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Por Xosé A. Suarez Puente ARRIBA
., . , Indiz del Nature Communications onde, n'ochobre de 2014, diose I'anuncia de les
Departamentu de Boiquimica y Bioloxia Molecular
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Institutu Universitariu d'Oncoloxia (1uopa) miocardiopatia hipertrdfica familiar, como s’esplica nesti articulu.
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IZQUIERDA
Figura 1. Arbol xenealdxicu de la familia estudiada.
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ENTAMU
es enfermedaes cardiovasculares represen-
ten la causa cimera de muerte nes socie-

cardiovasculares, ufiertandose como una de les
principales estratexes p'amenorgar el nimberu

presién sanguineo alto o niveles de colesterol
o triglicéridos elevaos, asociaos a estes enfer-

La miocardiopatia_hipertrdfica ye una
enfermeddxenética, relativamentecomun,
qu'afeuta a 1 de cada 500 persones. Nel
anu 1989 identificose’l primer xen nel que

de muertes causaes por estes enfermedaes.
Sicasi, los fautores esternos nun son la
principal causa de riesgu pa una proporcion

medaes. Por suerte, munchos d'estos parame-
tros clinicos puen, al empar, venceyase a zunes
n'alimentacion o nel exerciciu. Esta interrellacion

daes occidentales. Con mas de 17 millones
de muertes al afu, los infartos de miocardiu o
les enfermedaes coronaries caltiénense penriba

d'otres malures como'l cdncanu. Ye por esto que,
dende hai mas de mediu sieglu, munches de les
estratexes nacionales de sali tdn empobinaes
a amenorgar el nimberu de muertes poles en-
fermedaes del corazén. L'estudiu de les carau-
teristiques de los pacientes con estes malures

les sos mutaciones causaben esta malura

ente les causes d'una enfermeda y los vezos de
comportamientu ufre una alternativa terapéu-
tica que nun ye mui comun nel restu de pato-
loxies. Cambeos na dieta y |'activida puen preve-
nir claramente’l desendolcu de les enfermedaes

de pacientes sin6n la presencia de mutaciones
xenétiques. Dalgunes d'estes mutaciones son
p'aumentar el riesgu de desendolcar estes pa-
toloxies a los familiares que porten diches mu-
taciones. Nestos casos, la conocencia de qué

fixo pOSible identificar parémetros clinicos, como U
r
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xen ta mutdu nuna familia ye util pa facer una
xera de conseyu xenéticu y un siguimientu del
individuu inda enantes de que tenga sintomes
de la enfermed4, asina como pa facer una xera
preventiva.

Hai delles enfermedaes cardiovasculares que
puen tener un orixe xenéticu, incluyendo la hi-
percolesterolemia familiar, la hipolipoproteine-
mia familiar, alteraciones de la presién sanguineo
por causes xenétiques, sindrome de Marfan, de-
feutos nos septos o nes vélvules, o la miocardio-
patia hipertréfica (Fellin et al. 2015; Kathiresan
& Srivastava 2012). Esta cabera ye una enferme-
da xenética relativamente comin —qu'afeuta a 1
de cada 500 persones— y carauterizase por un
enanchamientu de la parede muscular del cora-
zon, el miocardiu. L'estudiu de families con esta
patoloxia permiti6 identificar, nel afiu 1989, el
primer xen nel que les sos mutaciones causa-
ben esta enfermedd (Seidman & Seidman 2012).
Viose asina que mutaciones nel xen que codifi-
ca la cadena pesada de la beta-miosina cardiaca
(myH7) asocidbense a esta enfermeda.

Dende hai 25 afios que se descubriere'l pri-
mer xen causante d'esta enfermeda (Geisterfer-
Lowrance et al. 1990), |'estudiu de mas families
con miocardiopatia hipertréfica permitio la iden-
tificacion de mutaciones en nuevos xenes, inclu-
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yendo TnNT2, TPMT, TNNI3 © myL2, ente otros. La
mayor parte d'estos xenes codifiquen proteines
que formen el sarcomeru muscular, poro, mu-
taciones nestos xenes dan nun funcionamien-
tu anormal d'esta estructura, contribuyendo al
desendolcu d'esta patoloxia. Sicasi, a pesar del
avance que supunxo la identificaciéon de muta-
ciones nestos xenes pal siguimientu d'esta enfer-
meda, les mutaciones nestos namai espliquen un
60% de los casos de miocardiopatia hipertrofica
familiar, lo que suxer qu'un 40% de les families
con esta enfermeda ye pola mor de mutaciones
n'otros xenes qu'inda nun se conocen.

