VNIVERSITAT I® VALENCIA

Identificacion de variantes exomicas en
diabetes tipo 2

Tesis doctoral presentada por:

Vanesa Martinez Barquero

Dirigida por:
Dr. Felipe Javier Chaves
Dr. Juan Francisco Ascaso

Dra. M2 Antonia Noguera

DOCTORADO EN BIOMEDICINA Y FARMACIA
Valencia, Mayo de 2015






i % VNIVERSITAT "\
7 1 VALENCIA R i e

El Dr. Juan Francisco Ascaso, catedratico del Departamento de Medicina de la
Universidad de Valencia.

El Dr. Felipe Javier Chaves, Investigador y director de la Unidad de Genotipado vy
Diagndstico Genético. Fundacién Hospital Clinico de Valencia-INCLIVA.

La Dra. M2 Antonia Noguera, Profesora titular del Departamento de Farmacologia de la
Universidad de Valencia.

CERTIFICAN:
Que la memoria de Tesis Doctoral realizada por D2 Vanesa Martinez Barquero, titulada

“Identificacion de variantes exdmicas en diabetes tipo 2”, ha sido realizada bajo su
direccién y reldne todos los requisitos necesarios para su juicio y calificacion.

En Valencia, marzo de 2015.

JF. Ascaso FJ. Chaves MA. Noguera






“La alegria estd en la lucha, en el esfuerzo, en el
sufrimiento que supone la lucha, y no en la
victoria misma. Nuestra recompensa se
encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un
esfuerzo total es una victoria completa.”

Gandhi.






A MIS ABUELOS, Luis, Matilde y Ana.






Agradecimientos

La realizacidn de una tesis siempre es un camino largo y complicado, pero también hay

momentos buenos y personas que estan ahi, haciendo el camino mas facil.

Empezando por lo profesional, quiero agradecer a mis directores, el Dr. Ascaso y Javier,
su apoyo en estos afos, sus consejos y su sabiduria. A Javier, también su paciencia

infinita en muchos momentos y el intentar encontrar siempre soluciones a todo.

A Marian, por ser codirectora de esta tesis, pero también, por confiar en mi desde el

principio, y haberme dado la oportunidad de empezar de cero en la investigacion.

No puedo olvidarme de Consuelo Guerri, por estar en un momento muy necesario para

miy haberme ayudado de corazén.

También recordar a todos mis comparieros del Laboratorio de Patologia Autoinmune del
CIPF, Carol, Sandra, Héctor, Marcos, Natalia, Jesus, Ernesto, M2 Carmen, Filo, Fernando,
Paco, Zahara, Raul y Carmen. Aprendi mucho de vosotros tanto en lo profesional como
en lo personal y vivi muchos momentos que nunca olvidaré, gracias por todos esos

buenos ratos!

Tras salir del CIPF, llegué a INCLIVA, a la UGDG, un mundo nuevo para mi, alli encontré
otros companeros fantdsticos, de los que también he aprendido mucho y con los que he
compartido estos afios de tesis en que ha habido grandes momentos: Tani, Griselda,
Pilar, Ana Barbara, Verdnica Navarro, Laura, Kike, Julia, Elena, Veronik, M2 Luisa, YoVero,
Raquel. Mencién especial para mis mamis: Cris y Victoria, para mis exomitas: Javi e Inma
y para mi peque, Lucia. También agradecer a la unidad de Bioinformatica, Dani, Pabloy
Alba, su ayuda en la realizacién de esta tesis. Gracias a todos por vuestra ayuda y apoyo

en el dia a dia durante estos anos.

Llegaron mas tarde INCLIVA, pero no por ello son menos importantes, Maria y como no,
mis chicos, Alex y Miguel, que siempre estan ahi para sacarme una sonrisa y ayudarme

en lo que haga falta.

Vi



En este tiempo, también he tenido la oportunidad de dar clases en el grado de Nutricién
Humana y Dietética, colaborando con Carlos Sanchez. Gracias Carlos por confiar en miy

hacerme ver que podia hacerlo.

En lo personal, agradecer a mis padres su apoyo. En especial, gracias a mi hermana
Cintia, por estar siempre ahi para todo y por ser mi mejor amiga. También a mi tio Jose

Luis, por ser el mejor tio del mundo. Os quiero mucho.

A mis amigas con mayusculas, las que nunca fallan, Alba y Sandra. A mi French Club:
Sara, Carmen y Carol. Y también a las ultimas incorporaciones, Cris y Toni. Todos me

habéis hecho pasar muy buenos ratos y también sé que os tengo para lo que necesite.

Para mé poder hacer la tesis era uno de mis suefios, pero lo mejor ha sido poder

compartirlo con todos vosotros. GRACIAS!

VIl



Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

BWA: Alineador Burrows-Wheeler.

CNV: Variacion en el nUmero de copias.

ddNTP: didesoxinucledtido.

DM1: Diabetes mellitus tipo 1.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

DMG: Diabetes mellitus gestacional.

DMN: Diabetes mellitus neonatal.

DMNP: Diabetes mellitus neonatal permanente.
DMNT: Diabetes mellitus neonatal transitoria.
FID: Federacion Internacional de Diabetes.
GABA: Acido gamma-aminobutirico

GAD: Glutamato descarboxilasa.

GWAS: Estudio de asociacion de genoma completo.
IFN: Interferon.

IMC: indice de masa corporal.

IR: Receptor de insulina.

IRS: Sustrato del receptor de insulina.

LADA: Latent autoimmune diabetes in adults.

IX
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por una
hiperglucemia debida a anomalias en la secrecidn de insulina, en su accion o en ambas.
La hiperglucemia crénica de la diabetes esta asociada a lesiones, disfunciéon y fallo de
varios érganos, especialmente de ojos, rifidn, nervios, corazén y vasos sanguineos. En el
desarrollo de la diabetes estan implicados varios procesos patogénicos, que van desde
la destruccion de las células B con déficit de insulina a aquellos que ocasionan
resistencia a la insulina y disfuncion de las células B pancredticas, con la consiguiente

deficiencia de accion de la insulina.

La diabetes mellitus es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo debido a las complicaciones cardiovasculares que produce. Entre éstas se
encuentran: enfermedad coronaria (infarto, arritmias, muerte subita), enfermedad
isquémica cerebral, arteriosclerosis periférica de miembros inferiores y aneurisma
abdominal, entre las principales complicaciones. Otras complicaciones crdnicas de la
diabetes estan relacionadas con la microangiopatia (retinopatia y nefropatia) y con la
neuropatia diabética (periférica y autondmica) (Marcovecchio et al, 2005). Los célculos
mas recientes de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) se muestran en la figura
1 e indican que el 8,3% de adultos (382 millones de personas) padecen diabetes, y que
el nUmero de personas con esta enfermedad se incrementard en mas de 592 millones
en menos de 25 afios. Ademas, los 175 millones de casos no diagnosticados actualmente
suponen que un gran numero de personas con diabetes van a desarrollar
progresivamente complicaciones de las que no son conscientes. Por otra parte, el 80%
de los afectados vive en paises de ingresos medios y bajos, donde el aumento de casos
se estd acelerando a un ritmo alarmante. En otros paises como Espafia, el problema
podria ser incluso mas grave ya que se calcula que la prevalencia de la enfermedad es

aproximadamente del 14% (Soriguer et al, 2012).
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Figura 1: Nimero de personas con diabetes segun la Federacion Internacional de Diabetes
(FID). International Diabetes Federation, 2013.

En los ultimos afios existe un problema creciente, causado por cambios en el estilo de
vida (principalmente relacionados con la alimentacién y la actividad fisica) que conducen
a un mayor indice de masa corporal (IMC) y, por tanto a un aumento de la obesidad de
la poblacién (Kopelman et al, 2000; Lyssenko et al, 2008). Este incremento de la
obesidad, fundamentalmente de la obesidad abdominal, es el principal causante del

aumento de la incidencia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

1-TIPOS DE DIABETES

Existen diferentes tipos de diabetes y, en ocasiones, los mismos genes pueden estar
implicados en varios de ellos. Los principales tipos se recogen en la figura 2 siendo la

mas frecuente la DM2, que se detallara en el apartado 2:
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Figura 2: Diferentes tipos de diabetes.

Ademas de los diferentes tipos de diabetes recogidos en el esquema anterior, es
importante definir también el concepto de prediabetes. La prediabetes es un trastorno
en que el nivel de glucosa en sangre es mayor de lo normal, pero no lo suficientemente
alto como para diagnosticar diabetes. La presencia de prediabetes supone un mayor

riesgo de padecer diabetes tipo 2 con el tiempo.

1.1- PRIMARIAS

1.1.1- DIABETES MONOGENICAS

Diabetes mellitus neonatal (DMN)

La diabetes mellitus neonatal (DMN) es una forma de diabetes monogénica no
autoinmune, poco frecuente, que afecta a 1 de cada ~400.000 nacimientos, y se
diagnostica antes de los seis meses de edad. Existen dos tipos: transitoria (DMNT) y
permanente (DMNP) segun sea o no temporal, respectivamente. La etiologia genética
de este tipo de diabetes es bastante heterogénea. La mayoria de los casos de DMNT
presentan una anomalia en el cromosoma 6g24 (Flanagan et al, 2007). Otras causas
frecuentes de DMN son mutaciones sin sentido en los genes de los canales de potasio
(KATP) de las células B pancreaticas, “potassium channel, inwardly rectifying subfamily

J, member 11” (KCNJ11) y “ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8”
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(ABCC8) y en el gen de la preproinsulina. La DMN se ha relacionado también con
mutaciones puntuales en los genes: “glucokinase (hexokinase 4)” (GCK), “GLIS family
zinc finger 3” (GLIS3), “eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3”
(EIF2AK3), “pancreatic and duodenal homeobox 1” (PDX1), “pancreas specific
transcription factor, 1a” (PTF1A), “solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 2” (SLC2A2), “HNF1 homeobox B” (HNF1B) o “forkhead box P3”
(FOXP3) (Aguilar-Bryan et al, 2008; Murphy et al, 2008; Vaxillaire et al, 2009).

Aunque ciertas caracteristicas clinicas especificas (agenesia de pancreas, retraso en el
desarrollo, insuficiencia renal, anemia, enfermedad de la gldndula tiroides, trastornos
cardiacos, etc) o una historia familiar de diabetes, pueden sugerir una etiologia
molecular para la DMN, el diagndstico genético es crucial, ya que puede predecir el
tratamiento mas adecuado y mejorar la calidad de vida de estos pacientes. El ejemplo
mas notable se observa en los pacientes DMN con una mutacion en los genes de los
canales de potasio, ya que pueden ser tratados eficazmente con sulfonilureas orales,
debido a que éstas se unen directamente a la subunidad reguladora SUR1 del canal, en
lugar de requerir terapia de insulina de por vida (Gloyn et al, 2004; Babenko et al, 2006;
Pearson et al, 2006).

MODY (“Maturity-onset diabetes of the young”)

MODY es una forma no autoinmune de diabetes de aparicidon temprana, que se
transmite de forma autosdmica dominante. MODY representa menos del 1-2% de casos
de diabetes no autoinmunes y suele diagnosticarse en la infancia o en la juventud. Este
transtorno monogénico se debe a la disfuncién primaria de las células B pancreaticas y
no suele estar asociado a la obesidad, a diferencia de lo que ocurre en la diabetes tipo 2

(Bonnefond et al, 2010).

Se conocen al menos doce subtipos de MODY con etiologias genéticas distintas. Todos
ellos han sido descritos en la literatura (Molven et al, 2011): MODY1-HNF4A, MODY2-
GCK, MODY3-HNF1A, MODY4-PDX1, MODY5-HNF1B, MODY6-NeuroD1, MODY7-KLF11,
MODY8-CEL, MODY9-PAX4, MODY10-INS, MODY11-BLK y, muy recientemente,
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MODY12-ABCC8 (Bonnefond et al, 2010; Fajans et al, 2011; Bowman et al, 2012). Estas
diferentes etiologias genéticas se asocian con diferencias sustanciales en el curso clinico
de la enfermedad, principalmente en términos de edad de inicio y niveles de
hiperglucemia, explicando asi diferentes respuestas al tratamiento (Vaxillaire et al,
2006; Fajans et al, 2011). Por lo tanto, el diagndstico molecular temprano es crucial, ya
gue conduce al tratamiento adecuado y a la estimacién del riesgo para los familiares

asintomaticos (Vaxillaire et al, 2006).

Diabetes mitocondrial (MIDD: Maternally Inherited Diabetes and Deafness).

La diabetes mitocondrial es una forma “rara” o poco comun de diabetes que representa
hasta el 1% de todos los casos de diabetes en europeos y que se debe a defectos en el
ADN mitocondrial (ADNmt). Ademas de la transmision materna, sus caracteristicas
clinicas son principalmente la sordera neurosensorial, seguida de otros trastornos
mitocondriales, miopatias y distrofia macular. A menudo MIDD se diagnostica como
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 u otro tipo de diabetes monogénica (Maassen et al, 2006;
Murphy et al, 2008). La ausencia de autoinmunidad y obesidad y la presencia de
heredabilidad materna permiten distinguir este tipo de diabetes del resto (Murphy et

al, 2008).

Ademas de la mutacion del ADNmt 3243A>G, cuya importancia funcional ha sido ya
evaluada (Maassen et al, 2004), existen otras variantes del ADNmt que se han asociado
con un fenotipo propio de MIDD (Maechler et al, 2001; Crispim et al, 2008). Sin embargo,
pocos estudios han explorado los cambios que las variantes detectadas en el ADNmt
pueden producir en la eficiencia mitocondrial (Mariotti et al, 1994; Malfatti et al, 2007).
En consecuencia, el significado patogénico de muchas variantes recientemente

identificadas no esta todavia establecido.

1.1.2-DIABETES SINDROMICAS

Se denominan diabetes sindromicas, aquellas que se encuentran asociadas a algun tipo

de sindrome. Son ejemplos los que se muestran en la tabla 1.
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Tipo de

Sindrome Herencia Cromosoma Gen Caracteristicas clinicas .
diabetes
.. . Diabetes con comienzo en la infancia, atrofia Insulino-
Wolfram Autosodmica recesiva Apl6 WFs1 . . . .
optica, sordera, diabetes insipida deficiente
Baja estatura, displasia epifisaria, Insulino-
Wolcott-Rallison Autosdmica recesiva 2p12 EIF2ZAK3 J o P P .. .
complicaciones renales y hepaticas dependiente
Acantosis, alarpamiento falico, hirsutismo, Insulino-
Rabson-Mendenhall | Autosomica recesiva 19p13.2 INSR . . m. B .
hiperpigmentacion resistente
Retraso en el desarrollo, retinopatia
) o . 160,11q13,20q12, . |l aesarrone = Insulino-
Bardet-BiedI| Autosdmica recesiva - pigmentaria, polidactilia, obesidad, )
3p13,15g22,2q31 . . resistente
hipogonadismo
Retraso en el desarrollo, retinopatia Insulino.
Laurence-Moon Autosomica recesiva - - pigmentaria, hipogonadismo, paraplejia istent
espastica resistents
Retinopatia pigmentaria, sordera, obesidad, Insulino-
Alstrom Autosdmica recesiva 2pi3 - . ﬂ. ﬁ.m . )
cardiomiopatia dilatada resistente
Autosdmica Retraso en el desarrollo, hipotonia, Insulino.
Prader-Willi . 15q12 - hipogonadismo, baja estatura, obesidad, .
dominante resistente

manos y pies pequefios

Tabla 1: Desdrdenes hereditarios que cursan con diabetes. Adaptado de Barrett TG. (2001). Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 15, 325-343.
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1.1.3-DIABETES MULTIFACTORIALES:

DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

La diabetes mellitus tipo 1 representa el 5-10% de todos los casos de diabetes mellitus.
Se caracteriza por una severa deficiencia de insulina debida a la destruccién autoinmune
de las células B pancredticas. En consecuencia, los pacientes con DM1 dependen
durante toda su vida, de la administracién de insulina (Pirot et al, 2008; Eizirik et al,
2009). Los marcadores de la destruccion autoinmune de las células B incluyen
autoanticuerpos contra la insulina, los islotes de Langerhans, la descarboxilasa del acido
glutamico o glutamato descarboxilasa (GAD-65), el transportador de zinc 8 (ZnT8 o
SLC30A8), y las tirosina fosfatasas (IA-2 y IA-2B). Al menos uno (pero por lo general mas)
de estos anticuerpos estan presentes inicialmente en el 85-90% de los pacientes cuando

se detecta la hiperglucemia en ayunas.

La glutamato descarboxilasa es la enzima responsable de la sintesis del 4cido gamma-
aminobutirico (GABA), un importante neurotransmisor inhibitorio que se encuentra en
las neuronas y en las células B pancredticas. Las dos isoformas de la glutamato
descarboxilasa son conocidas como GAD-65 y GAD-67. Ambas isoformas estan presentes
tanto en el cerebro como en el pancreas. El transportador de zinc 8, es un transportador
implicado en la acumulacidn de zinc en vesiculas intracelulares. Se expresa fuertemente
en el pancreas, en particular en los islotes de Langerhans y colocaliza con la insulina en
los granulos de las células secretoras de insulina, INS-1. Similar a los GAD, IA-2 se expresa
en tejido nervioso y otros tejidos endocrinos y también, en las células a y B de los islotes
pancreaticos. En los individuos con diabetes tipo 1 es mas frecuente encontrar

anticuerpos contra IA-2 que contra |A-2 B.

La inflamacidn de los islotes de Langerhans (insulitis) se desarrolla probablemente en el
contexto de un "didlogo" entre las células inmunes y las células B. Este cuadro de didlogo
estd mediado en parte por citocinas y quimiocinas, que se liberan tanto por células
inmunitarias y por las células B, como por otras seiales inmunogénicas liberadas al morir
las células B. Esto puede conducir al comienzo y amplificacién del proceso inflamatorio,
pero en algunos casos, conduce a la resolucion de la insulitis (Eizirik et al, 2009). El curso

de lainflamacion de las células B y su progresién a la DM1 clinica depende de la compleja
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interaccion entre un fuerte componente genético y gran variedad de factores

ambientales desencadenantes (Kim et al, 2005; Jahromi et al, 2007).

Entre los diversos loci asociados con DM1, determinados alelos del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (moléculas implicadas en la presentacion de antigenos a
los linfocitos T y en la diferenciacién entre lo propio y lo ajeno por parte del sistema
inmunitario) localizado en el cromosoma 6p21 son, con diferencia, el mayor factor de
riesgo genético que conduce a la DM1, representando asi el 30-50% de riesgo genético
para la enfermedad (Steck et al, 2011). Otras variantes genéticas estan asociadas con el
riesgo de padecer DM1, pero con efectos relativamente menores, por ejemplo:
“insulin gene” (INS), “cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 gene” (CTLAA4),
“protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22 gene” (PTPN22), “interleukin 2
receptor alpha gene” (IL2RA), “interferon induced with helicase C domain 1 gene”
(IFIH1) y otros genes recientemente descubiertos por medio de GWAS (Genome-Wide
Association Studies) o estudios de asociacién de genoma completo. A continuacion, en

la figura 3 se reflejan algunos de estos genes.
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Figura 3: Principales genes implicados en DM1. Polychronakos y Li. (2011). Nat Rev Genet. 18, 781-
792.
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En cuanto a los desencadenantes ambientales que influyen en la destruccion
autoinmune de las células B, éstos son entre otros, las infecciones virales, algunas
vacunas, y ciertas toxinas (Knip et al, 2005; Pearl-Yafe, 2007). Hay evidencias de que
algunos patodgenos virales: enterovirus, virus de la rubéola, virus de las paperas,
rotavirus, parvovirus y citomegalovirus, juegan un papel importante en el
desencadenamiento de la destruccion autoinmune de las células B pancreaticas (Filippi
et al, 2008; Hober et al, 2010). Entre estos virus, destacan los enterovirus, ya que
muestran tropismo especifico por el pancreas y han sido asociados con el desarrollo de

la DM1 en humanos (Jaidane et al, 2008; Tauriainen et al, 2011).

LADA (“Latent autoimmune diabetes in adults”)

LADA es un tipo de diabetes autoinmune que se asemeja a la diabetes tipo 1 pero que
parece tener componentes tipicos de la diabetes tipo 2. En los estadios iniciales se puede
confundir con diabetes tipo 2 (Tuomi et al, 1993; Gale, 2005; Rolandsson et al, 2010).
Clinicamente, se definen los pacientes con LADA, como el subgrupo de pacientes adultos
con un fenotipo de diabetes tipo 2 y que dan positivo para el anticuerpo GAD o
antiglutamato descarboxilasa (Zimmet, 1995). Debido a que las manifestaciones clinicas
de LADA incluyen rasgos de las diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, se ha descrito esta
condicién como diabetes tipo 1.5 (Schernthaner et al, 2001). LADA representa el 2-12%

de todos los casos de diabetes (Stenstrom et al, 2005).

Los pacientes con LADA presentan autoinmunidad y disfuncidn de las células  mediada
por el sistema inmune. La progresion a la dependencia de la insulina en pacientes LADA,
es mas rapida que para los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 clasica, negativos para
autoanticuerpos y que no presentan dano progresivo en las células B (Ekholm et al,
2012). Sin embargo, la patogénesis de LADA no esta claramente definida, y los criterios
para el diagndstico de la enfermedad varian entre los diferentes estudios. Por ello, la
prevalencia de pacientes de LADA varia desde el 2,8% hasta el 22,3% en diferentes
estudios publicados (Turner et al, 1997), y el 8-10% de los pacientes diagnosticados de

diabetes tipo 2 estdn, de hecho, mal diagnosticados. Por esta razdn, los esfuerzos para

11
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establecer una estrategia de tratamiento especifico y una deteccién temprana son

objeto de numerosas investigaciones.

En cuanto al componente genético de esta enfermedad, el locus en que se encuentra el
complejo mayor de histocompatibilidad (brazo corto del cromosoma 6) que confiere la
mayor parte de la susceptibilidad genética a la diabetes tipo 1 (Kantarova et al, 2007),
ha mostrado asociaciones similares con LADA (Horton et al, 1999; Desai et al, 2007),
pero también claras diferencias, por ejemplo, DQB1 * 0201 / * 0302 es un genotipo mas
comun en la diabetes tipo 1 que en LADA, mientras que los genotipos de proteccién *
0602 / X y 0603 / X, son mas comunes en LADA que en diabetes tipo 1 (Tuomi et al,
1999). El nimero variable de repeticiones en tandem en el gen de la insulina (INS VNTR)
situado en el cromosoma 11 se divide en dos clases: clase | (26-63 repeticiones) y clase
Il (141-209 repeticiones) y la forma mas corta ha mostrado una fuerte susceptibilidad a
padecer diabetes tipo 1 (Bennett et al, 1996), y también LADA, tal y como se muestra en
el “U.K. Prospective Diabetes Study” (Desai et al, 2006). Sin embargo, no se observo

asociacion en el estudio finlandés Botnia (Tuomi et al, 1999).

En un estudio realizado por Cervin et al (2008) se buscaba comparar las caracteristicas
genéticas de DM1, DM2 y LADA. Este estudio se realizé en 361 pacientes de LADA, 718
diabéticos tipo 1 y 1676 diabéticos tipo 2, asi como en 1.704 controles sanos
procedentes de Suecia y Finlandia. Se estudiaron: el locus HLA, INS VNTR y el gen
PTPN22, para comparar con DM1 vy, el gen TCF7L2 como referencia para comparar con
DM2. La figura 4 muestra una grafica sobre los resultados obtenidos. Estos resultados
indican que LADA comparte caracteristicas genéticas con ambos tipos de diabetes: tipo
1 (HLA, INS VNTR y PTPN22) y tipo 2 (TCF7L2). Lo que justifica la consideracidon de LADA

como una mezcla de los dos tipos principales de diabetes.

12
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Figura 4: Frecuencias de los genotipos de riesgo para los 4 loci de susceptibilidad en DM1,
LADA y DM2. *Asociacién significativa con diabetes (P < 0.05). En azul oscuro, HLA-DQB1
(*0201/*0302); en azul claro, INS VNTR-rs689 (genotipo AA); en verde claro, PTPN22-rs2476601
(genotipos CT/TT); en verde oscuro, TCF7L2- rs7903146 (genotipos CT/TT).

Cervin et al. (2008). Diabetes. 57, 1433-1437.

DIABETES GESTACIONAL

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como una alteracion de la tolerancia a
la glucosa que se inicia o se detecta por primera vez durante el embarazo (Gabbe, 1986).
Es la complicacion metabdlica mas frecuente del embarazo (Virjee et al, 2001), con una
prevalencia creciente en relacion directa con el aumento de la obesidad (Dabelea et al,
2005). Durante el embarazo, la mujer se enfrenta a un aumento de la adiposidad y de la
resistencia a insulina. La resistencia a la insulina que se desarrolla durante el embarazo
se explica en parte, por el aumento en la produccién del lactégeno placentario humano,
los estrogenos y la prolactina (Di Cianni et al, 2003; Karnik et al, 2007; Kim et al, 2010).
Por lo que, aquellas mujeres con una capacidad limitada para la compensacion de la
resistencia a la insulina por parte de las células B, son mas susceptibles a desarrollar

DMG (Buchanan et al, 2005).

Este tipo de diabetes es un factor de riesgo para el desarrollo posterior de diabetes tipo
2 (Buchanan et al, 2005), de hecho, hasta un 70% de las mujeres con DMG desarrollara
DM2 en los primeros 5 afios después del embarazo (Kim et al, 2002). Por otra parte, los
hijos de mujeres con DMG tienen un mayor riesgo de desarrollar obesidad y diabetes

tipo 2 a lo largo de su vida (Gillman et al, 2003). Basandose en estos hallazgos, se puede
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suponer que la DMG y la diabetes tipo 2 poseen un fondo genético comun. Algunas de
las variantes genéticas fuertemente asociadas con la diabetes tipo 2 también lo estan
con el riesgo de padecer DMG (Cho et al, 2009). Sin embargo, el conocimiento genético

de la DMG es aun limitado.

Entre los loci asociados con DM2, que se han asociado también con el riesgo de padecer
DMG estan los siguientes: KCNJ11, TCF7L2, CDKAL1, KCNQ1, CDKN2A/CDKN2B,
HHEX/IDE, IGF2BP2, SLC30A8, TCF2, FTO, INS, IRS1, ADRB3, MBL2, CAPN10, SERPINEL,
INSR, GCK, HNF1A (Shaat et al, 2005; Shaat et al, 2007: Watanabe et al, 2007; Cho et al,
2009; Lauenborg et al, 2009; Shin et al, 2009; Zhou et al, 2009; Liton et al, 2007; Fallucca
et al, 2006; Festa et al, 1999; Megia et al, 2004, Leipold et al, 2004; Leipold et al, 2006;
Ober et al, 1983; Shaat et al, 2006; Shaat et al, 2006).

Sin embargo, los estudios sobre DMG, se basan a menudo en un tamano de muestra
relativamente pequerio, con respecto al utilizado para descubrir nuevos marcadores de
DM2. Estos resultados no suelen estar confirmados en otras poblaciones y, por tanto no
se consideran tan robustos. Al igual que para DM1 y DM2, el riesgo genético global de
DMG se compone probablemente de la suma de las contribuciones de diferentes genes

(Lauenborg et al, 2009).

Dado que la DMG en mujeres embarazadas parece revelar una predisposicion genética
a padecer otros tipos de diabetes, y al relacionarse con la resistencia a insulina, no es
sorprendente que la mas frecuente sea la predisposicién a padecer DM2, especialmente
si otros factores de riesgo como la obesidad estdan también presentes. Sin embargo, los
estudios de agregacion familiar sobre diabetes, muestran también un aumento de la
prevalencia de la diabetes tipo 1 en hijos de madres con DMG (Dérner et al, 1987). Esto
sugiere que la DMG también puede ser causada por variaciones genéticas que
predisponen a una mujer a padecer diabetes tipo 1 o LADA. De hecho, alrededor del 10%
de las mujeres con DMG puede padecer una forma autoinmune de diabetes (Lapolla et

al, 2009).
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1.2- SECUNDARIAS

Son las diabetes inducidas por:

Enfermedades del pancreas exocrino

Cualquier proceso que pueda lesionar de forma difusa el pancreas puede causar
diabetes. Algunos de estos procesos son: pancreatitis, traumas, infecciones,
pancreatectomias y carcinoma pancredtico (Schwartz et al, 1978; Larsen et al, 1987;
Cersosimo et al, 1991). Con la excepcion del cancer, para que se produzca diabetes, la
lesion del pancreas debe ser muy extensa. Por el contrario, adenocarcinomas
pancreaticos que sélo afectan una pequefia porcién del pancreas estan asociados a
diabetes. Esto implica que, ademas de la reduccién en el numero de células B, debe
haber algin otro mecanismo implicado. La fibrosis quistica y la hemocromatosis, cuando
son muy extensas, también dafian las células B y pueden alterar la secrecién de insulina

(Handwerger et al, 1969; Phelps et al, 1989).

Endocrinopatias

Algunas hormonas, como la hormona de crecimiento, el cortisol, el glucagén y la
adrenalina antagonizan la accidén de la insulina. Por lo tanto, cantidades excesivas de
estas hormonas (en la acromegalia, enfermedad de Cushing, glucagonoma,
feocromocitoma, etc.) pueden ocasionar diabetes (Soffer et al, 1961; Jadresic et al,
1982; Stenstrom et al, 1988; Berelowitz et al, 1996). Esto ocurre generalmente en
individuos con defectos preexistentes en la secrecidén de insulina vy, la hiperglucemia

suele desaparecer cuando se controla el exceso de estas hormonas.

La hipokalemia inducida por el somatostatinoma y por la aldosterona puede ocasionar
diabetes al menos parcialmente, al inhibir la secrecién de la insulina (Conn, 1965;
Berelowitz et al, 1996). La hiperglucemia se resuelve, en general, cuando se elimina el

tumor.

15



Introduccion

Farmacos

Muchos farmacos pueden alterar la secrecién de insulina. Estos farmacos no causan
diabetes por si mismos, pero pueden precipitar la aparicion de diabetes en individuos
con cierta resistencia a la insulina (O'Byrne et al, 1990; Pandit et al, 1998). Algunas
toxinas como el vacor (un raticida) y la pentamidina intravenosa pueden destruir
permanentemente las células B del pancreas (Gallanosa et al, 1981; Bouchard et al,
1982; Assan et al, 1995; Esposti et al, 1996). Sin embargo, tales reacciones a farmacos

son relativamente raras.

También existen numerosos farmacos y hormonas que pueden afectar a la accién de la
insulina. Algunos ejemplos son el acido nicotinico y los glucocorticoides (O'Byrne et al,
1990; Pandit et al, 1998). Se ha comunicado el desarrollo de diabetes asociada con
anticuerpos contra las células B vy, en algunos casos, severa deficiencia en insulina en

pacientes tratados con interferdn (Fabris et al, 1992; Shiba et al, 1996).

Infecciones

Algunos virus han sido asociados a la destruccion de las células . Se produce diabetes
en pacientes con rubeola congénita (Forrest et al, 1971), aunque muchos de estos
pacientes poseen marcadores como HLA y otros, caracteristicos de la diabetes de tipo
1. También los coxsackievirus B, citomegalovirus, adenovirus, y virus de las paperas han
sido identificados como inductores de algunos casos de diabetes (King et al, 1983;

Karjalainen et al, 1988; Pak et al, 1992).
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2-DIABETES MELLITUS TIPO 2.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha convertido en una epidemia mundial que
contribuye de forma importante al incremento de la morbi-mortalidad prematura en la
poblacién, actualmente afecta a cientos de millones de personas en el mundo y hasta a
un 14% de la poblacién adulta espafiola (Soriguer et al, 2012); y se prevé que este
porcentaje aumente en los préximos afios. Este incremento se debe a cambios
importantes en nuestra forma de vida que suponen un aumento importante de la
obesidad y de sus consecuencias, siendo una de las mas importantes el aumento de la
DM2. En la obesidad parece claro que, principalmente la grasa abdominal genera, en
muchos casos, un incremento de la resistencia a la insulina (Rl), la cual puede conducir
al desarrollo de DM2 (Kopelman et al, 2000; Kahn et al, 2006). El incremento del indice
de masa corporal (IMC), del perimetro de cintura o de otros marcadores de obesidad,
supone un incremento importante del riesgo de desarrollar DM2 (Kopelman et al, 2000;

Lyssenko et al, 2008).

La DM2 resulta de la interaccién de factores genéticos de predisposicion y factores
ambientales y adquiridos, principalmente |la obesidad. El componente genético de la
DM2, frente a similares factores ambientales y adquiridos (igual obesidad, nutricién,
nivel de ejercicio, etc.), supone que unos pacientes desarrollen Rl y algunos de ellos
DM2, mientras que otros no desarrollan Rl ni DM2. Diversos estudios han mostrado la
importante heredabilidad de la DM2 y de pardmetros relacionados (superior al 70%).
Asi, existe una importante concordancia entre gemelos idénticos en |la presencia de DM2
o de intolerancia a la glucosa, que es superior al 70% en estudios transversales;
pudiendo llegar al 76% y al 96% en estudios de seguimiento (Medici et al, 1999; Poulsen
et al, 1999); ademads, la presencia de historia familiar de DM2 aumenta el riesgo de
forma considerable (Lyssenko et al, 2008). Por otro lado, el incremento del IMC aumenta
el efecto de polimorfismos asociados con DM2 vy el riesgo de desarrollar DM2, tras un

seguimiento de mas de 20 afios (Lyssenko et al, 2008).

Hasta el momento se han realizado numerosos estudios genéticos para conocer los

genes asociados a la DM2 utilizando diferentes estrategias: estudios de genes
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candidatos, estudios de ligamiento en familias, asociacion de polimorfismos a lo largo
de todo el genoma o GWAS (Florez et al, 2008; Bonnefond et al, 2010). En los ultimos
afios se han realizado diferentes estudios GWAS que han permitido la identificacidn de
varios loci de susceptibilidad a la DM2 (Frayling et al 2007; Scott et al, 2007; Sladek et al
2007; Zeggini et al, 2007 y 2008; Unoki et al, 2008; Rung et al, 2009; Oi et al, 2010; Tsai
et al, 2010; Voight et al, 2010; Saxena et al, 2013; Hara et al, 2014). Si bien, solo una
parte de los resultados han sido validados en estudios de replicacion en otras

poblaciones (Palmer et al, 2008; Tan et al 2010).

Es importante destacar que pese a todo el trabajo realizado, el conjunto de loci y de
variantes genéticas identificadas explican entre el 10 y el 15% de la heredabilidad de la
DM2 (Zeggini et al, 2008; Billings et al, 2010), al igual que sucede con otras
enfermedades complejas (So et al, 2011). Por otro lado, ninguno de los estudios
poblacionales mas importantes ha incluido poblacién espafiola. Pese a que el
conocimiento actual de los genes implicados en el desarrollo de DM2 es escaso, la
informacién obtenida esta permitiendo que se abran nuevas posibilidades para
entender esta enfermedad, su prevencion, el disefio de nuevos tratamientos y el

desarrollo de nuevas darea de investigacién (Prokopenko et al, 2008).

Los estudios GWAS realizados hasta el momento incluyen normalmente miles de
muestras en estudios individuales y unas 95.000 en un metaanalisis (Voight et al, 2010).
Estos estudios permiten identificar solamente la asociacion de polimorfismos frecuentes
o PFs (frecuencia del alelo menor o MAF>0.05), sin embargo estos PFs en general
parecen tener un efecto pequefio a nivel funcional y sobre el fenotipo (OR entre 1.1y

1.5) (Bodmer y Bonilla, 2008; So et al, 2011).
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Figura 5: Efecto vs frecuencia de las variantes genéticas. Manolio et al. (2009). Nature, 461,
747-753.

Otra limitacion de los GWAS anteriores es que los chips utilizados hasta el momento
dejan muchas regiones gendmicas sin una buena cobertura. Si bien, en este momento
ya hay chips con muchos mas polimorfismos (mas de 2 millones de SNPs por muestra)
que también incluyen PPFs o polimorfismos poco frecuentes (MAF<0.05) y presentan
una mayor cobertura. El aumento en el nimero de polimorfismos puede tener
diferentes limitaciones: la cobertura podria seguir siendo insuficiente en zonas del
genoma donde se necesitaria una densidad mucho mayor de la alcanzada para poder
asegurar que se analiza toda su variabilidad, los tamanos muestrales necesarios son
excesivamente grandes para poder detectar muchas de las asociaciones esperables,

principalmente en los PPFs, y el coste es muy elevado.

Todo lo anterior supone que muchos PFs y PPFs, y muchos de los loci que los contienen
no hayan sido identificados hasta el momento. En el caso de la diabetes tipo 2 se han
identificado 62 loci asociados (Mahajan et al, 2014) y se espera que haya otros muchos

que tengan un papel relevante.

Por tanto, actualmente se sabe que el componente genético de la DM2 es del 70%, pero
con los GWAS llevados a cabo sélo se ha identificado un 10-15% de éste. Por tanto, el
gran parte de la heredabilidad de la enfermedad todavia no se ha encontrado. Uno de

los métodos planteados para encontrar esta heredabilidad pérdida, se basa en la teoria
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“enfermedades comunes-polimorfismos raros” versus “enfermedades comunes-
polimorfismos comunes”. El estudio de los polimorfismos comunes ha sido muy amplio
hasta el momento debido al uso de los GWAS. Sin embargo, la teoria “enfermedades
comunes-polimorfismos raros”, toma cada vez mas fuerza y hace imprescindible el
estudio de los polimorfismos poco frecuentes, los cuales podrian tener un mayor efecto

en el fenotipo tal y como indica la figura 5.

