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RESUMEN

La pérdida de audicion es uno de los defectos sensoriales mas comunes en
humanos. Puede deberse a factores ambientales, causas genéticas, o a una
combinacién de ambos. La hipoacusia hereditaria se puede clasificar como sindromica
y no-sindromica, siendo esta ultima responsable del 70% de los casos. Se han
identificado mas de 100 genes y mas de mil mutaciones implicadas en esta patologia,
por lo que presenta una gran heterogeneidad genética. En este trabajo se pretende
evaluar la eficiencia diagnéstica de un panel de secuenciacion, de disefio propio, por
Next Generation Sequencing (NGS) para el analisis de pacientes con hipoacusia

neurosensorial.

En este estudio participaron 37 pacientes del Hospital Universitario y Politécnico La
Fe (Valencia) a lo largo del 2019, a los cuales se les realizd una secuenciacion masiva
mediante un panel de secuenciacion NGS, con los 61 genes mas prevalentes causantes
de hipoacusia hereditaria. Con este panel se detectaron mutaciones puntuales
patoldgicas o posiblemente patoldgicas, las cuales se confirmaron posteriormente por

secuenciacion Sanger.

Ademas, se analizé la presencia de variantes en el numero de copias (CNVs) de
todas las muestras, ya que también pueden ser responsables de hipoacusia
neurosensorial. Si habia alguna variante candidata, esta se confirmaba por el método
de MLPA.

Se detectaron mutaciones que podrian considerarse como posibles causantes de
hipoacusia neurosensorial en 19 pacientes. En 1 de estos casos se detectdé una CNV.
También se vio que las mutaciones mas predominantes en los pacientes clasificados

como positivos se localizan en los genes GJB2y TECTA.

En conclusién, se consiguid diagnosticar genéticamente un 52,78% de los pacientes.
Finalmente, se realizé un informe con los resultados del analisis para informar a los
pacientes, ademas de ofrecerles consejo genético.

Palabras clave: sordera, hipoacusia neurosensorial, genes, GJB2, TECTA, panel de

secuenciacion, NGS, mutacion puntual, CNVs.
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ABSTRACT

Hearing loss is one of the most common sensory defects in humans. It can be caused
by environmental factors, genetic causes, or a combination of both. Hereditary hearing
loss can be classified as syndromic and non-syndromic, the latter being responsible for
70% of cases. More than 100 genes and more than a thousand mutations involved in
this pathology have been identified, which is why it presents great genetic heterogeneity.
This work aims to evaluate the diagnostic efficiency of a sequencing panel, of our own
design, by Next Generation Sequencing (NGS) for the analysis of patients with

sensorineural hearing loss.

In this study, 37 patients from La Fe University and Polytechnic Hospital (Valencia)
participated in 2019, who underwent massive sequencing using an NGS sequencing
panel, with the 61 most prevalent genes causing hereditary hearing loss. With this panel,
pathological or possibly pathological point mutations were detected, which were

subsequently confirmed by Sanger sequencing.

In addition, the presence of copy number variants (CNVs) of all samples was
analyzed, since they may also be responsible for sensorineural hearing loss. If there was

any candidate variant, it was confirmed by the MLPA method.

Mutations that could be considered as possible causes of sensorineural hearing loss
were detected in 19 patients. In 1 of these cases, a CNV was detected. It was also found
that the most predominant mutations in patients classified as positive are located in the
GJB2 and TECTA genes.

In conclusion, it was possible to genetically diagnose 52.78% of the patients. Finally,
a report was made with the results of the analysis to inform patients, in addition to offering

them genetic counseling.

Key words: deafness, sensorineural hearing loss, genes, GJB2, TECTA, sequencing

panel, NGS, point mutation, CNVs.
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1. INTRODUCCION

La hipoacusia es una disminucion de la capacidad auditiva. Esta pérdida auditiva es
el déficit sensorial mas comun en humanos (Shearer & Smith, 2015). Segun datos de la
Organizacién Mundial de la Salud, se estima que mas del 5% de la poblacion mundial

padece esta enfermedad, es decir, alrededor de 360 millones de personas (OMS, 2013).