Por esta razén, nel trabayu espublizau por
Valdés-Mas et al. (2014), fixose por estudiar fa-
milies con miocardiopatia hipertréfica y que nun
tuvieren mutaciones nos xenes conocios hasta'l
momentu.

Suxetos d'estudiu

El casu indiz yera una paciente de 53 afios
(cAR2 _mi-) a la que diagnosticaren, a los 20
afios, miocardiopatia hipertréfica consistente
colos criterios establecios, incluyendo electro-
cardiografia qu'amosaba una hipertrofia del ven-
triculu esquierdu y ecocardiografia qu'amosaba
un septu hipertréficu de 27 mm. El casu yera
consistente con un casu de miocardiopatia

Y

hipertréfica familiar pola presencia de mas
miembros de la familia con esta patoloxia. La
figura 1 amuesa I'drbol xenéticu de la familia.
La ma finare de muerte de sopitu a los 34 afios
y la gliela y tia glela tamién finaren por causes
cardiaques a los 62 y 55 afos, respeutivamente.
Dos parientes mas (cAR2 _ 11-7 vy cArR2 _ 11-9) (Fig.
1) tamién se diagnosticaren de miocardiopatia
hipertréfica a los 45 y 82 afios, respeutivamen-
te. L'analisis de los xenes conocios de miocar-
diopatia hipertrofica familiar, incluyendo myH7,
MYBPC3, TNNT2, TNNI3, TPMT, ACTCT, TNNCT, MYL2 Y
myL3, nun foren a deteutar mutaciones nesti pa-
ciente, suxiriendo que la herencia d'esta enfer-
meda na familia yera por cuenta de mutaciones
n'otru xen.

Identificada una variante nel xen FLNc que provoca’l cambéu p.A15391, I'aoN de
cuatro de los miembros con miocardiopatia hipertrofica de los nueve vivos de la
amilia estudiada tenia esa variante p.A1539r

Secuenciacion del exoma d'un paciente con
miocardiopatia hipertréfica familiar

Col envis d'atopar posibles mutaciones res-
ponsables d'esta enfermeda familiar, y aprove-
chando los recientes avances en teunoxies de
secuenciacion masiva d'apbn, procediose a se-
cuenciar I'exoma del casu indiz. Pa ello, partiése
de tres microgramos d'abn, que se frayaron, y
les rexones codificantes atrapdronse per aciu del
emplegu de sondes d'arn biotinilao correspon-
dientes a mas de 200.000 exones del xenoma
humanu. Les llibreries resultantes secuenciaron-
se usando la teunoloxia Illumina HiSeq2000,
xenerandose mas de 80 millones de secuencies,
que s'analizaron usando la ferramienta d'analisis
de xenomes Sidrén (Puente et al 2011). El re-
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sultdu aport6 la esistencia de cuasi 20.000 va-
riantes con respeuto al xenoma de referencia y
nenguna d'elles afeutaba a dalgiin de los xenes
conocios que causen miocardiopatia hipertréfi-
ca. Col enfotu d'identificar nueves mutaciones
que pudieren causar esta enfermedda, pefie-
raronse toles variantes, desaniciando aquelles
variantes comunes que taben presentes en mas
del 1% de la poblacién acordies cola base de da-
tos dbsnp135 (Sherry et al. 2001). D'esta miente,
atoparonse 128 variantes xenétiques que nun
yeren comunes na poblacién, y qu'afeutaben
a la funcién de les proteines codificaes po-
los xenes afeutaos pola mor de la produccién
de cambeos d'aminoécidu, codones de parada
prematuros, cambeos nos sitios d'empalme o
cambeos na pauta de llectura. Col envis de pe-
fierar inda mas los datos, emplegaronse bases
de datos d'espresion xénica pa esbillar aquellos