2.1- ASPECTOS CLINICOS Y EVOLUTIVOS DE LA DIABETES TIPO 2.

En muchos casos, la DM2 tarda en ser diagnosticada porque muchos de sus sintomas
pueden parecer inofensivos. Sin embargo, la deteccion tempranay el tratamiento de los
sintomas pueden disminuir la posibilidad de padecer las complicaciones que conlleva la

enfermedad.

Con el tiempo, la diabetes puede afectar diferentes drganos y sistemas del organismo,
causando asi graves complicaciones e incluso la muerte. Estas complicaciones pueden
ser microvasculares (lesiones que afectan a los vasos sanguineos de menor calibre) y

macrovasculares (lesiones que afectan a vasos sanguineos mas grandes).

Las complicaciones microvasculares son las siguientes:

Retinopatia: Se producen dafios en la retina con aparicion de manchas pequefas y

hemorragias microscépicas, que pueden ocasionar pérdida de vision.

Nefropatia: Se producen dafios en el rifidn. Cursa primero con proteinuria y luego con
incapacidad progresiva para eliminar toxinas, ademas del aumento de creatinina y urea

en la sangre, lo que puede derivar a didlisis e incluso causar la muerte.

Neuropatia: Se producen dafios en los nervios periféricos, encargados de la transmisién
de los impulsos nerviosos y de las sensaciones del tacto, calor, frio, dolor, etc. El
compromiso de las fibras nerviosas es responsable de sensaciones alteradas como

calambres, hormigueos, sensaciéon de pies y plantas quemadas y/o de frio, dolores
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nocturnos de piernas. Pueden aparecer lesiones en los pies, situacién conocida como

"Pie Diabético".

Y las complicaciones macrovasculares son las que se explican a continuacién:

Arteriopatia de arterias cardtidas y cerebrales: Se pueden producir accidentes
vasculares cerebrales graves, que pueden causar la pardlisis de un lado del cuerpo o

pequenos infartos cerebrales que iran causando trastornos progresivos de memoria.

Arteriopatia de las coronarias: Se produce la obstruccién de las arterias responsables

del flujo sanguineo al corazon, lo que puede generar un Infarto de Miocardio.

Arteriopatia de extremidades inferiores: Disminuye el flujo sanguineo a las piernas,

apareciendo un intenso dolor al caminar. Puede causar gangrena en los pies.

La glicacidn de las proteinas tisulares y otras macromoléculas y la excesiva produccion
de polioles a partir de la glucosa son dos de los mecanismos que se han propuesto para

explicar el dafio tisular resultante de la hiperglucemia crénica.

La figura 6 muestra la prevalencia de las complicaciones de la diabetes mds comunes
entre las personas con diabetes tipo 2. Se puede observar que la prevalencia de las
complicaciones crdnicas microvasculares es mucho mas alta que la de las

complicaciones macrovasculares.

Prevalence of Diabetes Macrovascular and Microvascular Complications

N
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Figura 6: Prevalencia de las complicaciones producidas por la diabetes segtin los niveles de
glucosa en sangre. Mitka. (2007). JAMA. 297, 2337-2338.
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Otras complicaciones incluyen problemas dentales, menor resistencia a las infecciones
(como gripe y neumonia), macrosomia y otras complicaciones en el parto en mujeres

diabéticas y embarazadas.

2.2-DIAGNOSTICO DE LA DIABETES TIPO 2

Existen varias pruebas para diagnosticar la diabetes. Las mds comunes se exponen a

continuacion, estableciéndose los valores para el diagndstico en la tabla 3:

Medicion de la hemoglobina glicosilada (HbA1C). Mide el nivel promedio de glucosa en
la sangre durante los Ultimos 2 o 3 meses. El paciente no tiene que ayunar ni beber nada

para hacerse esta prueba.

Medicidon de glucosa plasmatica en ayunas. Esta prueba generalmente se realiza a
primera hora de la mafiana ya que su objetivo es medir los niveles de glucosa en sangre

en ayunas.

Prueba de tolerancia a la glucosa oral. Es una prueba que mide los niveles de glucosa
en la sangre antes de tomar una bebida azucarada (para el test Standard la cantidad
utilizada es de 75-100 gr.) y 2 horas después de tomarla. Indica cémo el cuerpo procesa

la glucosa.

Esta sobrecarga oral de glucosa (SOG) debe realizarse después de 8-12 h de ayuno,
manteniendo una dieta con un contenido minimo de 250 g diarios de hidratos de
carbono, al menos durante los tres dias previos. La glucosa administrada se diluye al 25%

y debe ser ingerida en 5 minutos.

Prueba aleatoria (o casual) de glucosa plasmatica. Esta prueba es un analisis de sangre

en cualquier momento del dia cuando se tienen sintomas de diabetes severa.

En la tabla 2 se muestran los valores que permiten el diagndstico de la diabetes segun

la American Diabetes Association:
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Normal Prediabetes Diabetes
HbA1c (%) <5.7 5.7-6.4 >6.5
Glucemia plasmatica basal <100 100-125 5126
(mg/dl)
Glucemia 2h SOGcon 75 g <140 140-199 5200
(mg/dl)
Glucemia al azar con clinica ] i 5200

hiperglucémica (mg/dl)

Tabla 2. Parametros para el diagnéstico de la DM2. American Diabetes Association, 2013.

2.3- FACTORES DE RIESGO Y PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2.

Cada afio se producen cuatro millones de muertes atribuibles a la diabetes, lo que

constituye el 6.8% del total de la mortalidad mundial (para todas las edades y de todas

las causas) (Roglic et al, 2006; Roglic et al, 2009). La diabetes es la cuarta causa principal

de muerte relacionada con una enfermedad vy casi el 80% de las muertes relacionadas

con esta enfermedad se dan en paises en vias de desarrollo.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las muertes relacionadas con la

diabetes aumentaran en un 50% en los proximos 10 afios si no se toman medidas. En la

figura 7, aparece el nUmero de personas que padecen diabetes tipo 2 en las diferentes

regiones del mundo, en la actualidad y también, las que se calcula que la padeceran en

2035. Esto permite ver el aumento de casos que se va a producir en este periodo de

tiempo.
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Figura 7. Proyecciones por region del nimero de personas con diabetes entre 20 y 79 afios,
para 2013-2035. International Diabetes Federation, 2013.

La DM2 supone una notable carga econdmica para los pacientes, las familias, los
sistemas de salud y los diferentes paises, en particular para los paises con pocos recursos
(Mbanya et al, 2010). A pesar de ello, mas del 80% de los gastos relacionados con la
diabetes en el mundo se produce en los paises desarrollados (Brown et al, 2006). Dados
los costes asociados a la diabetes en los paises en vias de desarrollo, donde los recursos
para hacer frente a la enfermedad son muy limitados, es necesario el desarrollo,
implementacién y evaluacidon de los programas para prevenir esta enfermedad y sus
complicaciones (Alberti et al, 2007). Sin embargo, la mayoria de los estudios de

prevencion llevados a cabo hasta el momento, se han realizado en paises desarrollados.

Estos ensayos incluyen el “Estudio de viabilidad de Malmo”, en Suecia (Eriksson et al,
1991), el “Estudio de la Prevencién de la Diabetes de Finlandia” (DPS) (Uusitupa et al,
2000; Tuomilehto et al, 2001; Lindstrom et al, 2003) y el “Programa de Prevencion de

Diabetes de EE.UU” (DPP) (Knowler et al, 2002). Todos ellos han demostrado ser
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eficaces, ya que se ha producido una reduccion del 63% en el riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2, en los grupos en que se ha dado intervencion en el estilo de vida en
comparacion con los grupos control. El metaanalisis realizado en 2007 por Gillies et al,
ha confirmado estos hallazgos, poniendo de manifiesto que las intervenciones no
farmacoldgicas son eficaces en la reduccién del riesgo de diabetes tipo 2 en personas

con intolerancia a la glucosa.

Los ensayos centrados en la prevenciéon de complicaciones de la DM2 realizados en
paises desarrollados no han evaluado directamente los efectos de las intervenciones no
farmacoldgicas en la incidencia de complicaciones. No obstante, los estudios realizados
han demostrado que las intervenciones no farmacoldgicas son eficaces para reducir los
niveles de glucosa en personas con diabetes tipo 2 (Eriksson et al, 1991; Tuomilehto et
al, 2001) y estudios realizados en Reino Unido y Japdn indican que esta disminucién de
los niveles de glucosa en personas con diabetes tipo 2 recién diagnosticada puede

reducir el desarrollo de complicaciones (Agurs-Collins et al, 1997; Davies et al, 2008).

A pesar de que la patogénesis de la DM2 es compleja, se han identificado una serie de

factores de riesgo modificables y no modificables que predisponen a padecerla:

a) Losfactores de riesgo modificables suelen estar relacionados con el estilo de vida
y, por tanto puede incidirse sobre ellos para hacer cambios que conduzcan a un
estado de vida mds saludable. Entre ellos estan un mayor indice de masa
corporal (IMC), la inactividad fisica, la mala alimentacién, la hipertension, el
tabaquismo y el consumo de alcohol (Zimmet et al, 2001; Egede et al, 2005). El
aumento del IMC y de la cintura son, posiblemente, los mayores factores de
riesgo (Hu et al, 2001; Rewers et al, 1995; Kaye et al, 1991). En cuanto a la
inactividad fisica, diferentes estudios muestran que menores niveles de actividad
fisica aumentan el riesgo de padecer diabetes. Una revisiéon de 10 estudios
prospectivos de cohortes que estudian la relacién entre la diabetes y una
actividad fisica de intensidad moderada, revela que las personas con niveles de
actividad fisica medios suelen presentar alrededor del 30% menos de

probabilidad de desarrollar diabetes que las personas que no practican ninguna
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b)

actividad fisica (Jeon et al, 2007). La ingesta caldrica total, asi como la de
carbohidratos y grasas saturadas, se han relacionado también con el desarrollo
de diabetes. El consumo moderado de alcohol puede reducir el riesgo de
desarrollar diabetes (Narayan et al, 2006), pero se ha demostrado que el
tabaquismo si que constituye un factor de riesgo para la diabetes (Will et al,
2001). Por ultimo, los factores psicosociales como la depresion, el estrés, los
problemas sociales, y un mal estado de salud mental también se asocian con un
mayor riesgo de desarrollar diabetes (Eaton et al, 1996; Grandinetti et al, 2000;

Diez Roux et al, 2002; Arroyo et al, 2004; Strodl et al, 2006).

En cuanto a los factores de riesgo no modificables, como su nombre indica, no
pueden variar. Estos incluyen la edad, la raza u origen étnico, la historia familiar
(predisposicidn genética), antecedentes de diabetes gestacional y bajo peso al
nacer. Laincidenciay prevalencia de la diabetes aumentan con la edad. Por otra
parte, en cuanto a las diferentes razas, los afroamericanos son mas propensos a
desarrollar diabetes que los individuos de raza blanca (Egede et al, 2005). Y para
los nativos americanos, las tasas de diagnodstico de la diabetes presentan

diferencias de entre el 5% al 50% en diferentes tribus y grupos de poblacidn.

En relacion al sexo, el estudio de Choi et al (2013) concluyéd que en
afroamericanos e hispanos, las mujeres presentaron una mayor prevalencia de
DM2 que los hombres (Harris et al., 1998; Hertz et al., 2006). En asiaticos, por el
contrario, los hombres presentaron mayor prevalencia de DM2 que las mujeres
(Wang et al., 2011). Y, mientras que un estudio anterior (Cowie et al., 2010) se
observé que la prevalencia de DM2 fue similar en ambos sexos en los caucasicos,
este estudio mostré mayor prevalencia en hombres que en mujeres. No
obstante, es importante sefialar que la la diferente acumulacion de grasa en
ambos géneros condiciona el riesgo de desarrollar la enfermedad, ya que los
hombres acumulan mayor cantidad de grasa en torno a la regién abdominal y las

mujeres mayormente en la cadera y el muslo (Logue et al, 2011).
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Como ya se ha indicado previamente, la heredabilidad de la DM2 es de un 70%,
lo que indica que el componente genético es muy importante. Ademas, el
incremento constante de los factores de riesgo modificables hace que los
factores genéticos de riesgo sean cada vez mas relevantes y tengan un efecto

mas potente (Quintanilla-Garcia et al, 2010).

2.4- PATOGENESIS DE LA DIABETES TIPO 2

La patogénesis de esta enfermedad se basa en dos pilares fundamentales: |a resistencia
a lainsulina y la disfuncion de las células B. En la mayoria de los casos, se dan ambas en
el desarrollo de la enfermedad y conducen a una marcada hiperglucemia. Para estos
casos se propone como mecanismo para el desarrollo de la enfermedad, el incremento
de la resistencia a insulina, lo cual supone un incremento del estrés de las células B (por
una alta produccién de insulina, la hiperglucemia, exceso de estrés oxidativo, etc.) que

finalmente puede conducir a la falta de funcionalidad o a la muerte de estas células.

2.4.1- Disfuncion de las células 8

Secrecion de insulina en condiciones normales

En condiciones normales, la glucosa es captada por la célula B pancredtica a través del
transportador de glucosa 2 (GLUT2). En este paso, la glucosa se fosforila mediante la
enzima glucoquinasa, este es el paso limitante de la velocidad del metabolismo de la
glucosa en las células B. Al metabolizarse, la glucosa conduce a la formacién de piruvato,
el cual se dirige posteriormente a la mitocondria y conduce a la formacion de ATP. El
ATP es necesario para la liberacidon de insulina, pero también estd implicado en la
despolarizacion de la membrana celular. La proporcién ADP/ATP conduce a la activacion
del receptor de sulfonilurea 1 (SUR1), lo que dara lugar a cierre del canal de potasio
adyacente. El cierre de los canales de potasio altera el potencial de membrana y abre
los canales de calcio, lo que desencadena la liberacién de granulos preformados que

contienen insulina. Un resumen de este proceso se muestra en la figura 8:
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Figura 8: Secrecion de insulina inducida por glucosa en condiciones normales. (IAPP
polipéptido amiloide de los islotes. G-6-P = glucosa-6-fosfato. CoA = coenzima A. GLUT2
transportador de glucosa 2). Stumvoll et al. (2005). Lancet. 365, 1333-1346.

Los pacientes con diabetes tipo 2 padecen diferentes problemas en la regulacién de la
secrecién de insulina. Como consecuencia, las concentraciones basales de ésta pueden
llegar a elevarse a incluso mas del doble del valor normal, sobre todo en pacientes
hiperglucémicos obesos, pero esto se debe, presumiblemente, a un aumento de los
niveles de glucosa en plasma. Del mismo modo, después de una comida, las
concentraciones de insulina en el plasma pueden aparecer mas elevadas de lo normal,

también debido al aumento de la glucosa plasmatica.

Pero incluso antes de la hiperglucemia manifiesta, que en si misma afecta
negativamente a la funcion de las células B, se han demostrado defectos en la secrecién
de insulina por ejemplo, en individuos prediabéticos (Van Haeften et al, 2002). Ademas,
tanto en hijos no diabéticos de padres diabéticos, como en gemelos no diabéticos con
padres diabéticos, se ha observado que existe una reduccion en la secrecion de insulina
(Gerich, 1998). Por lo tanto, en individuos predispuestos existe un defecto,
posiblemente de base genética, en la secrecién de insulina (Bonnadona et al, 2003). La

obesidad, enfermedades agudas, o simplemente el envejecimiento pueden agravar el
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defecto subyacente, conduciendo en uUltima instancia a una diabetes manifiesta (Gerich,

1998).

En los indios Pima, conocidos por padecer resistencia a la insulina, los estudios
prospectivos han demostrado que la baja liberacion de insulina determina la transicién
desde una tolerancia normal a la glucosa hasta una intolerancia a ésta. Por el contrario,
los indios Pima que no llegan a ser diabéticos suelen ser capaces de aumentar la

secrecion de insulina con el tiempo (Weyer et al, 1999).

Fisiopatologia de la hiperglucemia

Para entender los mecanismos celulares y moleculares responsables de la diabetes tipo
2, es necesario conocer cémo se controla la glucemia. La insulina es la hormona clave
para la regulacion de los niveles de glucosa en sangre y, en general, la normoglucemia
se mantiene por un equilibrio entre la accidn y la secrecion de insulina. Es importante
destacar que, la célula B pancreatica normal puede adaptarse a los cambios es decir, una
disminucion de la accién de la insulina esta acompafiada por la regulacién positiva de la
secrecion de insulina (y viceversa). La figura 9 ilustra la relacidon curvilinea entre la
funcion celular B normal y la sensibilidad a la insulina (Bergman, 1989). La desviacién
de esta hipérbola, ocurre por ejemplo en los pacientes con intolerancia a la glucosa o
con diabetes tipo 2, y se produce cuando la funcién de las células B estad disminuida y
con ello aparece una menor sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, la disfuncién de las

células B es un componente critico en la patogénesis de la diabetes tipo 2.
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Figura 9: Relacién hiperbélica entre la funcion de las células B y la sensibilidad a la insulina.
En las personas con tolerancia normal a la glucosa (NGT) existe una relacién cuasi-hiperbdlica
entre la funcidn de las células B y la sensibilidad a la insulina. Conforme se desvia esta hipérbola,
se produce el deterioro en la tolerancia a la glucosa (tolerancia alterada a la glucosa [IGT], y
diabetes tipo 2 [T2DM]). Stumvoll et al. (2005). Lancet. 365, 1333-1346.

Sin embargo, no sélo la desviacion, sino también la progresién a lo largo de la hipérbola
afecta a la glucemia. Cuando la accion de la insulina disminuye (como ocurre en la
obesidad) hay una compensacién mediante el aumento de la funcién de las células B.
No obstante, a pesar de esta compensacion, las concentraciones de glucosa en sangre
en ayunas y 2 horas después de una sobrecarga oral de glucosa aumentaran levemente
(Stumvoll et al, 2003). Este aumento puede ser leve, pero con el tiempo se vuelve
perjudicial debido a la toxicidad de la glucosa, y es en si mismo un motivo de disfuncién
de las células B. Por lo tanto, la resistencia a la insulina abre el camino para la

hiperglucemia y la diabetes tipo 2, incluso con una ilimitada reserva de células B.

Toxicidad de la glucosa

La idea de que la hiperglucemia en si puede disminuir la secrecién de insulina ha llevado
al concepto de toxicidad de la glucosa, lo que implica un dafio irreversible con el paso
del tiempo a los componentes celulares implicados en la produccién de insulina
(Robertson et al, 2003). En efecto, el deterioro de la secrecién de insulina con el tiempo
es lo habitual en la mayoria de los pacientes, de hecho muchos de ellos terminan con

una deficiencia mas o menos severa de insulina después de 10 afios de diabetes (Wallace
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et al, 2002). En las células B, el metabolismo oxidativo de la glucosa conduce a la
produccidn de especies reactivas del oxigeno, normalmente eliminadas por la catalasa
y la superdxido dismutasa. Las células B estdn equipadas con una baja cantidad de estas
enzimas, y también de la enzima glutation peroxidasa, reguladora del estado redox
(Robertson et al, 2003). La hiperglucemia da lugar a la produccién de gran cantidad de
especies reactivas del oxigeno en estas células, con el consiguiente dafio a los

componentes celulares.

La pérdida del “pancreas duodenum homeobox 1” (PDX-1), el cual regula la actividad del
promotor de insulina, también ha sido propuesta como un mecanismo que conduce a la
disfuncién de las células B (Robertson et al, 2003). Ademas, las especies reactivas de
oxigeno son conocidas por aumentar la actividad del factor nuclear kB (NFkB), que

induce potencialmente la apoptosis de las células B.

Lipotoxicidad

En general, en los pacientes obesos tanto diabéticos como no diabéticos, las
concentraciones de acidos grasos libres no esterificados (NEFA, por sus siglas en inglés
“Non-Esterified Fatty Acids”) aparecen como resultado del incremento de la lipdlisis de
los adipocitos. Los acidos grasos conducen a una mayor secrecion de insulina en estudios
de toxicidad aguda, pero después de 24 h se observa que inhiben la secrecion de
insulina. En presencia de glucosa, se inhibe la oxidacion de acidos grasos en las células B
y se da la acumulacién de acil coenzima A de cadena larga (Robertson et al, 2004). Este
mecanismo ha sido propuesto como parte del proceso normal de secrecidn de insulina.
Sin embargo, este acil coenzima A de cadena larga en si, también puede disminuir el
proceso de secrecion de insulina mediante la apertura de canales de potasio en las
células B (figura 10). Un segundo mecanismo podria ser el aumento de expresion de la
“uncoupling protein-2” (UCP2), lo que llevaria a una reduccién en la produccién de ATP
y, por tanto, a la disminucion de la secrecidn de insulina. Un tercer mecanismo podria
implicar la apoptosis de las células B, posiblemente a través la sintesis de ceramida

inducida por triglicéridos, acidos grasos o de la generacion de éxido nitrico.
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Depdsitos de polipéptido amiloide

El polipéptido amiloide o amilina se localiza conjuntamente con la insulina en los
granulos secretores de las células B pancreaticas. Existen evidencias de que se secreta
conjuntamente con la insulina en condiciones basales y en respuesta tanto a la glucosa
como a diferentes estimulos secretagogos. Experimentos in vitro con islotes
pancreaticos humanos aislados, han demostrado que la regulacién del gen de amilina
depende de las concentraciones de glucosa y de las senales derivadas de su
metabolismo, de una forma similar a lo que ocurre con el gen de la insulina (Novials et
al, 1993; Gasa et al, 1997). Entre las acciones bioldgicas de la amilina (para algunas de
las cuales se han descrito receptores especificos) destacan: la inhibicion de la secrecién
de glucagén, la estimulacién del eje renina-angiotensina, el retraso del vaciamiento
gastrico, y la inhibicion de los centros hipotalamicos reguladores del apetito. Algunas de
estas acciones se estdn estudiando como tratamiento coadyuvante de la insulina para

ciertos casos de diabetes.

Se ha sugerido que los pequefios agregados amiloides son citotdxicos, (Janson et al,
1999) y estdn posiblemente relacionados con la produccién de radicales. Los NEFA
pueden aumentar la citotoxicidad de estos agregados (Hull et al, 2004). Los depdsitos
de amiloide se encuentran en la mayoria, pero no en todos los pacientes con diabetes
tipo 2 (Knowles et al, 2002). Estos depdsitos podrian ser una consecuencia de la
sobreproduccion de amilina que acompafia a la sobreproduccion de insulina, y a
continuacion, contribuirian a la degeneracion y pérdida de masa celular B,
especialmente en presencia de concentraciones elevadas de NEFA. El hecho de que en
los familiares de primer grado de pacientes con diabetes tipo 2, éste polipéptido se
encuentre disminuido, se opone a esta hipdtesis (Knowles et al, 2002). Ademas, el
polipéptido amiloide no esta presente en individuos resistentes a la insulina de mediana
edad. Por lo tanto, todavia no se conoce el papel de los depdsitos de amiloide en la

fisiopatologia de la diabetes tipo 2.
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Figura 10: Los posibles efectos negativos de la hiperglucemia, aumento de NEFA, y varios
moduladores implicados en la resistencia a la insulina en la disfuncion de las células B
IAPP = polipéptido amiloide de los islotes. LC-CoA de cadena larga = acetil coenzima A. PDX-1 =
pancreas duodenum homeobox-1. UCP-2 = Uncoupled protein- 2.
Stumvoll et al. (2005). Lancet. 365, 1333-1346.

2.4.2- Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina se produce cuando los efectos bioldgicos de ésta son menores
de lo establecido, tanto para el consumo de glucosa por parte del musculo esquelético
como para la supresion de la produccion endégena de glucosa en el higado (Dinneen et
al, 1992). En condiciones de ayuno, el musculo disminuye el consumo de glucosa y el
higado por su parte, aumenta la producciéon de glucosa para mantener la glucemia

dentro de los niveles adecuados.

La produccion de glucosa enddgena se encuentra aumentada en pacientes con diabetes
tipo 2 (Meyer et al, 1998; Weyer et al, 1999). Sin embargo, este aumento se produce en
presencia de hiperinsulinemia, pero, al menos en las etapas iniciales e intermedias de la
enfermedad, la resistencia a la insulina hepatica es la fuerza impulsora de la

hiperglucemia en la diabetes tipo 2, como se muestra en la figura 11.
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Figura 11: Fisiopatologia de la hiperglucemia y el aumento de los acidos grasos circulantes en
la DM2. La secrecién de insulina reduce la produccién de glucosa por parte del higado, aumenta
la captacion de glucosa por el musculo esquelético, y suprime la liberacién de acidos grasos del
tejido adiposo. Los factores que contribuyen a la patogénesis de la diabetes tipo 2 afectan tanto
a la secrecién de insulina como a su accién. La resistencia a la insulina afecta a su accién en cada
uno de sus tejidos diana, lo que lleva a un aumento de los niveles de acidos grasos circulantes y
a una hiperglucemia propia de la diabetes. A su vez, las concentraciones elevadas de glucosa y
los acidos grasos en el torrente sanguineo conduciran tanto a una menor secrecion de insulina
como a una mayor resistencia a ésta. Stumvoll et al. (2005). Lancet. 365, 1333-1346.

Obesidad

La resistencia a la insulina se asocia con la obesidad vy la inactividad fisica habiendose
identificado varios mecanismos que median esta asociacion. Entre ellos estan los
mecanismos implicados por sustancias que tienen su origen en el adipocito. En este
sentido, diferentes adipoquinas (hormonas y citocinas producidas por los adipocitos)
modulan la accion de la insulina. Un aumento de los triglicéridos, especialmente en los
depdsitos de tejido adiposo visceral, conduce a adipocitos de mayor tamafio y que son
resistentes a la capacidad de la insulina para inhibir la lipélisis. Esta situacidn produce
una mayor liberacion de acidos grasos libres no esterificados, aumentando sus niveles
en sangre, lo cual agrava la resistencia a la insulina en el musculo esquelético y en el

higado, como se muestra en la figura 11 (Boden, 1997).
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El almacenamiento de grasa excesiva, no sdlo en los adipocitos, sino también de forma
"ectépica" en células no adiposas tiene un papel importante (Danforth, 2000). Por
ejemplo, un aumento de los lipidos intramiocelulares estd asociado con la resistencia a
la insulina del musculo esquelético bajo algunas circunstancias (Machann et al, 2004), y
lo mismo ocurre en el higado en relacién a los lipidos intrahepaticos (Seppala-Lindros et

al, 2002; Bajaj et al, 2003).

Mecanismos celulares

La insulina actua mediante la unién a sus receptores especificos localizados en la
membrana celular. El receptor de insulina (IR) es una glucoproteina que pertenece a la
familia de receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca de quinasas
de tirosina (RTK's), los cuales al ser estimulados por su ligando se autofosforilan en
residuos de tirosina (Myers y White, 2002). Una vez que la insulina interacciona con su
receptor y éste es activado, se inician las cascadas de sefalizacién que dependen de un
gran numero de complejas interacciones proteicas. Dos vias principales de transduccion
son activadas por acciéon de la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la
via de las quinasas activadas por mitégenos (MAP quinasas). Ambas vias regulan la
mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la regulaciéon del metabolismo
energético, de la expresion genética y de efectos mitogénicos (Avruch, 1998; Myers y

White, 2002).

Los sustratos celulares del receptor de insulina (IRS), son proteinas que contienen
dominios que permiten su unién al receptor de insulina activo. Adicionalmente, los IRS
contienen entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilacion, que al ser fosforilados por el
IR se convierten en sitios de unién y activacion de diferentes proteinas, de las cuales,
muchas funcionan como proteinas adaptadoras (Virkamaki et al, 1999). Esto da lugar a
la cascada de sefializacion que se muestra en la figura 12 (White, 2002). La insulina activa
una serie de lipidos y quinasas vinculadas a la translocacién de transportadores de
glucosa a la superficie celular y se activa la sintesis de glucdgeno, proteinas, ARNm, y

ADN nuclear, lo cual afecta a la supervivencia y proliferacién celular.
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La fosforilacion y desfosforilacion de proteinas IRS

Después del estimulo con insulina, el IRS-1, que es el IRS que esta implicado en el
transporte de glucosa, se fosforila de manera notable en residuos de tirosina (Tyr) y de
serina y treonina (Ser, Thr). Actualmente se sabe que, en la mayoria de los casos, la
fosforilacion de estos residuos estd implicada en mecanismos de atenuacion de la seiial
de insulina que desacopla la union del IRS de proteinas efectoras de la via de insulina
como lo es la PI3K (Le Roith et al, 2003; Gual et al, 2005). La fosforilacién en residuos de
Ser/Thr de IRS puede llevarlo a: a) desacoplarse del IR lo que altera su capacidad de
experimentar fosforilacion en residuos de Tyr; b) su disociacion de complejos
intracelulares que lo mantienen en cercania con el IR; ¢) su degradacion o bien, d)
convertirlo en proteinas inhibidoras de la actividad de quinasa del IR (Le Roith et al,
2003; Gual et al, 2005). Diferentes estudios han identificado varios residuos de Ser/Thr
como blancos potenciales de fosforilacion de quinasas de IRS que afectan a su
activacion, resultando en la disminucidn de la sefializacion (Paz y Zick, 2002; Le Roith et
al, 2003; Gual et al, 2005; Engelman et al, 2006). Varias serina quinasas del IRS han sido
identificadas, incluyendo varias proteinas quinasas activadas por mitdégenos, “c-Jun
NH2-terminal kinase”, “atypical protein kinase C”, y “phosphatidylinositol 3'-kinase”,

entre otras (White, 2002).

Recientemente se ha demostrado que la familia de proteinas supresoras de senalizacién
de citocinas (SOCS) juega un papel importante en regular negativamente la activaciéon
del IRS, ya sea por interacciones directas o indirectas. Se ha observado que su expresion
es inducida por el tratamiento con la insulina en varios tejidos y lineas celulares. Cuando
se induce la sintesis de las proteinas SOCS, éstas son capaces de asociarse con las
proteinas IRS, alterando su estructura y su unién, tanto al IR, como a proteinas efectoras
tales como PI3K. Ademas, se ha visto que la asociacién de SOCS con IRS promueve su
degradacion y disminucién en el nimero de células (Youngren, 2007). Por otra parte, la
fosfotirosina fosfatasa 1B (PTP1B) se expresa ampliamente y tiene un papel importante

en la regulacidn negativa de la sefializaciéon de insulina (Goldstein, 2003).
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Papel de los productos de los adipocitos y la inflamacién

El aumento de las concentraciones de NEFA y citoquinas inflamatorias (como el factor
de necrosis tumoral a (TNF a) o la interleucina 6) liberados por el tejido adiposo visceral
afectan negativamente a la cascada de seializacién de la insulina (Ravussin, 2002;

Rajala, 2003).

Los NEFA inhiben el metabolismo de la glucosa estimulado por insulina en el musculo
esquelético y estimulan la gluconeogénesis en el higado (Shulman, 2000; Boden et al,
2002). También se activan las quinasas celulares, incluyendo isoformas de la “atypical
protein kinase C” mediante el aumento de los niveles de diacilglicerol celular, que
pueden activar las quinasas inflamatorias: “inhibitor kappa B kinase” y “c-Jun NH2-
terminal kinase”, el aumento de la fosforilacion de serina / treonina de IRS-1 vy la
reduccion de la sefializacion de IRS-1, como anteriormente se ha descrito. TNFa
aumenta la lipdlisis de los adipocitos, que aumenta alin mas los NEFA, y también tiene
efectos negativos directos sobre las vias de sefializacién de insulina (Hotamisligil, 2000).
La neutralizacién de TNF invierte sustancialmente la resistencia a la insulina en roedores;
sin embargo, su participacion en la resistencia a la insulina humana no estaba del todo
clara, pero hay evidencias de que en humanos, el TNFa disminuye la respuesta celular a
la insulina, y tiene efectos sobre el metabolismo del colesterol y las lipoproteinas
(Ramirez Alvarado et al, 2012). La interleucina 6 proinflamatoria inhibe la sefial de la
insulina mediante el aumento de la expresidn de proteinas SOCS (Krebs et al, 2003; Senn

et al, 2003).

La adiponectina, adipoquina que posee efectos antidiabéticos también tiene un papel
importante ya que, mientras los NEFA circulantes y varias adipoquinas se encuentran
aumentadas en la obesidad visceral, las concentraciones de adiponectina se reducen, lo
que supone una disminucién de sus efectos sensibilizantes a la insulina en el higado y
en el musculo (Goldstein et al, 2003; Rajala et al, 2003). Las sefiales de adiponectina a
través de la via quinasa AMP podria explicar sus beneficiosos efectos metabdlicos dado
gue esta via de sefializacion activada por estrés, estd implicada en diversas respuestas

metabdlicas, incluyendo la supresién de la gluconeogénesis hepatica, la captacién de
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glucosa en el musculo esquelético durante el ejercicio, la oxidacién de acidos grasos, y
la inhibicion de la lipdlisis (Goldstein et al, 2004; Yamauchi et al, 2002). La quinasa AMP
también ha sido implicada en el mecanismo de accién de la metformina (Zhou et al,
2001; Zou et al, 2004) y, posiblemente, de las tiazolidindionas (Fryer et al, 2002), lo que

sugiere que tiene un papel importante en las respuestas a los antidiabéticos orales.

Actividad NFkB e IKK

Existe también una estrecha relaciéon entre la resistencia a la insulina y las vias de
sefnalizacion inflamatorias clasicas. En condiciones de reposo, el factor nuclear kappa B
(NFkB) se encuentra inactivo mediante la unidn a un inhibidor, IkB (Karin et al, 2000). La
fosforilacién de IkB por su quinasa (IKK) conduce a su degradacion, liberdandolo de NFkB
para que éste se transloque al nucleo, donde puede intervenir en la transcripcion de
diversos genes implicados en la respuesta inflamatoria. De hecho, las dosis altas de
salicilatos, que bloquean la actividad de IKK, (Yin et al, 1998) pueden mejorar la
hiperglucemia y la resistencia a la insulina en la diabetes y la obesidad (Kim et al, 2001;
Yuan et al, 2001). La inactivacién de IKKB debida a alteraciones genéticas normaliza la
resistencia a la insulina del musculo esquelético causada por los NEFA, a través de la
fosforilacién de IRS-1 y la posterior activacion de su cascada de sefial (Shoelson et al,
2003). En general, estos resultados sugieren que IKK podria ser un objetivo importante

para el desarrollo de nuevas terapias en resistencia a la insulina.

Ademas de sus efectos sobre la seializacidn de la insulina, las sustancias liberadas por
el tejido adiposo afectan en gran medida a la funcién endotelial vascular, lo que enlaza
el aumento del riesgo vascular propio del sindrome metabdlico con los mecanismos
celulares de resistencia a la insulina (Wellen et al, 2003; Goldstein et al, 2004). Estas
sustancias también reclutan y activan las células inflamatorias, lo que finalmente puede

conducir al desarrollo de aterogénesis (Wellen et al, 2003).
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Figura 12: Seinalizacion de la insulina vy Ia resistencia a  ésta.
La sefializacién de la insulina implica la unidn de ésta a su receptor seguida por una cascada de
eventos intracelulares, representados como vias de activacion. La modulacion alterada de la
accion de la insulina puede ser mediada a través de diversas vias, lo que conduciria a la
resistencia a ésta. PKC = proteina quinasa; C PTEN = fosfatasa y homdlogo de tensina; Pl = fosfo-
inositol. Stumvoll et al. (2005). Lancet. 365, 1333-1346.

Metabolismo mitocondrial

La célula obtiene energia, principalmente en forma de ATP, a partir del poder reductor
presente en las moléculas de glicidos, lipidos y aminodcidos, entre otras. En la
membrana interna mitocondrial se localiza la cadena respiratoria, que consta de una
serie de transportadores de electrones. Su principal funcién es el trasporte coordinado
de protones y electrones, para producir un gradiente de protones que se utiliza para

generar energia en forma de ATP, a partir de ADP y fosfato inorganico.

La acumulacion de triglicéridos en depdsitos de grasa ectdpicos (principalmente en el
higado) sugiere que existe un defecto en la oxidacion lipidica mitocondrial en pacientes
con diabetes tipo 2. En este sentido, estos pacientes padecen trastornos de la capacidad
oxidativa y tienen mitocondrias mas pequefias en el musculo esquelético (Kelley et al,

2002). “PPARYy co-activator 1” (PGC1, un factor de transcripcion de genes implicados en
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la oxidacion mitocondrial de acidos grasos y la sintesis de ATP), se encuentra disminuido
en sujetos con resistencia a la insulina, hijos de pacientes con diabetes tipo 2. Esto indica
que un defecto hereditario en la fosforilacion oxidativa mitocondrial podria conducir a
la acumulacion de lipidos a nivel celular (Petersen et al, 2004). Estudios de perfiles de
expresion génica también han demostrado que la disminucién de la expresién de PGC1
y productos de genes relacionados podria afectar la funcion mitocondrial en personas

con resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (Mootha et al, 2003; Patti et al, 2003).