Las causas de hipoacusia pueden ser ambientales, debido, por ejemplo, a una
infeccion, genéticas, o incluso a una combinacion de ambos tipos. La hipoacusia
hereditaria se puede clasificar como sindrémica, si se asocia con malformaciones del
oido externo, de otros 6rganos o problemas médicos que involucran otros érganos; y
no-sindromica (constituye el 70% de los casos), que aparece aislada, sin anormalidades
visibles en el oido externo, y sin problemas médicos relacionados, pero puede estar
asociada a malformaciones del oido medio y/o interno (Shearer et al., 1993; Van Camp
& Smith, 2006)

La hipoacusia hereditaria es una enfermedad genéticamente muy heterogénea,
habiendo mas de 100 genes identificados y mas de mil mutaciones implicadas (Van
Camp & Smith, 2006). Por lo tanto, el diagndstico genético para la hipoacusia no-
sindrémica es extremadamente dificil, pero proporciona informacién sobre el pronéstico
y la heredabilidad genética, pudiendo excluir de esta forma causas sindromicas de la
pérdida auditiva, y por lo tanto pruebas innecesarias y de alto coste (Shearer & Smith,
2015).

1.1 CLASIFICACION DE LAS HIPOACUSIAS

La hipoacusia puede clasificarse de diversas formas. Una de ellas es dependiendo
de donde se encuentre el defecto en el oido, denominandose conductiva cuando esas
anormalidades se situan en el oido externo y/o en los huesecillos del oido medio;
neurosensorial si resulta del mal funcionamiento de estructuras del oido interno; y mixta
si es una combinacion de los dos tipos anteriormente nombrados (Shearer et al., 1993)

(Figura 1).
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Figura 1. Anatomia del oido. El oido esta compuesto por el oido externo, medio e interno. El oido externo
incluye la auricula y el canal auditivo externo, se separa del oido medio por la membrana timpanica. El oido
medio, alberga tres huesos, el matrtillo, el yunque y el estribo, y une el oido externo y el interno. El oido
interno se divide en la porcién vestibular y la porcién coclear (Korver et al. 2017).

Otra forma de clasificarla es segun el momento en el que se desarrolla, llamandose
prelingual si esta presente antes de que se desarrolle el habla; y postlingual si esa
pérdida de audicion ocurre después del desarrollo del habla. Toda pérdida
auditiva congénita, es decir, presente desde el nacimiento, es prelingual, pero no toda

pérdida auditiva prelingual es congénita (Shearer et al., 1993).

El diagnostico de la hipoacusia neurosensorial se puede llevar a cabo mediante test
fisioldgicos o audiometria. En esta uUltima se evalua la agudeza auditiva del paciente en
decibelios (dB). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la pérdida de
audicion leve entre 26-40 dB, moderada entre 41-60 dB, severa entre 61-80dB y
profunda >80 dB (Mackenzie & Smith, 2009). La pérdida de audicién severa o profunda
se conoce comunmente como sordera, mientras que la leve o moderada se conoce
como dificultad auditiva (Smith et al., 2005).

La restauracion de la audicién se logra mediante implantes auditivos o dispositivos
no implantarles. Entre ellos se incluyen audifonos convencionales, implantes cocleares
y audifonos anclados en los huesos, todos ellos observables en la siguiente imagen
(Figura 2) (Korver et al., 2017).
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Figura 2. Tratamientos para la pérdida auditiva (Korver et al., 2017). A: audifono convencional; B: implante
coclear convierte los sonidos en sefiales eléctricas, esta compuesto por un micréfono (1) recoge los sonidos
ambientales y los transmite a un procesador de voz. Una bobina magnética (3), trasmite las sefales
acusticas desde el procesador de voz a un receptor/estimulador implantado subcutaneamente (4) que
convierte la sefial acustica en impulsos eléctricos. Los electrodos (5) colocado en la escala timpanica de la
coclea estimula directamente eléctricamente el nervio auditivo (6); C: audifono anclado en el hueso.