/ Miocardiopatia hipertréfica familiar y muerte de sdpitu: nueves ferramientes pal estudiu xenémicu

xenes con una espresion en musculu cardiacu.
D'esta miente, identificdse una Unica variante,
nel xen rLnc, que codifica la filamina c especifica
del masculu y que participa na diferenciacién de
los miocitos, provocando’l cambéu p.a1539r.
Como primer pasu pa establecer si la va-
riante identificada podria representar una nueva
mutacién causante de miocardiopatia familiar,
procediése a estudiar si dicha variante segre-
gaba cola enfermeda. Pa ello, fixose l'andlisis
d'esta variante en tolos miembros disponibles
de la familia al traviés de I'amplificacion d'esa

DERECHA
Figura 2. Estratexa de secuenciacion por llotes.

Tabla 1. Mutaciones identificaes na FLNC en families con miocardiopatia hereditaria

Familia Variante (hg19) Cambéu PrediccionSl Prediccion
d’aminoacidu FT PolyPhen
176 chr7:128,471,013 G>T p.E108X Belciere il Aoty
dafiible
84 chr7:128,475,395 T>C 0.V123A Deciarcall i o cmente
dafiible
195 chr7:128,477,710 C>A p.N290K Delotérea | | ropaplemente
danfible
2 chr7:128,488,649 G>A p.A1539T pekie | COAASEnG
daniible
304 chr7:128,488,649 G>A p.A1539T Daceeall L e
dafiible
242 chr7:128,493,858 G>A p.G2151S Deloioroati| oz emente
dafible
125 chr7:128,494,682 C>A p.H2315N Deletérea Benigna
240 chr7:128,496,609 C>T 0.A2430V Neutral Pm%zbr:ﬁ;;eme

/30/ Ciencies 5 (2015)

96 pacientes

= | =)

96 exones

Llote d’ADN de 100 pacientes
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v

Combinar toles

Cobertoria: Llibreria
100.000X/base y secuenciacién ,
(1.000X/paciente) S - PCR nun Unicu tubu

rexén pola reaiciéon en cadena de la polimera-
sa (Pcr) y secuenciacion Sanger darréu. L'andlisis
del abn de nueve miembros vivos d'esta familia
(Fig. 1) amosé que los cuatro miembros de la
familia con miocardiopatia hipertréfica tenien
la variante p.a153971, mientres que cinco miem-
bros non afeutaos nun la tenien, confirman-
do que la variante segregaba cola enfermeda.
Enta, tres individuos mas de la familia (-1, n-1
Y 1-6), que yeren portadores obligaos de la va-
riante p.a1539T1, pero pa los que nun hubiere
ADN afayadizo pal andlisis, finaren pola mor de
causes cardiaques y considerdronse afeutaos.
L'inxerimientu d'estos portadores obligaos nel
andlisis amosé qu'habia un lligamientu ente la
variante de la r.ve y la miocardiopatia hipertro6-
fica nesta familia (Lop=2.33).