En el esquema de la figura 13 se resumen todos los mecanismos explicados que

conducen a la patogénesis de |la enfermedad:

PATOGENESIS
DM2

DISFUNCION CELULAS B RESISTENCIA A LA INSULINA

-DEFICIENCIAS EN LA
SECRECION DE INSULINA
-HIPERGLUCEMIA-TOXICIDAD
GLUCOSA

-OBESIDAD

-MECANISMOS CELULARES:

e Fosforilacion-desfosforilacion
de proteinas IRS

* Productos de los adipocitos e
inflamacion

e Actividad NFkB e IKK

e Metabolismo mitocondrial

-LIPOTOXICIDAD

-ISLOTES AMILOIDES

Figura 13: Resumen de los mecanismos implicados en la patogénesis de la DM2.
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2.5- BASES GENETICAS DE LA DM2

La importancia de los factores genéticos en la DM2 comenzd a plantearse a partir de
estudios realizados en gemelos, en los que se demostré una mayor incidencia de la
enfermedad en gemelos homocigotos que en gemelos heterocigotos (Newman et al,
1987), asi como en estudios que mostraban una mayor prevalencia de la enfermedad

en ciertas poblaciones, como los indios Pima (Weir et al, 1994).

El estudio de los genes implicados en diabetes tipo 2 comenzé mediante el analisis de
genes candidatos o de estudios de ligamiento en familias. La llegada de los GWAS a
mediados de la década de 2000 permitié conocer muchos mas genes asociados con la
enfermedad, con decenas de loci identificados hasta la fecha. Simultdneamente
comenzaron a desarrollarse técnicas de secuenciacidon de nueva generacién, las cuales
permiten obtener gran cantidad de informacién mediante la secuenciacion de genomas

0 exomas.

Los andlisis de genes candidatos se refieren normalmente al estudio de genes
previamente relacionados con la enfermedad a estudiar. En los estudios de ligamiento,
se realizan estudios de todo el genoma para identificar regiones asociadas a la
enfermedad, principalmente mediante el estudio de microsatélites (o STRs, por sus
acronimos en inglés para “short tandem repeat”) en familias (Pulst, 1999; Feingold et al,
2001). Los marcadores que se segregan en los familiares que presentan la enfermedad,
mas frecuentemente de lo esperado, son utilizados para localizar el gen causante. Esta
técnica ha sido muy util, particularmente en los desérdenes monogénicos o de
transmisiéon mendeliana. Sin embargo, estos estudios han sido menos utiles para
encontrar genes asociados a enfermedades poligénicas y rasgos complejos. Esto es
debido, quizas en parte, al poder limitado de la técnica para detectar herencias

complejas.

Posteriormente llegaron los GWAS, los cuales aumentaron las posibilidades de
identificar la influencia genética de los rasgos complejos y de las enfermedades

comunes. Los estudios de GWAS utilizan cientos de miles o millones de SNPs como
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marcadores genéticos. Esta técnica se impuso debido a su gran capacidad para el analisis

de gran numero de polimorfismos a la vez.

El desarrollo técnico producido en los uUltimos afios y la necesidad de técnicas de
secuenciacion de gran productividad y a un bajo coste, ha conducido al desarrollo de
tecnologias de secuenciacién que producen miles de millones de secuencias de forma
simultanea (Schuster, 2008). La gran capacidad de estas técnicas ha supuesto también
el desarrollo de herramientas informaticas para su analisis. La irrupcién de las
tecnologias de secuenciacién de nueva generacion en la genética molecular supone un
gran avance en el estudio de ésta y permitird superar muchas de las limitaciones de las
estrategias utilizadas hasta el momento para determinar las causas genéticas de gran

numero de enfermedades.

Mediante técnicas clasicas, antes de la utilizacion de los GWAS, se identificaron algunos
genes asociados con con diabetes tipo 2, como son: “peroxisome proliferator-activated
receptor gamma” (PPARG), “calpain 10” (CAPN10), y “potassium inwardly rectifying
channel, subfamily J, member 11” (KCNJ11) (Altshuler et al, 2000; Horikawa, 2000; Gloyn
et al, 2003). Los GWAS han permitido identificar numerosos genes asociados con la
enfermedad, habiéndose identificado 62 loci hasta la fecha mediante estudios de este
tipo (Mahajan et al, 2014). Varios de estos loci se han confirmado a través de varios
GWAS posteriores u otros tipos de estudios de validacion, funcionales, etc. Algunos de
los genes inicialmente asociados a DM2 son: “CDK5 regulatory subunit associated
protein 1-like 1” (CDKAL1), “solute carrier family 30 (zinc transporter) member 8”
(SLC30A8), “homeobox hematopoietically expressed” (HHEX), “insulin-like growth factor
2 mRNA-binding protein 2” (IGF2BP2), y “cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/2B”
(CDKN2A/2B) (Burton et al, 2007; Saxena et al, 2007; Scott et al, 2007; Sladek et al, 2007;
Zeggini et al, 2007).

El metaanalisis realizado por Zeggini y colaboradores en 2008, permitio identificar varios
genes mas: “juxtaposed with another zinc finger gene 1” (JAZF1), “cell division cycle 123,
calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1D” (CDC123, CAMK1D), “tetraspanin 8,

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5” (TSPANS8, LGR5), “thyroid
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adenoma associated” (THADA), “ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
motif, 9” (ADAMTS9), y “notch gene homolog 2” (NOTCH2) (Zeggini et al, 2008).

Estudios posteriores permitieron identificar nuevas variantes asociadas a DM2 en genes
tales como: “B-cell cll/lymphoma 11A” (BCL11A), “centaurin, delta-2” (CENTD2), “coiled-
coil-helix-coiled-coil-helix domain 9” (CHCHD9), “dual-specificity phosphatase 9”
(DUSP9), “high mobility group at-hook 2” (HMGA2), “hepatocyte nuclear factor-1-alpha”
(HNF1A), “potassium voltage gated channel, KQT-like subfamily, member 1” (KCNQ1),
“kruppel-like factor 14” (KLF14), “protein regulating cytokinesis 1” (PRC1), “tumor
protein p53-inducible nuclear protein 1” (TP53INP1), “zinc finger BED domain-
containing protein 3” (ZBED3), y “zinc finger, anl-type, domain-containing protein 6”

(ZFANDS) (Voight et al, 2010).

GWAS en relacién a variables relacionadas con DM2 han permitido identificar nuevos
genes, principalmente los asociados a niveles de glucosa en ayunas. Por ejemplo, los
GWAS de las concentraciones de glucosa en ayunas han identificado una variante del
“melatonin receptor 1B” (MTNR1B) y posteriormente este gen también fue asociado
con diabetes tipo 2 (Lyssenko et al, 2009; Prokopenko et al, 2009). Otro metaanalisis
posterior sobre las concentraciones de glucosa en ayunas realizado por el “Meta-
Analysis of Glucose and Insulin-related traits Consortium” (MAGIC) demostré asociacién
de los genes “adenylate cyclase-5"” (ADCY5), “prospero-related homeobox-1” (PROX1),
“glucokinase” (GCK), “glucokinase regulatory protein” (GCKR), y “diacylglycerol kinase
(DGKB) transmembrane protein-195” (TMEM195) con DM2 (Dupuis et al, 2010).

GWAS sobre obesidad han demostrado claramente asociacién del gen “fat mass and
obesity-associated protein” (FTO) con obesidad (Frayling et al, 2007). Y, dado que la
obesidad es un factor predisponente para el desarrollo de diabetes tipo 2, no es
sorprendente que variantes en el gen FTO también se hayan encontrado asociadas en

GWAS sobre DM2 (Burton et al, 2007).

Sin embargo, el gen que muestra la asociacién mas fuerte con diabetes tipo 2 en varios

grupos étnicos (europeos, asiaticos y afrodescendientes) es el “transcription factor 7-
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like 2” (TCF7L2). La variante rs7903146 (siendo el alelo T el que confiere el riesgo de
padecer la enfermedad) es comun en la poblacion, se encuentra en la regién no
codificante del geny su presencia se traduce en un aumento, aproximadamente del 40%
en el riesgo de padecer diabetes tipo 2 (Grant et al, 2006; Cauchi et al, 2007). No
obstante, todavia no estd claro cdmo la variacién en el locus TCF7L2 influye en la funcién

del producto del gen ni cdmo esta funcidn alterada conduce a la patogénesis de la DM2.

En el ultimo metaanalisis sobre DM2 (Mahajan et al, 2014), se han encontrado nuevos
loci asociados y ademads, se ha intentado buscar representacidn de otros grupos étnicos,
ya que la mayoria de GWAS siempre se habian llevado a cabo en poblacién de origen
europeo (Zeggini et al, 2008; Kong et al, 2009; Dupuis et al, 2010; Voight et al, 2010;
Morris et al, 2012). A continuacidn, en la figura 14 (Mahajan et al, 2014) se muestra un
Manhattan plot con los loci de susceptibilidad a DM2 previamente establecidos y los loci
asociados en este metaandlisis. Ademads, en la tabla 3 (Mahajan et al, 2014) se explican

de forma mas detallada los nuevos loci encontrados en este estudio.
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Figura 14: Manhattan plot de los resultados obtenidos en el metaanalisis. El metaandlisis recoge 26.488 casos y 83.964 controles DM2 de Europa, Asia Oriental, Asia del
Sur, y de ascendencia mexicana y mexicoamericana. Se tomaron hasta 2,5 millones de SNPs autosémicos del proyecto HapMap. Los loci previamente establecidos como
de susceptibilidad a DM2 se sefialan en rojo. Los nuevos loci que lograron asociacién nominal (p <5.10) en la etapa 1 del meta-analisis, y son significativos en todo el genoma
(p <5x10-8) después de la validacién con 21.491 casos y 55.647 controles de ascendencia europea, se representan en verde. Los loci que mostraron significacion nominal
en el metaanalisis, pero no alcanzaron significacién en todo el genoma tras de la validacién, estan sefialados en amarillo. Mahajan et al. Nat Genet. 2014 Mar;46(3):234-
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Tabla 3: Nuevos locus en que se encontrd asociacion con DM2 (p<5x1079).

Los locus de susceptibilidad a la DM2 mostrados han sido identificados a través de GWAS de 26.488 casos v 83.964 controles de Europeos, Asiaticos del este y del sur de Asia,
Mexicanos y Mexicanos de ascendencia americana con el seguimiento en una fase de validacion del metaanélisis con 21.491 casos v 55.647 controles de ascendencia europea
genotipados con el Metabochip. (Chr, cromosoma; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza. *Los alelos estan alineados con la cadena forward del NCBI Build 36).
Mahajan et al. (2014). Naf Genet. 46, 234-244_
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Los nuevos loci incluyen SNPs que mapean cerca del gen POU5F1-TCF19 en el complejo
mayor de histocompatibilidad, region del genoma esencial para la respuesta inmune.
Esta region alberga los genes HLA de clase Il, asociados con el riesgo de padecer diabetes
mellitus tipo 1 (Bradfield et al, 2011). Ademads, como se ha mencionado previamente, se
ha visto que variantes implicadas en DM1, estan también asociadas con LADA (Cervin et

al, 2008; Grant et al, 2010).

También se incluyen regiones que mapean en los genes ARL15 y SSR1-RREB1, que ya se
habian asociado previamente con la regulacion de los niveles de insulina en condiciones
de ayuno y con los niveles de glucosa en ayuno, respectivamente (Scott et al, 2012). El
locus ARL15 habia sido asociado también con los niveles circulantes de adiponectina,
proteina secretada por los adipocitos y que posee efectos antidiabéticos (Richards et al,
2009). Por otra parte, los alelos de riesgo para DM2 en SSR1-RREB1 y LPP indican un

papel primordial en la susceptibilidad a la DM2 a través de la disfuncion de las células B.

No obstante, es importante destacar que, a pesar de todos los estudios que se han
hecho para establecer las bases genéticas de la DM2, la informacidn que existe hasta el
momento permite explicar solamente el 10-15% del componente genético de la
enfermedad. Por ello es esencial seguir profundizando en la enfermedad y establecer
nuevas estrategias de estudio, como por ejemplo el uso de las tecnologias de

secuenciacion de nueva generacion.
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3- SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

Tras completar la secuenciacién del primer genoma humano en 2004, la creciente
necesidad de secuenciar el genoma de mayor nimero de individuos y, ha inducido el
cambio desde la secuenciacion de Sanger hasta las tecnologias de alto rendimiento. En
2005, emergia la primera plataforma de secuenciacion masiva de ADN, dando lugar al
comienzo de la era de la secuenciacién masiva (Margulies et al, 2005; Shendure et al,

2005).

Hasta la fecha, el desarrollo de las tecnologias de secuenciacién ha permitido la
generacion de gran cantidad de datos. Estas nuevas tecnologias se han empezado a
emplear para diferentes aplicaciones como: descubrimiento de mutaciones causantes
de enfermedades hereditarias mediante secuenciacion de genoma completo,
identificacion de marcadores epigenéticos, secuenciacion de determinadas regiones,
etc. Ademas, la simplificacion de los procesos tanto de secuenciacién como de analisis,
esta haciendo que la secuenciacion de nueva generacién (NGS, por sus siglas en inglés
“Next Generation Sequencing”) sea cada vez mdas empleada, y, que esté desplazando a

los GWAS en gran medida (Buermans et al, 2014).

Todas las plataformas de secuenciacion de nueva generacidén requieren un riguroso
proceso de preparacion de librerias, que va desde la fragmentacidon del ADN hasta la
ligacion de adaptadores que identifican el ADN de cada muestra, la cuantificacidon de las
librerias, la mezcla de muestras vy, finalmente la secuenciacién. Para cada una de las
diferentes plataformas de secuenciacion se han disefiado diferentes estrategias para la
preparacioén de librerias, asi como para la deteccidn de la sefial y en Ultima instancia, la

lectura de las secuencias de ADN:

- Enlos sistemas de segunda generacion (lllumina, SOLID y GS454) se requiere una
amplificacién clonal de las moléculas iniciales en clusters (Mitra et al, 1999) para
asi aumentar el ratio sefial-ruido de fondo, ya que los sistemas de secuenciacion
no son lo suficientemente sensibles como para detectar la extension de una base

en una sola molécula.
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- Y en los de tercera generacion, HeliScope y PacBio SMRT no necesitan ningun
paso de pre-amplificacion, ya que son lo suficientemente sensibles para detectar
extensiones a nivel de molécula individual. Las diferentes estrategias para
generar las secuencias también conducen a diferencias en la cantidad de datos

generados.

3.1- ROCHE 454

El sistema de secuenciacion 454 se basa en la combinacion de la tecnologia de PCR en
emulsion y la pirosecuenciacion en placa de nanopocillos (Margulies et al, 2005). En la
PCR en emulsidn, el molde de cadena sencilla, se encuentra unido a las denominadas
“beads” y se limita a microesferas de emulsidn individuales en las que se producen
millones de copias de cada molde mediante amplificacién por PCR (deberia haber una
sola molecula de ADN molde por bead). Las beads donde se produce amplificacion son
enriquecidas posteriormente y se depositan en pocillos individuales de una placa
PicoTiter™ donde se lleva a cabo la pirosecuenciacion. En este método de secuenciacién
por sintesis, la emisién de luminiscencia, procedente de la liberacién de pirofosfato en
la incorporacién de nucledtidos dirigida por el molde, se controla en tiempo real y en

cada nanopocillo de la placa.

El sistema 454 permite obtener lecturas largas de alta calidad. La ultima plataforma
454GSFLX puede producir aproximadamente un millon de lecturas con longitudes de
hasta 1.000 pb por carrera. Debido a esta ventaja, a pesar de los costes mas altos en
comparacion con otras plataformas de NGS, la plataforma 454 es la mas apropiada para
diversas aplicaciones, incluyendo el ensamblaje de novo (Gilles et al, 2011) vy la
metagendmica (Loman et al, 2012). Sin embargo, la tecnologia de 454 tiene un problema
inherente a la pirosecuenciaciéon que ocasiona problemas en la deteccién de
homopolimeros. Debido a la falta de un terminador en cada ciclo de incorporacién de
una base, se dan multiples incorporaciones de nucledtidos idénticos en las regiones
donde varias bases consecutivas son iguales. Esto puede conducir a la no linealidad entre

la intensidad de la sefial y la longitud de los tramos de homopolimero cuando cuatro o

49



Introduccion

mas nucledtidos se incorporan de forma consecutiva. En consecuencia, el sistema 454

tiene una tasa de error relativamente alta para detectar inserciones y delecciones

(indels) en homopolimeros largos (Wommack et al, 2008).

El flujo de trabajo de secuenciacién completa del sistema 454 tiene cuatro pasos

principales:

- Generacién de una libreria de ADN molde de cadena sencilla
- Amplificacion clonal a base de PCR en emulsién de la libreria

- Generacion de datos a través de la secuenciacién por sintesis

- Andlisis de datos utilizando diferentes herramientas bioinformaticas

En la figura 15 se muestra el esquema de trabajo que sigue este sistema:
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Figura 15: Esquema de trabajo del Sistema 454. A) Preparacion de libreria. B) Amplificacion

clonal. C) Carga de las microesferas de ADN en la placa PicoTiter™. D) Secuenciacidn.

(http://www.454.com)
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3.2- ILLUMINA

Todos los procesos enzimaticos y de creacién de imagenes de la tecnologia lllumina
tienen lugar en una célula de flujo. Dependiendo de la plataforma, ésta célula de flujo
esta dividida en: 1 (MiSeq), 2 (HiSeg2500) u 8 (HiSeq2000, HiSeq2500) canales
separados. lllumina utiliza la amplificacién en puente para la generacion de clustersy la
posterior secuenciacién por sintesis (SBS, por sus siglas del inglés, “sequencing by

synthesis”) (Bentley et al, 2008).

El primer paso para cargar la libreria en la célula de flujo, es la desnaturalizacion de los
fragmentos de ADN de doble cadena en moléculas de ADN individuales. Cuando estan
en la superficie de la célula de flujo, estos se hibridan con los oligonucledtidos
(complementarios a uno de los adaptadores presente en la libreria) que se utilizan como
cebadores para formar una copia inicial de la molécula de muestra individual a
secuenciar, que queda unida de forma covalente a la superficie de la célula de flujo. Las
moléculas de libreria iniciales se eliminan y los fragmentos unidos a la célula de flujo se
utilizan para generar un conjunto de copias mediante amplificacion isotérmica. Cada
molécula generada mediante el proceso anterior se hibrida con los oligos distribuidos
en la misma superficie y que son complementarios al extremo 3” de los fragmentos
(regidon donde se localiza el otro adaptador presente en la libreria) formando la
denominada “estructura de puente”. A partir de ahi se produce la extension o copia del
fragmento. Estos pasos se repiten de forma sucesiva mediante la alternancia ciclica de
tres tampones especificos que median los pasos de: desnaturalizacién, anillamiento del
oligo y extension. El ultimo paso consiste en eliminar una de las cadenas de los
fragmentos de ADN de doble cadena, utilizando el sitio escindible en el oligo de la
superficie y bloquear todos los extremos 3' con didesoxinucledtidos (ddNTPs) para evitar
gue por otra parte los extremos 3' abiertos actien como cebadores de secuenciacién en
moléculas de libreria adyacentes (Bentley et al, 2008).

El método de amplificacion en puente no es un método muy eficiente para la
amplificacién clonal ya que, los 35 ciclos de amplificacion isotérmica producen apenas
~1.000 copias de la molécula inicial. Por otra parte, se dara predominantemente un

crecimiento de los clusters hacia el exterior y existe una alta probabilidad de que las
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hebras del molde se rehibriden entre ellas, en lugar de hibridarse a un nuevo oligo. Esto
supone limitaciones en el tamafio de las moléculas de molde que se amplifican de

manera realmente fiable.

Posteriormente, durante la secuenciacién, los clusters en la célula de flujo se leen
nucledtido por nucleétido en ciclos repetitivos. Durante estos ciclos, ddNTPs marcados
con fluorescencia se incorporan en la cadena de ADN en crecimiento. Cada una de las
cuatro especies de ddNTPs (A, C, T, G) tiene un fluoréforo diferente y Unico que sirve
para identificar la base y actuar como terminador reversible evitando asi multiples
eventos de extension. Después de la obtencion de imagenes, el fluoréforo es escindido,
el terminador reversible se desactiva y las hebras del molde estdn listas para el siguiente
ciclode incorporacion. La secuencia se lee siguiendo la sefial fluorescente por cada paso
de extension para cada cluster. Bajo circunstancias ideales, todas las bases dentro de un
cluster se extenderan en una fase. Sin embargo, una pequefia porcion de las moléculas
no se extienden adecuadamente. Durante muchos ciclos, estos errores se acumulan y
disminuye la relacion sefial-ruido por cluster, causando una disminucién en la calidad

hacia los extremos de las lecturas.

A continuacion, en la figura 16 se muestra un esquema del proceso completo:
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Figura 16: Esquema de trabajo de la plataforma Illlumina. (http://www.illumina.com)
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La duracién de un ciclo para HiSeq2000 es de aproximadamente 1h. Lo que mas tiempo
conlleva es la toma de imagenes de la célula de flujo, por lo que al reducir el tiempo de
produccién de imdagenes, el proceso de secuenciacion se puede acelerar
considerablemente. Esto se ha implementado en las plataformas MiSeq, NexSeg500 y
Hiseq2500 proporcionando la opcidon de reducir el area de superficie total a ser

fotografiado. Asi, el tiempo de ciclo se puede reducir a 5- 10 min en estos sistemas.

A principios de 2014, lllumina lanzé al mercado dos nuevos modelos: NextSeqg500 vy
HiSegXTen. El primero proporciona un rendimiento similar al HiSeq 2500, pero tiene un
tamafio inferior, proporcionando un output medio (40 Gb) y alto (120 Gb) y con tiempos
por carrera de menos de 30h. El HiSegXTen, por su parte, permite la secuenciacion del
genoma humano con un coste menor. Esto se debe a la introduccién de un nuevo tipo
de células de flujo, las cuales contienen una rejilla con un formato de nano-pozos, en
gue cada uno puede producir un cluster. Esto permite obtener densidades de cluster
Optimas y, en combinacion con protocolos de exploracién mas répidos, un software
disefado especificamente y una nueva quimica de secuenciacion, este sistema puede
producir ~600GB de datos en un solo dia o ~1.8 terabases en un plazo de tres dias, lo
cual puede dar lugar a la secuenciacion de 5 y 15 genomas humanos completos,
respectivamente. Ademas de estos modelos, Illumina también ha introducido
recientemente en el mercado los sistemas HiSeq 3000 y HiSeq 4000 los cuales
proporcionan mayor rendimiento por carrera, a una velocidad mayor que sus

antecesores.

3.3-SOLID

El sistema SOLID utiliza |la tecnologia de secuenciacion por ligacién. La libreria se prepara
mediante PCR en emulsion, de forma similar al protocolo del sistema 454 explicado
previamente. La secuenciacion se realiza a través de ciclos sucesivos de ligacion, en los
qgue cada cebador de secuenciacion se liga a una sonda especifica marcada con
fluorescencia de acuerdo a la complementariedad entre las di-bases de la sonda vy la

muestra. Como cada cuatro di-bases (por ejemplo, AG, GA, TC, CT) estan marcadas con
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uno de los cuatro fluoroforos, los di-nucleétidos en las mismas posiciones de cada

muestra se asocian con un fluoréforo Unico. A través de los ciclos de ligacion, los di-

nucledtidos se leen a intervalos de cinco bases, es decir, di-nucledtidos en las posiciones

4-5, 9-10, 14-15, 19-20 vy asi sucesivamente. Después de cinco rondas de ligacién, cada

nucledtido en la muestra se lee dos veces por dos sefiales fluorescentes, lo que aumenta

la precision de la llamada de bases. Entre las plataformas de secuenciacién actuales, el

sistema SOLID es el que presenta la menor tasa de error. Su error mas comun es la

sustitucion. Ademas, también se ha demostrado que presenta una baja capacidad de

representacion de las regiones ricas en AT (Harismendy et al, 2009).
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Figura 17: Esquema de funcionamiento del Sistema SOLID. a) Secuenciacién por ligacién.
b) Alineamiento de las secuencias. Metzker. (2010). Nature Reviews Genetics. 11, 31-46.
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3.4- ION TORRENT

Por otro lado estan las plataformas de Lifetech, lon Torrent PGM e lon Torrent Proton
qgue son diferentes de otras plataformas NGS, en el sentido de que miden los cambios
de pH, en lugar de la fluorescencia emitida durante la secuenciacién.

lon Torrent PGM posee un tiempo de respuesta mas rdpido que otros métodos actuales
basados en nucledtidos marcados con fluorescencia y en la posterior formacién de
imagenes. El principio subyacente de lon Torrent PGM es la deteccidon de iones de
hidrogeno liberados con la adicion secuencial de desoxinucledtidos a una cadena
creciente de ADN, lo que podria resultar en una alternativa algo mas econdémica a las
plataformas actuales de deteccién de fluorescencia (Merriman et al, 2012). Aunque lon
Torrent PGM produce megabases de secuencias de ADN en cuestion de horas, es
insuficiente para generar datos de secuenciacidon de genoma o exoma completos con
una cobertura adecuada por base. En 2012, Life Technologies lanzé el lon Torrent
Proton, el cual fue concebido para generar una cantidad mayor de datos, del orden de
gigabases, lo que permite realizar estudios de alta calidad de secuenciacién de exoma,
transcriptoma vy, finalmente, la secuenciacion de todo el genoma de forma

relativamente rapida (Boland et al, 2013).
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En la figura 18 se muestra un esquema sobre el funcionamiento de estos sistemas:
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Figura 18: Descripcion general de la secuenciacion utilizando un sensor de pH semiconductor. (A) La
muestra, en forma de esfera de ADN se encuentra en un pocillo muy por encima del sensor CMOS
(complementary metal-oxide semiconductor) pHFET (pH sensitive field effect transistor). La muestra tiene
una sola hebra, se le une el cebador para la extensién, y luego la polimerasa. Conforme se une un dNTP
especifico (N=A, C, GoT), se libera un protdn si el nucledtido se incorpora como la siguiente base en esta
reaccion de sintesis. La liberacién de protones resultante (Delta pH) se convierte en una acumulacién de
carga positiva (Q) en la capa de deteccién, que el conductor transmite como un cambio de voltaje (V) al
transistor. La sefial resultante se envia al chip (B) Estas sefiales de pH se toman del pocillo que contiene
la muestra a alta frecuencia (curva azul), por ejemplo, 100 Hz, y luego se ajustan a un modelo que extrae
la sefial neta (curva roja). (C) Las sefales de incorporacidn neta para cada flujo se convierten en el input
primario, lo que refleja no incorporacién, la incorporacion de 1-mer, incorporacidn 2-mer, etc. Estos datos
brutos son el input para el algoritmo que convierte estas sefiales de incorporacién en las secuencias
correspondientes. Merriman B et al. (2012). Electrophoresis, 33, 3397-3417.

3.5- TECNOLOGIAS EMERGENTES

La aparicion de la tecnologia de secuenciacion de molécula Unica (“single-molecule
sequencing technology”) ha originado un gran salto en la evolucién de la secuenciacion
de nueva generacidn. El hecho de que permita secuenciar moléculas sencillas de ADN o
moléculas de ARN en muestras biolégicas sin amplificacidn previa, la convierte en una
tecnologia realmente innovadora. Esta estrategia de secuenciacidon proporciona
ventajas significativas frente a las tecnologias actuales de NGS ya que se minimiza la
manipulacion de la muestra, se reducen sus requisitos (cantidad de muestra...), se evitan
los errores inducidos por la amplificacién, aumenta la flexibilidad en la longitud de
lectura y se permite la cuantificacion exacta de moléculas de acido nucleico. La
simplicidad, sensibilidad y las capacidades cuantitativas de este tipo de secuenciacién la

hacen muy prometedora para el diagndstico molecular (Milos, 2009). Ademas, esta
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tecnologia evita sesgos en regiones, por ejemplo en zonas ricas en GCs, los cuales si que

se producen en todas las plataformas descritas anteriormente.

El Sistema de Andlisis Genético Helicos (figura 18) fue la primera plataforma de
secuenciacion de este tipo disponible en el mercado (Harris et al, 2008). En este sistema,
colas de poli (A) de la muestra de ADN de cadena sencilla son capturadas por
oligonucleétidos poli (T) que actuan como cebadores y que se encuentran unidos a la
superficie de una célula de flujo. La secuenciacidén se realiza a través de ciclos de
extensidn de una sola base mediados por la ADN polimerasa, usando una serie de cuatro
nucledtidos terminadores fluorescentes virtuales. Cada uno de ellos representa un
terminador reversible 3'-no bloqueado con un resto inhibidor marcado con un
fluoréforo (Bowers et al, 2009). El secuenciador, con dos células de flujo de 25 canales,
es capaz de capturar miles de millones de moléculas de ADN individuales y generar mas
de 21 a 35 Gb de datos de secuencias con una longitud media de lectura de 35 pb.
Aungue el proceso de secuenciacidon es asincrono en este sistema, no se dan efectos de
desfase debidos a la amplificacion, los cuales si que existen en otras plataformas de
secuenciacion. Por otra parte, no existe un sesgo en el contenido de GC en las lecturas.
Sin embargo, la tasa de error de lectura actual en Helicos es relativamente alta (~ 3-5%),
y el tipo de error dominante es la eliminacion, que resulta presumiblemente de la
incorporacion de nucledtidos no marcados y/o errores de deteccidn. El uso de la quimica
del Terminador Virtual resuelve el problema en la secuenciacién de homopolimeros, y
la incorporacion base-por-base, resulta en tasas de error de sustitucion muy bajas
(generalmente 0.2%). Cuando se aplica una estrategia de dos pasos, en la que moléculas
de molde individuales se secuencian dos veces, las tasas de error pueden reducirse

todavia mas. En la figura 18 se muestra un esquema del proceso:
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Figura 18: Esquema del funcionamiento de Helicos. Gupta PK. (2008). Trends Biotechnol. 26,
602-611.

También estdn surgiendo otras tecnologias de secuenciacién de una sola molécula que
dan lugar a mayores longitudes de lectura y a mayor velocidad de secuenciacion. Un
ejemplo es PacBio RS (figura 19), que es un sistema de secuenciacion en tiempo real de
una sola molécula desarrollado por Pacific Biosciences (Eid et al, 2009). En este sistema,
una sola molécula de ADN polimerasa unida al molde es inmovilizada en la parte inferior
de la llamada “zero-mode waveguide”, que funciona como una camara de visualizacién
nanofotdnica para el seguimiento de la reaccién de polimerizacion en un volumen de
deteccion del orden de zeptolitros (107%!1). Durante la secuenciacion, la incorporacion de
cuatro nucledtidos fluorescentes unidos a fosfato en la creciente cadena
complementaria se registra Opticamente a tiempo real. El fluoréforo unido al resto
fosfato terminal de cada nucledtido se elimina de forma natural por escision enzimatica
después de la incorporacién. Esto permite la sintesis de ADN mediante la polimerasa,
dando lugar a secuencias de miles de bases. No obstante, el sistema PacBio ofrece
actualmente un rendimiento de aproximadamente 50-100 Mb por carrera, es decir
mucho mas bajo que otras plataformas de NGS actuales. Ademas, la tasa de error de

lectura es del 15%, superior a la que presentan otras tecnologias.
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Figura 19: Representacion esquematica del funcionamiento del sistema Pacific Bio. Gupta
PK. (2008). Trends Biotechnol. 26, 602-611.

Otro ejemplo son las tecnologias de secuenciacidn por nanoporos, en el que las
moléculas de acido nucleico de una sola cadena son conducidas por electroforesis a
través de un poro de tamafio nanométrico y se detectan por su efecto sobre una
corriente idnica o senal dptica (Branton et al, 2008). Este tipo de secuenciacion (figura
20) da lugar a lecturas de longitudes largas (de hasta decenas de kilobases), a requisitos
minimos de los reactivos y preparacion de la muestra y, a una alta velocidad de
secuenciacion. Sin embargo, quedan varios problemas por resolver antes de que este
tipo de secuenciacién pueda aplicarse de forma mas rutinaria. La alta velocidad de
translocacion del ADN a través de nanoporos hace que sea dificil distinguir las sefiales
base de los ruidos de fondo. El movimiento aleatorio de las moléculas durante la
translocacidon también se suma a la dificultad de alcanzar una resoluciéon de una sola

base.
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Figura 20: Representacion esquematica de la secuenciacion por nanoporos. (a) Vista de la superficie de
una membrana con numerosos nanoporos. (b) Seccidn transversal de una parte de la membrana, con una
molécula de ADN monocatenario atravesando un nanoporo. (c) Ejemplo de un perfil de pico obtenido
como resultado de alteraciones que se producen cuando el ADN esta pasando a través de un nanoporo.
(d) Hipotético primer plano de picos que muestran los cambios esperados en la corriente que se derivarian
de un ADN con segmentos de homopolimero, que se indican por la presencia de tres picos distintos. (e)
Ejemplo hipotético de una secuencia de lectura que demuestra la resolucién de una sola base de la técnica
basada en diferencias menores pero detectables. Gupta PK. (2008). Trends Biotechnol. 26, 602-611.

Una limitacién de todas estas plataformas, seria el uso de ADN polimerasas, a pesar de
que, al poseer la funcién exonucleasa, éstas pueden corregir errores (si una base se
incorpora mal, distorsiona la molécula, por lo que se detecta el error, retrocede y lo
corrige). La tasa de error es del orden de 10, pero con la correccidon desciende hasta
108. Aun asi, el uso de ADN polimerasas para las amplificaciones supone que la muestra
se puede sesgar en base a las especificidades de las mismas e introducirse errores en la

secuencia.
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3.6-COMPARACION DE LAS DIFERENTES PLATAFORMAS DE
SECUENCIACION.

Los costes del proceso de secuenciacidn, son importantes para el usuario, pero a la vez
dificiles de estimar. Los sistemas Illumina HiSeq 2000 o 2500 constituian la herramienta
mas rentable para la secuenciacion de genoma hasta hace un tiempo, pero su mayor
inconveniente era que cada carrera tenia una duracién de aproximadamente 8 dias.
Actualmente existen los sistemas, HiSeq 3000 y HiSeq 4000, los cuales generan una
mayor cantidad de datos por carrera, en un tiempo menor (unos 3 dias y medio). En los
ultimos dos afios, la esperada tasa de disminucion en el coste unida a un aumento en el
rendimiento del proceso de secuenciacion, no se ha mantenido debido a la falta de
competencia, por ello lllumina ha seguido dominando el mercado de la secuenciacién.
Plataformas de secuenciacion mas nuevas, como las tecnologias basadas en nanoporos,
todavia tienen que demostrar su viabilidad en términos de rendimiento y precision. En
los proximos dos o tres afios, es probable que Illlumina siga dominando el mercado, de
hecho, ya ha desarrollado sistemas como el HiSeq X Ten, el cual presenta la ventaja de
gue el coste por genoma a una cobertura del 30x esta por debajo de 1000 ddlares.
Ademas, de todo el coste de reactivos, preparacidn y secuenciacidn, hay que tener en
cuenta que el coste para el almacenamiento, analisis e interpretacién de los datos de

secuenciacion es incluso mas alto que el coste de generar los mismos.

Por tanto, la eleccion de un sistema u otro dependera de la disponibilidad econdmica,
pero también de las necesidades del proyecto, es decir, de la cantidad de datos que
guieran generarse. Por ejemplo si se desean secuenciar genomas o exomas, el sistema
mas eficiente seria lllumina, pero en el caso de amplicones, seria suficiente con sistemas
como el 454.A continuacidn, en la tabla 4 se comparan las diferentes caracteristicas de

las principales plataformas de secuenciacidon presentes en el mercado:
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sola molécula

virtuales

Secuenciacion Deteccion Tipos de carrera Tiempo de Longitud de Lecturas por Output por
por carrera lectura (pb) carrera carrera
G5 FLX Titani . ) . ; . .
Roche XL+ fanium Sintesis Deteccion de pirofosfato Single end 23 h 700 1 millones 700 Mb
G5 Junior System Sintesis Deteccion de pirofosfato Single end 10 h 400 0.1 millones 40 Mb
LifeTechnologies | lon torrent Sintesis Liberacién de protones Single end 4 h 200—400 4 millones 1.5-2 Gh
Proton Sintesis Liberacion de protones Single end 4 h 125 6080 millones 810 Ghb
. Fl ia; deteccicn d Single & paired- .
Abi/solid Ligacién UQrescencia, detecclon de INEIE 5 paire 10 dias 75+ 35 2.7 billones 300 Gb
di-bases end
. . Fl ia; t inad Single & paired- . i
llumina/fsolexa | HiSeq2000/2500 Sintesis uorescencia, terminadares INgIE 5 paire 12 dias 2 x 100 3 billones 600 Gb
reversibles end
. Fl ia; t inad Single & paired-
MiSeq Sintesis Worescencia, terminadores INEIE 5 paire 65h 2 x 300 25 millones 15 Gb
reversibles end
_u.”..nmm.n RSl Sintesis n_...m una _u_:n_.ﬂnmnw:nmmh terminadores single end > dias 50% de 0.8 millones 5 ab
biosciences sola molécula unidos a fosfato lecturas = 10 kb
. Sintesis d Fl ia; t inad . :
Helicos Heliscope MEEsIs dE una orEsash b A Ll e e Single end 10 dias ~ 30 500 millones 15 Gb

Tabla 4: Sumario de las diferentes plataformas de secuenciacion. Adaptado de Buermans y den Dunnen. (2014). Biochim Biophys Acta. 1842, 1932-1941.
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4- NUEVAS ESTRATEGIAS DE ESTUDIO DE LA DIABETES MELLITUS
TIPO 2

El hecho de que los estudios GWAS realizados hasta el momento sélo permitan
identificar la asociacion de polimorfismos frecuentes y de que los chips utilizados hasta
el momento dejen muchas regiones gendmicas sin una buena cobertura, supone que la
asociaciéon con DM2 de muchos polimorfismos frecuentes y poco frecuentes (PFs y
PPFs), y muchos de los loci que los contienen no hayan sido identificados hasta el

momento.