Los audifonos convencionales se emplean en la rehabilitacion de la mayoria de los
pacientes con pérdida auditiva neurosensorial. También se emplean en los que tienen
pérdida auditiva conductiva, especialmente cuando las opciones médicas o quirurgicas
no son factibles (McCreery et al, 2012). Las limitaciones de los audifonos
convencionales han generado una preferencia por los implantes auditivos en el oido

medio.

Los implantes cocleares se usan en pacientes en los cuales la pérdida auditiva se ha
vuelto severa o profunda (Gaylor et al., 2013), ademas de usarse también en pacientes
con audicién relativamente buena de baja frecuencia, pero mala de alta frecuencia,
donde se usan implantes 'hibridos' o 'estimulacion electroacustica (Golub et al., 2012;
Roland et al., 2016). Sin embargo, la necesidad de cirugia, los altos costos y la falta de

reembolso han limitado su implementacion.

También pueden estar disponibles otras opciones quirurgicas para pacientes con

hipoacusia conductiva por anomalias del conducto auditivo externo, membrana

timpanica u osiculos (Schwager, 2007).

1.2 GENETICA DE LAS HIPOACUSIAS

El déficit auditivo de caracter no-sindromico suele ser neurosensorial. Actualmente,

en los estudios acerca de las hipoacusias se ha observado una creciente demanda de
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diagnéstico molecular y el posterior asesoramiento genético. El diagnéstico puede
complicarse debido a multiples loci genéticos o a diferentes mutaciones de un solo
gen, a la existencia de pseudogenes y a otros factores, como la endogamia que existe

en la comunidad de sordos (Rehman et al., 2017).

Las hipoacusias tienen diferentes modos de herencia, siendo de herencia autosémica
recesiva en un 80% se los casos (normalmente de caracter prelingual), y de herencia
autosémica dominante en aproximadamente el 20% de los casos restantes
(normalmente de caracter postlingual). También encontramos menos de un 1% de

casos de herencia ligada al cromosoma X o mitocondrial (Hilgert et al., 2009).

En el caso de las hipoacusias sindromicas, el diagndstico se basa en los signos
clinicos observables. Aunque este sea aproximado, permite dirigir el diagnéstico
molecular hacia los genes que se creen que son los implicados en el sindrome. Cabe
sefalar que muchos de estos signos caracteristicos que acompafian la hipoacusia
pueden aparecer afos después (Suarez et al., 2007). Se han identificado mas de 400
sindromes con pérdida auditiva (McKusick, 2007). Algunos de los mas importantes se
presentan en la siguiente tabla (Tabla 1), indicando el tipo de herencia, los genes
causantes y sus sintomas caracteristicos (Suarez et al., 2007; Van Camp & Smith,
2006).



Tabla 1. Sorderas sindromicas comunes.

Estudio genético en pacientes con
hipoacusia de la Comunidad Valenciana

Sindrome Herencia' Genes Caracteristicas clinicas?
Tioo |- AD Tipo I: PAX3 ] ] ]
Ipo Tipo II: MITF, Anomalias pigmentarias de la piel,
Waardenburg Ppo ::i_':% SNAI2, SOX10 cabello e iris y pérdida de la audicién.
T:pg Ve aD. | Tipo lll: PAX3
Alg "2 | Tipo IV: ENDRB,
EDN3, SOX10
. uistes branquiales o fistulas,
Branchio-Oto- - . N . y
AD EYA1, SIX5, SIX1 | anomalias en el oido externo y medio
Renal (BOR)
y renales
Tipo I: MYOT7A,
CDH23, USH1C,
] PCDH15, SANS, | Se caracteriza por pérdida auditiva y
Usher T!po I AR CiB2 retinosis pigmentaria
Tipo II: AR )
Tioo Ill: AR Tipo II: WHRN,
po ik USH2A, ADGRV1
Tipo lll: CLRN1,
HARS
SLC26A4, . . .
Presenta bocio, hipoacusia y puede
FOX11, KCNJ10 .
Pendred AR estar acompanado de trastornos
vestibulares.
Presenta pérdida auditiva
Jervell and Lange- neurosensorial bilateral profun
. 9 AR KCNQ1, KCNE1 eu O,S? sona b a.e a p.o unda
Nielsen congénita, y arritmia cardiaca
(intervalo QT largo)

