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DEL GEN DEL FACTOR DE VON WILLEBRAND EN 50 PACIENTES
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Las perspectivas en el diagnéstico molecular de las enfermedades monogénicas han cambiado drés-
ticamente con la aparicién de las técnicas de secuenciacién masiva de nueva generacion (NGS).

Con el objetivo de aplicar estas tecnologias al diagnéstico molecular de la enfermedad de von Wi-
llebrand (VWD), hemos desarrollado una estrategia para la amplificacion de las regiones de interés
del gen del factor de von Willebrand (VWE), basada en un protocolo de PCRs cortas previamente
disefiado en nuestro laboratorio.

Asimismo, hemos adaptado el protocolo para aprovechar la capacidad de multiplexacion de estas
plataformas mediante la introduccién de secuencias que actian como etiquetas identificadoras. De
este modo la secuenciacién del VWE de 50 pacientes se puede llevar a cabo simultdneamente me-
diante la combinacién de DNA gendémico de diversos pacientes antes de la amplificacién. Con el
fin de validar la metodologia, se seleccionaron 28 pacientes de tipo 1, 11 de tipo 2, 1 de tipo 3 mas
10 pacientes control cuyo defecto genético se habia identificado previamente mediante secuen-
ciacién tradicional. Los resultados del analisis de este Unico estudio nos ha permitido identificar
58 mutaciones, 31 de las cuales son nuevas. Entre ellas se distinguen 35 mutaciones de cambio
de sentido, 13 mutaciones que potencialmente afectan al splicing, 2 mutaciones de parada y 8
inserciones y/o deleciones. Un total de 25 pacientes estudiados por NGS fueron posteriormente
analizados mediante secuenciacion tradicional, lo que nos ha permitido estimar la sensibilidad en la
identificacién de las mutaciones del protocolo de NGS por encima del 90%. Ademads, esta eficiencia
se podrd mejorar a través de modificaciones metodoldgicas y en el analisis bioinformatico.

Teniendo en cuenta que hemos utilizado una octava parte de la capacidad del secuenciador, se pue-
den secuenciar 400 pacientes simultdneamente a un coste 10 veces inferior al de la secuenciacién
tradicional. La capacidad de la tecnologia desarrollada resulta manifiesta ya que nos ha permitido
secuenciar un nimero de pacientes similar al de tres afios de secuenciacién tradicional. Dado que
permite analizar un gran nimero de muestras simultdneamente, es una técnica idénea para dar
soporte al registro nacional de pacientes con VWD, en el que sera preciso el estudio genético de
un gran nimero de pacientes y familiares. La optimizacién de la metodologia, mediante la imple-
mentacién de nuevas tecnologias de microfluidos, permitird la automatizacién en la amplificacion
y preparacion de librerias, posibilitando la caracterizacién de la poblacion afectada de forma rapida
y econdmica.



