aproximado de 17.5 Kb y contiene los polimorfismos Avall (exon 13),
Haelll (exon 15), Pvull (intron 15), ApaLl (intrén 15), Mspl (exonl8) y Ncol.(exon 18). La digestion
del fragmento amplificado con las enzimas capaces de reconocer tales polimorfismos (Apartado 1V.3.4
de Resultados, Pag. 59) nos permitio concluir:

1- Los polimorfismos Haelll y Mspl no pueden ser analizados mediante la amplificacion
realizada, debido al gran nimero de fragmentos de pequefio tamafio que originan las enzimas
correspondientes y que dificultan su identificacion

2- Los polimorfismos Avall, Pvull y Ncol pueden ser analizados mediante esta técnica, ya que

se pueden identificar facilmente los fragmentos originados por la presencia o ausencia del sitio
polimoérfico.

GEN RLDL

5 8 10 12 14

EXONES j 1 3 4/« 7 [N )15 16 17 18
m
FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
POR PCR LARGO k ; M 4 A
7T Z . Avildl T Piull\ |Ncol
Apald Taql Haelll ApalA Mspl

Fig. 84: Polimorfismos detectados mediante amplificacion por PCR largo. En la parte
superior se encuentra un esquema del gen RLDL y bajo éste se encuentran los fragmentos
amplificados mediante PCR largo y los polimorfismos que contienen. En negro se indican los
polimorfismos que no pueden ser analizados mediante digestion de este fragmento, en azul se
indican los polimorfismos que pudiendo ser analizados solo seran utiles en casos concretos (debido
a su escaso valor informativo) y en rojo se indican los polimorfismos que, de acuerdo con nuestro
estudio, son los mas accesibles e informativos.
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3- El polimorfismo ApaLl de esta regién no puede ser analizado mediante amplificacién por
PCR y digestién con la enzima, ya que todos los individuos aparecen como homocigotos para la
presencia del sitio de corte; estos resultados no concuerdan con los obtenidos cuando se analiza el DNA
gendmico de los mismos individuos por transferencia Southern.

El analisis posterior del polimorfismo ApaLl situado en el intrén 6, mediante la amplificacién de
la region del gen comprendida entre los exones 2 y 7, mostrd resultados similares a los obtenidos
mediante transferencia Southem respecto al sitio polimérfico, pero puso de manifiesto la presencia de 2
nuevos sitios de corte para esta enzima no descritos previamente (ver Fig. 85).

Los nuevos sitios de restriccion ApaLl detectados por restriccion de producto de PCR no los
hemos caracterizado a nivel de secuencia y no conocemos los mecanismos moleculares por los que estos
sitios de reconocimiento de ApaLl estan ocultos para la enzima en el DNA genomico. La hipétesis mas
sencilla consiste en proponer que son ocultados por una modificacion postreplicativa de la secuencia
Apalll, posiblemente por metilacién o acetilacion, promovida por secuencias adyacentes o solapantes
con el sitio ApaLl. Ademas; para explicar la situacién encontrada en el sitio ApaLl del intrén 15
proponemos dos posibilidades:

Hipétesis A: Existe un sitio ApaLl constante, oculto en las transferencias Southemn y muy
proximo al sitio polimérfico (indicado como N? en la Fig. 85A). El corte que ocasiona en los productos
amplificados por PCR impide la deteccion del sitio polimérfico (muy cercano o solapante) ya que la
electroforesis que realizamos carece de la resolucion necesaria. Dado que el sitio ApaLl constante no es
reconocido en el DNA gendmico, permanece sin ser cortado en las digestiones con ApaLl del mismo y,
en consecuencia, no obstaculiza la deteccion del polimorfismo (Fig. 85B, I 'y II).

Hipétesis B: La secuencia de DNA que induce la modificacion del sitio ApaLl del intrén 15 es
realmente la polimérfica, mientras que el sitio ApaLl seria constante. Segun la estructura de dicha
secuencia (préxima o solapante con 4paLl) se produciria o no la modificacién del sitio ApaLl; en caso
positivo, el sitio ApaLl no seria reconocible por la enzima en DNA genémico (permaneciendo oculto) y
apareciendo como (-) en transferencia Southern. En la estructura alternativa de tal secuencia, en la que
la modificacion no se produce, el sitio Apall no seria afectado y siempre seria cortado, apareciendo
como sitio (+). Sin embargo, en los productos de PCR, el sitio ApaLl siempre aparece como +, ya que el
DNA no es modificado en el proceso de amplificacién (ver Fig. 85B, Ill y IV).

De nuestros resultados también se desprende que la técnica de PCR largo permite realizar
mapas de restriccion de regiones concretas del genoma disefiando diferentes amplificaciones. Asi, he
podido construir un mapa de restriccién para ApaLl en la regién del gen RLDL comprendida entre los
exones 2 y 7 (Fig. 86) que podria ser 1itil, por ejemplo, para la deteccion y caracterizacion de grandes
reordenamientos. Ademas, la técnica de PCR largo presenta, en general, grandes ventajas en la

caracterizacion de estas mutaciones y para el diagnéstico directo de las mismas, como he demostrado en
1a mutacién Valencia-4 (Fig. 87).

De forma resumida, podemos concluir que la técnica de PCR largo posibilita el anlisis de
RFLPs en fragmentos de DNA amplificados, pero es altamente recomendable un estudio previo de los
polimorfismos que se van a usar.

Recientemente se ha analizado el polimorfismo Sphl del intrén 6 del gen RLDL en nuestro
laboratorio, por Amparo Baviera, y se ha encontrado que este polimorfismo presenta una frecuencia de
0.568 para el sitio +, un PIC individual de 0.369 y no se encuentra significativamente ligado a los otros
polimorfismos presentes en la mitad 3' del gen RLDL estudiados mediante amplificacion por PCR largo
y digestion con Avall, Pvull y Ncol. Los cuatro polimorfismos conjuntamente presentan un PIC
acumulativo de 0.838. Esto supone que mediante 2 amplificaciones por PCR y utilizando 4
polimorfismos se pueden diagnosticar teéricamente el 84% de la descendencia, obteniéndose el resultado

165




DISCUSION

en 24 horas, mientras que si se utiliza la transferencia tipo Southern (necesaria hasta el momento para
analizar Pvull y Sphl) el tiempo requerido puede ser de 4 dias, ademas de la mayor cantidad de trabajo
y de reactivos que hay que utilizar y de los mayores costes que presenta el sistema en su conjunto.

2 3 456 7 8 91» 112 131415 16 17 18

ITIHI 110 0 KNI

10.6 17.5
J-/f1°t 34 [1]
PN N cc ¢ NP E12-EI8
B
DNA GENOM DNA GENOM
N2 P(*) CH)
GTGCAC- XXYYNNNGTGCAC-
r— CACGTG- YYXXNNNCACGTG
N?()  P() C()
C— GTXCAC- XXYYNXM
— CAYGTG- YYXXNYNi
I PRODUCTO DE IV PRODUCTODE
PCR PCR
N2+ P(H) CH)
-GTGCAC— GTGCAC- XXYYNNNGTGCAC-
-CACGTG— CACGTG- YYXXNNNCACGTG-
N?(H P() CH)
-GTGCAC— GTXCAC- XXYYNXNGTGCAC-
-CACGTG— CAYGTG- YYXXNYNCACGTG-

Fig. 85: Posibles explicaciones para los resultados obtenidos al analizar el sitio ApaLl
polimérfico del intrén 15. A. En la parte superior se muestra la estructura del gen RLDL y debajo la de
los fragmentos de DNA amplificados mediante PCR largo donde se indica la localizacion de los sitios
ApaLl; B. I y II corresponden a la hipotesis Ay Ol 'y IV a la hipdtesis B, dadas en el texto. C, Py N
indican los sitios constantes, polimoérficos y los nuevos sitios descritos en este trabajo; los signos (+) y
(-) indican si hay o no corte de la secuencia Apall y en rojo se indican imas bases hipotéticas que se [
modifican de un caso a otro.
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Fig. 86: Mapa de restriccion para ApaLl de la region comprendida entre los exones 2 y 7 del
gen RLDL obtenido mediante PCR largo. P y C indican los sitios ApaLl polimérficos y constantes,
respectivamente, descritos mediante transferencia Southern en esta region; N indica los sitios ApaLl
descritos mediante digestion con ApalLl de productos de PCR largo y no descritos previamente; E2-
E7, E4-E7 y E6-E7 indican los exones que limitan los fragmentos obtenidos por amplificacion; todos
los tamafios se indican en Kb.
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Fig. 87: Deteccion de la mutacion Valencia-4 por PCR largo. Se amplifica el DNA genémico
comprendido entre los exones 2y 7. A. Gel donde se pueden observar los fragmentos amplificados:
el normal de 9.7 Kb (carrera 1) y el anémalo de 5.5 Kb del probando FH30 (carrera 2), M indica el
marcador de tamafio molecular II de Boehringer Mannheim; B. En la parte superior se encuentra la
estructura de un alelo normal donde se indica la region amplificada y en la parte inferior se
encuentra la estructura del alelo portador de Valencia-4, donde se indica la region amplificada.
Todos los tamafios se indican en Kb.
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V.1.3. Secuenciacion Automatica Directa de Productos de PCR.
En mi proyecto de investigacion he desarrollado una técnica de secuenciacion basada en:
1) La terminacién de la sintesis de DNA segin la reaccion de Sanger ef al. (1977),

2) Una reaccion ciclica, caracteristica que es permitida por la utilizacion de Taq DNA
Polimerasa, ‘ :

3) Una reaccién de marcaje intemo, ya que durante la reaccién se produce la incorporacién de
F-dUTP en las cadenas de DNA sintetizadas, por lo que no se necesitan oligonuclectidos marcados con
fluoresceina,

Estas caracteristicas hacen que el procedimiento de secuenciacién empleado sea:

a) muy sencillo de realizar, ya que el sistema de purificacién del DNA molde es simple, no hay
que realizar pasos extra de marcaje de los oligonucledtidos ni del producto de la reaccion y se visualiza
mediante un secuenciador automatico.

b) repetitivo, el resultado depende principalmente de la concentracion y calidad del DNA molde;
los reactivos y disoluciones son de facil preparacion y los ciclos de la reaccion se realizan en un
termociclador.