1. AD, autosémico dominante; AR, autosomico recesivo; X-linked, ligado al cromosoma X.
2. Se mencionan las caracteristicas clinicas mas representativas de cada sindrome, ademas de las que

afectan al oido o al sistema auditivo

En el caso de las hipoacusias no-sindromicas, como ya se ha comentado

anteriormente, se observa una alta heterogeneidad genética (Suarez et al., 2007). Hasta

la fecha, hay descritos 120 genes asociados (Van Camp & Smith, 2006), de los cuales

se van a nombrar a continuacién algunos de los mas prevalentes en nuestra poblacion

(Figura 3).
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Figura 3. Representacion de los genes relacionados con hipoacusia no-sindromica en 140 casos en Espafia
(Dominguez, 2015).

GENES DE HERENCIA AUTOSOMICA RECESIVA

En el tipo de herencia autosdmica recesiva han sido descritos 76 genes que causan

pérdida auditiva no-sindrémica (Van Camp & Smith, 2006).

e GJB2

Este gen codifica una proteina denominada conexina 26, un componente critico de
la via intracelular para el ciclo del potasio entre la endolinfa y la perilinfa del oido interno,
concretamente en el conducto coclear (Figura 4), en la estria vascular (Figura 5) (Kelsell
et al., 1997). Desde ese momento empezé a cobrar importancia ya que las mutaciones
en este gen, GJB2, y GJB6, representan hasta el 50% de los casos con hipoacusia no-

sindréomica de herencia autosémica recesiva (Lucotte & Mercier, 2001).



Figura 4. Coclea y 6rgano espiral (Pabst et al., 2006).
*Organo de Corti.
**Membrana de Reissner.
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Figura 5. La estria vascular y las células ciliadas sensoriales. La estria vascular es un tejido especializado
que produce la endolinfa. Se encuentra en la pared lateral del conducto endolinfatico en la coclea y consta
de capas celulares marginales, intermedias y basales. La corriente de K* despolariza las células ciliadas y
desencadena actividad eléctrica en las fibras del nervio auditivo (Korver et al., 2017).

Se han identificado 361 mutaciones, siendo la mutacion ¢.35delG la mas comun
(Azadegan-Dehkordi et al., 2019). Las mutaciones que son capaces de inactivar el gen
GJB2, es decir, mutaciones sin sentido que generan codones de parada o mutaciones
de desplazamiento de marco de lectura, se suelen asociar con hipoacusia
severa/profunda. En cambio, las mutaciones de cambio de sentido que dan lugar a
cambios de base produciendo la sustitucion de aminoacidos, estan asociadas con

hipoacusia moderada y leve (Snoeckx et al., 2005).

Se cree que deleciones de gran tamafo en regiones no codificantes adyacentes al
gen GJB6, que codifica la proteina conexina 30, causan pérdida de audicién por sus
efectos sobre la expresion de GJB2 (del Castillo et al., 2002). En la siguiente figura
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(Figura 6) se puede apreciar la poca distancia entre ambos genes y 2 deleciones de
gran tamafo adyacentes al gen GJB6 frecuentes en poblacién espafnola, del(GJB6-

D13S1830) y del(GJB6-D13S1854) (del Castillo et al., 2005) :

1
1

50kb |

D13s1314

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ | [
v N TEL

v
CRYLT

CEN
| |
GJA3 GJB2 GJBS

Figura 6. Mapa de un segmento de ADN de 600 kb que contiene el locus DFNB1(del Castillo et al., 2005).
En este mapa se detallan dos deleciones en GJB6, del(GJB6-D13S51830) en azul y del(GJB6-D13S1854)

en linea discontinua.

SLC26A4

[ )
SLC26A4 codifica un transportador de aniones cloruro, yoduro y bicarbonato,

denominado pendrina. Se situa en la glandula tiroides y el oido interno y se ha visto
que esta relacionada con la regulacion del pH y la composicién iénica de la endolinfa

(Ammar-Khodja et al., 2015; Dossena et al., 2011).
Se ha visto que es el segundo gen con mas prevalencia en casos de hipoacusia no-

sindromica ademas de poder también causar hipoacusia sindromica, en el sindrome de

Pendred (Hilgert et al., 2009; Royaux et al., 2001).