Variantes en rinvc en families con miocardiopa-
tia hipertrofica

Col oxetivu d'esplorar si otres variantes nel xen
que codifica la filamina c podrien tar presentes
n'otres families con esta enfermeda, secuen-
ciaronse los 48 exones codificantes del xen rnc
nuna esbilla de 92 pacientes con miocardiopa-
tia hipertrofica (19% con segregaciéon familiar,
y 81% aparentemente esporadicos), y que nun
presentaben mutaciones nos xenes sarcomé-
ricos conocios. La secuenciacién d'esti grupu
de pacientes fixose per mediu d'una estratexa
d'amplificacién por pcr en lotes, y secuenciacion
masiva (Fig. 2) (Puente et al. 2011). Esti estu-
diu asoleyé seis variantes ensin sentiu nueves y
una variante truncante (Tabla 1). En conxuntu,
identificAronse ocho variantes Gniques en nueve
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pacientes de miocardiopatia hipertréfica. La se-
cuenciacion de familiares d'estos pacientes permi-
ti¢ identificar 18 individuos mas con variantes na
five. Nenguna d'eses variantes taba presente en
440 individuos de la poblacién espafiola, indivi-
duos del proyeutu 7000genomes (Abecasis et al.
2010), o nel proyeutu de secuenciacién d'exomes
(esp), cola salveda de la variante p.a2430v, pre-
sente en dos alelos de mas de 12.000 analizaos.
Col envis de determinar si'l nimberu de pacientes
con mutaciones en rLnc identificaos na nuesa serie
yera diferente de lo esperao na poblacién xene-
ral, fixose una comparanza d'estos resultaos colos
datos de la poblacién americana d'ascendencia
europea, dientro del proyeutu esp. D'esti mou,
atopamos que 98 individuos d'un total de 4.200
del proyeutu esp tenien variantes nel xen rinc
predichos como dafiibles polos programes SIFT
y PolyPhen (Kumar et al. 2009; Adzhubei et al.
2010), incluyendo dalgunos camudamientos de
pauta y codones prematuros asitiaos na rexén c-
terminal y asemeyaos a los descritos na miopatia
miofibrilar (Vorgerd, M. et al.2005). Por contra,
nel nuesu andlisis de pacientes con miocardiopa-
tia hipertrofica, atopamos 7 pacientes d'un total
de 92 con variantes en r.nc prediches como da-
fiibles por dambos algoritmos (Prueba Exauta de
Fisher P=0.0068, OR=3.44, 95% ClI: 1.31-7.68),
lo qu'indica que ye enforma improbable atopar
esta distribucion de mutaciones al azar.

Inda mas, pudo observase qu'habia una
fuerte correllacion ente la presencia d'una va-
riante na rine y I'estdu clinicu n'ocho de les fa-
milies analizaes (Lob combindu= 4.1). Asina, de
los 16 individuos mayores de 40 afos y que te-
nien una variante na rine, 14 d'ellos tenien sin-
tomes de miocardiopatia hipertréfica, daqué
qu'indica una penetrancia del 87%. La presen-
cia de mutaciones na rnc asocidbase con una
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Figura 3. Inmunohistoquimica de filamina c
en texiu cardiaco.

N’otru estudiu, 5 de 9 families con mutaciones nel xen rLnc [un 56%] presentaben
casos de muerte de sdpitu, en comparanza con namai 23 de 84 casos [27%] ensin
variantes nel FLnc. La presencia de mutaciones nel FLNC asocidbase con una mayor
recuencia d’historia familiar con miocardiopatia hipertrofica [87%

mayor frecuencia d'historia familiar de miocar-
diopatia hipertréfica (55 frente a 17.8%, P<0.01).
Ye interesante destacar que cinco de les nueve
families con mutaciones en rinc (56%) presenta-
ben casos de muerte de sépitu, en comparanza
con 23 de 84 casos (27 %) ensin variantes en rLnC
(P<0.05).

Les variantes na filamina c afeuten a la estructu-
ra del masculu cardiacu

La filamina c ye una proteina que forma parte
del sarcomeru y ye perimportante na diferen-
ciacion muscular. Poro, nun ye d'estrafar que
mutaciones nel xen que lo codifica puedan pro-
vocar malures con afeutacion muscular. D'esta
miente, dende I'afiu 2005 conozse que mutacio-
nes en fLNC asociense cola miopatia miofibrilar
(Mmim 609524) (Vorgerd, M. et al. 2005). Sicasi,
nengln de los pacientes con miocardiopatia hi-
pertréfica d'esti estudiu presentaba sintomes de
miopatia miofibrilar, incluyendo nueve pacien-
tes de mas de 44 afios, que ye la edd media a la
qu'apaecen los sintomes pa la mutacion mas fre-
cuente en rLne (p.w2710x). Igualmente, I'estudiu
de biopsies musculares de dos d'estos pacientes
con mutaciones en rnc (p.a1539T y p.H2315N)
amosaron una estructura normal del sarcomeru
nel musculu esqueléticu, lo que contrasta colos
estudios histoloxicos del musculu cardiacu. Nes-
ti sen, analizése'l corazén de dos pacientes con
mutaciones en rinc y que fueren tresplantaos.
Esti analisis confirmé la presencia d'anormalidaes
nel sarcdmeru como desordenamientu miofibri-
lar, agregaos sarcoméricos y fibrosis, que nun
s'observaren en corazones control de pacientes
con miocardiopatia hipertréfica ensin mutaciones
en fnve o d'un donante sanu (Fig. 3).