Todo ello unido al desarrollo de las tecnologias de nueva generacién, ha hecho que se
busquen otras aproximaciones en el analisis de datos (Perry et al, 2009) y se intente
abordar el estudio del genoma con nuevas aproximaciones que permitan sobrepasar las
limitaciones de los estudios genéticos realizados hasta el momento en relaciéon a la
genética de enfermedades complejas, entre ellas la DM2 (Eichler et al, 2010). En este
sentido emergen tres posibles estrategias que pueden ser relevantes: a) identificacion
de variantes funcionales en el exoma; b) estudio de polimorfismos poco frecuentes y

raros (PPFs); c) seleccion de casos y controles mediante criterios especificos.

4.1- IDENTIFICACION DE VARIANTES GENETICAS EN EL EXOMA

La tecnologia de secuenciacion de nueva generacion ha tenido un gran desarrollo en los
ultimos afos, permitiendo realizar estudios de secuenciacion de numerosos exomas en
una reaccion y la capacidad de los equipos se incrementa constantemente. Por otro
lado, también se ha mejorado enormemente la capacidad y fiabilidad de los programas

de andlisis y alineamiento de las secuencias obtenidas.
El estudio del exoma resulta especialmente interesante dado que mas del 90-95% de las

mutaciones y polimorfismos asociados a enfermedades se situan en las regiones

codificantes de proteinas y, por tanto, en el exoma (Botstein et al, 2003; Stenson et al,
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2003). Ademas, el analisis de polimorfismos distribuidos en todo el genoma muestra una
mayor concentracion de polimorfismos asociados con enfermedades complejas en el
exoma frente al resto (Ng et al, 2009; Li B et al, 2010; Lehne et al. 2011). El estudio del
exoma también permite analizar aquellas alteraciones que modifican el “splicing” del
ARN y se encuentran en las regiones intrénicas contiguas a los exones (Mamanova et al,
2010; Fisher et al, 2011). Existen otras regiones del genoma de gran interés y cuyo
analisis sera muy importante; pero los resultados esperables son menos prometedores
y el coste de su estudio sera mucho mas elevado. El estudio del exoma hace posible
identificar gran nimero de variantes funcionales a un coste menor y generando una

cantidad de datos mas manejable en comparacion con la secuenciacién del genoma.

El numero de polimorfismos en el exoma es muy elevado; en el estudio de 200 exomas
se identificaron 120.000 polimorfismos de los que 53.000 no estaban descritos;
sospechandose que hay muchos mas por identificar, principalmente PPFs (Hedges et al,
2009; Ng et al, 2009; Li B et al, 2010). Es importante remarcar el elevado el niumero de
variantes de pérdida de funcidn presentes en cada persona, hasta 150 en todos los genes
identificados y entre 10 y 20 en genes causantes de enfermedades hereditarias (1000

Genomes Project Consortium, 2012).

4.2- ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DE BAJA FRECUENCIA Y VARIANTES
RARAS

Los principales estudios realizados hasta el momento se basan en el analisis de
polimorfismos frecuentes (PFs) en la poblacién, es decir el estudio de aquellos que
tienen una MAF superior al 5 o al 10 % (Pritchard et al, 2001; Yang et al, 2005;
Panoustsopoulou et al, 2009; Schork et al, 2009; Voight, et al, 2010). Estos estudios se
basan en la hipdtesis conocida como “Common Disease, Common Variant”, si bien, en
la actualidad tiene cada vez mas fuerza la hipdtesis “Common Disease, Rare Variants”
(Bodmer y Bonilla, 2008; Schork et al, 2009) debido a que cada vez son mas los

polimorfismos poco frecuentes que se asocian de forma importante a diferentes
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enfermedades y que pueden explicar parte de la "heredabilidad perdida” o no

encontrada.

En vista a los resultados obtenidos hasta el momento, cada vez parece mas claro que
cada enfermedad comuin puede ser causada por polimorfismos de muy variada
frecuencia en la poblacidn, integrando ambas teorias e incluyendo los diferentes tipos
de polimorfismos: CNVs (“copy number variations”), SNPs, ins/dels, etc. y con diferente
nivel de efecto funcional (Bodmer y Bonilla, 2008; Manolio et al, 2009; Panoustsopoulou
et al, 2009; Schork et al, 2009; Billings et al, 2010; Eichler et al, 2010). Esta hipdtesis
también se ha propuesto en relacién a la DM2 tras analizar los datos de numerosos
GWAS con esta enfermedad (Voight et al, 2010). Es decir, pueden existir numerosos PPFs
(incluyendo las variantes raras; MAF<0.001) con un potencial impacto elevado sobre el
fenotipo (muchos con OR>3); por lo que en conjunto pueden estar detrdas de un
importante porcentaje del componente genético de la DM2 (Bodmer y Bonilla, 2008;
Schork et al, 2009; Billings et al, 2010; Robinson, 2010). Si bien, existen algunos

argumentos en contra (Yang et al, 2005).

Los PPFs actualmente son desconocidos en su inmensa mayoria (Gorlov et al, 2008; PC
et al, 2008). El proyecto “1000 genomas” ha permitido la identificacion de numerosos
polimorfismos, 38 millones de SNPs exactamente (1000 Genomes Project Consortium,
2012). Este trabajo ha supuesto un gran avance tanto en la identificacion de nuevas
variantes como en el desarrollo de herramientas bioinformaticas. Pero no garantiza la
identificacion de aquellos PPFs asociados a la DM2 y menos en poblacion espariola (al
incluirse solo una pequefia muestra de poblacion espafiola en el proyecto). Esto se debe
a que gran parte de los PPFs localizados en el exoma pueden proceder de eventos de
mutacion relativamente recientes y/o haber sufrido seleccién en base a su efecto
(Gorlov et al, 2008); por lo que pueden existir diferencias importantes entre
poblaciones. Un objetivo fundamental del Proyecto 1000 Genomas era identificar mas
del 95% de los SNPs al 1% de frecuencia en un amplio conjunto de poblaciones. Asi, se
incluyeron el 50%, 98% y 99,7% de los SNPs con frecuencias de, 0,1%, 1,0% y 5,0%,
respectivamente, provenientes de muestras de 2500 genomas secuenciados de UK

(proyecto UK10K, financiado por Wellcome Trust), cumpliendo asi con este objetivo. Sin
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embargo, la cobertura puede ser menor para las poblaciones que no estan
estrechamente relacionadas con las estudiadas. Por ejemplo, el proyecto incluye sélo el
23,7%, 76,9% y 99,3% de los SNPs con frecuencias de, 0,1%, 1,0% y 5,0%,
respectivamente, en, 2000 genomas secuenciados en un estudio de la poblacién

Cerdefia (the SardiNIA study).

El andlisis de los PPFs muestra, tanto los efectos generalizados de la seleccién
purificadora o estabilizadora en sitios funcionalmente relevantes del genoma, como la
forma en que se puede interactuar con la historia de la poblacién para dar lugar a una
diferenciacién local sustancial. El efecto surge principalmente debido a que las variantes
raras tienden a ser recientes y por lo tanto estdn geograficamente restringidas (Gravel
et al, 2011; Mathieson y McVean, 2012; Nelson et al, 2012). Esto implica que la
interpretacion de las variantes raras en individuos con una enfermedad en particular
debe hacerse dentro del contexto de los antecedentes genéticos locales. Por otra parte,
aboga por el valor de continuar con la secuenciacién de individuos de diversas
poblaciones para caracterizar el espectro de la variacidon genética humana y para dar

soporte a estudios sobre diferentes enfermedades en estas poblaciones.

En cuanto a la relacion de los polimorfismos poco frecuentes con enfermedades
complejas, tales como la DM2, ya hay estudios (Steinthorsdottir et al, 2014) que han
demostrado la asociacién de algunas variantes raras con diabetes tipo 2, poniendo asi
de manifiesto la implicacion e importancia de este tipo de variantes en estas

enfermedades.

4.3- SELECCION DE CASOS Y CONTROLES MEDIANTE NUEVOS
CRITERIOS.

Hasta la actualidad, en los estudios de asociacidn de DM2, se han utilizado casos y
controles principalmente (con similares caracteristicas de edad, sexo y IMC pero sin
tener en cuenta otros factores, pudiendo ser muchas veces "supercasos-

supercontroles" que permiten solo identificar una parte del fondo genético) o en
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poblacién general. Para aumentar la probabilidad de encontrar variantes genéticas en
un grupo reducido de muestras, que puedan estar asociadas a la DM2 y que aumenten
el riesgo de desarrollar DM2 en una gran proporcion de los casos, deben seleccionarse
correctamente. Como ya se ha indicado, el incremento en DM2 se esta produciendo por
cambios que suponen un incremento de la obesidad; por lo que es muy importante
identificar qué factores genéticos se asocian con el desarrollo de la DM2 en pacientes
con preobesidad u obesidad Tipo | (segun la clasificacién SEEDO-2007). En conjunto este
grupo representa al paciente "tipo" con un elevado riesgo de desarrollar DM2 y los casos
mas frecuentes en la poblacién, principalmente con una edad media (40-60 afios),
aungue la edad de diagndstico se esta reduciendo. Los pacientes con obesidad Clase I
o superior presentan una exposicion a los efectos de la obesidad muy elevada por lo que

el componente genético podria verse desvirtuado.

Por ello, se deben seleccionar aquellos con la mayor carga genética posible dentro del
objetivo planteado, es decir pacientes DM2 con IMC entre 28 y 35 (Lyssenko et al, 2010).
La obesidad abdominal tiene un efecto similar al IMC, pero que no se ha analizado en
muchos estudios; por lo que deben incluir casos y controles con ella. Por otro lado, con
la edad la exposicidon a factores de riesgo se incrementa, esto supone que aquellos
pacientes que desarrollan DM2 a mayores edades podrian tener un menor componente
genético, aunque en el estudio de Voight et al (2010) la edad no parece alterar la
asociacién de los marcadores; posiblemente por la mezcla de fenotipos incluida en este
estudio. Los antecedentes familiares suponen un aumento del riesgo, si bien la inclusiéon
de este criterio podria aumentar la identificacion de marcadores relacionados con

factores de riesgo de DM2; por ejemplo, asociados a obesidad.

En resumen, en nuestro exoma existen numerosos polimorfismos con un efecto
funcional y, por lo tanto, pueden tener un efecto sobre el fenotipo y algunos pueden
estar asociados a DM2. Muchos de estos polimorfismos seran PPFs que pueden ser
desconocidos hasta el momento en una gran parte y cuya asociacion con DM2 no ha
podido ser analizada mediante GWAS realizados. Estos polimorfismos estaran
sobrerrepresentados en casos o en controles, segun su efecto. Por lo tanto, resulta muy

importante analizar las variantes genéticas presentes en el exoma en relacién a la DM2.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Por tanto, nuestra hipdtesis es: “Diferentes variantes genéticas localizadas en el exoma
pueden estar implicadas en el desarrollo de la DM2 y explicar parte de la heredabilidad
gue no ha podido ser encontrada por otros medios”. Ademads, para poder demostrar
esta hipodtesis, nos basamos en las siguientes:

a) La secuenciacion del exoma de casos y controles para esta enfermedad nos permitira
aumentar la proporcién de polimorfismos detectados que estén implicados en esta
enfermedad.

b) La seleccion de polimorfismos con mayor efecto funcional, aumentara el porcentaje

de polimorfismos implicados en la enfermedad.

Como consecuencia, los objetivos de esta tesis han sido los siguientes:

- Secuenciar el exoma de 178 individuos: 89 casos y 89 controles.

- Poner a punto toda la metodologia de preparacion de librerias de ADN,
secuenciacion masiva, y todos los métodos de andlisis bioinformatico para la
obtencién de resultados.

- Analizar los genes previamente relacionados con DM2 en los individuos
secuenciados.

- ldentificar variantes no conocidas hasta el momento y polimorfismos poco
frecuentes que, pese a haber sido identificados previamente, no se habian
relacionado con la DM2.

- Validar los resultados obtenidos mediante el método de referencia.
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MATERIAL Y METODOS

1- SELECCION DE MUESTRAS:

Se seleccionaron 178 muestras para su posterior secuenciacién de exoma, provenientes
de la poblacién de Valcar (Hospital Clinico de Valencia) y del biobanco del CIBERDEM, de

acuerdo a los siguientes criterios:

- Controles: 89 sujetos sin DM2:
= ConIMCentre 26y 32.
= De 45-65 afios de edad.
= parametros asociados con la diabetes lejos de los valores de DM2:
o glucosa en ayunas <90 mg/dl.
o metabolismo hidrocarbonado normal tras sobrecarga oral de glucosa
(glucosa <140 mg/dl e insulina <64 uU/ml).

- Casos: 89 pacientes de DM2 diagnosticados segun los criterios de la organizacion
mundial de la salud:
= ConIMCentre 26 y 32 (preobesidad y obesidad tipo I; segun clasificacién SEEDO
2007).
= De 45-65 afios de edad.
= Diagnostico de diabetes.
(Todo ello en el momento del diagndstico).

En la tabla 5 se muestran los pardmetros generales de los 178 individuos estudiados:

CONTROLES CASOS
Numero de individuos 89 89
Edad 52.2+7.3 57+6.0
IMC (kg/m2) 29.6+2.6 29.5+3.0
Glucosa (mg/dL) 81.7+7.3 1549 +62.4

Tabla 5: Caracteristicas principales de las muestras empleadas.

A continuacion, en la figura 21 aparecen las graficas que muestran los parametros
generales, antes y después de la seleccion. Se puede observar cdmo se ha intentado

obtener una muestra lo mas homogénea posible con respecto a la poblacion de partida:
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Figura 21: Parametros generales

de las muestras

A) Previos a su seleccidn.

B) Tras su seleccidn. Caracteristicas

de los 178 individuos.
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2- PROCESADO DE LAS MUESTRAS:

Los pasos que se han seguido, han sido los siguientes:

Preparacion de librerias.

Enriquecimiento en exoma.

Validacion de los pools.

Amplificacion clonal.

Secuenciacion mediante la tecnologia lllumina.
Andlisis bioinformatico.

Validacion de resultados por secuenciacion de Sanger.

2.1-PREPARACION DE LIBRERIAS DE ADN:

Para preparar las librerias, se ha empleado el kit “TruSeq DNA SamplePreparation v2”.

Para ello previamente se debe cuantificar y fragmentar el ADN. En la figura 22 se

representa un esquema de todo el proceso:
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‘ — —
:_ __—_-—
Ai. Fragment genomic DNA Aii. Double-stranded cDNA
DY ' 4
®. 1
®
B. End repair and phosphorylate
e
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C. A-tailing

P5 P7
\ Rd1 SP Rd2 SP /

Index
Index_/”Rd2 sp Rd1 SP \
P7 P5
D. Ligate index adapter
P5 Rd1 SP DNA Insert Index
g
Rd2 SP’ P7’

E. Denature and amplify for final product

Figura 22: Esquema del proceso de preparacion de librerias.
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2.1.1-Cuantificacion de ADN

El primer paso es la cuantificacién del ADN de partida, Illumina recomienda partir de
50uL a una concentracion de 20 ng/uL. Es decir, se parte siempre de 1 microgramo total
de ADN. La cuantificacion ha sido realizada con el kit “PicoGreen® dsDNA quantitation
assay” (Invitrogen) y el sistema “GloMax®-MultiDetectionSystem” (Promega). La ventaja
de este procedimiento es que se une a ADN de doble cadena Unicamente, con lo cual
aumenta la fiabilidad del método frente al tradicional (absorbancia a 260 y 280 nm). El
principal inconveniente del método tradicional, era que podian existir interferencias en
la medida como, por ejemplo, la contribucién relativa de nucleétidos, acidos nucleicos
de cadena simple o proteinas. Con este reactivo, se asegura que se esta cuantificando

Unicamente el ADN de doble cadena.

2.1.2-Fragmentacion de ADN

El segundo paso es fragmentar el ADN gendmico, para ello se empled el sistema Covaris
$220, vease figura 23a y 23b (Unidad de Genética Molecular, Instituto de Biomedicina
de Valencia-CSIC).

o & D
) Ja
= O N
% F-
) Jh=
L -
Figura 23: A) Covaris S220 B) Microtubos empleados

Funciona como un sonicador tradicional, pero presenta la ventaja de que el proceso
puede controlarse de una forma muy precisa modificando los distintos parametros:
numero de ciclos, intensidad, etc. Todo ello es llevado a cabo manteniendo constante la

temperatura del bafio y sin contacto con el ambiente (figura 24), lo cual hace que la
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fragmentacion sea totalmente reproducible en muestras que se encuentren en similares

condiciones.

Sample Vessel

Focal Zone

(4 . Water Bath

Figura 24: Esquema sobre el funcionamiento de Covaris.

Una vez el ADN esta fragmentado, pasamos a emplear el kit TruSeq DNA Sample

Preparation v2, que consta de los siguientes pasos:

2.1.3-Reparacion de los extremos.

Este proceso convierte los extremos salientes resultantes de la fragmentaciéon en
extremos romos. Mediante la actividad exonucleasa 3°-5" de la reaccion, sobre ADN de
cadena sencilla, se eliminan los salientes en 3" y la actividad polimerasa rellena los

salientes en 5" (vedase figura 22 Ay 22 B).

2.1.4-Adenilacion

Se anade una Adenina (A) en los extremos 3" para prevenir la ligacion entre los
diferentes fragmentos durante la ligacidon de los adaptadores. Esto asegura una baja tasa
de formacion de quimeras y ademds evita la ligacion entre oligos, evitando asi la
formacién de primer-dimer. La correspondiente Timina (T) en el extremo 3’del

adaptador hard posible la ligacion con el fragmento (vedse figura 22 C).
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2.1.5-Ligacion de los adaptadores

Este proceso permite adicionar unos indices a los fragmentos, de forma que cada
muestra serd marcada con un indice diferente. Esto prepara las muestras para su
distribucién en la célula de flujo o “flow-cell” es decir, permitira identificar cada muestra

en el proceso de secuenciacién (vedse figura 22 D).

Ademas, es en este paso cuando se afiaden también todas las secuencias y oligos

necesarios para el proceso de secuenciacion:

P5 Y P7 son los adaptadores que hibridan con los que se encuentran unidos a la
superficie de la célula de flujo del sistema HiScan SQ. Sus secuencias son:

5' P-GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG

5" ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

Rd1 SP: Oligo para secuenciacién del read 1

5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

Rd2 SP: Oligo para la secuenciacién del read 2

5' CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

Index: indice que proporciona a cada muestra una secuencia especifica para ser

identificada. En la tabla 6 se muestran los indices empleados:
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SET A SETB
AD002 CGATGT(A) ADO01 ATCACG(A)
AD004 TGACCA(A) ADO003 TTAGGC(A)
AD005 TGACCA(A) ADO08 ACTTGA(A)
ADO06 GCCAAT(A) ADO09 GATCAG(A)
AD007 CAGATC(A) AD010 TAGCTT(A)
AD012 CTTGTA(A) ADO11 GGCTAC(A)
AD013 AGTCAA(C) AD020 GTGGCC(T)
AD014 AGTTCC(G) AD021 GTTTCG(G)
ADO015 ATGTCA(G) AD022 CGTACG(T)
AD016 CCGTCC(C) AD023 GAGTGG(A)
AD018 GTCCGC(A) AD025 ACTGAT(A)
AD019 GTGAAA(C) AD027  ATTCCT(T)

Tabla 6: Secuencia de los indices empleados.

2.1.6-PCR de enriquecimiento

Sirve para enriquecer selectivamente aquellos fragmentos de ADN que contienen
moléculas de adaptador en sus extremos, y de esta forma, amplificar la cantidad de ADN
en la libreria. La PCR se lleva a cabo con un PCR primer cocktail que se une al final de los

adaptadores. El nimero de ciclos debe ser el minimo posible para evitar el sesgo de

representacion de cada libreria (vease figura 22 E).

Tras cada paso se purifica con

(BeckmanCoulter, Inc). Retiene ADN de cadena simple y doble con tamanos de 150pb-

10kb.

2.1.7- Puntos de control

Durante el proceso hay varios puntos de control:

- Tras la fragmentacién

- Tras la formacion de la libreria
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Este control se ha realizado con el sistema Qiaxcel (Qiagen), empleando el “QlAxcel DNA
Screening Kit”. Este sistema utiliza un gel de electroforesis capilar que permite una
rapida separacién de acidos nucleicos por tamafios. A diferencia del gel de agarosa
tradicional, la separacion se lleva a cabo en un capilar con gel. Cada muestra se carga
automadticamente en un capilar individual y se aplica voltaje. Las moléculas cargadas
negativamente migran hacia el polo positivo. Las moléculas de bajo peso molecular

migran mas rapido que las de mayor peso.

Al mismo tiempo que las moléculas migran a través del capilar, pasan un detector que
mide la sefal fluorescente generada por bromuro de etidio. Un fotomultiplicador
convierte la sefial emitida en datos electrdnicos que se transfieren al ordenador para ser
procesados con el software BioCalculator. Tras el procesado, los datos se transforman
en un electroferograma y en la imagen del gel. En la figura 25 se muestra un esquema

del funcionamiento de este aparato.

Este sistema ofrece gran numero de ventajas frente al gel de agarosa tradicional: Mayor

sensibilidad de deteccidén, menor pérdida muestral y un rapido analisis.

-

—» Positive
Gel matrix with dye 4+— charge

Photo-
0'. —b multiplier e d BioCalculator software

Capillary 4 1 ::

o
Nucleic acid with dye--'t.,'h i .- N~

l
—1 Negative - - T - - l
charge T L i § L NN S

—— — = =

LED light source _Q .

Figura 25: Funcionamiento del sistema QlAxcel.

83



Material y Métodos

2.2- ENRIQUECIMIENTO: EXOMA

El proceso empieza con la mezcla de las librerias, poniendo de cada una la misma

cantidad, en este caso 500 ng por libreria en pools de 6, tal y como indica lllumina para

exoma. La cuantificacion se hace con el aparato GloMax®-MultiDetection System

(Promega) explicado previamente.

Pooled Sample Library

A. Denature double-stranded DNA library

1

_1’ l. Biotin probes

1

En

=

B. Hybridize biotinylated probes to targeted regions

i

[s]
' ‘ Streptavidin beads
i

_\.'

C.Enrichment using streptavidin beads

4

oy

C
1

D. Elution from beads

Figura 26: Proceso de enriquecimiento.
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El enriquecimiento, consiste en

principales:

4  pasos

Primera Hibridacidn:

Previa desnaturalizacion del ADN, la libreria de
ADN se mezcla con sondas que capturan las
regiones deseadas. La hibridacién, que dura 16-
20 horas, asegura la union de las sondas a las
regiones correspondientes. Se pueden combinar
diferentes librerias en un mismo pool siempre
gue tengan diferente indice.

Primer lavado:

Se emplean bolas de streptavidina para capturar
las sondas, que estaran ya unidas a las regiones
de interés. Hay hasta tres tipos de buffer de
lavado para quitar, todo lo que no se haya unido
a las sondas. Finalmente se eluyen las librerias y
se preparan para una segunda hibridacion de 16-
20 horas.

Segunda hibridacion:

La primera elucién de las librerias se mezcla de
nuevo, previa desnaturalizacién del ADN, con
sondas que capturan las regiones de interés. Esta
segunda hibridacion asegura mas a fondo la
captura de las regiones de interés.

Segundo lavado:

Se vuelven a emplear las bolas de streptavidina
para capturar las sondas que se encuentran
unidas a las regiones de interés. Hay hasta tres
tipos de buffer de lavado para quitar todo lo que
no se haya unido a las sondas y tras ello, las
librerias son eluidas.

Amplificacién de los pooles por PCR:

Se lleva a cabo con los mismos reactivos que la
amplificacidn de la libreria y tras ello se purifica
con AMPure.
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El kit TruSeg Exome Enrichment de lllumina incluye mas de 340.000 sondas, cada una
de ellas disefiadas contra el genoma de referencia humano NCBI37/hg19. Este kit
enriqguece mas de 200.000 exones y, por tanto, mds de 20.000 genes de interés. A

continuacion, en la tabla 7, se muestran detalles mas concretos sobre el kit:

TruSeq Exome

Enrichment
Tamaiio de la region amplificada 62 Mb
Numero de genes 20.794
Numero de exones 201.121
Tamaiio de las sondas 95-mer
Numero de sondas 340.427
Tamaiio de libreria recomendado > 350 pb
% bases cubiertas a una > 80%

cobertura media del 0.2x

Tabla 7: Detalles de la cobertura proporcionada por el kit TruSeq Exome Enrichment.

Este kit cubre 62 Mb del genoma humano. Cada sonda tiene como diana, librerias de
300-400 pb (con insertos de un tamafio de 180-280 pb). Se enriquecen 265-465 bases
situadas simétricamente en el punto medio de la sonda, tal y como muestra la figura 27.
Esto supone que, ademas de cubrir los exones, también estén cubiertas las regiones

adyacentes (promotores y UTRs).

Library size (350 bp)
Target (150 bp)
Insert 230 bp Adapter (~60bp)

Adapter(~60 bp)

|

|

]

&
~

> 65% of total reads map to target region

With a 350 bp DNA library (mean insert size = 230 bp), the probe will enrich
365 bp (2 x Insert - Probe) centered around its midpoint.

Figura 27: Esquema sobre el funcionamiento de las sondas.
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2.3-VALIDACION DE LOS POOLS:

2.3.1- Visualizacion de los pools

Para ello se emplea el sistema ya descrito Qiaxcel (Qiagen), de esta forma se ve si tiene
el tamafo apropiado y la presencia o no de dimeros. Si esta todo correcto, se calcula su
tamafio medio, ya que en el paso posterior (cuantificacion por gPCR) se efectua la

correccidn por tamanos.

2.3.2- Seleccion por tamaiios

Silaforma no es correcta y/o existe dimero, se selecciona el tamafio adecuado mediante
el sistema Pippinprep, que consiste en una electroforesis que separa y extrae
fragmentos de ADN. Se emplean cassettes de gel y se recoge el ADN en los pocillos de

elucion de acuerdo al rango de tamafio seleccionado (figura 28).

Las ventajas que presenta se encuentran principalmente a nivel de rapidez del proceso,
ya que cada carrera dura 50-100 min y caben 4 muestras mas el marcador. Ademas, no

presenta riesgos tan graves como el método tradicional con bromuro de etidio.

DNA is electroeluted

from agarose
’ Separation Channel
d

into buffer
m
-
R somonre)

Each lane has
switchable electrodes

Collection Chamber

Impermeable Membrane

DNA size ladder

sample 4

sample 3 ] Q »

sample2 || = ] A I + |
;‘ )

sample 1 - | ‘Q I -

Figura 28: Estructura de un cassette de Pippinprep.

Y si estd todo correcto, se pasa a cuantificar los pools mediante qPCR.
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2.3.3- Cuantificacion de los pools mediante PCR cuantitativa

Para ello se ha empleado el sistema LightCycler 480 (Roche). La PCR cuantitativa es una
variacion de la técnica PCR estandar que se emplea para la cuantificacion tanto de DNA
como de mRNA en una muestra. Utilizando primers o cebadores especificos puede

medirse el nimero de copias relativo de ADN que contiene una muestra.

Para realizar esta técnica se ha empleado el reactivo de unién al ADN de doble cadena
(no especifico de secuencia) SYBR Green. Este reactivo emite poca fluorescencia cuando
no estd unido al ADN y aumenta la fluorescencia que emite cuando se intercala en el
ADN. Por tanto, la fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto y es la medida

de esta fluorescencia lo que permite la cuantificacidon del ADN.

Tedricamente en cada ciclo se duplica la cantidad de producto: éste aumenta
exponencialmente con el numero de ciclos de PCR y depende del nimero inicial de

copias del molde de ADN. Los pasos a seguir para hacer una gPCR son los siguientes:

- Se emplean muestras estandar, muestras con concentracién conocida. En
expresion génica se emplean diluciones seriadas de un cDNA de concentracion

conocida.

- Se determina el Cp (“Crossing point”, punto en el que la fluorescencia de la
muestra supera el umbral o fluorescencia de fondo) de las muestras estandar y

de las muestras desconocidas.

- Se realiza una curva estandar a partir de los datos de Cp y concentracion de las

muestras estandar.

- Se calcula la concentracién de las muestras desconocidas extrapolando el valor

de Cp de dichas muestras en la curva estandar (figura 29).
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Figura 29: Imagenes obtenidas al realizar la cuantificacion de ADN mediante qPCR. En este
caso la muestra roja es la de concentracidon desconocida. Su concentracidn se obtiene al
extrapolar su valor de Cp de la curva patrén realizada a partir de las concentraciones de las
muestras estandar.

2.4- AMPLIFICACION CLONAL DE LOS POOLS: cBOT

cBOT es el sistema de amplificacién clonal de lllumina. Antes de ser secuenciadas, las
moléculas de ADN son amplificadas “en puente” para formar clusters clonales en la
célula de flujo. Las muestras se preparan a una concentracién de 2nM por pool
(definiendo un pool como la mezcla de 6 muestras con indices compatibles),
posteriormente se desnaturalizan y se preparan a la concentracién deseada para
introducirlas en el cBOT. Tras diferentes pruebas, la concentracion que dié mejores

resultados fue la de 8pM.

Ya en el cBOT, el proceso consta de varias fases:
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2.4.1- Inmovilizacion de las moléculas de ADN.

Cientos de millones de moléculas de ADN se hibridan con oligonucledtidos que se
encuentran inmovilizados en la superficie de la célula de flujo. Se van generando copias
por extensién en 3°, empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad para prevenir
errores de incorporacion. Las muestras originales son desnaturalizadas, dejando a su

copia inmovilizada en la superficie de la célula de flujo (figura 30a).

2.4.2- Amplificacion isotérmica en puente.

Las copias inmovilizadas giran para hibridarse con los oligonucleétidos que estan libres
sobre la célula de flujo. La ADN polimerasa copia la muestra formando puentes de ADN
gue se desnaturalizan para obtener 2 cadenas de ADN, que a su vez giran y se hibridan
con otros oligonucledtidos y se extienden otra vez para formar dos nuevas cadenas de
ADN. Este proceso se repite en cada muestra para crear millones de clusters clonales

individuales que contendran unas 2000 moléculas (figura 30b).

2.4.3- Linealizacion, bloqueo e hibridacion con los primers.

Cada cluster de los puentes de DNA es desnaturalizado y la cadena en direcciéon 3” se
elimina, dejando la cadena en 5. El extremo 3'de las cadenas de ADN y los
oligonucledtidos presentes en la célula de flujo son bloqueados para que no interfieran
con la reaccién de secuenciacién. El oligo de secuenciacidn se hibrida con la secuencia
complementaria del adaptador de lllumina en los extremos sueltos de las muestras
presentes en los clusters. La célula de flujo contiene ahora cerca de 750 millones de
clusters con aproximadamente 1000 moléculas por cluster, de esta forma esta lista para

ser secuenciada (figura 30c).
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I, I

A) INMOVILIZACION B) AMPLIFICACION EN PUENTE C) LINEALIZACION, BLOQUEO E HIBRIDACION.

Figura 30: Generacidn de clusters por amplificacion isotérmica en puente.

2.5- SECUENCIACION: HiScanSQ y HiSeq 2000.

2.5.1- Secuenciacion por sintesis.

La tecnologia lllumina es ampliamente utilizada en el campo de la secuenciacién masiva.
Emplea el método denominado secuenciacion por sintesis, que consiste en el uso de
terminadores reversibles en un método ciclico que incluye la incorporacion de

nucleodtidos, la captura de fluorescencia y la ruptura:

- La ADN polimerasa unida a la muestra con el primer, incorpora (por
complementariedad de bases), un solo nucleétido marcado con fluorescencia.

- Después de la incorporacién, se eliminan los nucleétidos que no han sido
incorporados y se lee la fluorescencia mediante l|aseres para saber qué
nucledtido se ha incorporado.

- Sigue un paso de ruptura para eliminar la fluorescencia y la modificacion que

impide la elongacién de la cadena.

En la figura 31 se muestra un ejemplo del proceso de secuenciacion:
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Figura 31: Proceso de secuenciacion por sintesis. 1. Los ddNTP marcados con fluorescencia se afiaden
junto con la polimerasa. Los ddNTP son bases modificadas ligeramente que evitan que la polimerasa se
afada a otros nucleétidos de la cadena en crecimiento después de haber afiadido la primera. Los
nucledtidos sin incorporar se eliminan. 2. Un laser activa el fluoréforo verde. 3. La cdmara captura el color
de emisidn. 4. El fluordforo y el terminador se eliminan. El nucledtido ha vuelto a su forma natural y la
polimerasa se puede asi afiadir a otra base de la cadena en crecimiento, en el siguiente ciclo de extensidn.
5. El siguiente ciclo comienza afiadiendo un nuevo grupo de ddNTPs marcados con fluorescencia.

Las lecturas que se han hecho en este estudio han sido del tipo paired end, es decir, en

una misma carrera, se producen 3 reads o lecturas: uno en un sentido de la hebra de

ADN, otro para la lectura de los indices y el restante en el otro sentido, tal y como se

muestra en la figura 31b:

Flow Cell

Read Primer 1 Index Primer
Flow Cell

binding Region $ $ binding Region

Read Primer 2

o
e 5 Y 55 W s

Figura 31b:

Universal Adapter
DMA Fragment to be Sequenced
Indexed Adapter

Index Region

Esquema de las lecturas del tipo paired-end.

Para tener un andlisis muy preliminar a tiempo real de la secuenciacién, lllumina

proporciona unas herramientas de software para ver cdmo esta funcionando el proceso

(figuras 32 y 33). Son las siguientes:
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- HiSeq Control Software:

e T o —

venu

A #C1DAFACXX "HMC_HIPOB_T1EXOMA_20130206"
iC 0 of 209 —

Analysis
Extracted 118 Callod: 108 Scored: 108

100

Q¥

Fluidics > | Images

SRE [

'IOO Cycle 8110 Cycle #1011 " "y LA s " LAk " " "

Mon Feb 11 12 1AM 2M A A SAM A TN SAM -

Configuration
Read Type - Paired End Indexing Run
Read Cycles - 1017 (1)| 101
Output Foider - R\Runs\130207_H114_0261_AC1DAFACXX

@ & Flowcell #1 (C1DAFACXX). Cycie #120, Imaging. Top Surface, Lane 8, Swath 3 - X = 154 0407 Y = 52 9, Channels C. A, Scanning

© nmaized s anure @ =9 @

Figura 32: HiSeq control software. Proporciona informacién a tiempo real sobre el ciclo en que se encuentra la secuenciacidn y también es el
software en que aparecen las notificaciones si hay alguna incidencia. Sirve para controlar el run, pudiendo pausarlo o pararlo si fuera necesario.
Ademas, ofrece la posibilidad de ver los clusters que se estan leyendo en ese momento y en qué parte de la célula de flujo se estd produciendo la

lectura.
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- Sequencing Analysis Viewer (SAV):
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Figura 33: Sequencing Analysis Viewer. Proporciona informacion sobre los clusters efectivos, densidad de clusters en cada
zona de la célula de flujo, representacion de los diferentes indices y, por tanto de cada muestra en cada linea de la célula

de flujo...

93



Material y Métodos

2.5.2- HiScanSQ y HiSeq 2000.

El sistema HiScan integra la secuenciacion de nueva generacion con la capacidad de
realizar analisis de genotipado, expresion génica y arrays de metilacion. Esto se debe a
gue se compone de dos mddulos, como se muestra en la figura 34: mddulo HiScan, para
los analisis de microarrays; y modulo SQ, para llevar a cabo la secuenciacion. Ambos
modulos son independientes. Esta combinacion le convierte en una herramienta muy

util para diversos tipos de estudios genéticos.

The touch screen user interface
facilitates step-by-step setup
and provides real-time reporting

Pre-configured, plug-and-play
> 3 reagents are ready for up to
200 sequencing cycles

Internal paired-end
fluidics allows for seamless
second-read sequencing

The combo drawer contains
dual compartments for easy
array and flow cell loading

Figura 34: Caracteristicas del HiScanSQ.

En la tabla 8 se muestran los distintos tipos de lecturas que pueden llevarse a cabo y la

informacidn relativa al funcionamiento de este aparato:
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Longitud de lectura
1 x 35 pb
2 x50 pb
2 x 100 pb

Lecturas

Rendimiento

Material y Métodos

Duracidn de la carrera Output
1.5 dias 23-26 Gb
4.5 dias 67-75 Gb
8.5 dias 135-150 Gb

Mas de 750 millones de clusters que pasan los
filtros y mds de 1.5 billones de lecturas paired-
end.