¢) muy sensible, pudiéndose utilizar cantidades muy pequefias d¢ DNA molde (son necesarios
menos de 50 fentomoles) ya que la reaccién se repite hasta 30 ciclos y cada cadena puede estar marcada
por varias moléculas de fluoresceina, por lo que aumenta considerablemente la sensibilidad de la
técnica.

d) muy resolutivo, ya que la aparicion de indeterminaciones, paradas en la secuenciacion,
compresiones de la secuencia se evitan al utilizarse altas temperaturas de reaccion, un alto porcentaje de
DMSO y 7-deaza-GTP; ademas, las cantidades y las caracteristicas de los distintos reactivos (ANTPs,
la Taq Polimerasa, etc.) y la composicion del tampén han sido seleccionados de forma que, en nuestras
manos, permiten obtener unos resultados optimos (llegandose a una fiabilidad que podria estar entre el
99.5 y el 100 %).
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V.2. PREVALENCIA DE LA MUTACION ApoB3 EN PACIENTES ESPANOLES
DIAGNOSTICADOS CLINICAMENTE COMO HF.

El defecto familiar de ApoB-100 o DFB es una enfermedad dislipémica causada por la
mutacion ApoB3w (R3500E) en el gen que codifica la ApoB-100 (Soria et al, 1989) y que se sitiia en
la region de uniéon de ApoB con el receptor de LDL, codificada por parte del exon 26 (Ver Fig. 88). La
frecuencia de esta mutacion es elevada en gran nimero de poblaciones caucasianas, como la suiza
(1/200, segin Miserez et al., 1994b), la americana (1/500, segin Innerarity et al, 1990), la inglesa
(1/700, segin Tybjaerg-Hansen et al., 1990) y la alemana (1/700 segiin Schuster et a/, 1990) aunque
también existen poblaciones, como la Finesa o la Franco-Canadiense,donde nose ha encontrado esta
mutacion (Tikkanen & Helio, 1992; Minnich et al, 1995).

La DFB presenta sintomas clinico-bioquimicos similares a la HF, por lo que la discriminacion
entre HF y DFB es dificil (Schuster et al/, 1990; Myant et a/, 1991), tanto es asi que en varias
poblaciones estudiadas se ha encontrado que, aproximadamente, un 5% de los pacientes diagnosticados
como HF son realmente portadores de la mutacion ApoB¥b (Schusteret al.,1990;Tybjaerg-Hansen et
al, 1990; Myant 1993, Defesche et al, 1993).

Fig. 88: Estructura de la region de unién de ApoB al RLDL y localizacién de la mutacidon
ApoBasoo- La linea mas gruesa indica que es muy probable la presencia de hojas 6; las regiones en
rojo, marron y azul indican regiones importantes para la union ApoB-RLDL y se corresponden con
regiones basicas y regiones cuya ocultacion, mediante anticuerpos, origina un bloqueo parcial o
total de la union ApoB-RLDL, respectivamente (Myant, 1990a).

Para conocer la presencia o no de esta mutacion en nuestra muestra HF se realizé una busqueda
de la misma mediante la amplificacion por PCR de la region apropiada del exén 26 (Shuster et al,
1992) y analisis de SSCPs, utilizando como control positivo el DNA de un individuo heterozigoto para
ApoBassoo (Ver Fig. 89).

En nuestra muestra HF, constituida por 58 probandos, no hemos encontrado portadores de la
mutacion ApoB3og sabiendo que un 5% de los pacientes diagnosticados como HF podrian ser realmente
portadores de la mutacion ApoB35w (Tybjaerg-Hansen et al, 1990) y, suponiendo que esta frecuencia es
la que se da en los pacientes diagnosticados como HF en Espafia, deberiamos haber encontrado 2 ¢ 3
portadores de ApoB¥b en la muestra analizada. El hecho de no haberlos encontrado sugiere que la
frecuencia de esta mutacion en poblacion espafiola es inferior a la de otras poblaciones de nuestro

159



DISCUSION

entorno, mencionadas anteriormente. Sin embargo, esta sugerencia debe tomarse con precaucion dado el
tamafio de la muestra analizada en nuestro estudio, requiriendo su comprobacién una ampliacion de la
misma.

A B C D E

Fig. 89: Identificacion de la mutacién ApoBasoo mediante analisis de SSCPs. Se muestra el
control positivo heterocigoto para ApoBssoo (carrera A) y 4 probandos HF en los que no esté
presente la mutacion (carreras B,C, D y E).

La estrategia que hemos disefiado para buscar la mutacion ApoB3oomediante analisis por PCR-
SSCP no so6lo indica que entre nuestros probandos HF no hay portadores de la mutacion ApoB3Ib, sino
que también sugiere que no hay portadores de otras mutaciones en la region analizada del gen ApoB
(nucleotidos 10569 a 10866, aminoacidos 3454 a 3552). Recientemente se ha descrito una mutacion en
el aminoacido 3531 (R3531C) y en el aminoacido 3480 (R3480P), denominadas ApoB333i y ApoB”o,
que producen sintomas similares a los de ApoB3b (Pullinger et al, 1995). La presencia de estas
mutaciones, ApoB33l y ApoB”o, no puede ser totalmente excluida de nuestra muestra, ya que no se
disponia de controles positivos que permitiera cercioramos de la sensibilidad del anélisis realizado para
detectarlas. Sin embargo, dado que su frecuencia es muy baja (1/3000) frente a la mutacion ApoB3
(1/114) en poblacion hipercolesterolémica (Pullinger ef al.,, 1995; Nissen et al., 1995) creemos que es
poco probable su presencia en nuestra muestra. Es posible que existan mas mutaciones en el gen ApoB
que ocasionen un fenotipo IIA, pero su frecuencia debe ser menor que ApoB3ib, a juzgar por los escasos
individuos encontrados que presenten una alteracion en la unién ApoB-RLDL causada por ApoB que no
presenten las mutaciones indicadas anteriormente (Pullinger ef al., 1995).

Es posible que en poblacion espaiiola los individuos portadores de la mutacion ApoB3480,
ApoB3, ApoB33i y otras mutaciones localizadas en esta region, presenten niveles de colesterol
menores que los encontrados en otras poblaciones; esta situacion se ha descrito para los pacientes HF
heterozigotos de nuestra muestra, que presentan niveles de colesterol inferiores a los de otras
poblaciones (Tesis Doctoral de J. Real); por lo tanto, es probable que los portadores de estas mutaciones
no se hayan clasificado como pacientes HF ya que, en general, los sintomas bioquimicos de la DFB
(niveles de colesterol) son menos acusados que los de la HF; esta hipdtesis refuerza la necesidad de
realizar un estudio mas amplio sobre la frecuencia de ApoB3480, ApoB330y ApoB353i en nuestra
poblacion.
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V.3. DIGANOSTICO INDIRECTO DE HF.
V.3.1. Estudio de Polimorfismos del Locus RLDL.

En nuestro laboratorio se han estudiado, hasta el momento de redactar esta memoria, 12
polimorfismos distribuidos a lo largo de todo el gen RLDL (ver Fig. 90), seis de los cuales han sido
analizados por mi (incluyendo el polimorfismo C->Ti6is localizado en el exén 11, que solamente ha sido
analizado a nivel de frecuencia), y presentados independientemente en esta Tesis. Recordemos que la
utilizacion de polimorfismos distribuidos a lo largo de todo el gen es importante para poder detectar los
posibles casos de recombinacion intragénica en el andlisis de segregacion.

GEN RLDL
EXON 1 2 3456 7 8910 1112 131415 1617 18
Ff 1 1 1 1 1 1 1 \
Bgil SfaNX Tagl  Stul CyW m\
C-T147 iAvall 1Pvull Ncol

Fig"_?0: Distribucion de los 12 polimorfismos analizados en nuestro laboratorio. Eli
polimorfismo indicado en negro se ha analizado mediante transferencia Southern; los indicados en
verde y azul mediante amplificacion por PCR y digestion con la enzima apropiada o analisis de |
SSCPs, respectivamente; los indicados en rojo pueden ser analizados mediante PCR largo y
posterior digestion con la enzima de restriccion correspondiente. Se han enmarcado los!
polimorfismos de los que me he responsabilizado directamente.

El andlisis de los polimorfismos se realizd en 41 individuos HF (una vez excluidos los
portadores de grandes alteraciones) y en 56 controles normolipidémicos. Los resultados obtenidos que
se presentaron en la Tablas 8 y 9 (Pags. 65 y 66) indican que:

1- Todos los polimorfismos se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg.

2- No existen diferencias significativas entre las frecuencias de los polimorfismos obtenidas en
los probandos HF y en los Controles. Este hecho es similar al encontrado en poblaciones abiertas
(revisado por Miserez et al.,, 1993 y 1994), mientras que en poblaciones donde se ha producido un
efecto fundador o han permanecido aisladas se encuentran diferencias entre los dos grupos de poblacion,
como ocurre en la poblacion "Africaner” (Kotze etal., 1989y 1991).

3- Existen diferencias significativas en las frecuencias de algunos polimorfismos entre nuestra
poblacion y otras poblaciones estudiadas. Las frecuencias obtenidas para cada polimorfismo en la
poblacion espafiola se compararon mediante un test /2 (para un grado de libertad y P<0.05) y los
resultados obtenidos (ver Tabla 40) indican que:

- Existen diferencias significativas entre la poblacion HF espafiola y la poblacion HF

sudafricana, ya que se han encontrado diferencias en todos los polimorfismos estudiados. Posiblemente,
esto es debido al efecto fundador que se ha producido en la poblacion HF sudafricana (Kotze, 1989,
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1991), que origina diferencias entre la poblacion HF y Control del mismo pais y con otras poblaciones
estudiadas (Miserez etal., 1993, 1994).

Tabla 40: Comparacién de las frecuencias de RFLPs del gen RLDL en poblacién espafiola y otras
poblaciones. El fondo rojo indica la presencia de diferencias significativas (P<0.05), el fondo azul indica la
presencia de diferencias ligeramente significativas (P<0.10) y el fondo blanco indica que no las hay.