LIV H I I I07000000 10 10000 10200000000 1000010 0000 200010000 10 10 100 0 200000000 10 100 00 0 00 000000 10000 0 00000 200000
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Andlisis funcional de les mutaciones en rincla
filamina C ye una proteina grande, constituyida
por mas de 2.725 aminoécidos. Una de les ca-
rauteristiques de toles mutaciones identificaes
na filamina c ye qu'afeutaben a restos que se
conservaren na evolucion perfeutamente, dende
pexes hasta humanos (Fig. 4), suxiriendo que se
traten de restos importantes pa la funcién d'esta
proteina. D'otra miente, la distribucién de les
mutaciones nun yera al azar, sinén que la mayor
parte de les mutaciones agrupense nel cabu n-

Humanu kLENVSVALEFLIEREHIKLVS IDSKA IMoeNLKLILGL I AY6PGIEPcGNTVLOPAHF| PFKIKVLPAHDSKVRASS QAPSIATIGSTCOLNL VGPLGEGG
Ratu KLENVSVALEFLEREHIKLVSIDSKAIVDGNLKLILGLI AYGPGIEPCONTVLQOPAHF| PFKIKVLPSHDNSKVRASG QAPSIATIGSTCOLNL VGPLGEGG
Ornitorrincy KLENVSVALEF LEREH IKLVSIDSKAIVDGNLKLILGLI| AYGPGIEPHOMTVLOPAHF| PFKIKVLPAHDNSKVRASG QAPSIATIGSTCOLNL VGPLGEGGA
KLENVSVALEF EHIKLVSIDSKAIMDGNLKLILGLI AYGPGIEPHGMTVLOPAHF PFKIKVLPAHDISKVRASG QAASIASVGISTCDLNL VGPLGEGGA
XEMNOPUS L ENVSVALEF LIDREHIKLVS I DSKA IMDONLKL ILGLI| AYGPGIEPHONLVLKPAYF PFKIKVLPTHDWSKVRASS QAPSIASIGSTCOLNL VOPLGEGGA
Pexe cebira KLENVSVALEF EHIKLVSIDSKAIMDONLKLILGLI AYGPGIEPRONUVLKPAEF PFKIKVLPAHDWSKVRASG QAPSIAT
Conservac"’"/ l I L_' I D { U _
> < x = wvi
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terminal (dominiu de xuntura a actina y primer
repeticion) y nel cabu c-terminal (cuatro caberes
repeticiones). Toos estos datos faen pensar que
toles variantes atopaes na rinc en pacientes con
miocardiopatia hipertréfica podrien menguar la
funcién d'esta proteina sarcomérica.

Col envis d'estudiar esta posibilida, constru-
yéronse vectores d'espresion col capbn de la fi-
lamina c y, per mediu de mutaxénesis dirixida,
xenerdronse clones coles mutaciones identifi-
caes nos pacientes de miocardiopatia hipertro6-

KVRAGGT
KVRAGGT

KVRAGGT

KVRAGGT
KVRAGGP

VGPLGEGGAHKVRAGGT

p.H2315N

fica. La introduccién d'estes construcciones en
mioblastos cardiacos d'aguaron (H9c2) per aciu
de nucleofeccion, fixo posible demostrar, tanto
per mediu d'andlisis Western como al traviés de
microscopia confocal, que mientres que la intro-
duccién de filamina mutante provocaba la for-
macion d'agregaos insolubles en mioblastos car-
diacos, la introduccion de filamina normal nun
formaba estos agregaos (Fig. 5).