Mas de 17.5 Gb por dia para una carrera de 2
x 100 pb

Mas de 85 % de bases con calidad mayor de
30en 2 x50 pb

Mds de 80 % de bases con calidad mayor de
30 en 2 x 100 pb

Tabla 8: Parametros de secuenciacion de HiScanSQ

En cuanto al HiSeq 2000 (figura 35), el método de secuenciacion es el mismo, sélo que

con una generacién de resultados mayor y mas rapida. Con este sistema, los clusters de

ambas caras de la célula de flujo pueden ser secuenciados, aumentando asi el nimero

de lecturas y por tanto, la generacidn de resultados.
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Touch screen user interface facilitates step-by-step
run setup. Simply enter read length, single- or
paired-end read, and indexing information on-screen.

Pre-configured, plug-
and-play reagents are
ready for up to 200
sequencing cycles.
Internal paired-end
fluidics eliminate need
for a separate second-
read module.

Flow cells are easy

to load on the vacuum-
controlled loading
dock with feedback
LED switch.

,  Optical modules
with dual-surface
1 flow cell imaging
b o H and time-delay
integration scanning
@ allow highest output
and fastest data rate.

Figura 35: Caracteristicas de HiSeq 2000

Los parametros que emplea se representan en la tabla 9:

Longitud de lectura Duracion de la carrera Output
1 x35 pb 1.5 dias 26-35 Gb
2 x50 pb 4 dias 75-100 Gb
2 x 100 pb 8 dias 150-200 Gb

Mas de 1 billén de clusters que pasan los filtros

Lecturas y mas de 2 billones de lecturas paired-end.
Rendimiento Mads de 25 Gb por dia para una carrera de 2 x
100 pb
Mads de 90 % de bases con calidad mayor de 30
en 2 x50 pb
Mads de 85 % de bases con calidad mayor de 30
en 2 x 100 pb

Tabla 9: Parametros de secuenciacion de HiSeq 2000
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3- ANALISIS BIOINFORMATICO

En el procesado de las muestras son importantes tanto la preparaciéon y secuenciacion
de librerias como la generacién y procesado de los datos, que se resumen en la figura

36:

Procesado de secuencias

Mapeo

Restriccion por genes

i Llamado de variantes

Anotacion funcional

Priorizacion de variantes

Analisis de gen completo

Figura 36: Pasos a seguir en el analisis bioinformatico de las secuencias.

Para seguir este esquema, es necesario el uso de diferentes programas bioinformaticos
y obtener asi diferentes archivos, que finalmente conduciran a la obtencién de las
variantes deseadas. Un esquema muy general de los pasos a seguir seria elque se

representa en la figura 37:

FastQ mmmmmm) FastQprocessed mmmmm) SAM ) BAM  mmwes) VCF

Seqtk BWA SAMtools SAMtools
BWA BCFtools
SAMtools

Figura 37: Programas empleados y archivos generados durante el proceso de analisis.
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3.1- Alineamiento y mapeo de las secuencias: Paso de FastQ a SAM
(Sequence Alignment/Map format).

3.1.1- Analisis de la calidad de los archivos FastQ: FastQC

El formato de un archivo fastQ es el siguiente (figura 38):

@H114:263:COK6MACXX:7:1101:1123:1976 1:N:0:CGATGT
GTGGATACCTGTTGCTGACTATAAGAGATGAGACTGCACATGGAGATGTTCTGTCCCCCTCAGTGTCTGAGCCCTCCGACTTCCTTTCTTCCCCATCAA

+

@@CFFFFFHHHHHJJJJFHGEFHHFEHHJJJIJJJJJJIJIIIFHHGIIERINGIJIGIIJHFDFDGGGIJIHHEESADDDDDDDDDDDDDCDCDDCCC

Figura 38: Formato de un archivo fastQ.

Estos archivos constan de subunidades de 4 lineas:

Linea 1: Informacion sobre la muestra, es decir, lane, barcode, nombre de la muestra...

Linea 2: Secuencia

Linea 3: Separacion entre secuencia y calidades. Suele ser “+”.

Linea 4: Calidades en Phred Score codificado en formato ASCII.

El programa FastQC proporciona informacién sobre la calidad de los archivos fastQ

obtenidos.

3.1.2 - Procesado de los archivos fastQ

Se basa en eliminar las bases de baja calidad presentes en las lecturas. Se eliminan de
los extremos de cada lectura, ya que al final de cada secuenciacién se va perdiendo
calidad. Este paso se realiza con el programa Seqtk, que es una herramienta para el

procesado de secuencias en formato FASTA/Q (vease figura 37).
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3.1.3- Mapeo

Consiste en el alineamiento de las secuencias obtenidas frente a un genoma de
referencia. Se puede hacer ejecutando primero el programa Burrows-Wheeler Aligner
(BWA) (Li et al, 20093; Li H et al, 2010) y luego el programa SAMtools (Li et al, 2009b) o
ejecutando ambos a la vez. BWA es un paquete de software para mapear secuencias
contra un genoma de referencia. Consiste en tres algoritmos: BWA-backtrack, BWA-SW
and BWA-MEM. El primer algoritmo esta disefiado para secuencias mayores de 100 pb
en lllumina, mientras que los otros dos se emplean para secuencias mas largas, 70 pb a
1Mpb. BWA-MEM and BWA-SW comparten ciertas caracteristicas, pero BWA-MEM, es
mas novedoso, y permite un analisis mas rdpido y preciso. Ademas también se emplea
para secuencias de 70 a 100pb provenientes de Illumina. Es el que se ha empleado en el

presente analisis.

El formato SAM (SequenceAlignment/Map) es un formato genérico para almacenar
secuencias alineadas en un tamafio menor. SAMtools posee varias utilidades para
manipular alineamientos en formato SAM, incluyendo, ordenar, indexar y mezclar estos
archivos. Las lineas de su cabecera empiezan por '@'. Esta cabecera contiene
informacién sobre cdmo se ha generado el archivo, los programas empleados para

procesar las lecturas, la referencia utilizada, etc.

Un ejemplo de la cabecera de un archivo SAM seria el que se muestra en la figura 39:

@D VN: 1.0 SQG coordi nat e

@Q SN: 1 LN: 249250621 AS: NCBI 37
UR file:/data/local /ref/GATK/ human_glk v37.fasta
Vb: 1b22b98cdeb4a9304ch5d48026a85128

@Q SN: 2 LN: 243199373 AS: NCBI 37
UR file:/datal/local/ref/GATK/ human_glk v37.fasta
Mb: a0d9851da00400dec1098a9255ac712e

@Q SN: 3 LN: 198022430 AS: NCBI 37
UR file:/data/l ocal /ref/GATK/ human_glk v37.fasta
Vb: f df d811849cc2f adebc929bb925902e5

@rG | D: UMD098: 1 PL: | LLUM NA PU: HAUSI - EAS1707- 615LHAAXX-
LO01

LB: 80 DT: 2010- 05- 05T20: 00: 00- 0400 SM SD37743 CN: UMCORE
@rG | D: UMD098: 2 PL: | LLUM NA PU: HWUSI - EAS1707- 615LHAAXX-
LO02

LB: 80 DT: 2010- 05- 05T20: 00: 00- 0400 SM SD37743 CN: UMCORE
@rC | D: bwa VN:O.5. 4

Figura 39: Cabecera de un archivo SAM.
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El siguiente paso es el de SAM a BAM, también realizado con SAMtools.

Para llegar a obtener el archivo VCF es necesario, ordenar, indexar y eliminar duplicados
en el archivo BAM. A veces es necesario fusionar varios archivos BAM, por ejemplo
cuando hay un mismo individuo que se ha procesado varias veces, es decir en canales o

lanes diferentes de la misma célula de flujo.

3.2- Llamado de variantes

3.2.1- Obtencion del archivo VCF a través de SAMtools y BCFtools

BCFtools es parte del paquete SAMtools. SAMtools recoge informacion del archivo BAM,
computa probabilidades de los datos dado cada posible genotipo y almacena las
probabilidades en el formato BCF. No llama variantes. BCFtools aplica lo anterior y hace
el llamado real. Puede también concatenar archivos BCF, indexarlos y convertirlos en

VCF. Ademas, BCFtools puede trabajar sobre algunos VCFs, pero no sobre todos.

3.2.2- Tratamiento y comparacion de VCFs

Para ello tienen que ser comprimidos e indexados. El manejo se lleva a cabo con
VCFtools, que es un paquete de programas disefiados para trabajar con archivos VCF. El
objetivo de VCFtools es proporcionar métodos para trabajar con archivos VCF:
validacién, fusién, comparacién y cdlculo de algunas estadisticas bdsicas de genética de

poblaciones, etc.

El formato de un VCF es el que se muestra a continuacidn, en la figura 40:
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##f 1| ef or mat =VCFv4. 0

##f i | eDat e=20090805

##sour ce=ny| nput at i onPr ogr anv3. 1

##r ef er ence=1000GenonmesPi | ot - NCBI 36

##phasi ng=parti al

##1 NFO=<I D=NS, Nunber =1, Type=I nt eger, Descri pti on="Nunber of Sanples Wth Data">
##1 NFO=<| D=DP, Nunber =1, Type=I nt eger, Descri pti on="Tot al Depth">

##1 NFO=<| D=AF, Nunber =. , Type=Fl| oat , Descri pti on="Al | el e Frequency" >

##1 NFO=<| D=AA, Nunber =1, Type=Stri ng, Descri pti on="Ancestral Al lele">

##| NFO=<| D=DB, Nunber =0, Type=Fl| ag, Descri pti on="dbSNP nmenbershi p, build 129">
##1 NFO=<| D=H2, Nunber =0, Type=Fl| ag, Descri pti on="HapMap2 nenber shi p">

##F| LTER=<I| D=q10, Description="Quality bel ow 10">

##F| LTER=<I| D=s50, Descri pti on="Less than 50% of sanpl es have data">
##FORMAT=<I| D=GT, Nunber =1, Type=St ri ng, Descri pti on="CGenot ype" >

##FORMAT=<I| D=GQ, Nunber =1, Type=I nt eger, Descri pti on="Genot ype Qual ity">
##FORMAT=<I| D=DP, Nunber =1, Type=I nt eger, Descri pti on="Read Dept h">

##FORMAT=<I| D=HQ, Nunber =2, Type=I nt eger, Descri pti on="Hapl ot ype Quality">

#CHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER | NFO FORMAT NA00001 NA00002

20 14370 rs6054257 G A 29  PASS  NS=3; DP=14; AF=0. 5; DB; H2 GT: GQ DP: HQ 0] 0: 48: 1: 51, 51 1] 0:48:8:51, 51
1/1:43:5:.,.

20 17330 . T A 3 ql0 NS=3; DP=11; AF=0. 017 GT: GQ DP: HQ 0] 0: 49: 3: 58,50 0] 1: 3: 5: 65, 3
20 1110696 rs6040355 A GT 67 PASS  NS=2; DP=10; AF=0. 333, 0. 667; AA=T; DB GT: GQ DP: HQ 1| 2: 21: 6: 23, 27 2| 1:2:0: 18, 2
20 1230237 . T . 47 PASS NS=3; DP=13; AA=T GT: GQ DP: HQ 0] 0: 54: 7: 56, 60 0] 0: 48: 4: 51, 51

Figura 40: Formato de un VCF

Los VCF tienen una cabecera cuyas lineas comienzan por # o ##, y lineas con datos, que
no comienzan por #. La cabecera contiene informacidon como por ejemplo, el programa
empleado para generar el archivo, el numero de versién del formato VCF o el nombre

del genoma de referencia tal y cdmo se observa en la figura 40.

Cada linea de datos debe tener 8 columnas:

CHROM: Cromosoma

POS: Posicion en la referencia, con la primera base en posicion 1

ID: Si el SNP esta identificado previamente, aparecera su rs.

REF: Base de referencia.

ALT: Bases alternativas que aparecen y que no son el alelo de referencia.

QUAL: Informa de la calidad. Altos valores indicardn que la llamada es fiable.

N o vk~ w nNpoE

FILTER: PASS indica que esa posicion ha pasado todos los filtros. Cuando no se

aplican filtros, no aparece ningun valor.
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8. INFO: Informacién adicional. Por ejemplo: DP indica la cobertura; DB si el SNP

esta en dbSNP; AA, el alelo ancestral, etc

Si la informacion sobre el genotipo esta presente, aparece un campo adicional llamado

FORMAT, dentro del campo INFO, mostrando los siguientes parametros:

« GT: Genotipo. Un valor de O indica el alelo de referencia, un valor de 1, el primer
alelo alternativo en la lista, y un valor de 2, el segundo.

« DP: Cobertura en esa posicion para esa muestra.

« FT: Filtro de genotipo por muestra. Indica si ese genotipo fue “llamado”.

» GL: Probabilidad de que el genotipo indicado sea el correcto.

« GQ: Calidad del genotipo.

« HQ: Calidad de haplotipo.

3.3- Anotacion funcional de los SNPs detectados.

Las grandes plataformas de secuenciacion de alto rendimiento generan cantidades
masivas informacion, pero sigue siendo un desafio identificar las variantes
funcionalmente importantes. Entre las herramientas que existen para filtrar y anotar
estas variantes estan: ANNOVAR (Wang et al, 2010) y VEP (MclLaren et al, 2010), ambas
sirven para anotar variantes de nucledtido Unico (SNVs) e inserciones / delecciones, y su

consecuencia funcional.

En este analisis se ha empleado la herramienta VEP (Variant Effect Predictor). VEP
determina el efecto de las variantes (SNP, inserciones, deleciones, CNVs, o variantes
estructurales) sobre los genes, transcritos, y secuencia de la proteina, asi como sobre
regiones reguladoras. Basta con introducir las coordenadas de las variantes, y los
cambios de nucledtidos para conocer la siguiente informacion:

- Genes y transcritos afectados por las variantes.

- Ubicacidn de las variantes (por ejemplo, en la secuencia de codificacion, en el

ARN no codificante, en regiones reguladoras).

- Consecuencia a nivel de la secuencia de la proteina (por ejemplo, con cambio
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de sentido, sin sentido...).
- Variantes conocidas que responden a las encontradas, y las MAF asociadas

segun el Proyecto 1000 Genomas.

VEP emplea dos herramientas: SIFT y PolyPhen, para dar informacidn sobre los cambios
a nivel de proteina y por tanto, sobre su posible efecto. SIFT predice si la sustitucion de
un aminoacido afecta a la funciéon de la proteina basdndose en la homologia de
secuencia y las propiedades fisicas de los aminoacidos. PolyPhen es una herramienta
que predice el posible impacto de una sustitucién de aminoacidos en la estructura y
funcién de una proteina humana utilizando consideraciones fisicas y comparativas

directas.

Las variaciones filtradas y seleccionadas por su importancia funcional han sido las de
stop, cambio de sentido y de splicing, habiéndose anotado también en un inicio, todas
las que estan en regiones exodnicas. A continuacion se definen las variantes mas

importantes que puede detectar VEP:

= Variacion donante de splicing (Splice donor variant): variante de splicing que
cambia la regidn base 2 en el extremo 5’de un intrén.

= Variacion aceptora de splicing (Splice acceptor variant): variante de splicing que
cambia la regién base 2 en el extremo 3’de un intrén.

= Variacion de ganancia de coddn de parada (stop gained): variante en la
secuencia que hace que al menos una base de un codén cambie, dando lugar a
un codoén de stop prematuro y, por tanto a un péptido mas corto.

= Variacion de pérdida de codon de parada (stop lost): variante en la secuencia
gue hace que al menos una base de un codén cambie, dando lugar a un péptido
mas largo.

= Variacion con cambio de sentido (Missense variant): variante en la secuencia
gue cambia una o mas bases, resultando en una secuencia de aminoacidos

diferente, pero con la misma longitud.
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®  Variacion en la region de splicing (Splice region variant): variante en la
secuencia en la que se ha producido un cambio dentro de la regién del sitio de
splicing, ya sea dentro de 13 bases del exdn o 38 bases del intrén.

= Variacion sindnima (synonimus variant): variante en la secuencia en que cambia
una base, pero no cambia el aminoacido al que da lugar.

= Variacion en la zona 5'UTR (5 prime UTR variant): variante en la zona 5'UTR.

= Variacion en la zona 3’UTR (3 prime UTR variant): variante en la zona 3"UTR.

= Variacion en la secuencia no codificante exdnica (non coding exon variant):
variante que cambia la secuencia no codificante de un exdn.

= Variacion intrénica (Intron variant): variante en un transcrito que se produce
dentro de un intrén.

= Variacion en transcrito diana de NMD (NMD transcript variant): variante en un
transcrito que es diana de NMD (via cuya funcion principal es la de reducir los
errores en la expresién génica mediante la eliminacion de los transcritos de
ARNmM que contienen codones de parada prematuros).

= Variacion en transcrito de ARN no codificante (nc transcript variant): variante
en un transcrito en un ARN no codificante.

= Variacion en laregion 5° anterior a un gen (upstream gene variant): variante en
la secuencia de un gen que se localizaen 5.

= Variacion en la regidon 3" posterior a un gen (downstream gene variant):
variante en la secuencia de un gen que se localizaen 3".

= Variacion en sitio de union de un factor de transcripcion (TF binding site
variant): variante en la secuencia localizada en un sitio de unidn de un factor de
transcripcion.

= Elongacion (Feature elongation): variante de secuencia que causa la extension
de una caracteristica gendmica, con respecto a la secuencia de referencia.

= Variacion en una region reguladora (Regulatory region variant): variante en la

secuencia localizada en una region reguladora.

En la figura 41 aparece un esquema que refleja las variantes que puede detectar

VEP.
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<+— Intergenic

<«—— Regulatory region
<«—— Upstream (within 5kb)
Y.

Coding <«—5' UTR
start Wi

<+— Complex indel (spans intron/exon border)
<— Splice site (1-3bp into exon/3-8bp into intron)
<— Synonymous coding e.g. CTC -> CTA

<— Non-synonymous coding e.g. ATA -> ACA
<— Intronic

— Essential splice site (first/last 2bp of intron)

auab buipod uRiold
[[voa }

m | <— Frameshift coding e.g. ATT -> ATC T
coing |2 | +—— Stop gained e.g. TAC -> TAA

o B« Stop lost e.g. TGA -> TGG
«— 3'UTR

<— Downstream (within 5kb)

Others: Within non-coding gene, Within mature miRNA

Figura 41: Esquema en que se representan los diferentes tipos de variaciones anotadas por
VEP. Mclaren et al. (2010). Bioinformatics. 26, 2069-2070.

En el anexo 1 (pagina 247) se muestran todos los comandos generales que se han

empleado para llevar a cabo el analisis bioinformatico completo de las muestras.

3.4- Genes analizados.

Tras una exhaustiva revision bibliografica, se seleccionaron 121 genes que se habian
relacionado con diferentes tipos de diabetes hasta el momento de comenzar el analisis.
Estos genes fueron identificados a través del andlisis de genes candidatos y estudios de
ligamiento en familias, diferentes GWAS (tanto sobre susceptibilidad a DM2 como

GWAS sobre variables relacionadas) y posteriores metaanalisis.

Ademas, al tratarse de un proyecto coordinado, también se incluyeron genes
relacionados con diabetes, los cuales se encuentran en investigacion por los otros

grupos. Los genes finalmente seleccionados se exponen en el apartado de resultados.
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4- VALIDACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
SECUENCIACION DE SANGER

La validacion de los resultados obtendios por NGS puede realizarse mediante
secuenciacion estandar o Sanger. Este estudio se realiza dado que puede existir una
proporcidn de variantes que no sean reales debido a errores en la secuenciacidn, baja
cobertura de algunas regiones, calidad de de los datos, etc. Esta secuenicacidén se ha
relaizado mediante el sistema BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencing kit
(AppliedBiosystems) y electroforesis capilar en un secuenciador ABI3730 (Applied

Biosystems).

Esta secuenciacidon se basa en el método enzimatico de Sanger, en el cual se emplean
andlogos dideoxirribonucleétidos (que carecen de grupo 3'OH) que se incorporan a la
cadena creciente de ADN compitiendo con los nucleétidos normales y actuando como
terminadores dando lugar a un bloqueo en la sintesis de la cadena. Al incorporarse de
manera aleatoria se crea un conjunto de fragmentos de ADN de diferentes longitudes
complementarios al molde de ADN que esta siendo secuenciado. En la secuenciacién
automatica basada en este método, en lugar de isétopos radiactivos para marcar los

fragmentos de ADN, se utilizan terminadores marcados con diferentes fluoréforos.

El secuenciador o “Genetic Analyzer ABI3730” (Applied Biosystems), que aparace en la
figura 42, funciona de manera totalmente automatica inyectando las muestras en un
capilar previamente cargado con un polimero que funciona como si fuera un gel de
secuenciacion, permitiendo separar fragmentos de ADN de cadena sencilla que se
diferencian en una Unica base al tratarse de una electroforesis desnaturalizante. A una
altura determinada, el laser del dispositivo detecta la fluorescencia emitida por cada
cadena sencilla de ADN marcado con fluorescencia y traduce dicha emision en el

fluorograma correspondiente y este en la secuencia o en los datos correspondientes.
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Figura 42: Secuenciador ABI 3730.

Mediante programas de analisis tales como Sequencing analysis o SeqScape, se pueden
analizar los datos que proporciona el secuenciador en forma de cromatogramas (figura
43), en los cuales se puede visualizar cada base y asi observar si un individuo es
homocigoto o heterocigoto para una determinada posicidon o si hay alguna variacion con

respecto a la secuencia de referencia.

Figura 43: Imagen de un cromatograma en que se muestra un polimorfismo para el que el
individuo es heterocigoto.
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RESULTADOS

Durante la realizacion de esta tesis, se han analizado 178 muestras, 89 procedentes de
individuos afectados con DM2 y 89 controles, en los cuales se han obtenido las
variaciones expuestas mas adelante. En estos individuos, los genes analizados han sido
elegidos mediante una exhaustiva revisién bibliografica sobre los diferentes tipos de
diabetes y los genes implicados en ellas.

Para la obtencion de las variaciones, se ha aplicado un primer filtro de los datos basado
en dos criterios: una profundidad de cobertura igual o superior a 4 y una calidad de
genotipado igual o superior a 20. Nos hemos centrado en el estudio de las variaciones
de nucledtido unico (SNVs o SNPs) dejando para proximos estudios, variaciones tales

como inserciones, delecciones, etc.

1- SELECCION DE GENES A ANALIZAR

Tras la correspondiente revisidn bibliografica, se seleccionaron 121 genes previamente
relacionados con diferentes tipos de diabetes. Estos genes fueron identificados a través
del andlisis de genes candidatos y estudios de ligamiento en familias, diferentes GWAS
(tanto sobre susceptibilidad a DM2 como sobre variables relacionadas) y posteriores
metaandlisis. Las palabras clave de la busqueda fueron: diabetes, glucose, SNP,

polymorphism, glucose metabolism alteration, obesity.

Ademas, también se incluyeron genes potencialmente relacionados con diabetes y cuyo
efecto esta en estudio por diferentes grupos con los que colabora nuestro grupo, pero

se han obtenido resultados en alguno de ellos, como es el caso de CLEC7A.

Por otra parte, se han dejado para estudios posteriores los genes del cromosoma 6,
debido a que en él se situa el complejo mayor de histocompatibilidad, por lo que se
requiere un analisis bioinformatico especifico dada la alta variabilidad genética de esta

region.
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1.1- Listado de genes seleccionados

A continuacion, en la tabla 10 se muestran todos los genes seleccionados para ser
analizados y estudiados y también las referencias bibliograficas que los relacionan con
los diferentes tipos de diabetes o con otras variables relacionadas: IMC, metabolismo
lipidico, niveles de glucosa, etc. Ademas, en la figura 44, se muestra un cariograma en

gue aparecen todos los genes estudiados.
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REFEREMNCIAS
GEN NOMBRE COMPLETO DEL GEN OTRAS DENOMINACIOMNES CROMOSOMA BIBLIOGRAFICAS
DIABETES SINDROMICAS
WF51 | Wolfram syndrome 1 (wolframin) CTRCT41, WERS, WFS, WFSL, 4 Barret TG, 2001
lut ier family 13 (thiami
sic1gap | SOlute carrier family 15 (thiamine RP1-206D15.4, TC1, THMD1, THT1, THTR1, TRMA 1 Barret TG, 2001
transporter), member 2
INSR insulin receptor CD220, HHFS 15 Barret TG, 2001
KCMNJ11 ﬁa._nmmu_.”:.: inwardly-rectifying channel, BIR, HHFZ, IKATP, KIRG.2, PHHI, TNDM3 11 Barret TG, 2001
subfamily J, member 11
DIABETES NEONATAL
ilar-B et al, 2008;
apceg | ATP-binding cassette, sub-family C ABC36, HHF1, HI, HRINS, MRPE, PHHI, SUR, SUR1, - ._H”: .m__“ mﬂ__w_z uocmm. Vanilire
(CFTR/MRP), member & SUR1delta2, TNDMZ2 oy ! '
et al, 2009
Aguilar-Bryan et al, 2008;
FGQTL3, GK, GLK, HHF3, HE4, HKIV, HXKP, LG I
GCK glucokinase (hexokinase 4) M %m:. o LK, 7 Murphy et al, 2008; Vaxillaire
et al, 2009
Aguilar-Bryan et al, 2008;
IPF1 pancreatic and duodenal homeobox 1 G5F, ID¥-1,IPF1, IUF1, MODY4, PD¥-1, STF-1 13 Murphy et al, 2008; Vaxillaire
et al, 2009
Aguilar-Bryan et al, 2008;
PTF1A | pancreas specific transcription factor, 1a | PTF1-p48, bHLHa29 10 Murphy et al, 2008; Vaxillaire
et al, 2009
Aguilar-Bryan et al, 2008;
FOXP3 | forkhead box P3 ImM2, AlID, DIETER, IPEX, PIDX, XPID X Murphy et al, 2008; Vaxillaire
et al, 2009
] R Aguilar-Bryan et al, 2008;
ka t lat itiation factor 2-
EIF2ak3 | SVKaryotic translation initiation factor PEK, PERK, WRS 2 Murphy et al, 2008; Vaxillaire

alpha kinase 3

et al, 2009
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ATP-binding cassette, sub-family C

ABC36, HHF1, HI, HRINS, MRPS, PHHI, SUR, 5UR1,

Aguilar-Bryan et al, 2008;

ABCC8 11 Murphy et al, 2008; Vaxillaire
(CFTR/MRP), member 8 SUR1delta2, TNDM2 Phy
et al, 2009
o L Aguilar-Bryan et al, 2008;
otassium inwardly-rectifying channel,
KCMJ11 P ) ¥ fying BIR, HHF2, IKATP, KIRG.2, PHHI, TNDM3 11 Murphy et al, 2008; Vaxillaire
subfamily J, member 11
et al, 2009
ilar-B et al, 2008;
HNF1B | HNF1 homeobox B FIHN, HNF-1B, HNF1beta, HNF2, HPC11, LF-B3, LFB3, 17 ”___m_..p_.__ m__..q _mq_.“____”_q._ M.n_cmmh. ______mx._h_m.jm
MODYS, TCF-2, TCF2, VHNFL Py etal, SO
et al, 2009
MODY
MODY 1: RP53-10134A22.1, HNF4, HNF4a7, HNF4as8, HNF4as,
_._ZT-_P. hepatocyte nuclear factor 4, alpha HMF4alpha, MODY, MODY1, NR2A1, NR2A21, TCF, 20 Molven et al, 2011
TCF14
MODY 2: i i FGQOTL3, GK, GLK, HHF3, HEK4, HKIV, HXKF, LGLE,
- glucokinase (hexokinase 4) MODY2 7 Molven et al, 2011
NMODY 3:
HNE1A HNF1 homeobox A HMF-14A, HMFL, IDDM20, LFB1, MODY3, TCF-1, TCF1 12 Molven et al, 2011
MODY 4: N
IPF1 pancreatic and duodenal homeobox 1 GSF, ID¥-1,IPF1, IUF1, MODY4, PDX-1, STF-1 13 Molven et al, 2011
MODY 5: FJHMN, HNF-1B, HNF1beta, HNF2, HPC11, LF-B3, LFB3,
HNF1B HNF1 homeobox B MODYS, TCF-2, TCF2, VHNFL 17 Molven et al, 2011
MODY 6:
NEUROD | neurcnal differentiation 1 BETA2, BHF-1, MODY6, NEUROD, bHLHa3 2 Molven et al, 2011
1
MODY 7: '
KLE11 Kruppel-like factor 11 FELF, FKLF1, MODY7, TIEG2, Tieg3 2 Molven et al, 2011
NMODY 8: BAL, BSDL, BS5L, CELL, CEase, FAP, FAPP, LIP
CEL carboxyl ester lipase MODYS L, BSSL, CELL A 9 Molven et al, 2011
MODY O:
P paired box 4 KPD, MODYS 7 Molven et al, 2011
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MODY | .
10: INSR insulin receptor CD220, HHFS 19 Molven et al, 2011
MODY
11: BIK B lymphoid tyrosine kinase MODY11 8 Molven et al, 2011
DIABETES MELLITUS TIPO 1
INS insulin IDDMI, IDDM2, ILPR, IRDM, MODY10 11 Polychronakos y Li, 2011
otei ine phosphat -
prpnz2 | Protein tyrosine phosphatase, non LYP, LYPL, LYP2, PEP, PTPNS 1 Polychronakos y Li, 2011
receptor type 22 (lymphoid)
v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia ErbB-3, HER3, LCC52, MDA-BF-1, c-erbB-3, c-
ERBE3 ! " ! ! ! 12 Polych kos y Li, 2011
viral oncogene homolog 3 erbB3,erbB3-5, pl30-ErbB3, p45-sErbB3, p85-sErbB3 clychronakosy
otoxic T- hocyte- iated tei
CTLA4 Mﬁ oxic T-lymp ASSOCIATEd PrOteiN | o cD152, CELIAC3, CTLA-4, GRDA, GSE, IDDM12 2 Polychronakos y Li, 2011
IFIH1 _—:_”ml"mqu: induced with helicase C domain Hicd, IDDM19, MDA-5, MDAS, RLR-2 2 Polychronakos y Li, 2011
ILZRA | interleukin 2 receptor, alpha RP11-536K7.1,CD25, IDDMI10, IL2R, TCGFR 10 Polychronakos y Li, 2011
CLEC16A | C-type lectin domain family 16, member A | Gop-1, KIAAD350 16 Polychronakos y Li, 2011
PTPMN2 protein tyrosine phosphatase, non- PTMZ, PTPT, TC-PTP, TCELLPTP, TCPTP 18 Polychronakos y Li, 2011
receptor type 2
INSR insulin receptor CD220, HHF5 15 Polychronakos y Li, 2011
DIABETES MELLITUS TIPO 2
IRS1 insulin receptor substrate 1 HIRS-1 2 Voight et al, 2010
IRS2 insulin receptor substrate 2 IRS-2 13 Vila et al, 2011
otassium inwardly-rectifying channel
kenypy | POtassium inwardly-rectifying channel, | g o ey aTe, KIRG.2, PHHI, TNDM3 11 Horikawsa, 2000
subfamily J, member 11
HNF1A | HNF1 homeobox A HMF-14A, HNF1, IDDM20, LFB1, MODY3, TCF-1, TCF1 12 Voight et al, 2010
HNF1B | HNF1 homeobox B FIHN, HNF-1B, HNFlbeta, HNF2, HPC11, LF-83, LFB3, 17 Marselli et al, 2010

MODY5, TCF-2, TCF2, VHNF1
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RP5-1013A22.1, HNF4, HNF4a7, HNF4a8, HNF4a9,

HNF4A | hepatocyte nuclear factor 4, alpha HMF4alpha, MODY, MODY1, NR2A1, NR2ZAZ1, TCF, 20 Kooner et al, 2011
TCF14
IPF1 pancreatic and duodenal homeobox 1 G5F, IDX-1,IPF1, IUF1, MODY4, PDX-1, STF-1 13 Pinney y Simmons, 2010
it -activated protein ki a8
By | oBEnactivared protein Kinase JIP-1, JIP1, PRKMSIP, MAPKSIP1 11 Miklossy et al, 2010
interacting protein 1
MEUROD " L
1 neuronal differentiation 1 BETA2, BHF-1, MODY6, NEUROD, bHLHa3 2 Lefebvre et al, 2010
WF51 | Wolfram syndrome 1 (wolframin) CTRCT41, WFRS, WFS, WFSL, 4 Voight et al, 2010
adiponectin, C1Q and collagen domain ACDC, ACRP30, ADIPQTLL, ADPN, APM-1, APM1,
apipoq | 2'PONE a &8 . 3 Gong et al, 2010
containing GBP28
peroxisome proliferator-activated -
PPARA SC22CB-5E3.5, NR1C1, PPAR, PPARalpha, hPPAR 22 Maida et al, 2011
receptor alpha
TCEIL2 transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, RP11-357H24.1, TCF-4, TCF4 10 Grant et al, 2006; Cauchi et al,
HMG-box) 2007
CAPN10 | calpain 10 CANP10, MIDDM1 2 Gloyn et al, 2003
Hasstedt et al, 2008; Fryirs et
APOA2 | apolipoprotein A-ll Apo-All, Apol-ll, apoall 1 al. 7010 Y
PKLR pyruvate kinase, liver and RBC PK1, PKL, PKR, PKRL, RPK 1 Hasstedt et al, 2008
LIM homeobox transcription factor 1,
LWVIX1A alpha P LivIX1, LMIX1.1 1 Wongseree et al, 2009
LMX1B | LIM homeobox transcription factor 1, beta | RP11-485N22.3, LMX1.2, NP51 9 Speliotes et al, 2010
potassium voltage-gated channel, KOT-like | ATFB1, ATFB3, ILNS1, KCNAS, KCNAS, KVLOTI, Kv1.9, .
KCM 11 Voight et al, 2010
a1 subfamily, member 1 kv7.1, LOT, LOT1, RWS, 5QT2, WRS 18 @
DUSP9 | dual specificity phosphatase 9 MKP-4, MEP4 X Voight et al, 2010
ARF, CDE4Il, CDEMN2, CMIM2, INK4, INKAA, MLM, MTS-
CDKNMN2A | cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 1, MTS1, P14, P14ARF, P16, P16-INK4A, PLOINEA, 9 Zeggini et al, 2007

P16INK4A, P15, P1SARF, TP1G
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cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (pl5,

RP11-14912.1, CDK4l, INKAB, MT52, P15, TP15,

CDKN2B 9 Zeggini et al, 2007
inhibits CDK4) p15INK4b ceginieta
IGF2BP2 _q.__m__..___m._-___nm g factor 2 mRNA binding IMP-2, IMP2, VICKZ2 3 Burton et al, 2007
protein 2
FTO fat mass and obesity associated ALKBHS 16 Burton et al, 2007
THADA | thyroid adenoma associated GITA 2 Zeggini et al, 2008
ArfGAP with RhoGAP d i, i .
ARAP1 W * domain, ankyrin CENTD2 11 Voight et al, 2010
repeat and PH domain 1
HHEX | hematopoietically expressed homeobox HEX, HMPH, HOX11L-PEN, PRH, PRHX 10 Sladek et al, 2007
MNOTCH2 | notch 2 AGS2, HICYS, hN2 1 Zeggini et al, 2008
ADCY5 | adenylate cyclase 5 ACS, FOFM 3 Dupuis et al, 2010
SLCI0AS solute carrier family 20 (zinc transporter), ZNTS, ZnT-8 g Scott et al, 2007
member 8
Ici Imodulin-d dent protei
CAMKID ._nn_”_w_wm:__mnm moguiin-aependent protein | rp11-462F15.1, CKLIK, CaM-K1, CaMKID 10 Zeggini et al, 2008
CDC123 | cell division cycle 123 RP11-186N15.4, C10orf7, D123 10 Zeggini et al, 2008
RMA binding motif, single stranded C2orfl2, HCC-4, MSSP, MSSP-1, MSSP-2, MSSP-3, .
REMS1 2 t al, 2010
interacting protein 1 SCR2, ¥C1 Qieta
ITGB6 | integrin, beta 6 ITGBG 2 Qi et al, 2010
TLEA | transducin-like enhancer of split 4 RP11-79D8.3, BCE-1, BCEL, E(spl), ESG, ESG4, GRG4 9 Vassy y Meigs, 2012
HMGAZ | high mobility group AT-hook 2 BABL, HMGI-C, HMGIC, LIPO, 5TATLS 12 Voight et al, 2010
JAZF1 | JAZF zinc finger 1 tcag7.981, TIP27, ZNFE02 i Zeggini et al, 2008
ADAMTS | ADAM metallopeptidase with -
ADAMTSS 3 Zegeini et al, 2008
9 thrombospondin type 1 motif, 9 88
. Lyssenko et al, 2003;
MTNR1BE lat tor 1B FGQTLZ, MEL-1B-R, MT2 11
melatonin receptor a R, Prokopenko et al, 2009
TSPANS | tetraspanin 8 CO-029, TM45F3 12 Zeggini et al, 2008
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leucine-rich repeat containing G protein-

LGRS FEX, GPR45, GPRG6Y, GRP49, HG38 12 Zegoini et al, 2008
coupled receptor 5 cgginieta
B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger BCL11A-L, BCL11A-5, BCL11A-XL, BCL11a-M, CTIP1, .
BCL11A 2 Woight et al, 2010
protein) EVIS, HBFQTLS, ZNF856 olght et 4
ZBED3 | zinc finger, BED-type containing 3 ZBED3 5 Voight et al, 2010
FGQTLS, GK, GLK, HHF3, HK4, HKIV, HXKP, LG .
GCK glucokinase (hexokinase 4) a LK, 7 Dupuis et al, 2010
MODY2
KLF14 Kruppel-like factor 14 BTEBS 7 Voight et al, 2010
OASLd, TRIP-14, TRIP14, p59 OASL, p55-0AS .
OASL | 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like P Lp L 12 Voight et al, 2010
p590ASL
PRC1 | protein regulator of cytokinesis 1 ASEL 15 Voight et al, 2010
PROX1 | prospero homeobox 1 PROX1 1 Dupuis et al, 2010
DGKB | diacylglycerol kinase, beta S0kDa DAGK2, DGK, DGK-BETA 7 Dupuis et al, 2010
TMEM19
c alkylglycerol monooxygenase tcag7.1136, AGMO 7 Dupuis et al, 2010
GCKR | glucokinase (hexokinase 4) regulator FGQTLS, GKRP 2 Dupuis et al, 2010
TPENPL E:Ew protein p53 inducible nuclear SIP, TP52DINPL, TP33INP1A, TP53INPLE, Teap, g Voight et al, 2010
protein 1 p53DIMNP1
ZFANDG | zinc finger, AN1-type domain 6 HTO32, AWP1, ZAZ20D3, ZFANDSE 15 Voight et al, 2010
terol lat lement bindi
SREBFL | - o 'celiarory element binding SREBP-1c, SREBP1, bHLHd1 17 shao et al, 2010
transcription factor 1
sterol regulatory element binding ) )
SREBF2 o CTA-250D10.14-005, SREBP-2, SREBPZ, bHLHd2 22 Langhi y Cariou, 2010
transcription factor 2
SCAP SREBF chaperone PSECO227 3 Sato, 2010
INSIG1 | insulin induced gene 1 CL-6, CLE 7 Sato, 2010
b -bound t iption fact
sip | Membrane-hound transeription 1€ pesks, ski-1, MBTPS1 16 Cantrell Stanford et al, 2012

peptidase, site 1
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membrane-bound transcription factor

52p . i BRESEK, IFAP, KFSD, KFSDX, OLMSX, 52P, MBTP52 X Sato, 2010
peptidase, site 2
FABP1 | fatty acid binding protein 1, liver FABPL, L-FABP 2 Mansego et al, 2012
FABP2 | fatty acid binding protein 2, intestinal FABPI, I-FABP 4 Albala et al, 2007
fatty acid binding protein 3, muscle and
FABP3* Y Ep FABP11, H-FABP, M-FABP, MDGI, O-FAEP 1 Shin et al, 2003

heart (mammary-derived growth inhibitor)
FABPA | fatty acid binding protein 4, adipocyte A-FABP, AFABP, ALBP, HEL-5-104, aP2 a Chan et al, 2010
fatty acid binding protein 5 (psoriasis-

FABP5* associated) E-FABP, EFABP, KFABP, PA-FABP, PAFABP a8 Bu et al, 2011
FABPG | fatty acid binding protein 6, ileal I-15P, |-BABP, I-BALE, |-BAF, ILEF, ILEP3, ILLEP 5 Fisher et al, 2009
FABP9 | fatty acid binding protein 9, testis PERF, PERF15, T-FABP a Smathers y Petersen, 2011
FABP12 | fatty acid binding protein 12 - 8 Smathers y Petersen, 2011
PMP2 | peripheral myelin protein 2 FABPE, M-FABP, MP2, P2 2 Smathers y Petersen, 2011
GCG glucagon GLP1, GLPZ, GRPP 2 Hayashi, 2011
GCGR | glucagon receptor GGR, GL-R 17 Hayashi, 2011
GENMES IDENTIFICADOS POR GRUPOS CON LOS QUE COLABORAMOS
CD163 | CD163 molecule M130, MM130 12 Mgller, 2012
CD36 tr'j:::ii :Eglecule (thrombospondin SB{E}::I;;D, CHDS7, FAT, GP3B, GP4, GPIV, PASIV, 7 Tan et al, 2005
CLEC7A | C-type lectin domain family 7, member A UNQ539/PRO1082, BGR, CANDF4, CLECSF12, 12 Polychronakos y Li, 2011

DECTIN1

* Se han estudiado algunos pseudogenes de estos genes:
FABP3P2,FABP5P1,FABP5P2,FABP5P3,FABP5P4,FABP5PS5,FABP5P6,FABPSP7,FABPS5P10,FABP5P11,FABP5P12,FABP5P13,FABP5P14,FABP5P15.