POBLAC. Espafiola  Suizal Alema- Italia- Islan- S.uda- Norue- Inglesas Japonesall Israelil ii::ﬁ:-
nall 1 e desa’ fricana* ga' na)
POLIM.
Bgli (Q  0.893
s 0841 0.920
S/aNI (Q  0.848 0.835
Qffi 0866 0.860
Tagl (Q  0.098 0.108  0.067 0.036* 0.512
isa 0073 0.173  0.040 0.0
Stul  (Q 0955 0.961 0.899 0.946* 0980  0.940 0.964
<m 0976 0.942 1.000 0.899* 0927  0.960
C-Ti7 (Q 0.078a 0.28
m 0.044A
C-TlL» (Q 0.170’ 0.010
m 0.146'
Horal (o  0.616 0569  0.618
m 0.537 0.629  0.600
Avall (©) 0375 0426 0360 0.387 0.378*  0.4% 0.149 0473 0431
m 0.402 0308 0440  0.439 0.020 0451 0.490
flaclll (Q 0795 0.940
0.793
Pvull (Q 0223 0299 0315 0371 0229  0.297* 0.250 0.074 0.243  0.244
HF) 0244 1 0250 0240  0.190% 0077  0.121* 0.240
Mspl ()1 0.661 0.680
@HF)  0.683 0.740
I Neol (C) 0589 0.725 0.5% 0.688  0.667*  0.682  0.740 0.545 0721 0.724
L (HF) 0549 1075 0760 0769 0131+ 0569  (.740

Aindica la frecuencia de la presencia del nucleétido T en la posiciéon indicada y * indica que existen diferencias
entre la poblacion HF y Control.

a: Miserez ef al. (1993,1994): 52 haplotipos HF y 204 haplotipos control,

b: Miserez et al. (1993,1994): 25 haplotipos HF y 89 haplotipos control,

c: Daga et al. (1990): 57 haplotipos HF y 256 haplotipos control,

d: Taylor et al. (1989): 13 haplotipos HF y 48 haplotipos control,

e: Kotze et al. (1989): 99 haplotipos HF y 111 haplotipos control,

f: Rodninger et al. (1993): 51 haplotipos HF y 139 haplotipos control.

g: Taylor et al. (1988): 59, 61 y 126 haplotipos HF, 147, 154 y117 haplotipos control para Pvull, Stul y Ncol,
respectivamente. Humphries (1993): 120 haplotipos HF en SfaNI y Avall.

h: Yamakawa et al. (1991): 121 haplotipos control, en Taql, Avall, Pvull y Ncol; Yamakawa (1993): 67, 93 y 74
haplotipos controles para 1725, Haelll y Mspl.

i: Berkman (1992): 112 cromosomas control,

j: Leitersdorf (1989): 123 haplotipos control.

- Existen diferencias significativas (PO.OOQI) con la poblacién control japonesa en 6 de los 7
polimorfismos en los que se ha podido realizar la comparacion de las frecuencias. Estas diferencias se
pueden explicar por la distancia genética existente entre ambas poblaciones, ya que, suponiendo que el
origen de los polimorfismos no es independiente en cada poblacion, estos debieron originarse antes de la
divergencia entre las razas caucasiana y mongoloide (hace unos 40.000 afios; Nei & Roychoudhury,
1982) y, posteriormente, se ha ido produciendo la variacion entre las frecuencias de los diferentes
polimorfismos.
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- El polimorfismo Ncol presenta diferencias significativas entre el grupo control de la poblacién
espaiiola y 5 (Suiza, Italiana, Inglesa, Isracli y Norteamericana) de las 8 poblaciones estudiadas.
Curiosamente, las diferencias se han encontrado con poblaciones de origen caucasiano. Esto podria
deberse a que Ncol ha evolucionado de forma ligeramente divergente en la poblacion espafiola, respecto
a otras poblaciones caucasianas (mediante deriva génica, fendmenos de migracion, etc.).

En cualquier caso, aunque existen diferencias en las frecuencias de varios polimorfismos entre
poblaciones caucasianas (Miserez, 1993; Chaves, 1996, esta Tesis), éstas no son lo suficientemente
importantes como para alterar en gran medida la informatividad de los polimorfismos. Asi, en
poblaciones caucasianas (Italiana, Inglesa, Norteamericana, Noruega, Espafiola) los polimorfismos mas
interesantes para realizar diagnostico genético indirecto no varian mucho de unas a otras (Daga et al,
1990; Taylor et al., 1988; Leitersdorf ef al., 1989, Rodninger ef al., 1993; Miserez ef al., 1993, 1994,
Chaves et al., 1996 y esta Tesis).

En cambio, las diferencias encontradas con la poblacion japonesa (de raza mongoloide) si que
suponen diferencias importantes en la frecuencia e informatividad de los polimorfismos. Estas
diferencias en la informatividad son importantes en todos los polimorfismos que se han podido comparar
(exceptuando Ncol), como indica la Tabla 40.

Una vez calculada la frecuencia de cada polimorfismo se calculé el valor PIC (Botstein ef al.,
1980) y el desequilibrio de ligamiento, mediante el valor A (Chakravarti et al., 1984 y 1985) de los
once polimorfismos estudiados inicialmente (Bg/II, SfaNI, Taql, Stul, C-Tins, Hincll, Avall, Haelll,
Pvull, Mspl y Ncol); los resultados obtenidos indican que:

- Los polimorfismos Hincll, Avall, Mspl y Ncol (localizados en la region 3' del gen), presentan
el mayor contenido informativo, por lo que, junto con los polimorfismos Bg/ll y SfaNI (los mas
mformativos localizados en la region 5'), podrian ser los mas apropiados para iniciar el diagnostico
genético indirecto.

- Existen varios polimorfismos en desequilibrio de ligamiento, lo que supone que los alelos de
estos polimorfismos presentan una asociacion entre si mayor que la debida al azar; el maximo valor del
desequilibrio de ligamiento debido al azar (calculado en nuestro caso como Ayie) s de 0.23, para una
P=0.05 y 55 comparaciones. El valor de A es especialmente elevado en las parejas Hincll-Avall (0.83) y
Pvull-Haelll (0.62) por lo que la utilizaciéon de los dos polimorfismos de cada pareja supone un
aumento relativamente bajo del valor informativo obtenido con el mas informativo de cada una.

Los valores PIC y A de los polimorfismos, tomados de dos en dos, tienen solo un valor
orientativo, aunque interesante, ya que los calculos realizados introducen cierto error que puede
aumentar o disminuir el valor de ambos parametros. El valor A puede verse alterado cuando se utilizan
polimorfismos de frecuencia baja (Leitersdorf et al., 1989), mientras que en el calculo del valor PIC
acumulado solamente son utiles aquellos individuos que son homozigotos para uno de los dos
marcadores analizados, por lo que se puede perder parte de la informacion obtenida en el analisis de los
individuos, principalmente si la muestra analizada no es lo suficientemente grande (Botstein et al.,
1980).

Hay que tener en cuenta que la nformacion aportada por el analisis de los polimorfismos
individualmente o de dos en dos presenta varias ventajas frente al estudio de haplotipos (que veremos
mas adelante), ya que nos indica el grado de informatividad de los diferentes polimorfismos y nos
permite comparar las frecuencias obtenidas en poblacion Control y HF. Evidentemente, tales
frecuencias podiamos deducirlas del estudio de haplotipos pero si la muestra es pequeiia (como ocurre
en nuestro caso, donde solo obtendriamos 15 haplotipos HF) los resultados obtenidos podrian ser poco
representativos. Sin embargo, el estudio individual o por parejas de los polimorfismos no nos permite
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deducir el orden de maxima informatividad de todos los polimorfismos, ni su valor PIC acumulado.
Para ello, como discutiré mas adelante, podemos contar con los 75 haplotipos sanos, deducidos a partir
del estudio familiar.

Por otro lado, desde 1995 se han hecho accesibles, en las distintas bases de datos, diferentes
polimorfismos de tipo minisatélite y microsatelite cartografiados en la region del gen RLDL, como es el
caso de los polimorfismos D19S394, D19S535 y D19S221 que presentan una heterozigosidad del 0.90,
0.85 y 0.87, pero que se sitiian a unas 50 Kb en direccién p13.3, 500 Kb en direccion p13.3 y 1500 Kb
en direccion p13.1 (GDB Probe Detail, cromosoma 19 accesible por Intemet, y Ashworth, 1995),
respectivamente. El empleo de estos polimorfismos facilitara el diagnéstico genético indirecto aunque
para utilizarlos sera conveniente realizar un estudio poblacional previo, similar al ya hecho con los
diferentes RFLPs, localizarlos precisamente y comprobar que la tasa de mutacion es lo suficientemente
baja como para permitir su utilizacion con los fines mencionados.
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V.3.2. Analisis de Segregacion del Gen RLDL: Construccion de Haplotipos.

En poblaciones no endogamicas, como la espaiiola, recurrir al diagnostico indirecto, si se cuenta
con los familiares del paciente, permite de forma rapida detectar el alelo patolégico y clasificar
adecuadamente a los miembros de la familia, siendo el unico abordaje genético posible mientras no se
haya identificado la mutacion responsable de la enfermedad en la misma. Para el trabajo presentado en
esta Tesis pudimos reclutar familiares de 22 de los probandos de nuestra muestra HF, tres de los cuales
eran portadores de grandes reordenamientos (FH16, FH26 y FH29) y uno que presentaba la mutacion
W-18X (FH46) y en sus familiares pudo, por tanto, hacerse un diagnoéstico directo. El andlisis de
segregacion en las 18 familias restantes indicod que

1- La familia FH13 es portadora de una gran alteracion (Valencia-5) no detectada previamente
mediante la busqueda realizada con Bg/Il. La alteracion pudo ser detectada por la segregacion
aparentemente andmala del polimorfismo Bg/II situado en la region 5' del locus RLDL. Esta mutacion

supone la delecion de la region 5' del gen hasta el intron 1 y estd siendo caracterizada mas
detalladamente en la actualidad.

Este hecho muestra que la deteccion de grandes alteraciones en el locus RLDL mediante la
digestion con Bglll del DNA gendmico es limitada, principalmente en la region 5' del gen (Fig. 91). En
esta region existe una gran separacion entre los exones 1y 2 (unas 10 Kb) que incluye un fragmento de
4.5 Kb cuando se digiere con Bgl//l, indetectable mediante las sondas utilizadas; estas circunstancias
hacen que las mutaciones que afecten al exon 1y no sobrepasen el fragmento mencionado no se puedan
detectar mediante el protocolo utilizado (como ha sucedido con la mutacion Valencia-5); esto significa
que otros probandos en los que no hemos podido estudiar la segregacion del polimorfismo Bg///, puedan
ser portadores de la mutacion Valencia-5 u otras similares que han escapado al rastreo mediante
transferencia Southern del DNA gendmico digerido con Bglll o ApaLl. Ademaés, no se puede descartar
que probandos portadores de grandes alteraciones puedan escapar a este tipo de rastreo por otros

motivos como son la coincidencia en el tamafio entre una banda normal y una alterada la generacion de
fragmentos demasiado pequefios, etc.