MYO15A

Las mutaciones en el gen MYO15A causan hipoacusia no-sindrébmica severa y
profunda. Este gen codifica la miosina XVA, clave en el alargamiento gradual y el

mantenimiento de los estereocilios y la organizacion de la actina en las células ciliadas
del oido interno (Figura 5). Estos procesos son esenciales para que la audicién funcione

de manera normal (Wang et al., 1998).

OTOF
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El gen OTOF codifica la proteina otoferlina, esencial para la exocitosis de las
vesiculas sinapticas, y el principal sensor de calcio que permite la fusion de la membrana

en la sinapsis interna de las células ciliadas (Figura 5) (Roux et al., 2006).

Se han visto que mutaciones en este gen son una de las causas mas frecuentes de
hipoacusia neurosensorial recesiva no-sindromica. Hay constancia de mas de 160
mutaciones en OTOF. La mayoria de los afectados por estas mutaciones tienen pérdida
auditiva estable, prelingual y de severa a profunda (Ilwasa et al., 2013; Matsunaga et al.,
2012; Zhang et al., 2016).

e STRC

El gen STRC codifica una proteina estereocilina altamente conservada que asegura
la conexion de los estereocilios vecinos de las células ciliadas externas, siendo muy

importante para unir estereocilios con la membrana tectorial (Verpy et al., 2011).

Los diagndsticos en los cuales se implica al gen STRC son desafiantes debido a la
presencia de un pseudogen (pSTRC) altamente homdlogo, teniendo un 99,6% de
similitud para la secuencia codificante y un 98,9% de similitud para las secuencias
intrénicas (Markova et al., 2018). La presencia de mutaciones puntuales detectadas por
la secuenciacion de nueva generacion (NGS) debe verificarse mediante PCR de largo
alcance y secuenciacién Sanger para, de esta forma, evitar contaminacion por pSTRC
(Back et al., 2019).

e TMPRSS3

La proteasa transmembrana serina 3 es codificada por el gen TMPRSS3, y pertenece
a la subfamilia de serinas proteasas transmembrana tipo Il (Hooper et al., 2001). Esta
enzima presenta una estructura que incluye una cola N-terminal corta, un dominio

transmembrana (TM) y un gran segmento C-terminal (Szabo et al., 2003).
La enzima codificada por el gen TMPRSS3 puede estar asociada con hipoacusia no-

sindrémica y relacionada con el mantenimiento de Na* dentro del ambiente endolinfatico

en la coclea (Figura 5) (Bonne-Tamir et al., 1996).

10
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GENES DE HERENCIA AUTOSOMICA DOMINANTE

Este tipo de herencia se puede apreciar muy facilmente en el arbol genealdgico de
los pacientes. Sin embargo, no hay genes que presenten una proporcion significativa.
Se han descrito 48 genes que causan hipoacusia no-sindromica de caracter dominante
(Van Camp & Smith, 2006).

e ACTG1

El gen ACTG1 codifica una proteina de la familia de proteinas de actina, llamada y-
actina. Es una proteina que forma parte del citoesqueleto. Es particularmente abundante
en las células ciliadas del oido interno, por lo tanto, son necesarias para la audicion
(Bryan et al., 2006; Morin et al., 2009)

e MYH14

MYH14, también conocida como cadena pesada no muscular Il (NMHCII-C), es un
miembro de la familia de las miosinas, junto con MYH9 y MYH10, implicadas en muchos
procesos moviles, como la activacion de canales i6nicos, translocacion de organulos y

reordenamiento del citoesqueleto (Billington et al., 2013; Golomb et al., 2004).

En un estudio se realizé un cribado mutacional en pacientes con discapacidad
auditiva, permitiendo demostrar la expresion de MYH14 en la céclea (Figura 4), y por lo
tanto su papel en la pérdida de audicion de caracter autosémico dominante (Donaudy
et al., 2004).