Tabla 10: Listado de genes segtin enfermedad
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FABP3

PTPN.
NOTC

N

2

PKLR
APOA2
LMX1A
SLC19A2

PROX1

FABP7P1

PDX1

FABP3P2
FABP5P2

FABPSP1

FABP5P4
IRS2

13

Figura 44: Cariograma en el que se representan todos los genes analizados en el estudio
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LNEBREAA
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7
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PLAGL1
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GCK

CD36
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INSR

o]

BLK

FABP4, FABPS,
FABPS, FABP9,
FABP12

TPS3INP1

SLC30A8

HNF4A

21

IL2RA
COKN2A CAMK1D, CDC123
COKN28 PTF1A

SIRT1
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CEL

10
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|
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Y
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2- RESULTADOS RELATIVOS A LA COBERTURA

Como se ha indicado previamente, para la obtencidn de las variaciones, se ha aplicado
un primer filtro de los datos basado en dos criterios: una profundidad de cobertura igual
o superior a 4 y una calidad de genotipado igual o superior a 20. La principal limitacién
para no obtener una mayor cobertura es econdmica, dado que el coste aumenta
proporcionalmente a su incremento. La cobertura obtenida para cada una de las
regiones no es homogénea, tal y como sucede en este tipo de estudios. En este apartado
se han seleccionado dos genes para ser mostrados como ejemplo por las diferencias que

presentan en cuanto a éste pardmetro: ABCC8 e INSIG1.

2.1- Cobertura por exon.

Se ha obtenido una cobertura media aproximada de 20x de todas las regiones analizadas
(vedse Tabla 11), que era la cobertura deseada para maximizar el nimero de muestras

con los recursos disponibles.

Cobertura media (X)

Controles Casos Total
Dentro de los exones* 18.07 13.69 15.70
Dentro de las sondas 22.41 16.71 19.33

Tabla 11: Cobertura media por exon en casos y controles. Los datos relativos a los exones se
refieren a cémo éstos estdn cubiertos, ya que las sondas estan disefiadas para cubrir la mayoria
de exones, pero no cubren estrictamente cada exdn, aunque esto depende del kit empleado.
*(Se incluyen todos los exones del gen, incluso los no cubiertos por las sondas.)

Las siguientes figuras (45 y 46) muestran la cobertura en cada posicién de las regiones
transcritas, es decir, la concatenacion de cada exdén de los genes usados como modelo.
Los limites de los exones se representan como lineas verticales y las sondas de captura
se dibujan como cintas grises horizontales. En la figura 45 se muestra el ejemplo del gen
ABCCS, del cual se ha obtenido una buena cobertura media en todos los exones, tanto
en casos como en controles. Por otro lado, en la figura 46 se muestra el ejemplo del gen
INSIG1, del cual se observa claramente que la cobertura media obtenida ha sido menor

que la observada en otros genes.
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ABCCS - ENSG00000006071 (control)
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Figura 45: Cobertura media obtenida para el gen ABCC8 (superior: en controles, inferior: en

casos)
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INSIG1 - ENSGO00000186480 {control)
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Figura 46: Cobertura media obtenida para el gen INSIG1 (superior: en controles, inferior: en

casos)
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2.2- Porcentaje de bases con una cobertura minima

En cuanto a la cobertura por base, los resultados se muestran en la tabla 12 y han sido

los siguientes:

% de bases con una cobertura minima de

1X 5X 10X 15X 20X 25X 30X
Dentro de los
exones*
Dentro de las
sondas

72.19 56.03 46.08 37.27 29.62 2333 1832

90.47 73.85 57.59 4450 34.28 26.43 20.47

Tabla 12: Resultados del porcentaje de bases con una cobertura determinada. Los datos
relativos a los exones se refieren a como éstos estan cubiertos, ya que las sondas estan
disefadas para cubrir la mayoria de exones, pero no cubren estrictamente cada exén, aunque
esto depende del kit empleado. *(Se incluyen todos los exones del gen, incluso los no cubiertos
por las sondas).

Los siguientes graficos muestran el porcentaje de bases frente a la cobertura minima
gue tienen. Cada muestra se representa como una linea gris y la media, como una linea

roja.

A continuacion, en las figuras 47 y 48, se muestran los dos genes del ejemplo anterior:

ABCCS8 e INSIG1.
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ABCCS - ENSGO00000006071 (control)
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Figura 47: Cobertura por base obtenida para el gen ABCC8 (superior: en controles, inferior: en casos).
Cada muestra se representa como una linea gris y la media, como una linea roja. Se puede observar que
mas del 80% de bases presentan una cobertura minima de 10x y mas del 60%, de 20x.
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INSIG1 - ENSG00000186480 (control)
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Figura 48: Cobertura por base obtenida para el gen INSIG1 (superior: en controles, inferior: en casos).
Cada muestra se representa como una linea gris y la media, como una linea roja. Se puede observar que
mas del 50% (40% en casos) de bases presentan una cobertura minima de 10x y mas del 20% (17% en
casos), de 20x.
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3- POSIBLES CONSECUENCIAS FUNCIONALES DE LAS VARIACIONES
OBTENIDAS:

Tras la secuenciacién de los 178 exomas (89 controles y 89 casos) y el posterior analisis

de los genes previamente relacionados con diferentes tipos de diabetes, se obtuvo una

gran cantidad de variaciones, las cuales se muestran a continuacion (vedse tabla 13).

Aplicando solamente los 2 filtros iniciales: profundidad de cobertura > 4 y calidad de

genotipado = 20, se han obtenido 9838 variaciones en controles, de las cuales el 70.7%

son exonicas y el 29.3 % son intrdnicas. En cuanto a los casos, se han obtenido un total

de 8863 variaciones, de las que el 72.8% se encuentran en el exoma y el 27.1% son

intronicas. Los diferentes tipos de variaciones obtenidas se representan a continuacion,

en la grafica 49.

CONSECUENCIAS FUNCIONALES EN CONTROLES

0,18

0,04

2,09

0,00 _ 0,01 001 270

o\

0,01
1
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1,51

,37

= Variacion donante de splicing
= Ganancia de coddn de parada
= Pérdida de coddn de parada
= Variacion con cambio de sentido
= Variacion en la region de splicing
Variacién sindnima
= Variacion en la regién 5°'UTR
= Variacion en la region 3'UTR
= Variacidn en la secuencia no codificante exdnica
= Variacion intrénica
= Variacion en transcrito diana de NMD
= Variacion en transcrito de ARN no codificante
= Variacion en la region 5 anterior a un gen

Variacion en la regién 3" posterior a un gen
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CONSECUENCIAS FUNCIONALES EN CASOS ) e
= Variacion donante de splicing

2,080.01-0,01 g6, 2,79
W 1,94 = Ganancia de codén de parada

0,00 —

005 7T
0,00

—

1,26 = Pérdida de coddn de parada
= Variacion con cambio de sentido
= Variacion en la region de splicing
= Variacion sinénima

= Variacion en la regién 5°'UTR

= Variacion en la region 3'UTR

= Variacion en la secuencia no codificante exénica

= Variacion intrénica

= Variacion en transcrito diana de NMD

= Variacion en transcrito de ARN no codificante

= Variacion en la region 5° anterior a un gen
Variacion en la regién 3" posterior a un gen

Figura 49: Posibles consecuencias funcionales de las variaciones encontradas (superior: en
controles, inferior: en casos). Los nimeros representan el % de cada tipo de variacién.

CONTROLES CASOS
Variacion donante de splicing 1 1
Ganancia de codon de parada 3 5
Pérdida de codén de parada 1 1
Variacidn con cambio de sentido 266 247
Variacion en la region de splicing 149 172
Variacidén sinénima 389 409
Variacion en la region 5°UTR 135 112
Variacién en la region 3°'UTR 867 807
Varl.a.clon en Ia’ s.ecuenma no 359 355
codificante exdnica
Variacidn intrénica 2886 2408
Variacion en transcrito diana de
NMD 442 350
Varlau.o.n en transcrito de ARN 932 376
no codificante
Variacion en la regién 5 anterior 1078 1002
aungen
Variacién en la region 3 2101 1929

posterior a un gen
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Variacion en sitio de union de un

factor de transcripcion 4 4
Elongacion 18 0
Variacion en una region 206 184
reguladora

Variacion aceptora de splicing 0 1
TOTAL 9838 8863

Tabla 13: Posibles consecuencias funcionales de las variaciones encontradas

3.1- Consecuencias mas importantes:

Se han destacado como mas importantes, las variaciones con mayor efecto funcional:
variaciones de pérdida o ganancia de coddn de parada, con cambio de sentido y las que afectan

a las regiones de splicing. Los resultados obtenidos se reflejan en la figura 50 y en la tabla 14.

CONTROLES

072 024

® Ganancia de codén de parada
= Pérdida de coddn de parada
" Variaciéon con cambio de sentido

= Variacion en la region de splicing
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CASOS

1,18
0,24

® Ganancia de codén de parada
= Pérdida de coddn de parada
® Variaciéon con cambio de sentido

® Variacion en la region de splicing

Figura 50: Consecuencias funcionales mas importantes de las variaciones encontradas
(superior: en controles, inferior: en casos). Los nimeros representan el % de cada tipo de

variacion.

CONTROLES CASOS

Ganancia de coddn de parada
Pérdida de coddn de parada
Variacién con cambio de sentido
Variacidn en la regién de splicing

5
1
247
172

Tabla 14: Consecuencias funcionales mas importantes de las variaciones encontradas en casos

y controles.
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4- EFECTOS FUNCIONALES DE LAS VARIACIONES.

Para determinar las posibles consecuencias funcionales que puede tener una variacién
se emplean principalmente 2 herramientas: SIFT y PolyPhen. SIFT predice si la
sustitucién de un aminodcido afecta a la funcion de la proteina basandose en la
homologia de secuencia y las propiedades fisicas de los aminoacidos. PolyPhen es una
herramienta que predice el posible impacto de una sustitucién de aminodcidos en la
estructura y funcién de una proteina humana utilizando consideraciones fisicas y

comparativas directas.

Los resultados obtenidos con SIFT se muestran en la figura 51 y la tabla 15; y los

obtenidos con PolyPhen, en la figura 52 y la tabla 16.

4.1- Segun SIFT.

CONTROLES CASOsS

25,5 23,6

74,5 76,4

m Deletéreas = Toleradas m Deletéreas = Toleradas

Figura 51: Consecuencias funcionales de las variaciones encontradas segtin SIFT (izquierda: en
controles, derecha: en casos). Los niUmeros representan el % de cada tipo de variacién.

CONTROLES CASOS
Deletéreas 67 58
Toleradas 196 188

Tabla 15: Consecuencias funcionales de las variaciones encontradas en casos y controles,
segun SIFT.
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4.2- Segun PolyPhen.

CONTROLES

4,53

8,30

13,21

73,96

2,03

21,14

= Desconocidas

= Con posible efecto
funcional

= Con probable efecto
funcional

= Benignas

® Desconocidas

= Con posible efecto
funcional

u Con probable efecto
funcional

= Benignas

Figura 52: Consecuencias funcionales de las variaciones encontradas segun PolyPhen
(superior: en controles, inferior: en casos). Los nimeros representan el % de cada tipo de

variacion.

CONTROLES
Desconocidas 12
Con posible efecto 29
negativo
Con probable efecto 35
negativo
Benignas 196

CASOS
5

23

52

166

Tabla 16: Consecuencias funcionales de las variaciones encontradas en casos y controles,

segun PolyPhen.
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5- SELECCION DE VARIANTES MAS RELEVANTES

De entre todas las variaciones encontradas (vedse tabla 13), las elegidas para este
estudio han sido las consideradas con mayores consecuencias funcionales: variaciones
con cambio de sentido, de pérdida o ganancia de coddn de parada y que afectan a las
regiones de splicing. Y de entre todas ellas, se seleccionaron las que afectan a la
funcionalidad de la proteina, segin PolyPhen, siendo este resultado corroborado por
SIFT, que lo expresa como que la variacibn es deletérea. Se obtuvieron
aproximadamente 80 variaciones de este tipo. Posteriormente se seleccionaron para ser
estudiadas y validadas las que tenian una MAF<0.2 en la poblacion europea del proyecto
1000 Genomas y ademas, se excluyeron las que estaban presentes tanto en casos como

en controles de manera coincidente.

Finalmente 20 variaciones se seleccionaron para ser validadas por secuenciacion capilar.
De este total, 16 resultaron ser verdaderos positivos. En las tablas 17 y 18 se muestran
las variaciones seleccionadas. Y en la figura 53 se muestra un esquema que representa

cémo se hizo la seleccion de variantes:

18701 variaciones totales

Criterios funcionales

324 Splicing
513 con cambio de sentido
10 Stop

SIFT+PolyPhen

80 Variaciones
MAF<0.2

Elim. de las comunes
en casos y controles
20 v. seleccionadas

Figura 53: Representacion de los criterios de seleccién y del nimero de variantes obtenidas
durante el proceso de analisis.
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5.1- Variaciones seleccionadas en controles

Se seleccionaron 8 variaciones con una MAF <0.2 en la poblacidn europea del proyecto
1000 Genomas y que alteraban la funcionalidad de la proteina tanto para SIFT como

para PolyPhen. Se muestran en la tabla 17:
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Posicion Puntuacion Puntuacion
, Gen Consecuencia funcional rs MAF europea Muestra Genotipo Cambio de Aa| Cododn
cromosémica 5 5 POLYPHEN SIFT
2:27745372 GCKR Ganancia de stop rs146053779 0.0040 170056 CcT Arg/* Cga/Tga - -
Variacion con cambio Posible efecto ,
2:43818077 THADA de sentido rs10210191 - 170073 AG Glu/Gly gAg/gGg funcional (0.804) Deletérea (0.01)
Variacion con cambio Posible efect
2:160994197 ITGB6 tact ' cambl rs55841905 0.01 280152 AG Gly/Arg Geg/Age osible etecto Deletérea (0)
de sentido funcional (0.489)
Variacién con cambio Probable efecto 3
2:163144780 IFIH1 . - - 170056 CG Leu/Phe ttG/ttC ) Deletérea (0)
de sentido funcional (0.982)
Variacién con cambio Posible efecto |
10:114925406 TCF7L2 ) rs77673441 - 170067 CG Pro/Arg cCc/cGc R Deletérea (0.05)
de sentido funcional (0.501)
Variacion con cambio Probable efect
11:17436078 ABCC8 fac ' cambl - : 170055 AT Ser/Cys Agt/Tet robabie etecto Deletérea (0.02)
de sentido funcional (0.964)
Variacién con cambio Probable efecto 3
12:56494932 ERBB3 . rs77822103 - 170056 CcT Ser/Pro Tca/Cca ) Deletérea (0)
de sentido funcional (0.999)
Variacién con cambio Probable efecto |
12:66308656 HMGA2 rs139459932 0.04 290780 CT Cys/Arg Tgt/Cgt Deletérea (0.01)

de sentido

funcional (0.983)

Tabla 17: Variaciones seleccionadas en controles
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5.2- Variaciones seleccionadas en casos

Se seleccionaron 12 variaciones con una MAF <0.2 en la poblacién europea del proyecto
1000 Genomas y que alteraban la funcionalidad de la proteina tanto para SIFT como

para PolyPhen. Se muestran en la tabla 18:
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Posicion . . . . , Puntuacion Puntuacion
L. Gen Consecuencia funcional rs MAF europea| Muestra Genotipo | Cambio de Aa Cododn
cromosomica POLYPHEN SIFT
Variacion con cambio Probable efecto
1:114397536 | PTPN22 ' ' cambt - - MET_00035 AC His/Asn Cac/Aac ot Deletérea (0.03)
de sentido funcional (0.976)
Variacién con cambio ) Probable efecto )
1:120458122 NOTCH2 de sentido rs35586704 - MET_03928 AT Leu/His cTc/cAc funcional (0.968) Deletérea (0.01)
2:43547672 | THADA Variacién con cambio rs17334247 0.01 MET 02054 T Pro/Ser Cca/Tca Posible efecto Deletérea (0.01)
de sentido funcional (0.842)
Variacio bio d tid Probable efect
2:163139085 IFIH1 an,au‘o,n con cam ,I,o € sen,l, o/ rs140977021 - MET_04575 AT Val/Glu gTa/gAa ro a. © efecto Deletérea (0)
Variacion en la region de splicing funcional (1)
Variacién con cambio Probable efecto
7:15599863 AGMO : . : rs146766067 0.0013 MET_00054 CG Glu/GIn Gaa/Caa ) Deletérea(0)
de sentido funcional (1)
Variacién con cambio Probable efecto
7:127253572 PAX4 - - MET_00032 CG GIn/Gl Cag/Ga Deletérea (0.01
de sentido - /Glu g/Gag funcional (0.985) ( )
Variacién con cambio Posible efecto
10:6067847 IL2RA - - MET_00323 CG Gly/Al Ga/gC Deleté 0.01
de sentido - y/Ala gGa/gCa funcional (0.897) eletérea ( )
Variaciéon con cambio Probable efecto 3
10:12811686 CAMK1D X - - MET_00138 GT Leu/Phe tG/tT . Deletérea (0)
de sentido funcional (0.999)
MET_02702 GT
12:10271087 CLEC7A Ganancia de stop rs16910526 0.03 MET_00341 GT Tyr/* taT/taG - -
MET_00159 GT
Variaciéon con cambio Probable efecto 3
12:71971766 LGR5 X rs138215571 0.004 MET_04575 CG Leu/Val Cta/Gta . Deletérea (0)
de sentido funcional (0.999)
Variaciéon con cambio Probable efecto ,
12:121458600 OASL X - - MET_00032 GT Phe/Val Ttc/Gtc . Deletérea (0.02)
de sentido funcional (0.971)
Variacién con cambio de sentido/ MET_00072 GT Probable efecto
19:711 INSR 2019791 - - Al T Deleté
9 9593 s Variacion en la region de splicing 1201979105 MET_03924 GT Ser/Ala ce/Gee funcional (0.999) eletérea (0)

Tabla 18: Variaciones seleccionadas en casos
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6- VALIDACION DE RESULTADOS POR SECUENCIACION CAPILAR.
COMPROBACION DE GENOTIPOS SANGER-ILLUMINA.

De un total de 20 variaciones seleccionadas para ser validadas, se han encontrado 4
falsos positivos, lo cual representa un error del 20% en lllumina, bajo las condiciones de
este estudio y debido al reducido nimero de variaciones a validar. Por tanto definiendo
precision como (verdaderos positivos/(verdaderos positivos + falsos positivos)), la

precision del método ha sido del 80%.

A continuacién se muestran algunas de las imagenes de los cromatogramas obtenidos
por secuenciacién capilar: en la figura 54 se muestran 3 variantes que han resultado ser
verdaderos positivos y se han podido verificar y, a continuacién, en la figura 55, 2

variantes que han resultado ser falsos positivos.

e A TA A AG C TG T
9 J AT T AT

i a3 S S T R R B s o

)
—
2>
x>

C: ERBB3_rs77822103 en la muestra 170056.

Figura 54: Ejemplos de variantes positivas.
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A: INSR_rs201979105 en la muestra MET_03924.

A G C CC G A A AT c 1T c 1T TH TACTA CAG T CAAG AT G AG G AC
A G CCC G AA AT CTCT T6 TAC TACRATG T CAAG AT G AG G AC
0 Eaiey] E3kil 40

B: CAMK1D_10:12811686 en la muestra MET_00138.

Figura 55: Ejemplos de falsos positivos.

6.1- Validacion variaciones seleccionadas en los controles.

Tras la validacién mediante secuenciacién capilar en los controles, se pudo verificar que todas

las variaciones detectadas eran verdaderos positivos, tal y como se muestra en la tabla 19:
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Posicion i i Genotipo Genotipo . .
L. Gen Consecuencia funcional rs MAF europea Muestra A P P Cambio de Aa Codon
cromosomica lllumina Sanger
2:27745372 GCKR Ganancia de stop rs146053779 0.0040 170056 CcT CcT Arg/* Cga/Tga
Variaci6 bi
2:43818077 THADA ariacion con cambio rs10210191 ; 170073 AG AG Glu/Gly gAg/eGe
de sentido
Variacién con cambio
2:160994197 ITGB6 . rs55841905 0.01 280152 AG AG Gly/Arg Ggg/Agg
de sentido
Variacién con cambio
2:163144780 IFIH1 . - - 170056 CG CG Leu/Phe ttG/ttC
de sentido
Variacis bi
10:114925406 TCF7L2 ariacton con cambio rs77673441 : 170067 G G Pro/Arg cCc/cGe
de sentido
Variacis bi
11:17436078 ABCCS ariacton con cambio - : 170055 AT AT Ser/Cys Agt/Tgt
de sentido
Variacion con cambio
12:56494932 ERBB3 . rs77822103 - 170056 CT CcT Ser/Pro Tca/Cca
de sentido
Variacién con cambio
12:66308656 HMGA2 rs139459932 0.04 290780 CT CcT Cys/Arg Tgt/Cgt

de sentido

Tabla 19: Validacion variaciones seleccionadas en los controles.
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6.2- Validacion variaciones seleccionadas en los casos.

Tras la validacién mediante secuenciacion capilar en los casos, se detectaron 4 falsos positivos,
mientras que las 8 variaciones restantes si que pudieron ser confirmadas, como se puede

observar en la tabla 20:
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Posicion i i Genotipo Genotipo i .
L. Gen Consecuencia funcional rs MAF europea Muestra A P p Cambio de Aa Codon
cromosomica lllumina Sanger
Variacién con cambio
1:114397536 PTPN22 R - - MET_00035 AC cc His/Asn Cac/Aac
de sentido
Variaci bi
1:120458122 NOTCH2 arfacion con cambio rs35586704 - MET 03928 AT AT Leu/His cTc/cAc
de sentido
Variaciéon con cambio
2:43547672 THADA . rs17334247 0.01 MET_02054 CT CT Pro/Ser Cca/Tca
de sentido
Variacié bio d tid
2:163139085 IFIH1 ariacidn con cambio de sentido/ | ) 15,5071 ; MET 04575 AT AT Val/Glu gTa/gha
Variacion en la region de splicing
Variacién con cambio
7:15599863 AGMO . rs146766067 0.0013 MET_00054 CG CG Glu/GIn Gaa/Caa
de sentido
Variaciéon con cambio
7:127253572 PAX4 R - - MET_00032 CG CG GIn/Glu Cag/Gag
de sentido
Variaciéon con cambio
10:6067847 IL2ZRA . - - MET_00323 CG GG Gly/Ala gGa/gCa
de sentido
Variacio bi
10:12811686 CAMK1D ariacion con cambio . : MET_00138 GT GG Leu/Phe HG/ttT
de sentido
MET_02702 GT CT
12:10271087 CLEC7A Ganancia de stop rs16910526 0.03 MET_00341 GT CT Tyr/* taT/taG
MET_00159 GT CT
Variacién con cambio
12:71971766 LGR5 ) rs138215571 0.004 MET_04575 CG CG Leu/Val Cta/Gta
de sentido
Variacio bi
12:121458600 OASL ariacion con cambio - - MET_00032 GT GT Phe/Val Tte/Gtc
de sentido
Variacién con cambio de sentido/ MET_00072 GT GG
19:7119593 INSR 201979105 - - Ser/Al Tcc/G
Variacion en la region de splicing rs MET_03924 GT GG er/Ala cc/Gee

Tabla 20: Validacion variaciones seleccionadas en los casos.
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DISCUSION

La DM2 es una enfermedad compleja que resulta de la interaccidn de factores genéticos
de predisposicion y factores ambientales y adquiridos. Los genes involucrados suelen
estar relacionados con alteraciones metabdlicas (como la resistencia a la insulina) o con
la disfuncion de las células B principalmente. El efecto aditivo de los diferentes loci
genéticos implicados y los factores ambientales, tales como la obesidad, modulan el
umbral para que se desarrolle o no la enfermedad (Quintanilla-Garcia et al, 2010).
Diversos estudios han mostrado la importante heredabilidad de la DM2, estableciendo

gue ésta es posiblemente superior al 70% (Medici et al, 1999; Poulsen et al, 1999).

Como ya se ha indicado previamente, se han realizado numerosos estudios genéticos
para conocer los genes asociados a la DM2 utilizando diferentes estrategias: estudios de
genes candidatos, ligamiento en familias, GWAS. Sin embargo, el conjunto de loci y de
variantes genéticas identificadas hasta el momento, explican entre el 10 y el 15% de la
heredabilidad de la enfermedad (Billings et al, 2010; Zeggini et al, 2008).Por lo que, con
el objetivo de encontrar esta heredabilidad perdida, se desarrolla la hipdtesis
“enfermedades comunes, variantes raras” que plantea la busqueda de estas variantes
en el exoma. Para identificar estas variantes y parte del componente genético de la
diabetes no identificado hasta el momento, en este estudio, se han secuenciado 178
exomas y se han analizado los genes que previamente se habian relacionado con

diferentes tipos de diabetes.

Tras la secuenciacion del exoma y posterior analisis bioinformatico de las 178 muestras
de casos y controles, se han identificado un gran numero de variaciones (Vease la tabla
13 del apartado resultados). Entre éstas se han seleccionado para este estudio las
consideradas con mayor efecto funcional:

- variaciones con cambio de sentido.

- variaciones de pérdida o ganancia de coddn de parada.

- variaciones que afectan a las regiones de splicing.
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Continuando con la seleccion de las variaciones con un posible efecto y con la idea de

identificar aquellas que puedan estar implicadas en la DM2, se han seleccionado:

- Las variantes que afectan a la funcionalidad de la proteina, segin PolyPhen,
siendo este resultado corroborado por SIFT, que lo expresa como que la variacién
es deletérea. Se obtuvieron aproximadamente 80 variaciones de este tipo y de
entre éstas, se han seleccionado para ser estudiadas y validadas, las que tienen
un MAF<20% en la poblacidon europea del proyecto 1000 Genomas.

- Por otro lado, se han excluido las que estaban presentes en casos y controles

simultaneamente.

Finalmente, 16 variaciones han sido identificadas y validadas por su posible relacién con

el desarrollo de la DM2. Se recogen en la tabla 21:

VARIACIONES QUE SE ENCUENTRAN SOLO EN CONTROLES

rs Posicion cromosdmica GEN
rs146053779 2:27745372 GCKR
rs10210191 2:43818077 THADA
rs55841905 2:160994197 ITGB6

- 2:163144780 IFIH1
rs77673441 10:114925406 TCF7L2

- 11:17436078 ABCC8
rs77822103 12:56494932 ERBB3
rs139459932 12:66308656 HMGA2

VARIACIONES QUE SE ENCUENTRAN SOLO EN CASOS

rs Posicion cromosdmica GEN
rs35586704 1:120458122 NOTCH2
rs17334247 2:43547672 THADA
rs140977021 2:163139085 IFIH1
rs146766067 7:15599863 AGMO

- 7:127253572 PAX4
rs16910526 12:10271087 CLEC7A
rs138215571 12:71971766 LGR5

- 12:121458600 OASL

Tabla 21: Variaciones identificadas y validadas en casos y controles
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1-CARACTERISTICAS DE LA SELECCION DE MUESTRAS

Dado que el objetivo de este estudio era encontrar variaciones poco frecuentes en un
numero de muestras limitado, la selecciéon de muestras se realizé buscando en ellas unas
caracteristicas determinadas para poder identificar el mayor nimero de variaciones

posible. Se centrd en dos caracteristicas, IMC y edad:

- El desarrollo de obesidad aumenta fuertemente el riesgo de padecer DM2. Los
pacientes con obesidad Clase Il o superior (segun la clasificacion SEEDO-2007)
presentan una exposicidn a los efectos de la obesidad muy elevada, por lo que
el componente genético podria verse desvirtuado. La inclusidon de pacientes con
un IMC bajo también podria conducir a la deteccion de pacientes con algun tipo
de alteracion, lo cual nos alejaria del objetivo planteado. Por ello, se deben
seleccionar aquellos con la mayor carga genética posible dentro del objetivo

planteado, es decir pacientes DM2 con IMC entre 26 y 32 (Lyssenko et al, 2010).

- Otro factor muy importante es la edad, ya que con ella, la exposicion a factores
de riesgo se incrementa, esto supone que aquellos pacientes que desarrollan

DM2 a mayores edades podrian tener un menor componente genético.

Por tanto, el hecho de seleccionar pacientes medianamente jovenes (45-65 afios) y con
preobesidad u obesidad tipo |, ha permitido tener una muestra con un componente
genético predominante y poco desvirtuado, en la que se ha podido encontrar mayor

numero de variaciones.

2-ESTUDIO DE VARIANTES RARAS

Tanto estudios de segregacién como estudios en gemelos han sugerido que las
enfermedades complejas, se determinan en gran parte, por factores genéticos (King et

al, 2002). Una de las enfermedades comunes que ha sido sometida a un mayor estudio

147



Discusion

genético es la diabetes tipo 2 (Permutt et al, 2005). La heredabilidad de ésta se ha
estimado en alrededor del 70% (Kaprio et al, 1992; Poulsen et al, 1999; Almgren et al,
2011). A través de los GWAS llevados a cabo, 62 loci han sido asociados con esta
enfermedad. Sin embargo, los SNPs asociados sélo pueden dar cuenta de menos del 10-

15 % de la heredabilidad estimada a partir de estudios familiares (Morris et al, 2012).

En cuanto a la relacion de los polimorfismos poco frecuentes con enfermedades
complejas, tales como la DM2, un estudio reciente (Steinthorsdottir et al, 2014) ha
demostrado la asociacién de algunas variantes raras con diabetes tipo 2, poniendo asi
de manifiesto la implicacion e importancia de este tipo de variantes en estas
enfermedades. Se descubrieron 4 nuevas variantes que afectan el riesgo de diabetes
tipo 2. Una variante de baja frecuencia (1.47%) en el intrén 1 del gen CCND2, rs76895963
[G], reduce el riesgo de diabetes tipo 2 a la mitad (odds ratio (OR) = 0.53, P = 5.0 x 10(-
21)). Ademads, dos variantes de cambio de sentido en el gen PAM, p.Asp563Gly
(frecuencia de 4.98%) y p.Ser539Trp (frecuencia de 0.65%), confieren un riesgo mayor
de padecer la enfermedad (OR = 1.23, P = 3.9 x 10(-10) y OR = 1.47, P = 1.7 x 10(-5),
respectivamente). Y, una variante en el gen PDX1 (0.20%) p.Gly218Ala, se asocia con un

alto riesgo de diabetes tipo 2 (OR = 2.27, P = 7.3 x 10(-7)).

Por tanto, las razones principales por las que en este proyecto se decidid estudiar el
papel de las variantes raras o polimorfismos poco frecuentes en la diabetes tipo 2

fueron:

- Los estudios GWAS realizados hasta hace unos afios, solo permiten identificar la
asociacion de polimorfismos frecuentes (MAF>0.05). Sin embargo, estos pueden
tener un efecto pequefio a nivel funcional y sobre el fenotipo (OR entre 1.1y 1.5)
(Bodmer y Bonilla, 2008; So et al, 2011).

- La base genética de una gran parte de la heredabilidad calculada no se ha
identificado.

- Los GWAS utilizados hasta el momento se han realizado con chips que dejan
muchas regiones gendmicas sin una buena cobertura y se centran en

polimorfismos frecuentes.
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- Ademis, el desarrollo de las tecnologias de nueva generacion, esta haciendo
posible llevar a cabo proyectos para secuenciar mayor nimero de muestras y
analizar asi variantes tanto frecuentes como poco frecuentes.

- Los polimorfismos poco frecuentes y con efecto funcional podrian explicar parte

de la heredabilidad no encontrada.

Uno de los principales objetivos de esta tesis era analizar el papel de las variantes raras
en una enfermedad compleja como la diabetes mellitus tipo 2. Finalmente se han
verificado 16 variantes raras que tienen, a priori un efecto funcional segin los

programas de prediccion empleados.

3-SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION Y ESTUDIO DEL EXOMA

El método seleccionado para realizar el estudio ha sido la secuenciacién de exoma
mediante la tecnologia lllumina. Se ha empleado el kit de enriquecimiento en exoma
TruSeq de Illumina. En un estudio muy reciente, (Chilamakuri et al, 2014) se evaluo el
rendimiento de cuatro tecnologias de captura de exoma, y se observd que todas las
tecnologias de captura del exoma funcionan bien, pero existen algunas diferencias
consistentes entre ellas. Illumina cubre una mayor parte de las bases del exén segun las
bases de datos, seguida por NimbleGen y Agilent. Todas las tecnologias presentan una
alta cobertura de las diferentes regiones, con la tecnologia Agilent dando lugar a la
cobertura mas alta (99,8%) seguido de Nextera (98,2%), Truseq (96,9%), y NimbleGen
(96,5%).