EXONES | 16 17 18
SONDAS =
E2 E3 E5 E6 E8 E12 El5 E18
13.0 4.5 9.0 13.0 21.0
10.0

Fig. 91: Estructura del locus RLDL, sondas utilizadas en la deteccién de grandes
reordenamientos y mapa de restriccion de Bglil. La linea verde indica la region donde una delecion
que implicara el ex6n | no seria detectada mediante el protocolo empleado.

Debido a la posibilidad de no detectar algunas de las grandes alteraciones, estamos disefiando,

en la actualidad, estrategias que permitan soslayar algunas de las limitaciones mencionadas. Estas
estrategias implican:
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- Bisqueda de sondas situadas en la region 5' del locus RLDL que permitan analizar los
fragmentos de restriccion originados en esta region, lo que requiere dilucidar la secuencia nucleotidica
de la misma.

- Experimentos semicuantitativos que permitan detectar la disminucion de la intensidad de
banda originada por la ausencia de un alelo.

- Busqueda de grandes alteraciones mediante PCR largo, amplificando regiones extensas y
solapantes del locus RLDL (Puig, Tesis Doctoral); incluso se podria tratar de hacerlo de forma
semicuantitativa para detectar la ausencia de amplificacion de un alelo.

2- En dos familias (FH27 y FH60) no hemos podido confirmar el diagnostico clinico de HF
pues, aparentemente, no hay cosegregacion del fenotipo HF y el gen RLDL; ademas, no hemos
encontrado, por el momento, una mutacion en el gen RLDL en alguno de los afectos que pudiera ser
responsable de la enfermedad en los mismos.

3- Se puede realizar el diagnostico genético mdirecto en 13 de las 15 familias restantes, lo que
supone un 86.6%. En las dos familias restantes se ha podido identificar el haplotipo patologico pero no
se puede seguir su herencia ya que los progenitores enfermos son homomgotos para todos los
polimorfismos.

4- Los haplotipos obtenidos en el estudio familiar nos permiten deducir cual es el orden en el
que se deben escoger los polimorfismos para obtener el mayor grado de informacién utilizando el menor
numero posible de ellos. Este orden de informatividad se basa en la frecuencia de cada uno de los
haplotipos y se calculo mediante el algoritmo de Chakravarti & Buetow (1985). La aplicacion de este
algoritmo a nuestros resultados se puede ver en la Tabla 41 y 42, donde se muestra el orden obtenido
para los 5 polimorfismos presentados en esta Tesis y para los 11 pohmorﬁsmos estudiados en el
laboratorio, respectivamente. '

Tabla 41: Orden de médxima informacién para los 5 polimorfismos presentados en esta Tesis.

Polimorfismo Heterocigosidad PIC
Avall 0.480 0.365
Ncol 0.697 0.632
Pyull 1 o791 0.759
SfaNI 0.820 0.797
Taql 0.824 0.802

La Tabla 41 muestra que los cuatro primeros polimorfismos aportan casi todo el valor
informativo (PIC acumulado de 0.797) mientras que 7agl aporta solo un ligero incremento de este
valor, si bien puede ser util en casos concretos.

La Tabla 42 muestra la gran informatividad de algunos marcadores muy polimoérficos como
Hincll-C-T;7s y Ncol, que aparecen en los primeros lugares, mientras que otros marcadores muy
polimorficos son relegados a las ultimas posiciones (4vall y Mspl) ya que, al estar en desequilibrio de
ligamiento con otros, aportan menos informacion que RFLPs menos polimorficos como Tagl y Stul.
Ademas, se puede observar que practicamente toda la informatividad de los polimorfismos procede de
los que aparecen en los 6 primeros lugares (PIC=0.862), €l resto de polimorfismos aportara informacion
en casos muy concretos donde los otros no sean utiles.
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Tabla 42: Valores de heterocigosidad y PIC acumulados de los 11 polimorfismos estudiados
en el laboratorio. Los polimorfismos HincIl y C-»T17;5 se utilizan conjuntamente, ya que el resultado se
obtiene en un solo experimento.

Polimorfismo Heterocigosidad - PIC
HincIl-1725 0.621 - 0.541
Ncol 0.778 0.743
Pvull 0.828 0.806
Bzl 0.855 0.839
Taql 0.865 0.852
Haelll 0.873 0.862
Stul 0.876 0.865
SfaNI o Mspl 0.877 0.866
Mspl o SfaNI 0.878 0.867 -
Avall 0.878 0.867

Para realizar el diagnostico genético indirecto podemos, a la hora de seleccionar los RFLPs,
seguir diferentes criterios:

1) Si queremos obtener el maximo valor informativo con el minimo nimero de polimorfismos,
emplearemos los polimorfismos segin el orden de la Tabla 42, empezando por el primero e
mcorporando sucesivamente los polimorfismos siguientes hasta construir un haplotipo que nos permita
hacer el diagnéstico. Este criterio ha sido aplicado tradicionalmente mientras las técnicas de DNA sélo
han permitido el analisis individualizado de cada polimorfismo.

2) El desarrollo de nuevas técnicas, como el PCR largo utilizado en este trabajo, permite aplicar
un criterio basado en la simplicidad, rapidez y eficacia del proceso de obtencion de datos. La posibilidad
de analizar de forma practicamente simultinea tres polimorfismos (4vall, Ncol y Pvull) que constituyen
una combinacion altamente informativa (valor PIC acumulado de 0.759, ver Tabla 43) nos permite
colocarlos en primera posicion a la hora de escoger los polimorfismos para un estudio familiar.
Siguiendo este criterio, de contenido metodolégico, podemos analizar a continuacién, también por PCR
largo, el polimorfismo Spkl, lograndose entre los cuatro un PIC acumulado de 0.844 (Tabla 43), y
después, el sistema trialélico constituido por los polimorfismos Hincll y C-»T7,5 que, al poder ser
analizados conjuntamente por la técnica de SSCPs, incrementan significativamente la capacidad
informativa (PIC acumulado de 0.868, ver Tabla 43). Finalmente, aplicando ya un criterio basado
estrictamente en la informacioén proporcionada, podemos ir afiadiendo, secuencialmente, el resto de los
polimorfismos que se indican en la Tabla 43. Sin embargo, ya que es aconsejable hacer, en primer
lugar, el rastreo de grandes alteraciones por digestion del DNA genémico con Bg/Il es posible,
rehibridando la misma membrana con la sonda correspondiente al exén 1, obtener rapidamente
mformacion sobre el polimorfismo Bg/II situado en la region 5' del locus RLDL. Por ello, es razonable
proponer la combinacion constituida por Avall, Ncol, Pvull, Sphl y Bglll, con un PIC acumulado de
0.848, como la mas conveniente para obtener la maxima informacion con un minimo esfuerzo (2
amplificaciones por PCR largo y 1 transferencia Southem inexcusable).
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Tabla 43: Valor PIC acumulado de los 11 polimorfismos seleccionados segtn-un criterio
metodolégico. Los polimorfismos Hincll y 1725 se utilizan conjuntamente, ya que el resultado se
obtiene en un solo experimento.

Polimorfismo PIC
Avall 0.365 !

Ncol 0.632

Pyull 0.759

Sphl 0.844

Hincll y C->T ;75 0.868

Haelll 0.878

Taql 0.882

Bglll 0.883

SfaNl, Stul o Mspl, 0.883
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V.4. DIAGNOSTICO DIRECTO DE LA HF.

Uno de los objetivos de esta Tesis es identificar y caracterizar las mutaciones en el gen RLDL
responsables de HF en Espafia. La identificacion de estas mutaciones permite el diagnodstico directo en
los miembros de familias afectas y facilita el cribado en pacientes HF de nueva captacion. Ademas, la
identificacion de mutaciones es importante para conocer los efectos de las mismas sobre el RLDL y su
repercusion en los sintomas, mas o menos graves, de la enfermedad. En este sentido, las mutaciones se
han clasificado en funcién de su efecto sobre el receptor (Hobbs et al., 1990), segin indica la Fig. 92.
Finalmente, y como veremos mas adelante en esta Discusion, la identificacion de mutaciones
porporciona una informacion valiosa sobre la penetrancia de la HF en la poblacion espafiola y abre vias
para el descubrimiento y estudio de otros factores genéticos que controlan los niveles plasmaticos del
colesterol y, en consecuencia, el desarrollo de la arteriesclerosis.

Por el procedimiento seguido para la deteccion de mutaciones asi como por las estrategias
experimentales utilizadas para su caracterizacion, conviene dividir las mutaciones del gen RLDL en dos
grupos: grandes alteraciones (cuya busqueda y caracterizacion se realiza por transferencia Southern y
PCR largo) y pequefias mutaciones (detectadas mediante andalisis de SSCPs y caracterizadas mediante
secuenciacion).

ENDOSOMA

TIPO DE SINTESIS TRANSPORTE UNION AGRUPA- RECICLADO
MUTACION MIENTO

I

I +

Il + +

v + + +

A + + + +

Fig. 92: Clasificacion de las mutaciones segln su efecto sobre la sintesis, procesado, union
del ligando, intemalizacion y reciclado del receptor. IR: Invaginacion recubierta; RE: Reticulo
endoplasmico; SG: Sistema de Golgi; VR: Vesicula recubierta.
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V.4.1. Deteccion y Caracterizacion de Grandes Reorde;namientos.

Es sabido que, en poblaciones no endogamicas, el 3-10% de las mutaciones responsables de HF
son grandes reordenamientos del gen RLDL. Por lo tanto, en eel estudio de nuestros probandos era
necesario, en primer lugar, hacer un cribado para determinar loss portadores de grandes mutaciones y
separarlos del resto que se iban a utilizar en el estudio de polimorfnsmos y mutaciones puntuales.