ABAXO IZQUIERDA
Figura 4. Esquema y conservacidn de la filamina c.

ABAXO DERECHA
Figura 5. Espresién de filamina ¢ mutante y andlisis en
cardiomiocitos per aciu de microscopia confocal.

dominiu d’aunion
a actina
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CONCLUSIONES

En conxuntu, los datos derivaos d'esti trabayu
demuestren que mutaciones nel xen que codifi-
ca la filamina c (rLnc) aséciense a miocardiopatia
hipertréfica familiar y muerte de sépitu. Toles
mutaciones atopaes nesti estudiu afeuten a res-
tos que tan perfeutamente conservaos a lo llar-
go la evolucién, y I'estudiu de la herencia n'ocho
families demostré qu'estes mutaciones siempre
segreguen cola enfermeda.

Lleendes de Figures

/ Miocardiopatia hipertréfica familiar y muerte de sdpitu: nueves ferramientes pal estudiu xenémicu

Per aciu de la complementacién de los estu-
dios xenéticos con estudios funcionales con fila-
mina ¢ mutao en célules cardiaques confirmése
qu'estes formes mutantes son menos estables
que la filamina normal, y tienden a precipitar y
formar agregaos insolubles nes célules. Estos re-
sultaos, derivaos d'estudios en cultivos celulares
in vitro, tan d'alcuerdu coles observaciones fe-
ches al estudiar el texiu cardiaco de pacientes con

Figura 1. Arbol xenealéxicu de la familia estudiada.
a), El casu indiz con miocardiopatia hipertrofica, y a la que se-y secuenciara l'exoma, ta sefialau con
una flecha. b) Electroferograma de la rexén d'interés onde s'amuesa la presencia n'heterozigosis d'un
cambéu g>a, que provoca la mutacién finc p.a1539t.

Figura 2. Extratexa de secuenciaciéon por llotes.
Diagrama que reflexa'l fluxu de trabayu siguiu pa la identificacion de variantes en xenes per aciu del
emplegu de llotes d'apn d'hasta 100 pacientes distintos.

Figura 3. Inmunohistoquimica de filamina c en texiu cardiaco.
Andlisis de la distribucion de filamina c per aciu d'inmunohistoquimica en texiu cardiaco d'un paciente
de miocardiopatia hipertréfica con mutacién na rnc.
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estes mutaciones na filamina c, polo que paez
abondo probable qu'estes mutaciones contribu-
yan al desendolcu de la miocardiopatia cardiaca.

En conclusidn, estos estudios amuesen la
potencia de les nueves téuniques de secuen-
ciacién xenémica pa la identificacién de xenes
responsables d'enfermedaes hereditaries, y apu-
rren una ferramienta valoratible pal diagnésticu
precoz y el meyor siguimientu d'estos pacientes.

Figura 4. Esquema y conservacion de la filamina c.

Esquema de la organizacion estructural de la filamina c (abaxo) y llocalizacion de les mutaciones iden-
tificaes en pacientes con miocardiopatia hipertréfica, al igual qu'alliniamientu multiple con distintes
especies de vertebraos amosando l'altu grau de conservacién evolutivu de dichos restos.

Figura 5. Espresion de filamina C mutante y analisis en cardiomiocitos per aciu de microscopia confocal.
Col envis d'estudiar I'efeutu de les mutaciones en finc afayaes en pacientes con miocardiopatia hiper-
trofica familiar, xeneraronse per mediu de mutaxénesis dirixida clones de cadn con estes mutaciones.
La introduccion d'estes construcciones y la so espresion en cardiomiocitos fai posible visualizar I'efeutu
d'estes mutaciones sobre la funcién de la proteina. La figura amuesa una imaxe representativa d'una
célula expresando flnc cola mutacién p.V123a (esquierda) o finc control (derecha). En verde puen vese
la formacién d'agregaos de filamina C na célula qu'espresa la construccién mutada p.V123a, mientres
que la célula cola construccién control tien una distribucién mas espardida per tol citoplasma. En co-
lorao amuésase la tincién de les fibres d'actina con faloidina, y el noyu celular pue vese n'azul (dapi).
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