El genoma humano se compone de alrededor de 180.000 exones, lo que se traduce en
60 megabases (Mb) de longitud que representan el 1-2% del genoma humano. Se estima
que las regiones codificantes del genoma o exoma, albergan aproximadamente el 90%
del efecto de las mutaciones causantes de enfermedad (Choi et al., 2009), lo que
convierte el estudio del exoma en una herramienta practica y prometedora para el

estudio de enfermedades genéticas.
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La secuenciacion del exoma ya ha demostrado su utilidad en la investigaciéon de las
causas de diferentes enfermedades genéticas. En el estudio de Choi et al., (2009) se
muestra por primera vez el valor de la secuenciacion del exoma en este sentido,
concretamente en el diagndstico genético de la diarrea de cloruro congénita en un
pequefio grupo de pacientes con sospecha de este sindrome. Se llevé a cabo la
secuenciacion del exoma en 6 pacientes que carecian de mutaciones en los genes
conocidos para el sindrome de Bartter analizados mediante secuenciacidn estandar. Los
resultados revelaron mutaciones homocigotas y deletéreas en el locus SLC26A3 de los 6
pacientes, lo que permitié realizar un diagndstico molecular de la enfermedad que fue

confirmado posteriormente en la evaluacion clinica.

La secuenciacion de exoma también estd ayudando a mejorar la comprensién de las
bases genéticas de otros tipos de enfermedades tales como el cancer. En el estudio de
Jiao y colaboradores (2011) se utilizé la secuenciacion del exoma para explorar las bases
genéticas de 10 tumores neuroendocrinos pancredticos. Los resultados identificaron
mutaciones frecuentes en MEN1 (44% tumores), DAX / ATRX (43%), y genes de la via
MTOR (14%). Curiosamente, mutaciones en los genes MEN1 y el DAX / ATRX mostraron
potencial clinico, ya que su presencia se asocia con un mejor prondstico. Ademas, la
implicacion de mutaciones en la via de mTOR también es de interés clinico, dada la

disponibilidad de agentes terapéuticos que inhiben esta via.

En cuanto a la secuenciacién de exoma en relacién con la diabetes tipo 2, existen
multitud de estudios en que se han encontrado asociaciones. En el estudio de Huang et
al (2014) se secuencié el exoma de 177 indios Pima vy, tras genotipar las variantes
seleccionadas en un mayor nimero de individuos, se observd que variaciones en los
genes CYB5A y RNF10, aumentaban el riesgo de DM2 en la poblacion estudiada. En otro
estudio muy reciente (Moltke et al, 2014), utilizando el genotipado mediante arrays y la
secuenciacion de exoma, se identificd una variante sin sentido (p.Arg684Ter) en el gen
TBC1D4. Homocigotos portadores de esta variante tienen mayores concentraciones de
glucosa en plasma y de insulina en suero, 2 horas después de una sobrecarga oral de

glucosa, en comparacién con individuos con otros genotipos.
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Sin embargo, existen estudios de secuenciacion de exoma en que no se han encontrado
asociaciones con diabetes tipo 2. En el estudio de Lohmueller et al (2013) se planteaba
la hipdtesis de que las variantes raras en las regiones codificantes explican una parte
sustancial de la heredabilidad de las enfermedades comunes. Se secuenciaron los
exomas de 1.000 casos con diabetes tipo 2 y 1.000 controles sanos y se aplicd una serie
de pruebas basadas para detectar los genes de susceptibilidad a la DM2. Sin embargo,
ningln gen mostré una asociacidn significativa con el riesgo de la enfermedad. Otro
ejemplo es el estudio de Li et al (2014), en el cual se obtuvo la secuencia del ADN
mitocondrial a partir de los datos provenientes de un conjunto de 2000 exomas (1.000
individuos con diabetes tipo 2 y 1.000 controles). No se encontraron asociaciones

significativas con DM2.

4-ANALISIS BIOINFORMATICO Y COBERTURA EMPLEADA

En el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacién, el analisis
bioinformatico de los datos adquiere una gran importancia debido a la gran cantidad de
datos generados y los pasos a seguir para llegar a seleccionar y obtener los resultados
deseados. El objetivo de esta tesis era identificar nuevos polimorfismos y estudiar los
polimorfismos poco frecuentes, sin embargo no era una prioridad el llevar a cabo el
genotipado de las muestras. Por ello se ha optado por secuenciar un mayor nimero de
muestras con una cobertura menor, dado que esta estrategia nos proporcionaria
resultados de mayor interés (Kim et al, 2011). Es decir, con el fin de secuenciar mas
muestras, suele secuenciarse cada muestra con una cobertura menor. Por lo tanto, cada
base solo serad cubierta por unas pocas lecturas, por lo que es mas dificil inferir con
precision el genotipo de un individuo en un sitio en particular (Harismendy et al, 2009),
sin embargo esto ha permitido encontrar un mayor nimero de variantes. De esta forma,
la tasa de error puede verse aumentada, pero por otros métodos puede verificarse

facilmente si los polimorfismos son reales o no.
En el estudio de Clark et al (2011) se describe que, partiendo de la secuenciacién de 80

millones de lecturas por individuo a una cobertura media de 48x con Illlumina, el 97,1%

de las bases estaban cubiertas por lo menos una vez, y el 90,0% en 210 x. Y un 35,6% de
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las lecturas se encuentran en regiones no exdnicas, por tanto la maxima cobertura que

se podria obtener seria de un 64,4%.

Estudios recientes muestran resultados similares a los que se han obtenido, por ejemplo
el de Lohmueller et al, (2013), en que se secuencid el exoma de 2000 individuos. La
cobertura media fue 56.3x. La cobertura media del exoma (porcentaje de bases que
fueron cubiertos por al menos una lectura) fue de 97,27% por muestra. Ninguna muestra

tenia menos del 90% de su exoma cubierto.

En nuestro estudio, como se ha mostrado en el apartado de resultados, se ha obtenido
una cobertura media aproximada de 20x, que era la cobertura deseada para maximizar
la diversidad muestral con los recursos disponibles. Ademas se obtuvo

aproximadamente un 60% de bases cubiertas como minimo a 10x y, un 90% a 1x.

5-LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Como en todos los estudios, en el desarrollo de éste, hay ciertas limitaciones. No

obstante, a pesar de éstas, se han alcanzado los objetivos planteados.

En cuanto al estudio de polimorfismos poco frecuentes:

1) laidentificacion de los PPFs en la poblacién no ha sido completa principalmente
debido al numero limitado de muestras secuenciadas. Si bien, el nimero de
muestras incluido en el proyecto permitiria identificar la mayoria de los PFs y
mas del 80% PPFs presentes en el exoma (con MAF entre 0.05 y 0.01) y asociados
a la DM2. En el caso de las variantes raras (MAF< 0.001) la probabilidad es mas
baja (Li B et al, 2009).

2) El poder estadistico para detectar asociaciones viene limitado por la baja
frecuencia de los PPFs. Los calculos tedricos utilizados hasta el momento
predicen que se podran encontrar asociaciones con tamanos de muestra

accesibles (2000 casos/controles) cuando la OR sea superior a valores de 2.0
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(Gorlov et al, 2008). Por otro lado, se estan desarrollando métodos estadisticos
para mejorar su analisis individual o su interaccion (Li B et al, 2008; Sul et al,
2011; Nealeet al, 2011).

3) El numero de PPFs encontrados ha sido muy elevado y no es posible abarcar un
estudio completo de los mismos (Ng et al, 2008 y 2009) en estos momentos por
cuestiones econdmicas. Por esta razon, se ha hecho una seleccidon de variantes;
aunque esto podria ocasionar que hayan quedado fuera polimorfismos

realmente asociados a DM2.

En la continuacién de este estudio se contara con mas de 10.500 muestras de poblacién
general, 1000 casos y 2000 controles. Por lo que, si consideramos que muchos PPFs
tendran ORs superiores a 3 y MAF>0.01, el poder estadistico para el andlisis de la

mayoria de los polimorfismos esta garantizado.

Otra limitacidn es que el estudio se ha centrado en el andlisis de las regiones codificantes
del genoma. Sin embargo, existen otras regiones del genoma de gran interés y cuyo
analisis seria importante, pero al ser los resultados esperables menos prometedores y
el coste de su estudio mucho mas elevado, el método utilizado ha sido la secuenciacion

del exoma frente a la del genoma completo.

En cuanto a las limitaciones del kit empleado para el enriquecimiento, éste posee una
eficiencia de captura de las regiones exdnicas de alrededor del 65%, pero se trata de
limitaciones técnicas y por tanto, inevitables. Ademas, debido a los filtros aplicados en
el analisis bioinformatico de las secuencias, algunas variaciones no han sido detectadas
porque no se han obtenido suficientes lecturas durante el proceso de secuenciacion o
por la baja calidad las secuencias. Por otra parte, también es posible que algunas
variaciones no hayan sido detectadas (falsos negativos), debido a los filtros utilizados

para reducir al maximo los falsos positivos.

Las variantes raras encontradas no han podido ser replicadas en poblaciones mas
grandes ni se han llevado a cabo estudios funcionales, si bien estos estudios se realizaran

en un futuro préximo. Otra limitacidén seria la imposibilidad de calcular correctamente
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las MAF en nuestros genotipos (aunque si que podria hacerse una aproximacion), ya que
el estudio trata de descubrir nuevos SNPs y no de genotiparlos, por lo que se ha buscado
tener menor cobertura por muestra a cambio de secuenciar un mayor nimero de

muestras o determinar su presencia en muestras mas amplia mediante otras técnicas.

6-TIPOS DE VARIANTES IDENTIFICADAS Y VERIFICADAS

Los SNPs se encuentran a lo largo de todo el genoma, en los exones, intrones, regiones
intergénicas, promotores, etc. Por lo tanto, en este sentido, es de gran interés el efecto
gue una simple sustitucidn de pares de bases puede tener en un rasgo o enfermedad,
ya que muchas veces esto va a depender de la posicidon en que se encuentre el SNP. Un
SNP en la region codificante de un gen puede afectar directamente a la proteina
codificada, la cual quiza posea una funcidn relevante; un SNP también puede influir en
una region exdnica o intrénica que afecte al splicing (Krawezak et al, 1992); un SNP en
un promotor puede influir en la expresion génica (Drazen et al, 1999), etc. El grado en
gue cada SNP influye en el fenotipo esta recibiendo una gran cantidad de atencién a

medida que se va identificando un mayor nimero de SNPs.

Esta tesis se ha centrado en 3 tipos principales de variaciones por su importancia

funcional, aunque en un futuro se pretende estudiar también el resto:

1- Variaciones que afectan al proceso de splicing:

- Variacion donante de splicing: variante de splicing que cambia la regién del
extremo 5°de un intrén.

- Variacion aceptora de splicing: variante de splicing que cambia la regién del
extremo 3’de un intrén.

- Variacion en la region de splicing: variante en la secuencia en la que se ha
producido un cambio dentro de la regidn del sitio de splicing, ya sea dentro de

13 bases del exon o 38 bases del intréon.

2- Variaciones de stop:
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- Ganancia de coddn de parada: variante en la secuencia que hace que al menos
una base de un coddn cambie, dando lugar a un coddn de stop prematuroy, por
tanto a un péptido mas corto.

- Pérdida de coddon de parada: variante en la secuencia que hace que al menos

una base de un codén cambie, dando lugar a un péptido mas largo.

3- Variaciones con cambio de sentido:
Variantes en la secuencia que dan lugar al cambio de una o mas bases, resultando en

una secuencia de aminoacidos diferente, pero con la misma longitud.

7-VARIACIONES IDENTIFICADAS EN LOS GENES ESTUDIADOS

Los genes estudiados han sido genes implicados en diferentes tipos de diabetes o en
alteraciones del metabolismo glucidico. Su seleccién se hizo mediante revisidon
bibliografica. En ellos se han encontrado variantes no descritas previamente y variantes
gue, pese a haber sido ya estudiadas, no se habian relacionado con diabetes tipo 2. En
todas las variantes encontradas, pese a que, segun SIFT y PolyPhen, afectan a la

funcionalidad de la proteina, seria necesario realizar estudios funcionales.

7.1-VARIACIONES IDENTIFICADAS Y VALIDADAS EN CONTROLES

Los alelos salvajes o wild type codifican un producto necesario para una funcién
bioldgica especifica. Por tanto, si se produce una mutacién en un alelo, la funcién se
altera: esto puede conducir a una pérdida o una ganancia de la funcidn. Si bien, por el
tipo de mutaciones seleccionadas en el presente estudio, la mayoria serdn de pérdida

de funcion.

Cuando se da una pérdida, el término general para denominar estas mutaciones es el
de mutaciones de pérdida de funcién (“loss of function mutations”). El grado en que la
funcién se pierde puede variar. Si ésta se ha perdido por completo, la mutacién se llama
una mutacién nula. También es posible que parte de ésta permanezca, pero no al nivel

del alelo salvaje.
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Por tanto, las variaciones que se han encontrado en controles, seran variaciones que
alteran la funcionalidad de la proteina codificada por un gen determinado, confiriendo
asi una funcion protectora frente a la enfermedad. Un ejemplo concreto de este tipo de
variaciones se encuentra en el estudio de Flannick et al (2014), en que se describen
mutaciones de pérdida de funcién en el gen SLC30A8 que protegen contra la diabetes

tipo 2.

Gen GCKR (“glucokinase (hexokinase 4) regulator”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001486.3 se ha identificado la mutacion c.1618C>T
gue en la secuencia de la proteina (NP_001477.2) corresponde con la mutacién
p.Arg540Ter. Es decir, se ha encontrado un cambio de citosina por timina en la posicién
1618 del ARN mensajero que supone un cambio de la arginina 540 por un coddn de
parada de la traduccién de un total de 625 aminodcidos. Se representa en la figura 56.

No existen estudios sobre esta variacion.

GCKR rs146053779

27 72mh 27 .73 mh 27.74 mh

27 T2 mb 27733 mh 27743 mb
|

Figura 56: Representacion de la variacion rs146053779, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen GCKR.
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Patogenicidad de la mutacién.

En este caso el resultado de la mutacidn del gen es una proteina truncada, por lo que no
se puede calcular la puntuacién SIFT ni PolyPhen. Sin embargo, dada la importante
alteracion que esto supone en la proteina, serda muy probablemente patogénica. No
obstante, la proteina podria ser parcialmente funcional debido a que la mutacién se
encuentra en el penultimo exdn del gen, pero serian necesarios estudios funcionales

para confirmarlo.

Funcion del gen.

El gen GCKR estd situado en el cromosoma 2p23.2-3 (Hayward et al., 1996), una regién
genodmica vinculada a rasgos metabdlicos como la grasa corporal o las concentraciones
de lipidos circulantes (Comuzzie et al., 1997). EIl ADNc de GCKR codifica para una
proteina de 625 aminoacidos. En cuanto a su estructura, este gen contiene 19 exones y

abarca 27 kb.

La glucoquinasa (GCK) es uno de los cuatro isoenzimas de la hexoquinasa que catalizan
la fosforilacion de la glucosa. Esta enzima esta sujeta a inhibicion, tanto en las células
pancreaticas como en las hepaticas, por medio de la “glucokinase regulatory protein”
(GKRP), codificada por el gen GCKR. Segun diferentes estudios, la proteina GKRP se
encuentra fuertemente asociada con la hipertrigliceridemia (Saxena et al, 2007; Scott et

al, 2007).

La unidn de estas proteinas da como resultado la inhibicién competitiva con respecto a
la glucosa (Vandercammen et al, 1990). La constante de afinidad para GKRP de higado
de rata se reduce aproximadamente 15 veces con la presencia de fructosa 6-fosfato, y
sus efectos inhibidores pueden ser antagonizados por la presencia de fructosa 1-fosfato
(F1P). Hepatocitos de rata tratados con precursores de F1P conducen a aumento de la
actividad GCK, presumiblemente por la unién de F1P a GKRP, lo que induce un cambio
conformacional en GKRP que conduce a ésta a tener una menor afinidad por GCK

(Vandercammen et al, 1989; Van Schaftingen, 1989; Van Schaftingen et al, 1994).
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Se ha demostrado que GKRP es necesaria para la translocacién de GCK al nucleo de los
hepatocitos (De la Iglesia et al, 1999; Shiota et al, 1999). Después de unirse a GKRP, GCK
es retenida en el nlcleo hasta que es liberada debido a cambios en el medio metabdlico.
Esta localizacion celular de GCK parece jugar un papel importante en la activacion de la
sintesis de glucégeno, que se produce tras la translocacién de GCK al citosol (Agius et al,
1996; Agius, 1998), pero no se sabe si el ciclo de translocacion de GCK hepatica en el que
esta implicada GKRP tiene otros papeles fisiolégicos. Ademas, estudios con transgénicos
han demostrado que la sobreexpresion de GCK en el higado estd asociada con un
aumento concomitante de la utilizacién de glucosa y con una reduccién de los niveles
de glucosa en sangre (Niswender et al, 1997), mientras que los animales knockout de

GCK hepatica son ligeramente hiperglucémicos (Postic et al, 1999).

En el pancreas, GCK actia como un sensor molecular para la homeostasis de la glucosa
mediante el control del nivel umbral de glucosa estimulado por la liberacién de insulina
en las células B (Matschinsky et al, 1998). La unién de la glucosa a la GCK en los islotes
se correlaciona positivamente con la liberacién de insulina estimulada por glucosa (Liang
et al, 1992). Ratones (Bali et al, 1995; Grupe et al, 1995; Postic et al, 1999; Terauchi et
al, 1995) y humanos (Bell et al, 1996) con deficiencia de GCK poseen concentraciones
elevadas de glucosa en la sangre. La enzima ha sido identificada en el higado, en B-
células pancreaticas (lynedijan et al, 1986), en dreas discretas del sistema nervioso

central, y en los enterocitos (Jetton et al, 1994).

Entre varios polimorfismos identificados en GCKR, el polimorfismo rs780094 ha sido
ampliamente estudiado por su asociacidon con la susceptibilidad a la DM2. El alelo G de
este polimorfismo también se ha asociado con mayores niveles de glucosa plasmatica
en ayunas. Mientras que el alelo T se asocié con menores niveles de glucosa, menor
resistencia a la insulina y menor riesgo de DM2, pero mayores niveles de triglicéridos.
Esto normalmente ocurre al contrario en humanos, pero coincide con lo que ocurre en
estudios de sobreexpresiéon de GCKR y GCK en modelos de ratéon (Saxena et al, 2007;
Scott et al, 2007). Recientemente se publicé un metaanalisis (Li et al, 2013), en que se

incluian 19 estudios (99.702 casos y 199.275 controles) con poblaciones de diferentes
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etnias. Se demostré que el alelo G del polimorfismo rs780094 en GCKR es un factor de

riesgo para desarrollar diabetes tipo 2.

En el estudio de Beer y colaboradores (2009), una variante de GCKR (P446L) se asocia
con los niveles plasmaticos de triglicéridos y glucosa en ayunas en poblacion general. El
objetivo de este estudio fue determinar el mecanismo responsable de esta asociacidon
genética. La alteracién de la regulacién de GCK en el higado parece promover el flujo
glucolitico, el metabolismo hepatico de la glucosa y la elevacion de las concentraciones
de malonil-CoA, un sustrato para la lipogénesis de novo, proporcionando asi un
mecanismo mutacional de la asociacion de esta variante con niveles elevados de

triglicéridos y con niveles menores de glucosa.

En otro estudio (Tanaka et al, 2011) se reclutaron familias japonesas con una historia de
3 generaciones de diabetes. De todos los genes que se incluyeron en el estudio, la
mutacion GCKR g.6859C>G fue asociada. Se concluyd que GCKR es un gen implicado en

la susceptibilidad a la diabetes en las familias japonesas.

La variacién encontrada en este estudio, rs146053779 (gen GCKR), habia sido descrita,
pero no existen estudios sobre ella. Al encontrarse en controles, podria tener un papel
protector, debido a que daria lugar a una proteina GKRP menos activa y esto conduciria
a un aumento moderado en la actividad de GCK impidiendo asi alcanzar niveles
demasiado elevados de glucosa e insulina en sangre, los cuales podrian tener efectos

negativos con el paso del tiempo.

Gen THADA (“thyroid adenoma associated”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001083953.1 se ha identificado la mutacion
c.188A>G que en la secuencia de la proteina (NP_001077422.1) corresponde con la
mutacion p.Glu63Gly. Se representa en la figura 57.

No existen estudios sobre esta variacion.
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THADA rs10210191

43.5 mh 43.7 mh

436 mb 438 mh

Figura 57: Representacion de la variacion rs10210191, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen THADA.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, esta mutacién afectara posiblemente a la funcionalidad de la proteina
resultante, con una puntuacién de 0.804. Este resultado es corroborado por SIFT, que le

da una puntuacion de 0.01, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.
El gen THADA se encuentra en el cromosoma 2p21, tiene 38 exones y se extiende unas
365 kb. Se asocia a adenomas tiroideos, ya que en aproximadamente el 10% de los

tumores benignos de la tiroides se encuentran reordenamientos en el cromosoma 2p21.

SNPs cercanos al gen THADA se han asociado con la diabetes tipo 2, y se ha observado
gue la expresion de este gen es diferente en los individuos con diabetes y los controles
sanos (Parikh et al, 2009). Ademas, en el estudio de Simonis et al (2010) se estudia el
papel de este gen en la DM2, concretamente mediante el estudio del polimorfismo
rs7578597 (variacion con cambio de sentido que provoca un cambio de treonina a
alanina, T1187A). Se demuestra que los portadores homocigotos de los alelos de riesgo,

tienen células B menos funcionales. Esto no se habia observado en estudios previos,
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aungue el estudio de Stancakova et al (2009) si que mostro evidencias de una liberaciéon
de insulina reducida. Se ha sugerido que THADA, participa en el proceso de apoptosis
celular (Rippe et al, 2003). Esto podria implicar que los sujetos con la variacion
rs7578597 tienen una masa de células B reducida debido a un aumento de la apoptosis.

Pero serian necesarios mas estudios para confirmar esta hipotesis.

Por tanto, si polimorfismos en el gen THADA pueden conducir a una menor o mayor
funcionalidad de las células B y al aumento o disminucidn de su apoptosis, la variacion
encontrada en el presente estudio, rs10210191 (gen THADA), podria tener un papel

protector mediante el aumento de actividad y la supervivencia de las células B.

Gen ITGB6 (“integrin, beta 6”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_000888.4 se ha identificado la mutacion c.1408G>A
gue en la secuencia de la proteina (NP_000879.2) corresponde con la mutacién
p.Gly470Arg. Se representa en la figura 58.

No existen estudios sobre esta variacion.

ITGB6 rs55841905
rerosen> @ HETHT MM T I T ETEN BN THN (W IND

161 mk 161.1 mb

161.05 mh

Figura 58: Representacion de la variacion rs55841905, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen ITGB6.
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Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, la mutacion identificada afectara posiblemente a la funcionalidad de Ia
proteina resultante, con una puntuacién de 0.489. SIFT confirma este resultado dandole

una puntuacién de 0, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

El gen ITGB6 codifica para la integrina beta 6. Las integrinas son receptores del tipo
glicoproteina transmembrana, que median vinculos dinamicos entre el citoesqueleto de
actina y la matriz extracelular y, también transducen sefales hacia y desde el interior de
la célula (Hynes, 1992). La expresion de la isoforma beta 6 puede afectar a la secrecién
de metaloproteinasas de la matriz y a la progresién de tumores (Niu et al, 2002; Li et al,

2003).

En la literatura existe poco apoyo para el papel de estas proteinas codificadas por el
locus 2924 en la etiologia de la DM2. No obstante, en el estudio llevado a cabo por Qi et
al (2010), este locus fue asociado con la enfermedad. El locus 2g24 incluye dos genes:
RBMS1 e ITGB6. Variaciones en este locus, las cuales se asociaron con un menor riesgo
diabetes tipo 2, también se relacionan con niveles mas bajos de glucosa en ayunas. Estos
datos sugieren que el locus 224 podria contener variantes que afectan al metabolismo
de la glucosa y a la resistencia a insulina, pero es necesaria una mayor investigacion al

respecto.

Por ello, es posible que la variacién encontrada, rs55841905 (gen ITGB6) también tenga
un papel protector frente a la DM2 conduciendo a menores niveles de glucosa y a una

menor resistencia a la insulina.

Gen IFIH1 (“interferon induced with helicase C domain 1”):

Segun la secuencia de su ARNm, NM_022168.3 se ha identificado la mutacion c.960G>C
gue en la secuencia de la proteina (NP_071451.2) corresponde con la mutacién

p.Leu320Phe. Se representa en la figura 59.
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Esta variacion no ha sido descrita previamente y por tanto no existen estudios sobre

ella.

IFIH1 2:163144780
rerosen> @ HETHT MM T I T E TN N THN (W IND

16313 mh 163.15 mb 16317 mb

16314 mb 16316 mh

Figura 59: Representacion de la variacion 2:163144780, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen IFIH1.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, esta mutacion tendrd probablemente un efecto importante sobre la
actividad de la proteina, con una puntuacion de 0.982. Este resultado es corroborado

por SIFT, que le da una puntuacién de 0, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

El gen IFIH1 codifica para un receptor citoplasmatico de la familia de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que reconoce ARN de doble cadena (dsRNA), jugando
asi un papel en la respuesta inmune innata desencadenada por la infeccién viral. La
union de dsRNA a este PRR desencadena la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
tales como interferones (IFN), que poseen una potente actividad antiviral, protegiendo
asi las células no infectadas e induciendo la apoptosis de las células infectadas. Sin
embargo, en algunos individuos susceptibles genéticamente, este sistema de defensa

no funciona correctamente, induciendo una inflamacién excesiva y la muerte
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prolongada de las células B, lo que predispone al desarrollo de DM1. De hecho, estudios
llevados a cabo en diferentes poblaciones sugieren que variantes del gen IFIH1 se
asocian con DM1 (Bougas et al, 2013). La variacién no sindnima rs1990760 (Ala946Thr,
exon 15, gen IFIH1) ademds de asociarse con DM1, también se ha asociado con otras
enfermedades autoinmunes, como la enfermedad de Graves y el lupus eritematoso
sistémico. No obstante, se requieren estudios adicionales para dilucidar los mecanismos
moleculares que subyacen a la asociacién entre estos polimorfismos y la DM1 y otras

enfermedades autoinmunes.

A pesar de la gran multitud de estudios que asocian este gen con la DM1 y otras
enfermedades autoinmunes, no existen evidencias de la asociacidn entre este gen y la
diabetes tipo 2, por tanto se desconoce el mecanismo por el cual variaciones en este

gen pueden estar relacionadas con la DM2.

Gen TCF7L2 (“Transcription factor 7-like 2”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001146274.1 se ha identificado la mutacion
c.1484C>A que en la secuencia de la proteina (NP_001139746.1) corresponde con la
mutacion p.Pro495Arg. Se representa en la figura 60. No existen estudios sobre esta

variacion
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TCF7L2 rs77673441

11475 mh 11455 mh

114.8mb 1149 mb

Figura 60: Representacion de la variacion rs77673441, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen TCF7L2.

Patogenicidad de la mutacién.

Segun PolyPhen, posiblemente esta mutacién tendra un efecto determinado sobre la
funcionalidad de la proteina, con una puntuacién de 0.501. Este resultado es
corroborado por SIFT, que le da una puntuaciéon de 0.05, lo cual la califica como

deletérea.

Funcion del gen.

El locus que ha mostrado la asociacion mas fuerte con DM2 en diferentes etnias es el
gen “Transcription factor 7-like 2” (TCF7L2), un miembro de la via de sefializaciéon Wnt.
La variante rs7903146 de este locus es comun en la poblacidn, se localiza en la regién
no codificante del gen y da como resultado un aumento/disminucién del riesgo de DM2
de aproximadamente un 40% (Grant et al, 2006). Sin embargo, sigue siendo desconocido
el mecanismo por el cual el alelo T aumenta el riesgo de diabetes tipo 2 y la presencia

del alelo C lo disminuye.

Existen diferentes estudios relacionados con el papel de TCF7L2 en DM2. Estos estudios

han tratado de aclarar el papel de TCF7L2 en distintos drganos y tejidos incluyendo los
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islotes pancreaticos, intestino, tejido adiposo, o higado. La deplecion de TCF7L2 en
islotes humanos resulta en la disminucién de la proliferaciéon y el aumento de la
apoptosis de las células B. Ademas, la secrecion de insulina estimulada por la glucosa se
ve afectada por la pérdida de TCF7L2 tanto en islotes de ratén como humanos, mientras
que la sobreexpresion de TCF7L2 en islotes no se ve influida por la glucosa ni por la
apoptosis inducida por citoquinas (Shu et al, 2008). Se ha comprobado que mutantes
TCF7L2 dominantes negativos para este gen reprimen la proliferacion de células INS-1,
lo que sugiere la importancia del papel de TCF7L2 en el mantenimiento de la masa de

células B (Liu y Habener, 2008).

TCF7L2 también podria jugar un papel critico en la homeostasis de la glucosa a través de
la hormona “glucagon-like peptide 1” (GLP-1) producida en las células enteroendocrinas
L del intestino delgado (Hansson et al, 2010). TCF7L2 se une a la regidon promotora del
gen que codifica para el proglucagdn y controla su actividad transcripcional en la linea
celular GLUTag intestinal, donde el mutante dominante negativo de TCF7L2 suprime los

niveles de ARNm de proglucagédn (Yi et al, 2005).

Estudios recientes han revelado que TCF7L2 juega también un papel importante en el
metabolismo, utilizando un modelo de ratén knockout condicional (Savic et al, 2011; Boj
et al, 2012; Da Silva et al, 2012). La supresidon de TCF7L2 en células B no revela ningun
efecto en el desarrollo embrionario del pancreas endocrino, la proliferacion de células
B, ni la expresion de genes de células B. Sin embargo, el metabolismo lipidico hepatico
se ve afectado por la eliminacidon especifica de TCF7L2 en el higado. Esto sugiere que
TCF7L2 puede actuar en la adaptacion metabdlica después del nacimiento, pero no
durante el desarrollo embrionario. Otros estudios revelan que la expresién de varios
genes clave implicados en el metabolismo del glucégeno, tales como glucdgeno sintasa
2 (GYS2), y la gluconeogénesis, tales como fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa 1 (PCK1) y
glucosa-6-fosfato, subunidad catalitica (G6PC), se reduce significativamente en higados
de ratones knockout recién nacidos, en comparacién con los de tipo salvaje (Boj et al,

2012).
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Otros estudios muestran que la expresion de TCF7L2 se reduce en el tejido adiposo
subcutdneo de pacientes con diabetes tipo 2, lo que sugiere ademas que TCF7L2 juega

un papel en diversos tejidos metabdlicos (Cauchi et al, 2006).

Por tanto dada la importante implicacién de este gen en la diabetes tipo 2, la variacién
encontrada, rs77673441 (gen TCF7L2) podria tener un papel protector, antagonizando
los efectos causados por la pérdida de funcién o la deplecién de los niveles de TCF7L2
(menor masa de células B, menor liberacion de insulina y mayor liberacion de glucagon)
aunque, al no haber estudios al respecto, se deberian realizar para tener un mayor

conocimiento.

Gen ABCC8 (“ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8”):

Segun la secuencia de su ARNm, NM_001287174.1 se ha identificado la mutacion
c.2374A>T que en la secuencia de la proteina (NP_001274103.1) corresponde con la
mutacion p.Ser792Cys. Se representa en la figura 61.

Esta variacién no ha sido descrita previamente y por tanto no existen estudios sobre

ella.

ABCC8 11:17436078

Chromozame 11

1742 mb 1744 mb 17 .45 mb 1743 mb

1743 mh 17.45 mb 17 .47 mb 17 49 mhb

Figura 61: Representacion de la variacion 11:17436078, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen ABCCS.
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Patogenicidad de la mutacién.

Segun PolyPhen, probablemente esta mutacion tendra un efecto relevante en la
funcionalidad de la proteina, con una puntuacion de 0.964. Este resultado es
corroborado por SIFT, que le da una puntuacion de 0.02, lo cual la califica como

deletérea.

Funcidn del gen.

El gen ABCC8 esta localizado en la regién cromosémica 11p15.1 y codifica para el
receptor de sulfonilurea 1 (SUR1) (Kapoor, 2010). SUR1 contiene tres dominios
transmembrana, dos dominios citoplasmaticos de unidon a nucleétidos y dos bucles
citoplasmaticos. SUR1 puede acoplar la hidrdlisis de ATP en los dominios de unién a
nucledtidos para suministrar energia y desplazar a sustratos tales como azucares,
aminodcidos y lipidos (MaaBared, 2005; Pohl et al., 2005; Biemans-Oldehinkel et al,
2006; Kapoor, 2010).

ABCC8 tiene un papel esencial en la secrecidn de insulina: las células B pancreaticas
regulan la produccién y secrecién de insulina a través del metabolismo de glucosa por
el canal de potasio sensible a ATP (KATP) situado en la membrana plasmatica. El
metabolismo de la glucosa en las células B regula la secrecion de insulina a través de la
excitacion de la célula por el canal de KATP. En condiciones normales, los iones de
potasio fluyen hacia fuera de la célula a través de los canales KATP. Un aumento del
metabolismo de la glucosa eleva los niveles de ATP y posteriormente inhibe SUR1, lo
que conduce al cierre del canal KATP. Asi, la membrana celular se despolariza y el calcio
(Ca?*) extracelular entra rdpidamente al citosol, a través de canales de calcio

dependientes de voltaje.

Los canales de calcio también activan los canales de potasio dependientes de voltaje, lo
gue repolariza la membrana celular y, en consecuencia se cierran los canales de calcio.
El'idn Ca?* es un segundo mensajero intracelular ubicuo, critico para el funcionamiento
celular. El aumento de Ca?* intracelular hace que otros componentes de la via de
secrecion de insulina liberen granulos en o cerca de la membrana plasmatica. Una

funcién anormal de ciertos componentes implicados en esta via puede dar lugar a la
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aparicion de diabetes. Mutaciones patogénicas en el gen SUR1 pueden causar diferentes
trastornos tales como la hipoglucemia hiperinsulinémica de la infancia y la DM2. La
hipoglucemia hiperinsulinémica de la infancia es una enfermedad autosémica recesiva,
resultado de una excesiva y mal regulada secrecién de insulina (Ahlgvist et al, 2011; Lang

et al, 2011).

Estudios en diferentes poblaciones han demostrado que SNPs en ABCC8 se asocian con
el riesgo de padecer DM2 (Gloyn et al, 2001, 2003; Frazer et al., 2004; Hansen et al.,
2005; Sakamoto et al., 2007; Alsmadi et al, 2008; Yu, 2009; Tang, 2009).

Por tanto, debido al papel tan importante del gen ABCC8 en el mantenimiento de la
homeostasis de los niveles de glucosa, la variacién encontrada en este estudio, al
encontrarse en controles, podria tener un papel protector frente a la DM2 actuando en

el proceso de liberacion de insulina promovido por los propios niveles de glucosa.

Gen ERBB3 (“v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
3"):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001982.3 se ha identificado la mutacién ¢.3289T>C
que en la secuencia de la proteina (NP_001973.2) corresponde con la mutacion

p.Ser1097Pro. Se representa en la figura 62.

No existen estudios sobre esta variacion.
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ERBB3 rs77822103

56.475 mh 36455 mhb 56.435 mb

3648 mb 56.49 mb

Figura 62: Representacion de la variacion rs77822103, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen ERBB3.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, probablemente esta mutacidn afectard la funcionalidad de la proteina
resultante, con una puntuacion de 0.999. SIFT, que le da una puntuacién de 0, lo cual la

califica como deletérea.

Funcion del gen.

Este gen codifica para un miembro del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) de la familia de receptores tirosina quinasa. Forma heterodimeros con otros
miembros de la familia del receptor EGF que tienen actividad quinasa. La
heterodimerizacion conduce a la activacion de las vias que conducen a la proliferacién
o diferenciacidn celular. EIl aumento en la expresion de este gen, se ha reportado en
numerosos tipos de cancer, incluyendo los de préstata, vejiga y mama. Se han
caracterizado diferentes isoformas. Existe una isoforma que carece de la regién
intermembrana y se secreta fuera de la célula, la cual actua modulando la actividad de

la isoforma unida a la membrana.
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Se ha demostrado ampliamente que este gen se encuentra implicado en diabetes tipo 1
(Todd et al, 2007), sin embargo existen menos estudios que lo relacionen con diabetes
tipo 2. Existe un estudio (Hemi et al, 2002) en que se relaciona ERBB3 con la fosforilacién
de las proteinas IRS, en él se concluye que la transactivacion de los receptores
ErbB2/ErbB3 desencadena la cascada PI3K, lo cual induce la fosforilacién de las

proteinas IRS ocasionando asi una resistencia a la insulina.

Por tanto, la variacidon encontrada es una evidencia de que este gen se encuentra
relacionado con la diabetes tipo 2, y el mecanismo por el cual se da esta relacion podria
ser la pérdida de actividad de ERBB3 que a su vez, reduciria la fosforilacion de las
proteinas IRS y de esta forma protegeria frente a la resistencia a insulina y por tanto,

frente a la diabetes.

Gen HMGAZ2 (“High mobility group AT-hook 2”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001300919 se ha identificado la mutacion ¢.406T>C
gue en la secuencia de la proteina (NP_001287848) corresponde con la mutacién
p.Cys136Arg. Se representa en la figura 63.

No existen estudios sobre esta variacion.

HMGA2 rs139459932
cromesoner2 (T M >N~ THN W EE W N WD

66,23 mb BE.23 mb 5627 mb 56.29 mb 66,31 mb BE.33 mb 56.35 mb

66.24 mh G66.26 mh 6623 mhb 66.3 mh G632 mb G634 mh
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Figura 63: Representacion de la variacion rs139459932, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen HMGA2.