Los diferentes analisis realizados en los 58 probandos (trees de los cuales son homozigotos) han
permitido localizar 5 grandes alteraciones, lo que supone que un 8 .2% de los alelos defectuosos presenta
un gran reordenamiento. De estas alteraciones, 4 se detectaron ail observar un fragmento anémalo por
transferencia Southern (Fig. 93) en los individuos FH16 (muttacion Valencia-1), FH26 (mutacién
Valencia-2), FH29 (mutacién Valencia-3) y FH30 (mutacién Vialencia-4), (ver Apartado 1V.2., Pag.
48), y 1 se detectd al observar una segregacion andmala del pollimorfismo Bgll/ en la familia FH13,
mutacioén Valencia-5, (Apartado IVA. 1.2., Pag. 71). Es posible quie el porcentaje de grandes mutaciones
pudiese incrementarse ligeramente debido a la presencia de la muttacion Valencia-5 u otras similares en
probandos en los que, por no haber familiares disponibles, no se ha podido analizar la segregacion de
Bgiil y el resto de los polimorfismos. Actualmente, en nuestrco laboratorio se estdn desarrollando
métodos para mejorar la deteccion de mutaciones que por afectarr los extremos del gen RLDL pueden
escapar a la deteccion cuando no es posible el estudio familiar.

EXONES i 2 3
i
SONDAS [ H B | ] | | | | | | |
El E2 E3 ES E6 E8 E12 E1S E18
f 13 T 45V 9 ¥ 13 ¥ 21 Bgﬁl
A 10
23.1 1:8.0
6.5 56
4.3
3J4

Fig. 93: Busqueda de grandes reordenamientos mediantce transferencia Southern. A. Arriba,
representacion del gen RLDL donde se indican las sondas uttilizadas para localizar los grandes
reordenamientos. Abajo, mapa de restriccion de Bglil del gen, j;indicandose con puntas de flecha los
sitios de corte (la flecha por debajo de la linea indica un sitiio polimorfico) y el tamafio de los
fragmentos originados (todos los fragmentos hibridan con alguma sonda exceptuando el fragmento,
indicado en azul, de 4.5 Kb). B. Bandas anémalas detectadas imediante transferencia Southern. M
indica el marcador de tamaflos de DNA II de Boehringer Mainheim; 1 y 2 muestran las bandas
normales detectadas en individuos sanos (- - y ++, respectivaimente); en las carreras 3,4, 5y 6 se

ueden observar las bandas anémalas de 8.0, 3.4, 5.6 y 18.0 Kb detectadas en los probandos FH26,
1H29, FH16 y FH30, respectivamente. Todos los tamafios estdn iindicados en Kb.
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La frecuencia de los grandes reordenamientos encontrada en nuestra poblacion es similar a la
encontrada en otras poblaciones no emdogamicas como la canadiense que no es de origen francés (2.5%
Langlois, 1987), la inglesa (6% Horstlhemke, 1987) y la italiana (7% Bertolini, 1995).

Como ya se ha indicado, de Icos cuatro reordenamientos identificados inicialmente me encargué
de la caracterizacion de los denominaidos Valencia-1y Valencia-4; la caracterizacion de Valencia-2 y
Valencia-3 se puede ver en la Tesis IDoctoral de O. Puig y Valencia-5, detectada en la familia FH13,
estd siendo caracterizada actualmentes, aunque ya sabemos que es una delecion de la region 5' del gen
que incluye el exon 1 (ver Fig. 94).

La mutacion Valencia-1, pressente en la familia FH16, implica una delecién desde la region 5°
del gen hasta el exén 2. Esta aheraciODn supone que no se sintetice mMRNA a partir de este alelo y, por lo
tanto, esta mutacion serd de Tipo I (Groldstein et a/, 1995).

La mutacion Valencia-4 consiiste en una delecion de los exones 4, 5y 6. Atn suponiendo que en
el procesado del mRNA se ensamblarran correctamente los exones 3 y 7, la mutacion seria causante de
HF ya que implica la pérdida de las reepeticiones 3, 4, 5, 6 y 7 (ver Siidorfet al, 1985; Myant, 1990b)
del dominio de unién del receptor a has LDL. La pérdida de estas repeticiones supone la pérdida de la
capacidad de union de LDL y de VL"DL (Esser et al., 1988), por lo que esta mutacion, considerando
siempre que el procesado del RNA es como se ha indicado, seria de Tipo III.

Las mutaciones Valencia-2 y/ Valencia-3 (detectadas en las familias FH26 y FH29) suponen
una duplicacién de los exones 3 al 14 y de los exones 3 y 4, respectivamente (Ver Fig. 94).

Control 5,8 10 12 14

i R B W) 00 VA 20, R,

Valencia-1 5 8§ 10 12 14
f PN
ie9MiM ¥ Y um
Valencia-2 5 x 10 12 14 5 .3 10 12 14
— r— iiitM yy " “i»
Valencia-3 5 sft10 12.,14
1 2 34
------------- i LEY divig ‘ot ¥ 4——-TLKIBI—
Valencia-4 A -8 .1°112| s/
...... ) .S 1 J S U =
Val ia-5 A 2 5 -8.,10.,12.,14
alencia 34/6 1 §1V/ W 15 1617 18
........... LiIIl lili til .Tewe.U W EH

Fig. 94: Esquema de las graindes alteraciones del gen RLDL encontradas por nuestro grupo.
En rojo se indican los exones duplicados y con una punta de flecha roja las regiones donde se
localizan las deleciones.
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Todas las grandes alteraciones parecen ser la causa de HF en los portadores ya que en dos
casos (Valencia-1 y Valencia-5) no se llega a sintetizar la proteina; en otro caso (Valencia-4) faltan
repeticiones esenciales para la unién de las LDL y VLDL y en las otras dos mutaciones, se altera en
gran medida la region de unién de las lipoproteinas (Lehrman et al., 1987; Bertolini et al., 1994; O.
Puig, Tesis Doctoral). '

Se ha propuesto que muchas de las grandes alteraciones detectadas en el gen RLDL se han
producido mediante procesos de recombinacién promovidos por secuencias Alu; estas secuencias se
encuentran repartidas a lo largo de todo el gen RLDL, suponen el 25% del DNA del mismo y se han
identificado hasta 28 secuencias en este gen, lo que implica que existe una secuencia A/u cada 1.6 Kb
del gen (segin Hobbs et al, 1990), es decir, el doble de lo encontrado en el resto del genoma.
Normalmente, estas recombinaciones se producen en secuencias Alu que presentan la misma
orientacién, aunque se pueden producir recombinaciones entre secuencias invertidas e, incluso, una séla
secuencia A/u puede originar una recombinacion (Goldstein ef al., 1995). Se cree que la homologia
entre este tipo de secuencias origina el apareamiento erréneo, intracatenario e intercatenario, segun las
ocasiones, de los cromosomas durante el proceso de meiosis, lo que puede, mediante recombinacion no
reciproca, originar la delecion o duplicacion de las regiones limitadas por las secuencias implicadas. Lo
que se desconoce es hasta qué porcentaje de grandes reordenamientos son causados por recombinacion
promovida por las secuencias Alu, aunque se admite que el niamero de sucesos de recombinacion entre
secuencias A/u se incrementa de forma geométrica al aumentar su numero en una regién (Stoppa-
Lyonnet et al., 1990).
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V.4.2. Deteccion y Caracterizacién de Pequefias Mutaciones en el Gen RLDL.

El analisis por técnica Southern no facilita la deteccion de pequefios reordenamientos ni,
obviamente, la de mutaciones puntuales. Hasta hace poco tiempo, la deteccion de estas mutaciones
implicaba la secuenciacion del gen o del cDNA, haciendo el trabajo dificil y costoso. Afortunadamente,
el analisis por SSCP, o mediante otros sistemas como el DGGE, permiten detectar la presencia de las
mismas de forma mas rapida, antes de proceder a la secuenciacion de la region que las contiene.

La deteccion de mutaciones puntuales en este trabajo se ha realizado mediante la amplificacion
por PCR de la regién a estudiar y su posterior analisis mediante SSCPs. Para aumentar la sensibilidad
de esta técnica se han empleado diferentes condiciones electroforéticas (Leren et al., 1993; Sheffield et
al., 1993).

El cribado de pequeiias mutaciones lo he realizado en la region promotora y en los exones 1, 2,
3,4,5,6,9, 11, 13 y 14, mientras que en el resto de exones ha sido analizado por otros miembros de
nuestro laboratorio (exones 8, 15 y 18 por O. Puig; exones 10 y 17 por J. Quesada; exones 7 y 16 por
M. Garcia-Sogo). En este estudio se han encontrado patrones anémalos de SSCP en varios exones,
mdicando la presencia de mutaciones, que estan siendo caracterizadas actualmente (exones 4, 10, 16 y
17) y no se han detectado mutaciones responsables de HF en la region promotora y en los exones 12,
13, 15 y 18 (si bien existen mutaciones causantes de HF descritas en la bibliografia en todas estas
regiones, a excepcion del exon 18). El no haber encontrado mutaciones en estas regiones puede deberse
a que realmente no existan mutaciones en ellas en nuestra muestra o que las mutaciones no se hayan
detectado por los oligonucledtidos empleados ya que, en algunos casos (en especial en los exones 12 y
13) parte de los nucledtidos del exon o de la region implicada en el "splicing” no estan incluidos en el
fragmento que se amplifica con ellos. Recientemente hemos tenido acceso a oligonucledtidos que
permiten el analisis de los diferentes exones junto con las secuencias intronicas y que nos permitiran
resolver este problema.

Por 1ltimo, una vez identificado el fragmento donde se localiza una mutacion se procede a su
secuenciacion mediante el protocolo descrito en el Apartado IV.5.2.2.3, Pag. 113. Tal secuenciacién me
ha permitido identificar la mayoria de las mutaciones mostradas en la Tabla 44, los cambios de
aminoacido que originan algunas de ellas se pueden ver en la Fig. 95. Es interesante resaltar que he
encontrado varios individuos con las mismas mutaciones; asi, el 9.6% de los alelos patologicos presenta
la mutacion 111insA, el 6.5% presenta la mutacién E256K, el 4.8% la mutacion C358Y y un 3.2% la
mutacion W-18X. Cada una de las restantes mutaciones representa el 1.6% (solo han sido encontradas
en un probando). El escaso porcentaje de alelos patologicos que presentan la misma mutacion dificulta
la realizacion de un diagnostico directo rapido, ya que la probabilidad de encontrar la mutacion
responsable de la enfermedad con unos pocos ensayos es muy baja.
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Tabla 44: Mutaciones del gen RLDL identificadas en nuestro laboratorio.