Patogenicidad de la mutacién.
PolyPhen le otorga una puntuacion de 0.983, lo cual confirma que esta mutacion afecta
a la funcionalidad de la proteina resultante. Este resultado es corroborado por SIFT, que

le da una puntuacién de 0.01, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

Este gen codifica para una proteina que pertenece a la familia de proteinas no histonas
de alta movilidad cromosdmica (HMG). Estas funcionan como factores de soporte o
estructurales y son componentes esenciales del enhanceosoma (complejo proteico que
se une a la region promotora de un gen para activar su expresion). Esta proteina
contiene dominios de union al ADN y puede actuar como factor de regulacién
transcripcional. La identificacion de deleciones, amplificaciones, y reordenamientos en
este gen, se asocian con el liposarcoma mixoide, lo que sugiere un papel de éste en la

adipogénesis y en la diferenciacién mesenquimal.

En el metaanalisis de Voight et al (2010) se asocié este gen con diabetes tipo 2. El posible
mecanismo que se plantea con respecto a su asociacidon con esta enfermedad es que
parece tener un efecto primario en accién de la insulina, pero sin ninguna relacién con
la obesidad. Ademds, HMGA2 es un regulador transcripcional clave de IGF2BP2 (La
proteina codificada por IGF2BP2 actia mediante union a la zona 5'UTR del ARNm del
factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2) y regulando su traduccién) (Brants et
al, 2004; Cleynen et al, 2007). Sin embargo, debido a que los ratones knockout HMGA /
Hmglc son deficientes en la diferenciacion de adipocitos (Anand y Chada, 2000), y el
alelo de riesgo de IGF2BP2 se asocia con una reduccién de la funcién de las células B
(Groenewoud et al, 2008), es necesario seguir trabajando para establecer la relevancia

de esta interaccion en la patogénesis de la enfermedad.

Por tanto la variacidn encontrada en este estudio, rs139459932 (gen HMGA?2), podria

encontrarse protegiendo frente a la DM2, por un lado modulando la liberacion de
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insulina y por el otro, regulando la transcripcién del gen IGF2BP2 y con ello, la funcién

de las células B e incluso mediante el desarrollo del tejido adiposo.

7.2-VARIACIONES IDENTIFICADAS Y VALIDADAS EN CASOS

Estas variaciones se encuentran en individuos que padecen la enfermedad por tanto,

podrian ser mutaciones causantes, por si solas o en conjunto con otras.

Gen NOTCH2 (“notch 2”):

Segun la secuencia de su ARNm, NM_024408.3 se ha identificado la mutacién ¢.7223T>A
gue en la secuencia de la proteina (NP_077719.2) corresponde con la mutacién

p.Leu2408His. Se representa en la figura 64. No existen estudios sobre esta variacion.

NOTCH2 rs35586704

Chromozome 1

120.5 mb 120 6 mhb

120055 mb

Figura 64: Representacion de la variacion rs35586704, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen NOTCH2.
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Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, esta mutacion probablemente afectara la funcionalidad de la proteina,
con una puntuacién de 0.968. Este resultado es corroborado por SIFT, que le da una

puntuacion de 0.01, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

Este gen codifica para un miembro de la familia Notch. Los miembros de esta familia de
proteinas transmembrana tipo 1, comparten caracteristicas estructurales tales como:
un dominio extracelular que consiste en multiples repeticiones del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), y un dominio intracelular que consta de multiplesy tipos de dominios.
La via Notch es una via de sefializacidon intercelular conservada evolutivamente que
regula las interacciones entre células adyacentes. Es una de las vias de sefializacién
basicas mas implicadas en el desarrollo, y que esta involucrada tanto en la especificacidon
del tipo celular como en la organogénesis. Esta proteina funciona como un receptor para
ligandos unidos a membrana, y puede desempefiar un papel en el desarrollo vascular,

renal y hepatico.

El papel de esta via ha sido ampliamente estudiado y fue reportado por primera vez en
1914, en el desarrollo de Drosophila, pero su papel en el desarrollo humano y la
enfermedad comenzé a estudiarse mas tarde, cuando mutaciones en NOTCH1 se
asociaron con una forma de leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) (Ellisen et
al, 2001). En 1996, se encontraron mutaciones en NOTCH3 causantes de CADASIL, un
trastorno caracterizado por el accidente cerebrovascular y demencia, con una edad de

aparicion en la tercera o cuarta década de la vida del paciente (Joutel et al, 1996).

Este gen fue asociado con diabetes tipo 2 en el metaanilisis de Zeggini et al (2008). Se
encontré asociacién con rs10923931, que se encuentra en el intréon 5 del gen. En
ratones, Notch2 se expresa en las células ductales embrionarias (fuente de las células
madre endocrinas y exocrinas) durante la organogénesis pancreatica (Lammert et al,
2000). Por otra parte, existe un estudio (Jonsson et al, 2013) en que se ha confirmado

gue variantes en el gen NOTCH2 afectan a la secrecion de glucagon in vivo e in vitro. De
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hecho individuos con variaciones en este gen muestran concentraciones mas elevadas

de glucagdn en ayunas.

Por tanto, variaciones en este gen, tales como la que se ha encontrado en este estudio
(rs35586704) podrian causar algun problema durante la organogénesis pancreatica y
esto conduciria a anomalias en las células B, lo que aumentaria el riesgo de desarrollar
DM2. Por otra parte, estas variaciones también pueden afectar a la funcién de las células
o pancreaticas, aumentando la secrecion de glucagon, lo que podria derivar en una

hiperglucemia que conduciria también al desarrollo de diabetes.

Gen THADA (“thyroid adenoma associated”):

Segun la secuencia de su ARNm NM_001083953.1 se ha identificado la mutacion
c.4351C>T que en la secuencia de la proteina (NP_001077422.1) corresponde con la
mutacion p.Pro1451Ser. Se representa en la figura 65.

No existen estudios sobre esta variacion.

THADA rs17334247
reroser: @ N THI AN T T T E AN N NN (W IND

43.5mb 43.7 mh

436 mh 438 mh

Figura 65: Representacion de la variacion rs17334247, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen THADA.
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Patogenicidad de la mutacién.
PolyPhen, le otorga una puntuacion de 0.842, con lo cual posiblemente esta mutacion
afectara a la funcionalidad de la proteina resultante. SIFT, corrobora este resultado

dandole una puntuacién de 0.01, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

La funcion de este gen se ha detallado en el apartado anterior (variaciones identificadas
y validadas en controles, gen THADA: pagina 159). Puesto que la variacién identificada,
se ha encontrado en los casos, su mecanismo de accidon podria ser el descrito para otros
polimorfismos del gen THADA, los cuales pueden conducir a una menor funcionalidad

de las células By al aumento de su apoptosis.

Gen IFIH1 (“interferon induced with helicase C domain 1”):

Segun la secuencia del ARNm NM_022168.3 del gen IFIH1, se ha identificado la mutacion
c.1097T>A que, en la secuencia de la proteina (NP_071451.2) corresponde con la
mutacion p.Val366Glu. Se representa en la figura 66.

No existen estudios sobre esta variacion.

IFIH1 rs140977021
rerosen> @ HETHT MM T I T E TN N THN (W IND

16313 mh 163.15 mb 16317 mb

16314 mb 16316 mh
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Figura 66: Representacion de la variacion rs140977021, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen IFIH1.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, probablemente esta mutacidn afectard la funcionalidad de la proteina
resultante, con una puntuacion de 1. SIFT confirma este resultado dandole una

puntuacion de 0, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

La funcién de este gen se ha detallado en el apartado anterior (variaciones identificadas
y validadas en controles, gen IFIH1: pagina 163). A pesar de la gran multitud de estudios
gue asocian este gen con la DM1 y otras enfermedades autoinmunes, no existen
evidencias de la asociacion entre este gen y la diabetes tipo 2, por tanto se desconoce
el mecanismo por el cual variaciones en este gen pueden estar relacionadas con la DM2.
Un segundo problema es que ésta u otras alteraciones en este gen puedan producir una
diabetes similar a la tipo 1, pero cuyo desarrollo sea mas tardio y/o mas lento v,

presentando un fenotipo similar al de la DM2.

Gen AGMO (“alkylglycerolmonooxygenase”):

Segun la secuencia del ARNm NM_001004320.1 del gen AGMO, se ha identificado la
mutacion ¢.160G>C que en la secuencia de la proteina (NP_001004320.1) corresponde
con la mutacién p.Glu54GIn. Se representa en la figura 67.

No existen estudios sobre esta variacion.
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AGMO rs146766067

133 mh 15.5 mh

154 mb

Figura 67: Representacion de la variacion rs146766067, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen AGMO.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, probablemente esta mutacion afectard a la funcionalidad de la
proteina, con una puntuacién de 1. Este resultado es corroborado por SIFT, que le da

una puntuacién de 0, lo cual la califica como deletérea.

Funcidn del gen.

AGMO codifica para el isotipo B del dominio catalitico de la diacilglicerol quinasa. Esta
enzima cataliza la conversion de diacilglicerol (DAG) a 4acido fosfatidico (PA)
utilizando ATP como fuente de fosfato. En los islotes pancreaticos de rata, la glucosa
aumenta los niveles de diacilglicerol (Peter-Riesch et al, 1998), lo que activa la proteina

guinasa C (PKC) potenciando asi la secrecién de insulina (Prentki y Matschinsky, 1987).

El metaanalisis de Dupuis et al (2010), encontrd asociacion entre este gen y DM2. En

otro estudio del mismo afio, Boesgaard et al afirmaron que variantes en el locus AGMO

se asocian con una disminucion de la liberacion de insulina estimulada por glucosa.

178



Discusion

Segun el estudio de Goodarzi et al (2013), el locus AGMO modula el metabolismo lipidico
y puede contribuir a la resistencia hepatica a la insulina. AGMO participa en la regulacién
de los niveles celulares de diacilglicerol. La acumulacion de diacilglicerol en el higado
parece afectar a la seializacidn de insulina debido a la activacidn de la proteina quinasa
C epsilon (Kumashiro et al, 2011). La actividad de esta quinasa también puede regular la
cantidad de diacilglicerol disponible para su conversién a triacilglicerol. Las
observaciones anteriores plantean la posibilidad de que AGMO afecte al efecto o la

actividad de la insulina sobre diferentes tejidos.

En conclusidn, la variacién encontrada (rs146766067) podria asociarse a la alteracion de
la liberacidon de insulina estimulada por glucosa, al aumentar ésta los niveles de
diacilglicerol en diferentes tejidos, lo que podria facilitar el desarrollo de DM2. De
confirmarse esta actividad, apoyaria los hallazgos previos sobre la importancia del locus

AGMO en la DM2.

Gen CLEC7A (“C-type lectin domain family 7, member A”):

Segun la secuencia del ARNm NM_ 197947 del gen CLEC7A, se ha identificado la
mutacion c.714T>G que en la secuencia de la proteina (NP_922938) corresponde con la

mutacion p.Tyr238Ter. Se representa en la figura 68.

Solamente existe un estudio sobre esta variacién (Kutikhin et al, 2012), en el que se
sefala este polimorfismo y algunos otros como objetivos prometedores para la
oncogendmica y se sugiere que podrian ser utilizados en programas de prevencidon y en

el diagnéstico precoz del cancer en un futuro.
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CLEC7A rs16910526

1027 mb 10.25 mhb

10275 mb

Figura 68: Representacion de la variacion rs16910526, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen CLEC7A.

Patogenicidad de la mutacién.

En este caso el resultado de la mutacidn del gen es una proteina truncada, por lo que no
se puede calcular la puntuacién SIFT ni PolyPhen. Dada la importante alteracion que esto
supone en la proteina, sera muy probablemente patogénica. Si bien, la mutacién se
encuentra en el Ultimo exdn (penultimo en uno de los transcritos), lo que podria originar
una proteina parcialmente funcional, aunque serian necesarios ensayos para

confirmarlo.

Funcidn del gen.

Este gen codifica un miembro de la superfamilia “C-type lectin/C-type lectin-like
domain” (CTL/CTLD). Se trata de un receptor de membrana tipo Il con un dominio
extracelular de tipo C-lectina y un dominio citoplasmatico. Es un receptor de
reconocimiento de patrones que reconoce gran variedad de glucanos presentes en
hongos y plantas y, por tanto, desempefia un papel importante en la respuesta inmune

innata. Este gen esta estrechamente vinculado a otros miembros de la superfamilia
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CTL/CTLD en el cromosoma 12p13, concretamente en la regién complejo génico

“natural killer”.

La proteina codificada por este gen estd presente en células mieloides tales como
macréfagos, células dendriticas y neutrdfilos (Kerrigan et al, 2010). También se expresa
en otros tipos de células incluyendo los eosindfilos y células B en humanos, aunque en
ratones este receptor no se ha encontrado en estas poblaciones celulares (Brown,
2006). CLEC7A es un receptor de reconocimiento de patrones implicado en la respuesta
inmune innata y por tanto, en el reconocimiento de algunos patégenos (Drummond et

al, 2011).

Se ha demostrado que participa en el inicio de la fagocitosis y la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a zymosan (compuesto empleado para inducir
inflamacién) en los macréfagos, los neutréfilos y células dendriticas (Brown et al, 2001;
Gantner et al, 2003; Kennedy et al, 2007; Bauer et al, 2008). Se sabe que es un mediador
importante de estas funciones en ratones, sin embargo su papel en los fagocitos
humanos es aun incierto. Otra funcién bien caracterizada de CLEC7A es la produccién
de mediadores lipidicos (Suram et al, 2006; Alvarez et al, 2010) y citoquinas (por
ejemplo, TNF, IL-1B, IL-10, IL-6, IL-23, CCL2, CCL3) (Dennehy et al, 2009; Reid et al, 2009).
Esta produccion esta controlada por varias vias de sefializacidon y es esencial para la

inmunidad antifungica (Netea et al, 2006).

Este gen no habia sido asociado previamente con diabetes tipo 2, sin embargo ha sido
incluido en este estudio por tratarse de un proyecto coordinado en que se estudian
genes implicados o potencialmente implicados en diferentes tipos de diabetes. Por
tanto se desconoce el mecanismo por el cual variaciones en él podrian estar
relacionadas con DM2. Si que existen estudios que lo relacionan con dolor neuropatico
(Rojewska et al, 2014), pero la mayor parte de estudios se centran en su papel en
procesos inmunitarios (Duluc et al, 2014; Smith et al, 2014). Sin embargo, otro gen de la
misma familia, CLEC16A, si que se ha asociado con diabetes mellitus tipo 1 (Tomlinson
et al, 2014; Sang et al, 2012) ademds de esclerosis multiple, y disfuncidon adrenal

(Hakonarson et al, 2007; Skinningsrud et al., 2008).
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Ademas, se han observado variaciones en este gen en una enfermedad similar a IPEX.
IPEX es un trastorno inmunoldgico recesivo ligado al cromosoma X, que se caracteriza
por diarrea severa debido a la enteropatia existente, diabetes mellitus insulino-
dependiente, y dermatitis. Los pacientes también pueden padecer hipotiroidismo,
anemia hemolitica autoinmune, trombocitopenia, linfadenopatia, hepatitis y nefritis
(d'Hennezel et al, 2012). La importancia de este hallazgo radica en que la diabetes
presente en el sindrome similar a IPEX quiza podria tener relacidon con este gen, pero

todavia no existen estudios al respecto.

Gen LGR5 (“leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5”):

Segun la secuencia del ARNm NM_003667 del gen LGR5, se ha identificado la mutacion
c.1270C>G que, en la secuencia de la proteina (NP_003658) corresponde con la
mutacion p.Leu424Val. Se representa en la figura 69.

No existen estudios sobre esta variacion.

LGRS rs138215571

_ 71.84 mh 71.66 mh 71 .85 mh 71 8mh 71482 mh 71.94 mb 71.96 mh

71.35 mb 71.87 mb 71.39 mb 71.91 mb 7193 mb T1.93mb 71.97 mb
|

Figura 69: Representacion de la variacion rs138215571, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen LGR5.
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Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, probablemente esta mutacion tendra algin efecto sobre la
funcionalidad de la proteina resultante, con una puntuacion de 0.999. Este resultado es

corroborado por SIFT, que le da una puntuacién de 0, calificandola asi como deletérea.

Funcion del gen.

LGR5 es un miembro de la familia de receptores de proteina G, que comprende
proteinas con siete dominios transmembrana. Ha sido identificado como un nuevo
marcador de células madre adultas en el intestino delgado y los foliculos pilosos (Jaks et
al, 2008; Barker et al, 2010) y se encuentra ampliamente expresado en la médula
espinal, mama, foliculos pilosos, y tejidos cerebrales (Hsu et al, 1998). LGR5 también

juega un papel importante durante la embriogénesis.

En los ultimos afios, muchos estudios han revelado que LGR5 se sobreexpresa en varios
tipos de tumores (Yamamoto et al, 2003; Colon et al, 2006; Tanese et al, 2008; Becker
et al, 2010; Al-Kharusi et al, 2013). A pesar de que la mayoria de estudios que existen
sobre este gen se encuentran relacionados con cancer, éste se ha asociado también con
diabetes tipo 2 (Zeggini et al, 2008; Zhou et al, 2010). Sin embargo, no hay informacién

acerca del mecanismo por el cual este gen puede estar implicado en la enfermedad.

Gen OASL (“2'-5'-oligoadenylate synthetase-like”):

Segun la secuencia del ARNm NM_003733.3 del gen OASL, se ha identificado la mutacion
¢.1309T>G que en la secuencia de la proteina (NP_003724.1) corresponde con la
mutacion p.Phe437Val. Se representa en la figura 70.

Esta variacion no ha sido descrita previamente y por tanto no existen estudios sobre

ella.
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OASL 12:121458600

121 46 mh 121 .47 mh

121465 mb 121475 mb

Figura 70: Representacion de la variacién 12:121458600, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen OASL.

Patogenicidad de la mutacién.
Segun PolyPhen, probablemente esta mutacién tendra un efecto sobre la funcionalidad
de la proteina resultante, con una puntuacién de 0.971. SIFT corrobora este resultado

dandole una puntuacién de 0.02, lo cual la califica como deletérea.

Funcion del gen.

Las 2', 5'- oligoadenilato sintetasas (OASs) se encuentran entre las llamadas proteinas
antivirales inducidas por interferén (Sadler y Williams, 2008; Kristiansen et al, 2011). En
humanos, la familia de genes de la OAS esta compuesta de 4 genes: OAS1, OAS2, OAS3
y OASL.

El gen OASL codifica una proteina de dos dominios compuesta por una unidad de la OAS
unida a un dominio C-terminal, que es homodlogo a una repeticiéon en tandem de
ubiquitina (Hartmann et al., 1998). La funcidon de OASL ha sido poco investigada, pero
estudios recientes indican la importancia de este gen en la respuesta inmune
relacionada con la actividad antiviral del interferdn (Schoggins et al., 2011). El gen OASL

esta altamente inducido por infecciones viricas y bacterianas (Cheng et al., 2006; Zhou
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y Amar, 2007), por la estimulacién con LPS (Smith et al., 2002), y por algunas

enfermedades como el lupus (Zhao et al., 2010).

La expresion ectopica de OASL en células Vero suprime la replicaciéon de los virus de ARN
de cadena sencilla (Marques et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que OASL inhibe
de la replicacién viral del Virus de la Hepatitis C (Ishibashi et al., 2010 y Schoggins et al.,
2011). Los mecanismos que conducen a la actividad antiviral de OASL siguen siendo
desconocidos, sin embargo, esta actividad parece requerir el dominio semejante a la

ubiquitina C-terminal para llevarse a cabo (Marques et al., 2008).

La mayoria de estudios sobre OASL se centran en su papel en la respuesta a diferentes
tratamientos antivirales, ya que suele aumentar su expresion con la toma de los mismos,
por lo que es importante por ejemplo, en pacientes con hepatitis C crénica (Jiménez-
Sousa et al, 2011). Otros muchos estudios se centran en su papel en respuesta a las

infecciones virales como el dengue (Lin et al, 2009).

Sin embargo, existe un estudio (Middelberg et al, 2011) en que se relaciona este gen con
diferentes variables cardiovasculares. Se encontré asociacion con los niveles de
colesterol LDL, gamma glutamiltransferasa y proteina C reactiva. La conexion funcional
entre el gen OASL y estos fenotipos no esta clara. Por otra parte, entre los genes
cercanos y en desequilibrio de ligamiento con el SNP principal de OASL, estd HNF1A.
HNF1A se expresa en higado, rifidn y pancreas endocrino y regula una serie de genes
implicados en el metabolismo de las lipoproteinas, incluyendo las apolipoproteinas,
enzimas de sintesis de colesterol y transportadores de acidos biliares (Odom et al, 2004).
HNF1A también tiene asociaciones alélicas con diabetes tipo 2 (Voight et al, 2010), con
la PCR (Elliott et al, 2009; Dehghan et al, 2011; Okada et al, 2011) y con enfermedad

coronaria (Erdmann et al, 2009).

En el metaanalisis de Voight y colaboradores (2010), se relaciona este gen con diabetes
tipo 2. Se sefialan algunos locus cercanos a ciertos genes relacionados con la
enfermedad en los que, la biologia existente, junto con datos fenotipicos y de expresion,

sefialan esos locus como candidatos para la susceptibilidad frente a la enfermedad.
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Estudios sobre esta alteracion podrian ayudar a discernir la importancia de este gen en

DM2.

Gen PAX4 (“paired box 4”):

Segun la secuencia de su ARNm, NM_006193.2 se ha identificado la mutacion ¢.553C>G
que en la secuencia de la proteina (NP_006184.2) corresponde con la mutacion
p.GIn185Glu. Se representa en la figura 71.

Esta variacién no ha sido descrita previamente y por tanto no existen estudios sobre

ella.

PAX4 7:127253572

127 25 mh 127 232 mh 127 254 mh 127 236 mhb

127231 mb 1272533 mh 127235 mb 127257 mh
1

Figura 71: Representacion de la variacion 7:127253572, marcada con la linea vertical roja, en
los diferentes transcritos del gen PAX4.

Patogenicidad de la mutacién.
PolyPhen le otrorga una puntuacion de 0.985, por lo que probablemente esta mutacién
afectara a la funcionalidad de la proteina resultante. Por su parte, SIFT le da una

puntuacion de 0.01, lo cual la califica como deletérea.

186



Discusion

Funcion del gen.

Este gen es un miembro de la familia de factores de transcripcion “Paired box” (PAX).
Estos genes juegan un papel critico durante el desarrollo fetal y también en el desarrollo
de cancer. PAX4 estd involucrado en el desarrollo de los islotes pancreaticos, de hecho
estudios en ratones han demostrado la implicacion de este gen en la diferenciacion de

las células B (Sosa-Pineda, 2004).

Se han caracterizado nueve genes Pax en mamiferos. Son reguladores de la expresion
génica, y poseen un papel muy importante en la formacién del sistema nervioso central,
la cresta neural y la musculatura. Ademas, estos genes confieren a las células la
capacidad para proliferar, asumir un destino celular y diferenciarse. Se expresan
pricipalmente en ojos (Marquardt et al, 2001; Farhy et al, 2013), pancreas (Brun y
Gauthier, 2008; Gosmain et al, 2011; Hu He et al, 2011; Kooptiwut et al, 2012; Pfeifer et
al, 2013) y rifién (Dressler, 2011).

Mutaciones en PAX4 se han asociado con diabetes tipo 2. El estudio de Sosa-Pineda
(2004) detalla estas asociaciones: en la poblacion japonesa con diabetes tipo 2, existe
una mutacion con cambio de sentido en el gen PAX4 (R121W). Los pacientes con la
mutacion PAX4 R121W en homocigosis mostraron defectos graves en la secrecién de
insulina, lo que sugiere que esta alteracidn genética da lugar a la disfuncion de las células
B (Kanatsuka et al., 2002). En las personas de ascendencia africana (Mauvais-Jarvis et al,
2004) se identificaron otras dos mutaciones en este gen (R133W o R37W). Individuos
homocigotos R133W o heterocigotos R37W mostraron alteraciones en los niveles de
secrecion de insulina durante una prueba de tolerancia a la glucosa. En general, estos
estudios sugieren que mutaciones especificas modifican la funcién normal de PAX4 en
combinacion con factores ambientales y otros factores genéticos, dando lugar a una
menor masa de células B o a una menor capacidad de respuesta de estas células al
aumentar la demanda de insulina. Asi, en algunos grupos étnicos, mutaciones en este
gen aumentan su predisposicion a la diabetes tipo 2. Por tanto, los resultados de estos
estudios determinan que PAX4 es un componente clave de la maquinaria molecular

responsable de iniciar la diferenciacidn celular B-pancreatica.
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En base a estos datos, los mecanismos que podrian explicar la implicacion de la variacion
identificada serian: generacién de una menor masa de células B y/o la menor capacidad

de respuesta de éstas para la liberacién de insulina.
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CONCLUSIONES

La secuenciacion de exoma completo ha demostrado ser una herramienta util y eficiente
en el descubrimiento de los genes responsables de enfermedades con herencia
mendeliana. Sin embargo, hasta ahora no se habia utilizado de forma generalizada para

el estudio de enfermedades de herencia compleja.

Los objetivos planteados al inicio del estudio han sido alcanzados, habiéndose
identificado diferentes variantes en genes asociados a la DM que podrian tener un papel
relevante en el desarrollo de esta enfermedad. Se han identificado variaciones raras
gue, o no se habian descrito previamente o bien, se habian descrito pero no se habian
relacionado con la DM2. Estas variaciones parecen tener un efecto relevante en la
funcionalidad de las proteinas, segun los programas de prediccién empleados, pero son

necesarios estudios funcionales para comprobar su efecto real.

Los genes analizados en este trabajo han sido previamente asociados con DM (excepto
el gen CLEC7A), aunque en varios de ellos no se sabe realmente cual es el mecanismo
por el que pueden estar implicados en la enfermedad. A través de revisidn bibliografica,
se ha hecho un estudio de las funciones de los diferentes genes, aunque es necesario
realizar diferentes estudios a diferentes niveles para poder conocer el mecanismo por

el cual estan relacionados con la enfermedad.

Es necesario analizar la presencia de estas variaciones tanto en estudios caso-control
como en estudios poblacionales, con mayor nimero de muestras y de diferente
procedencia, para poder conocer la importancia de estas alteraciones en nuestra
poblacidén y en otras. Estos estudios estan previstos en la siguiente fase del estudio.
Ademas, otro objetivo es identificar también las variantes que puedan localizarse en el
resto del exoma y que puedan estar implicadas en el desarrollo de la DM2. Este trabajo
permitira identificar genes cuyo papel o asociacidn con la DM2 no se ha descrito hasta

el momento.
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Por tanto las conclusiones que se pueden obtener son:

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

Bajo las condiciones de este estudio, la tecnologia lllumina y los filtros usados
presentan un 20% de error en la identificacion de mutaciones, tasa que es
asumible para su validacidén por otros medios y que nos permite identificar un
mayor numero de alteraciones potencialmente implicadas en DM2.

Los resultados de este estudio apoyan la hipdtesis de que una parte de la
heredabilidad de la DM2 se puede explicar a través de polimorfismos poco
frecuentes.

Se han identificado 16 variaciones relacionadas con DM2, algunas desconocidas
y otras que no se habian relacionado previamente con ella a pesar de haber sido
descritas.

Alteraciones en los genes: GCKR, THADA, ITGB6, IFIH1, TCF7L2, ABCCS8, ERBBS3,
HMGA2, NOTCH2, PAX4, CLEC7A, LGR5 y OASL pueden estar relacionados con

DM2, lo que confirmaria los hallazgos de los GWAS realizados previamente.
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ANEXO 1

En este anexo se encuentran todos los comandos empleados en el proceso de analisis

bioinformatico:

Obtencion de estadisticas de archivos FASTQ

Ejecutar FastQC
« Comando genérico:
S fastqc -o /path/to/stats_folder input.fastq.gz
« Opciones empleadas FastQC:
o -o: Crear todos los archivos de salida en el directorio especificado. Este
directorio debe existir ya que el programa no lo creara. Si esta opcidon no

se establece, se crea el archivo de salida para cada archivo de secuencias
en el mismo directorio que el archivo de secuencia que se proceso.

Depuracion de los archivos FASTQ

Recortar las bases de baja calidad de las lecturas obtenidas.
Ejecutar seqtk
« Comando genérico:

$ seqtk trimfq input.fastq.gz > output_trimmed.fastq

Mapeo

1.1. Ejecutar BWA
« Comando genérico:

$ bwa mem -t[INT] -C -M -R[STR] <reference.fa.gz> <input_R1.fastq>
<input_R2.fastq> > <output_R1-R2.sam> 2> <output_R1-R2.sam.log>
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« Opciones empleadas BWA:

o -t (INT): Numero de hilos de ejecucion [1]

o -C: Anexar comentario FASTA /Q al archivo SAM resultante. Esta opcién
se puede utilizar para transferir informacién de lectura (por ejemplo,
codigo de barras) al archivo resultante.

o -M: Indica los alineamientos divididos como secundarios (para la

compatibilidad con Picard).

o -R(STR): Completar la linea del read group de la cabecera. "\t' puede ser
utilizado en STR y se convertira a TAB en el archivo SAM resultante. El
read group ID ird unido a cada lectura en el output. Un ejemplo es:
'@RG\tID:foo\tSM:bar". [null]

« Formato de la cabecera:

o "@RG\tID:id\tPL:platform\tSM:sample\tDS:description\tCN:center\tDT:

date\tPU:flowcell-barcode.lane"
+ Ejemplo de la cabecera:

o "@RG\tID:280397_CGATGT_L0O05_R1_001\tPL:lllumina\tSM:280397\tD
S:ref=1KG;pfx=/media/sf_ugdg_ data/ref_data/human/1kg/hs37d5.fa.gz
\tCN:INCLIVA\tDT:2013-09-19\tPU:130327_H114_0265_AD1LLUACXX-
2"

1.2. Conversion de SAM a BAM
+ Comando genérico:
$ samtools view -b -S <input.sam> > <output.bam>
» Opciones empleadas SAMtools:
o -b: El archivo de salida se crea en formato BAM.
o -S:Elarchivo de entrada estd en formato SAM. Si las lineas de la cabecera
@SQ no estdn, se requiere la opcidn '-t'.
2. Ejecutar BWA y SAMtools
« Comando genérico:
$ bwa mem -t[INT] -C -M -R[STR] <reference.fa.gz> <input_R1.fastq>
<input_R2.fastq> 2> <output_R1-R2.sam.log> | samtools view -b -S - >

<output_R1-R2.bam>

» Opciones empleadas SAMtools:
o -:Elarchivo de entrada proviene de stdout
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Visualizar SAM

Ejecutar SAMtools view
« Comando genérico:
$ samtools view -S <input.sam>
» Opciones empleadas SAMtools:

o -S:Elarchivo de entrada esta en formato SAM. Si las lineas de la cabecera
@SQ no estdn, se requiere la opcién '-t'.

Visualizar BAM

Ejecutar SAMtools view
« Comando genérico:

$ samtools view <input.bam>

Inspeccionar archivos BAM

Ejecutar SAMtools tview
+ Comando genérico:

$ samtools tview <input.bam>

Ordenar archivos BAM

Ejecutar SAMtools sort
+ Comando genérico:
$ samtools sort <input.bam> <output.sorted> -m[int]

» Opciones empleadas SAMtools:
o -m (INT): Maxima memoria requerida aproximadamente. [S00000000]
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Indexar archivos BAM

Ejecutar SAMtools index
« Comando genérico:

$ samtools index <input.sorted.bam>

Eliminar duplicados

Ejecutar SAMtools rmdup
+ Comando genérico:

$ samtools rmdup <input.sorted.bam> <output.sorted.rmdup.bam> 2>
<output.bam.sorted.rmdup.log>

Unir varios archivos BAM

Unir cabeceras de archivos BAM
« Comando genérico:

$ cat <(samtools view -H <input_L1.sorted.rmdup.bam> | grep -v
'""@RG') <(for file in <input_L1.sorted.rmdup.bam>
<input_L2.sorted.rmdup.bam>; do samtools view -H S$file | grep
'""@RG'; done) > <newheader.txt>

» Opciones empleadas SAMtools:
o -H: Devolver solamente la cabecera.

Ejecutar SAMtools merge
« Comando genérico:

$ samtools merge -h [<newheader.txt>] <output_L1-L2.bam>
<input_L1.sorted.rmdup.bam> <input_L2.sorted.rmdup.bam>

« Opciones empleadas SAMtools:

o -h (FILE): Utilizar el contenido de FILE como cabecera para el fichero de
salida, reemplazando asi cualquier linea de cabecera que de otro modo
seria copiada desde inl.bam. (FILE es en realidad formato SAM, aunque
cualquier alineacidn que pueda contener sera ignorada).
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Obtencion estadisticas archivos BAM

Ejecutar SAMtools flagstat
« Comando genérico:

$ samtools flagstat <input.bam> > <output.bas>

Seleccionar subconjuntos en archivos BAM

Ejecutar SAMtools view
« Comando genérico:

$ samtools view <input.bam> "chr:start-end" > <output.subset.bam>

Obtencion de cobertura

Ejecutar BEDtools para obtener un histograma de cobertura
+ Comando genérico:

$ coverageBed -hist -abam <input.sorted.rmdup.bam> -b
<regions.bed> > <output.sorted.rmdup.hist.cov>

« Opciones empleadas BEDtools:

o -hist: Dar lugar a un histograma de cobertura para cada funcién en B, asi
como un histograma resumido de todos los rasgos en B.

Ejecutar BEDtools para obtener la cobertura por base
+ Comando genérico:

$ coverageBed -d -abam <input.sorted.rmdup.bam> -b <regions.bed>
> <output.sorted.rmdup.pb.cov>

» Opciones empleadas BEDtools:
o -d: Devuelve la profundidad de cobertura para cada posicidon en B. Las
posiciones devueltas empiezan en 1.
o -abam: El archivo de entrada A estd en formato BAM.
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0

-b: El archivo de entrada b esta dentro.

Obtencion de variaciones

Ejecutar SAMtools y BCFtools para obtener archivos VCF

« Comando genérico:

$ samtools mpileup -d[INT] -D -C50 -E -f <reference.fa.gz> -
<regions.bed> -u <input.sorted.rmdup.bam> | bcftools view - -v -c -g >
<output.vcf> 2> <output.vcf.log>

« Opciones empleadas SAMtools:

0

(0]

-d (INT): En una posicion determinada, leer un maximo de INT lecturas
por BAM. [250]

-D: Salida de la cobertura por muestra.

-C: Coeficiente empleado para reducir la calidad de mapeo de las lecturas
gue contienen excesivos errores. Un valor de 0, deshabilita esta funcion.
Si se emplea, se recomienda un valor de 50 para BWA.

-E: Computacion BAQ extendida.

-f (FILE): La secuencia de referencia indexada se encuentra en formato
FASTA.

-l (FILE): archivo o lista de posiciones que contiene una lista de las
regiones o de los sitios donde se deben generar pileup o BCF.

-u: Similar a -g exceptuando que el output es un BCF sin comprimir.

« Opciones empleadas BCFtools:

(0]
(0]
(0]

-: El archivo de entrada viene de stdout

-v: Output con sdlo posiciones que contengan variantes. (force -c)

-g: Llamada de genotipos por base en los sitios que contienen variantes.

(force -c)

-c: Llamar variantes usando inferencia Bayesiana. Esta opcion invoca la

opcion -e.

-e: Realiza la estimacion por maxima verosimilitud, incluyendo la

frecuencia alélica, el equilibrio Hardy-Weinberg y test de asociacion con
wn

razones de verosimilitud.[NOTA]: Si se omite la opcidon "-v", se
imprimiran todas las posiciones, no solo las que contengan variaciones.

Comparacion VCFs

Comprimir VCF con tabix

+ Comando genérico:

$ bgzip <input.vcf>
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Indexar VCF con tabix
« Comando genérico:
$ tabix -p [STR] <input.vcf>
« Opciones empleadas tabix:

o -p(STR): Formato de entrada para indexar.Input format for indexing. Son
valores validos: gff, bed, sam, vcf y psltab. Esta opcién no se debe aplicar
junto con cualquiera de las siguientes: -s, -b, -e, -c y -0; no se utiliza para
la recuperacién de datos, ya que esta configuracion se almacena en el
indice. [gff]

Comparar archivos VCF con VCFtools

+ Comando genérico:

$ vcf-compare <input_1.vcf> <input_2.vcf> <input_1-2.vcf> >
<output.comp.txt>

Anotacion funcional

Preparacion del archivo de entrada para VEP
+ Comando genérico:

S cat <input.vcf> | grep -e "1/1\]|0/1" | perl -lane 'next if /M#/; print join("\t",
S$F[0], SF[1], $F[1], "SF[3]/SF[4]", "+")' > <input.vep>

Ejecutar VEP
+ Comando genérico:

$ perl variant_effect_predictor.pl -i <input.vep> --cache --force_overwrite --
everything --offline -o <output.vep>

VERSIONES EMPLEADAS

A continuacion se exponen las versiones de los programas empleados en el analisis:

-Seqtk Versién: 1.0-r31

-BWA (alignment via Burrows-Wheeler transformation) Version: 0.7.5a-r405
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-Samtools (Tools for alignments in the SAM format) Versién: 0.1.19-44428cd

-VCFtools (v0.1.11)

-BEDtools (2.17.0)
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