Denominacion

NOMBRE DOM EFECTO Locali- poSICION  FrPo Ne (%) de los
zacion Probandos
INIL Met -»Leu
M-21L TRAD. sin inicio El 1(G-»A) I 1(16) 10
W-18X PEP. Trp -» stop El 11 (G *»A) 1 34.8) 23,46
SENAL
111INS A UNION Rompe pauta -»stop a 13 aa E2 111 1 6(9.6) 3,17,31,
32,54,61
C68W UNION Cys »Trp B3 276 (C »G) iuvn 1(1.6) 20
1)
E80K UNION Glu "Lys E3 301 (G *»A) n 1(16) 52
, altera el sitio de procesado de . 62
313 +1 G -»C UNION mRNA 13 313+1 (G O) i 1(16)
P160R UNION Pro4 Arg F4 542 (C-» G m 1(16) 50
790 DEL ATGA  UNION Rompe pauta *¢stop a 9 aa E5 790 i 1(16) 18
E 256 K UNION Glu -» Lys E6 829 (G -»A) n 464 6,23,46,58.1
D 280 G UNION Asp m) Gly E6 902(A G n o 1(16) 35
920 INS TCAG ~ UNION Rompe pauta -»stop a 12aa E6 920 i 1(16) 14
C3s8Y HOMOL. Cys* Tyr F8 1146 G-»A)  Ilyin 3@4.8)  9,11,33
EGF
R395W HOMOL. Arg meTrp E9 1246 (C -»T) vV 1(16) 4
EGF
T 413 R HOMOL. Thr “Arg E9 1301 (C *»G) Vo 116) 4
EGF
G 528V HOMOL. Gly-» Val Eli 1646 (G -»T) n  1(16) 35
HOMOL. Ile-Thr-Leu *»Met-Pro-Asn . 1698 CACCCTA-» 58
ITL545MPN EGF Jprocesado mRNA? Eli GCCCAAT) 1(6)
N619N HOMOL. Asn *»Asn E13 1301 (C»G)  Silen- 1 37
EGF ciosa
HOMOL. Gly -» Glll n
G 642 E EGF ;procesado mRNA? E14 1998 (G -» A) 1(16) 47
N 804 K* CoLA Asn *»Lys E17 2488 (C-»A) V. 116 34
CITOPL.
DEL 5. El PROM. SIN TRANSCRIPCION P-T1 I 1 (1-6) 13
DEL 5'~E2 PROM. SIN TRANSCRIPCION P-12 1316 16
pupe3-E14"  UNION- p¥ONES3 AL 14 DUPLICADOS E3-E14 I  1q@e 26
HOMOL.
DUPE3-E4- UNION 2 EXONES DUPLICADOS E3-E4 m 1(16) 29
DEL E4-E6 UNION 3 EXONES DELECCIONADOS E4-E6 ni 1(16) 30

*y ** indican que ha sido caracterizada por J. Quesada y por O. Puig, respectivamente. Dom. dominio en el que
se localiza la mutacion. E, I y P indican que se localizan o afectan a un exén, intrén o al promotor,
respectivamente. El tipo de la mutacién se ha deducido mayoritariamente a partir de la localizaciéon de la misma
Y, en algunos casos, de la bibliografia. La columna N° indica el nimero de alelos portadores y, entre paréntesis,
se indica el porcentaje de alelos patolégicos en los que se encuentra cada mutacién. 58.01 no es un probando
HF.
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Fig. 95: Comparacion entre los aminoacidos codificados por la secuencia normal y por la
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secuencia mutada en las diferentes mutaciones de cambio de sentido identificadas.
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Las mutaciones identificadas se pueden clasificar en funcion de su efecto sobre el receptor y su
sintesis; asi, se puede decir que, por el momento, hemos encontrado:

- 2 mutaciones, Valencia-1 y Valencia-5, que impiden la produccion del mRNA del RLDL en
los alelos mutados, ya que en ambas mutaciones se ha delecionado la region promotora. La mutacién
Valencia-1 no se ha descrito previamente mientras que la mutacion Valencia-5 esta siendo caracterizada
actualmente, si bien, su extremo 3' parece ser similar al de las mutaciones French-Canadian (Hobbs et
al., 1987) y Denver (Hobbs ef al., 1988).

- 3 mutaciones que originan alteraciones en el receptor mediante delecién o insercion de algunos
exones, estas mutaciones son Valencia-2 y Valencia-3, caracterizadas por O. Puig, y Valencia-4. Estas
tres mutaciones no se han descrito previamente.

- 1 mutacién que cambia el codén de iniciacién de la traduccién (M-21L, A->C en el nucledtido
1). Esta mutacién no ha sido descrita previamente, pero existe una mutacion en el mismo codon que
supone un cambio de A a T en el mismo nucleétido y produce el mismo cambio de aminoacido
(Langenhoven ef al., 1996).

- 1 mutacién de stop (W-18X), descrita previamente en poblacion China (Sun et al., 1994) y,
posteriormente, en poblacion espafiola por nuestro grupo y el del Dr. Pocovi en el “Xth European
Atherosclerosis Society Meeting” realizado en Aarhus en septiembre de 1995.

- 3 mutaciones que alteran la pauta de lectura: 111insA, 790delATGA y 920msTCAG. Estas
mutaciones originan codones de parada pocos nuclectidos después de ellas. Ninguna ha sido descrita
previamente.

- 1 mutacion que altera un sitio de procesamiento del RNA en el intrén 3 (313+1 G—-C) (ver
Fig. 96.B), descrita previamente (Lombardi et al, 1995), lo que supone que no se origine una proteina
normal a partir de este punto.

- 2 mutaciones que, por encontrarse en las primeras y en las ltimas bases de un exon, pueden
alterar el procesamiento del mRNA del receptor. Ambas se encuentran dentro de las secuencias
codificantes y suponen un cambio de aminoécido; la primera mutacion, ITL545MPN, se localiza en las
secuencias -3 y -2 del extremo 3' del exon 11 (ver Fig. 96.C) y la segunda, G642E, altera el sitio +1 del
extremo 5' del exdn 14 (ver Fig. 96.D).

- 11 mutaciones que cambian el significado del codén donde se localizan; 3 de estas mutaciones,
E80K (Webb er al.,, 1992), E256K (Ekstrom ef al., 1995; Pereira et al, 1995), D280G (Traeger-
Synodinos, comunicacién “Xth European Atherosclerosis Society Meeting”) han sido descritas
previamente, y otras 9, C68W, P160R, C358Y, R395W, T413R, ITL545MPN, C528V, G642E y
N804K, no lo han sido.

Se conocen, varias mutaciones que provocan cambios en los mismos nucleétidos o en los
mismos aminoacidos que algunas de las mutaciones que se han descrito en esta Tesis: M-21L
(Langenhoven et al., 1996); 313+1 G—A (Sun et al, 1995) C358R (Hobbs et al., 1992), T413K
(Hobbs et al., 1992) y G528D (Hobbs et al., 1990), lo que podria indicar que las zonas donde se
localizan estos aminoacidos son regiones que sufrm alteraciones mas frecuentemente que otras regiones
del mismo gen.

Los efectos de las mutaciones que hemos detectado, segin se indica en la Tabla 44, se han
deducido a partir de su localizacion en el gen RLDL o de los datos bibliograficos sobre mutaciones
descritas previamente y localizadas en el mismo aminoécido o en sus proximidades. Sus efectos sobre el
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RLDL seran estudiados en un futuro por mutagénesis dirigida y transfeccion. Estudios de este tipo
realizados por O. Puig, ya han establecido los efectos de la mutacion C358Y sobre el RLDL,
encontrada en el 4.8% de los alelos patoldgicos.

exon intron exon
NNNNN*AG GTgAGT “4 I N ~ £ 1 S AG GTNN
$ Wt 10-10000 pb <20 pb ¢ ST T
Numeracion: -3 -1 +1 +3 300-1 +1 +3
B - T
exon 3 intréon 3 exon 11 intron 11
A L ATCACCCTA ¢ _
AAGGCTGTC "TAAGT GCCCAAT GTATGT
D
intréon 13 exon 14
CCAG fAGTG

Hg. 96: Alteraciones de las regiones consenso de procesado del mRNA. A. Secuencias
consenso descritas por Mount (1982); B. Cambio de secuencia originado por la mutaciéon 313+1
(G-»C); C. Cambio de secuencia originado por la mutacion ITL5S45MPN; D. Cambio de secuencia
originado por la mutacién G642E. Los nucledtidos indicados en negro, verde, azul y rojo son los
pertenecientes a las secuencias consenso, los imprescindibles (deben conservarse siempre), los de
la secuencia concreta del exén o intron indicado y los producidos por la mutacion,
respectivamente.

El estudio de la familia FH58 (Ver Fig. 97) ha permitido detectar la presencia de dos
mutaciones en la misma, ITL545MPN en FH58.00, probando de la familia, y E256K en C58.01, la
mujer de FH58.00 y normolipidémica. Estas mutaciones las han heredado sus dos hijos (FH58.02 y
FHS58.03) que, pese a ser heterozigotos compuestos, presentan niveles de CT y LDL-C de heterozigotos
simples. La posibilidad de que ambas mutaciones causen la enfermedad se discute a continuacion:

- La mutacién ITL545MPN parece ser lo suficientemente importante como para originar la
enfermedad en los portadores (origina el cambio de tres aminoacidos y puede afectar al procesado del
mRNA); esta posibilidad se ve reforzada por la presencia de enfermos HF en la familia de FH58.00
como FH58.04, si bien, el DNA de estas personas no se ha podido analizar por el momento para
verificar la cosegregacion de esta mutacion con la enfermedad en esta rama familiar.

- La mutacion E256K también parece ser lo suficientemente importante como para causar la
enfermedad en los portadores ya que origina el cambio de Pro, aminoéacido apolar y ciclico, por Lys,
aminoacido bésico y se incluye en la repeticion 7 de la region de union al ligando, donde es importante
la distribucion de las cargas para que se produzca el reconocimiento RLDL -ApoB. E256K ha sido
previamente descrita en poblacion Suiza (Ekstrém ez al., 1995) y en poblacion de La Habana (Pereira et
al., 1995). El individuo con esta mutacion encontrado en la poblacion suiza presenta otra mutacion en el
exon 4 (1402W), pero no se ha podido saber si ambas mutaciones estdn en cis o en trans. En la
poblacion de La Habana la mutacion se ha encontrado en probandos HF y se le ha indicado como
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causante de la enfermedad ai los portadores al no encontrarse ninguna mutaciéon mas. Por tltimo, la
mutacion E256K no ha sido encontrada en la poblaciéon control analizada en nuestro laboratorio ni en
las poblaciones control analizadas por los grupos mencionados anteriormente, lo que refuerza la idea de
que no se trata de un polimorfismo sino de una mutacion responsable de HF.

B

FH 58

EXON 6 EXON 11
® - A
58.01” 58.00A  58.04 N H 8 n w* o
147 329 393 O 0O O, O, 0 0 0 O
- 00 00 00 X 00 00 00 00
35) ¢) H ir, ir, ir, ir, ir, ir, ir. ir,
X X X X X X X
A” E AA A 7 gin U. Un UF U U W
A MMM
Sk
m + E256K Tmwm
58.03a” 58.02a” N° INDIV. mfes! &3 £3 *4
312 301 CT
(10) (14  (EpAD) m =
AAA”  AA - .
HAPLOTIPO M e e > M M
mmmrn
ITL545MPN
N* dad CT HDL-C 1 LDL-C | VLDL-C 1 ApoB 1 Apo Al Hap.
ndiv, (@ioy % (mg/d) hm & | mgian 1 mesan ‘ (me/dl) | (mi/dl) | (meidl) ot Mut.
FH 58.00 v 329 1125 23 156 50 104 109 Aya, 1 ITL545MPN
C58.01 35 m 147 88 50 80 17 58 167 Aa,l E256K
FH58.02 14 m 301 106 43 237 21 146 117 A.a,l ITLSSSé\gPN
FHS58.03 10 % 312 78 37 260 15 156 85 ITIES;;%PN
FH58.04 v 393 202 27 325 41 184 76 ? ?

Fig. 97: Analisis genético de la familia FH58 y datos bioquimicos de sus miembros. A. Arbol
familiar de FH58 donde " y A muestran la presencia de las mutaciones E256K y ITL545MPN,
respectivamente; B. Andlisis por SSCP del exon 6 donde se puede observar la deteccion de la
mutacion E256K; C. Analisis por SSCP del exén 11 donde se puede observar la deteccion de la
mutaciéon ITL545MPN; D. Datos bioquimicos de los miembros de la familia FHS8. Las flechas
sefialan las bandas andmalas que indican la presencia de las mutaciones; ? indica que no
analizar su DNA.

178



DISCUSION

V.5. COMPLEMENTACION DEL DIAGNOSTICO CLiNICO-BIOQUIMICO CON
EL DIAGNOSTICO GENETICO.

La HF es una patologia grave ya que los pacientes tienen un riesgo de enfermedad coronaria 25
veces superior al de la poblacion normal; los pacientes de HF entre 20 y 39 afios presentan una
mortalidad por infarto de miocardio 100 veces superior a la poblacion normal (Miserez et al., 1994b),
los homocigotos mueren mayoritariamente por esta causa en edades tempranas y el 50% de los
heterocigotos de HF presenta cardiopatia isquémica antes de los 50 afios (Carmena, 1992). Por otro
lado, una terapia hipolipemiante intensiva consigue la regresion de las lesiones cardiovasculares lo que,
junto con el grave prondstico de los casos de HF no tratados, hace que sea muy importante la
identificacion de los pacientes HF y de sus familiares tan pronto como sea posible para proceder a su
tratamiento y evitar, asi, las posibles complicaciones que esta enfermedad conlleva.

El diagnéstico clinico-bioquimico permite la identificacién de la mayoria de los pacientes HF,
siendo facilmente identificables los individuos homocigotos y los heterocigotos indice para la
enfermedad. Sin embargo, este diagndstico presenta limitaciones ya que existe una zona de solapamiento
de los niveles de CT y LDL-C entre la poblacion sana y la enferma de HF en heterocigosis, por lo que
siempre existe un porcentaje de individuos de dificil clasificacion. Estas limitaciones se acentian
principalmente en nifios y adultos jovenes ya que la expresion fenotipica en estos individuos es
mcompleta (Streja er al,, 1978). Por ello, el diagnostico genético tiene la gran ventaja de poder
confirmar o excluir la presencia de la enfermedad en los nifios y adultos jovenes que no manifiestan los
sintomas de la enfermedad y en adultos dudosos, permitiendo, ademas, el seguimiento del alelo alterado
en generaciones sucesivas.

En nuestro laboratorio se han miciado los trabajos para posibilitar el diagnostico genético
indirecto y directo de la poblacion HF espaiiola, para lo cual se han analizado 22 familias (FH11,
FH13, FH16, FH17, FH18, FH20, FH26, FH27, FH28, FH29, FH31, FH42, FH44, FH46, FH47,
FH48, FH50, FH51, FH58, FH59, FH60 y FH62), de cuyo estudio hemos obtenido los siguientes
resultados:

a) 4 presentaban grandes reordenamientos diferentes (FH13, FH16, FH26 y FH29), el quinto
reordenamiento descrito en esta Tesis fue encontrado en el probando FH30.

b) de las restantes 18 familias, solamente en 2 (FH27 y FH60) no se ha podido confirmar el
diagnéstico clinico de HF ya que no se observa cosegregacion del fenotipo HF con un haplotipo (ver
Apartados IV.4.1.6., Pag. 78, y IV.4.1.17., Pag. 92) y no se ha encontrado una mutacién que pudiera
causar de HF en ninguna de ellas.

c) de las 16 familias restantes, 1 ha sido analizada solamente mediante la segregacion de la
mutacion localizada en sus miembros (la familia FH46 solamente ha sido analizada mediante el
seguimiento de la mutacion W-18X) y 15 han sido analizadas, mediante segregacion de haplotipos y de
las mutaciones localizadas en ellas, habiéndose obtenido los resultados siguientes:

- Mediante diagnostico indirecto se ha podido seguir la segregacién del alelo patologico en 13 de
las 15 familias analizadas (FH11, FH17, FH18, FH28, FH31, FH42, FH44, FH47, FH48, FH50,
FH51, FH59, y FHé62), lo que representa el 86.7% de las mismas; solamente en 2 familias (FH20 y
FH58) no se ha podido realizar el seguimiento del haplotipo patologico al ser los progenitores
homozigotos para todos los polimorfismos analizados).
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- Mediante diagnéstico directo, de las 16 familias analizadas, se ha podido seguir la segregacion
del alelo enfermo en 11 de ellas (FH11, FH17, FH18, FH20, FH31, FH42, FH44, FH46, FH47, FH50
y FH62) al haberse identificado la mutacion responsable de la enfermedad, lo que supone un 68.75%; en
una familia (FH58) se ha encontrado una situacién compleja y se han caracterizado dos mutaciones
potencialmente causantes de HF (ver Apartado IV.4.1.15., Pag. 90). En 3 se han identificado patrones
de SSCPs anormales (FH44, FH51 y FH59) que parecen cosegregar con la enfermedad y, por lo tanto,
podrian estar determinados por mutaciones responsables de la misma pero que ain no han sido
caracterizadas a nivel de secuencia (familia FH44 en el exén 10, familia FH51 en el exén 8, familia
FH59 en el exon 4) y en dos familias no se ha podido detectar ningin patrén de bandas anémalo (FH28
y FH4R); si bien, el estudio para la deteccién de mutaciones y su caracterizacion no ha finalizado.

- En conjunto, de las 15 familias analizadas por ambos sistemas de diagnostico, se ha podido
seguir la segregacion del alelo enfermo en 14 familias, lo que representa el 93.3%; la unica familia
donde el diagnéstico es problematico es la familia FH58 que presenta una situacion compleja (ver
Apartado IV.4.1.15., Pag. 90) dado que ambos progenitores son portadores de mutaciones que podrian
ser responsables del fenotipo HF de sus descendientes, que han heredado las dos y que no presentan
niveles de homocigotos. Quiza la mutacién aportada por la madre asintomitica no tenga importantes
consecuencias o bien haya transmitido a sus hijos un factor genético protector hipolipemiante.

d) En las 20 familias donde se ha podido realizar el diagnostico genético indirecto o directo,
incluyendo las portadoras de grandes alteraciones (FH13, FH16, FH26 y FH29) y la FH46 (estudiada
solo por segregacion de la mutacion W-18X) se han encontrado 4 individuos adultos dudosos (13.08,
26.06, 47.05 y 48.06) y 5 niflos dudosos (18.04, 20.02, 47.07, 48.04 y 62.05), ver Tabla 45. Esto
supone que existen individuos adultos dudosos en un 20% nuestras familias HF y nifios dudosos en un
25% de familias, en conjunto, se han encontrado individuos dudosos en el 35% de las familias. El
diagnostico genético nos ha servido para deducir que de los individuos dudosos, solo 3 (20.02, 48.04 y
48.06) son realmente HF.

Tabla 45; Caracteristicas bioquimicas y genéticas de los individuos considerados como dudosos.

edad cT TG | HDLC | LDLC | VLDLC | ApoB | ApoAl

(afios) | % | (mg/dl) l (mg/dl) l (mg/d1) I (mg/dl) I (me/dl) | (mg/dl) | (me/dl) HF
21308 25 v 236 174 2% 176 34 147 107
718.04 11 v 188 73 53 121 14 65 126
720,02 13 | m 208 64 40 156 12 77 97 HF
226.07 52 m 246 256 36 159 51 99 112
747,05 26 m 249 62 %5 142 12 91 194
?247.07 13 v 218 67 52 153 13 102 163
?48.04 8 m 201 48 68 124 9 74 167 HF
248.06 19 v 213 148 45 139 29 81 130 HF
262.05 2 v 173 91 48 127 18 81 108

e) En las 20 familias diagndsticadas genéticamente se han encontrado 10 individuos
asintomaticos, de los cuales 6 son adultos (13.14, 13.16, 20.07, 46.02, 47.03 y 50.01) y 3 son nifios o
Jjovenes menores de 18 aiios (13.17, 42.21 y 47.04). Estos resultados indican que en el 25% de las
familias existen adultos asintométicos y en un 15% de familias hay nifios asintométicos, en todos ellos
se han encontrado mutaciones potencialmente causantes de HF (ver Tabla 46); esto supone que, en
conjunto, existen individuos asintomaticos en el 30% de las familias. Ademas, se ha encontrado una
familia (FH58) en la que un individuo (C58.01) normolipidémico presenta la mutacion E256K; esta
mutacién ha sido heredada por sus dos hijos (58.02 y 58.03) que a su vez también han heredado la
mutacion ITL545MPN presente en el padre (58.00). Ambas mutaciones son potencialmente causantes
de HF pero los dos nifios presentan niveles de CT y LDL-C de pacientes heterocigéticos, ver Fig. 97. Si
se considera a 58.01 como un individuo asintomatico, el porcentaje de familias con individuos adultos
asintomaticos es del 30%.
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A nuestro juicio, resulta curioso el porcentaje de familias con individuos adultos (mayores de 18
afios) asintomaticos. Aunque se sabe que existe una variabilidad en la expresion de la enfermedad que se
manifiesta con la existencia de fenotipos intermedios entre sano y HF (Hoegg , 1993; Kotze ef al.,
1993), no hay literatura abundante sobre adultos HF asintomaticos. Curiosamente, se ha descrito la
presencia de heterocigotos obligados normolipidémicos en poblacién china (Sun ez al., 1994) y tunecina
(Slimane et al., 1995). Ya que en la mayoria de las poblaciones, portadores de mutaciones en el gen
RLDL con niveles de LDL-C normales no son identificados si no es a través de estudios familiares
(como el aqui presentado), la prevalencia de tales portadores en poblacion general no es conocida. El
grupo de Goldstein ha descrito el caso de una familia portadora de una mutacion puntual, S156L, con
varios miembros que, llevando la- mutacién, presentan niveles normales de colesterol (Hobbs et al.,
1989). El estudio familiar fue consistente con la transmisién de un gen dominante que disminuye o
suprime el efecto hipercolesterolémico de la mutacion en el RLDL. A través de analisis de ligamiento,
este grupo excluy6 la posibilidad de que tal gen fuera un alelo del gen RLDL asi como de ApoB-100 o
ApoE. Mas recientemente, Sass et al. (1995) han descrito el caso de una familia franco-canadiense,
portadora de una delecion de 5 Kb que afecta a los exones 2 y 3 del gen RLDL, en la que también
encuentran individuos portadores normolipidémicos. Su estudio indica que es poco probable que alelos
de los genes RLDL, ApoB, HMG-CoA reductasa, ApoAI-CIII-AIV y lipoproteina lipasa sean
responsables del efecto hipolipemiante en esa familia y sugiere que el alelo €2 del gen ApoE puede estar
implicado en tal efecto. En nuestro caso, estudios similares seran realizados proximamente en aquellas
familias accesibles que podamos ampliar.

Tabla 46: Caracteristicas bioquimicas y genéticas de los individuos considerados como
asintomadticos.

edad CT TG | HDLC | LDLC | VLDL-C|f ApoB || ApoAI | Hap. Mutacién

(afios) || 5% | (mg/dl) § (mg/dl) || (mg/dl) | (mg/dl) § (mg/dl) | (mg/dl) § (mg/dl) Pat. identificada
C1314 9 | m 21 171 N 145 34 100 131 A.a,1 | Del5-exén1
C13.16 58 | m 193 62 53 128 12 70 88 A,a,1 | Del 5-exén1
Cc1317 f 16 | m 177 56 52 114 11 63 78 A,a,1 | Del 5-exén1
C20.07 21 | m 211 60 44 155 12 117 132 C,c3 C68W
can 8 m 180 60 36 132 12 82 80 C,c 3 T413R
C46.02 21 v 209 76 56 138 15 99 140 W-18X
C47.03 19 v 160 4 47 104 9 60 113 F,e,5 G642E
C47.04 14 | m 168 31 67 95 6 56 159 F,e,5 G642E
C50.01 m 183 136 33 123 27 73 % Aa1l P160R

f) En la actualidad, 42.21 (nifia asintomética que diagnosticamos genéticamente como portadora
de HF) presenta niveles de CT de paciente HF heterocigoto, lo que muestra la necesidad de realizar un
seguimiento continuado de los nifios portadores de la enfermedad que no presentan sintomas durante una
parte importante de su infancia y adolescencia.

g) Posiblemente, el nimero de individuos asintométicos en nuestras familias sea mayor del
encontrado hasta ahora. Esto se debe a que las personas sanas (incluso las pertenecientes a una familia
afecta) son mas reacias a acudir a la consulta o a hacerse analisis que las personas enfermas, por lo que
puede existir un sesgo en contra de la identificacién de individuos dudosos o asintomaticos. Ademas,
como comentaba mas arriba, en la mayoria de las poblaciones, los individuos portadores de mutaciones
en el gen RLDL que sean asintomaticos es probable que solo sean detectados a través de estudios
familiares, por lo que es dificil conocer su prevalencia. Hasta donde nosotros sabemos, y segtin hemos
podido contrastar en el ultimo congreso de la Sociedad Espafiola de Arteriosclerosis (Cordoba, octubre,
1996), el que aqui presento es el primer estudio donde se describe la presencia de individuos portadores
de HF normolipidémicos en nuestra poblacién.
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La presencia de individuos adultos asintomaticos en nuestras familias HF, portadoras de
diferentes mutaciones, plantea muchas cuestiones sobre las causas por las que unos individuos
procedentes de la misma familia y, por tanto, con la misma mutacion, presentan niveles tan diferentes de
CT, por ejemplo FH13.10 presenta un CT de 337 mg/dl mientras que C13.16 tiene un nivel de 193
mg/dl, siendo portadoras de la misma mutacion, son hermanas y tienen aproximadamente la misma edad
y sexo; FH47.06 presenta unos niveles de 278 mg/dl y C47.03 de 160 mg/dl cuando son portadores de
la misma mutacién y son primos hermanos, del mismo sexo y edad. Todos estos datos refuerzan la idea
de que existe un gen o genes dominantes que pueden disminuir o suprimir el efecto de las mutaciones en
el gen RLDL ‘ ’

De los individuos asintomaticos encontrados, 4 presentan mutaciones que impiden la sintesis del
RLDL (C13.14, C13.16 y C13.17 presentan la mutacion Valencia-5 que impide la transcripcion del gen
RLDL, C46.02 es portador de la mutacion W-18X que origina un codén de parada en el péptido sefial)
y 3 presentan mutaciones que originan un cambio de aminoacido (C20.07 presenta la mutacion C68W,
C47.03 la mutacion G642E y C58.01 la mutacion E256K), por lo que, al menos, en 4 personas el nivel
de actividad de uno de los receptores es totalmente nulo y en las demas, probablemente, defectivo.

Esta claro, por lo tanto, que existen individuos que estan protegidos frente a la HF en nuestra
poblacion, independientemente de la mutacién que presenten. Las causas por las que estas personas no
presentan los sintamos de la enfermedad pueden ser de origen ambiental (dieta, ejercicio, tipo de vida,
etc.) o bien genéticos (mutaciones en otros genes que limiten la produccion de LDL, mayor actividad del
receptor normal por presentar una mayor induccion de su transcripcion, menor sintesis endogena de
colesterol, mayor actividad de otros receptores capaces de reconocer ApoB, menor transformacion de
las VLDL en LDL al ser retiradas mas efectivamente de la sangre por los receptores que reconocen
ApoE, menor captacién de los lipidos procedentes de la dieta, etc.) e incluso una interaccién entre
ambos. Todo esto hace que la busqueda de las causas por las que existen individuos asintomaticos sea
muy interesante, a la vez que compleja, pues puede ayudar a ampliar nuestro conocimiento sobre el
metabolismo del colesterol y desarrollo de la arterosclerosis, asi como a disefiar nuevas estrategias para
combatir esta enfermedad.
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1. He disefiado y optimizado procedimientos que facilitan el analisis molecular del gen RLDL y,
en consecuencia, permiten hacer un diagndstico de la HF de forma sencilla, rapida e inocua. Asi:

1.1. He puesto a punto procedimientos, basados en el analisis de SSCPs y tincién con plata, que
permiten la deteccion de polimorfismos y mutaciones en los genes RLDL y ApoB.

1.2. He evaluado la aplicabilidad de la técnica de PCR largo al estudio de RFLPs, demostrando
su eficacia en el proceso de obtencion de datos pero advirtiendo también sobre posibles
limitaciones en el analisis de algunos polimorfismos (caso de ApaLl en el gen RLDL).

1.3. He desarrollado un procedimiento de secuenciacion de DNA, ciclico, en el que durante la
amplificacién por PCR, se incorpora un fluoréforo que permite la deteccién del resultado en un
secuenciador automatico. El método es sencillo, repetitivo, sensible y muy resolutivo.

2. He analizado cinco RFLPs (4vall, Pvull, Ncol, SfaNI1 y Taql) del gen RLDL que, junto a los
estudiados por otros miembros de nuestro equipo, permiten establecer las combinaciones mas utiles para
el diagnéstico de 1a HF por analisis de segregacion del gen. En esta Tesis se propone la combinacion
constituida por Avall, Pvull, Ncol, Sphl y Bglll, con un PIC acumulado de 0.848, como la mas
conveniente para obtener la maxima informacién con un minimo de esfuerzo (2 amplificaciones por
PCR largo y 1 transferencia Southern, inexcusable para la deteccion de grandes reordenamientos).

3. El estudio de las mutaciones detectadas en el gen RLDL de nuestros probandos HF y
familiares indica que sélo un, aproximadamente, 10% de ellas son grandes reordenamientos, siendo el
resto pequeiias alteraciones o mutaciones puntuales. De éstas hemos identificado 19: 1 silenciosa, 1 de
parada, 3 de cambio de pauta de lectura, 1 de procesamiento del RNA y 13 de cambio de aminoacido
(aunque 2 de ellas podrian también afectar al procesamiento). 13 de las mutaciones identificadas son
nuevas, descritas por primera vez en esta Tesis.

El porcentaje que cada una de las mutaciones representa en nuestra muestra oscila entre el 1.6 y
el 9.6%. Tres de ellas estan presentes en el 20% de los probandos HF.

4. El diagnostico genético permite confirmar el clinico y resolver los casos dudosos, presentes
en el 35% de las familias analizadas. Ademas, permite detectar individuos portadores de la enfermedad
que son normolipidémicos. Individuos adultos con tales caracteristicas estan presentes en el 25-30% de
las familias HF, lo que parece indicar que la penetrancia de la enfermedad es menor que la prevista
inicialmente. Los datos del estudio familiar son compatibles con la hipétesis de que existen genes
dominantes capaces de suprimir el efecto causado por mutaciones en el gen RLDL.

5. El estudio molecular de la HF proporciona una informacién valiosa para llegar a comprender
aspectos relativos a la expresividad y penetrancia de esta enfermedad en nuestra poblacion y, en
consecuencia, para avanzar en nuestro conocimiento sobre los factores genéticos que median en el
desarrollo de la arteriosclerosis y la enfermedad coronaria.
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