GENES DE HERENCIA AUTOSOMICA DOMINANTE/RECESIVA

e TECTA

Este gen codifica la o-tectorina. Esta proteina es no colagena y se sitia en la
membrana tectorial, una tira en forma de cinta de matriz extracelular sobre los
estereocilios de las células ciliadas (Figura 5), por lo que es fundamental para la

transmisién mecanica y la amplificacion de sonido (Verhoeven et al., 1998).

1"
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o WFS1

El gen WFS1 codifica la wolframina, una proteina transmembrana. Estudios sugieren
que se localiza en el reticulo endoplasmico y participa en el trafico de membranas, en

el procesamiento de proteinas y en la regulacion de calcio (Takeda, 2001).

Mutaciones en este gen se han visto asociadas con el sindrome de Wolfram de
herencia autosémica recesiva y el tipo autosémico dominante de hipoacusia no-
sindromica de baja frecuencia. El sindrome de Wolfram se caracteriza por presentar
diabetes insipida, diabetes mellitus, atrofia éptica y pérdida auditiva (Rendtorff et al.,
2011).

e COL11A2

El sindrome de Stickler se caracteriza por anomalias oculares, esqueléticas,
orofaciales y auditivas (Rose et al., 2005). Se subdivide en varios subtipos, segun su
defecto genético de colageno subyacente. Las mutaciones en COL11A71y COL11A2
(codifican el colageno tipo Xl), estan asociados con el tipo Il (Allan et al., 1996) y tipo Il
(Vikkula et al., 1995) respectivamente. Las mutaciones en COL71A2 también pueden

provocar pérdida auditiva no-sindromica (McGuirt et al., 1999).

e MYO6

Se ha visto que mutaciones en MYO6 pueden dar lugar a hipoacusia no-sindrémica
de herencia tanto dominante como recesiva. Este gen codifica la miosina VI, necesaria

para la integridad estructural y el correcto funcionamiento de las células ciliadas del oido
interno (Figura 5) (Oonk et al., 2013).

GENES DE HERENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X

e POU3F4
POU3F4 codifica un tipo de factores de transcripcion con un dominio POU. Las
mutaciones en este gen son la causa mas comun de pérdida auditiva no-sindromica

ligada al cromosoma X. Estas mutaciones dan como resultado una malformacion

12
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radiologica distinta caracterizada por hipoplasia coclear y canales auditivos internos
bulbosos (de Kok et al., 1995).

1.3 DIAGNOSTICO GENETICO

El diagndstico genético siempre comienza estudiando el historial familiar, elaborando
un arbol genealdgico. Esta informacion es muy importante sobretodo a la hora de saber
el modo de herencia mas probable. Esto a su vez nos puede dar una idea de qué
mutacion en los genes candidatos puede estar causando esta pérdida auditiva (Korver
etal., 2017).

A pesar de todos los avances cientificos y tecnoldgicos, el diagnostico genético de
hipoacusia no-sindromica sigue siendo un reto por los numerosos posibles genes
responsables. Los desarrollos tecnoldgicos, como la secuenciacion de ADN masiva
paralela o de nueva generacion (NGS), han permitido el analisis simultaneo de grandes
cantidades de genes. Con esta técnica, los laboratorios pueden ofrecer pruebas
geneéticas usando paneles de genes relacionados con hipoacusia sindrémica y no-

sindrémica (Sloan-Heggen et al., 2016).

Este tipo de paneles permiten identificar la mutacion causante de la hipoacusia en
aproximadamente el 50% de los casos (Tekin et al., 2016), en comparacién con el 25%,
reportado en varios estudios clinicos de secuenciacion del exoma (Lee et al., 2014; Yang
etal.,, 2013, 2014).

13
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

- Disefo y aplicacion de un panel de secuenciaciéon NGS con los 61 genes

con mas prevalencia en hipoacusia neurosensorial.
- Evaluacion de la eficacia diagndstica de dicho panel en una muestra de 37
pacientes del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia) a lo largo

del 2019.

- Informar a los pacientes de los resultados obtenidos y ofrecerles

asesoramiento genético.

15



16

Estudio genético en pacientes con
hipoacusia de la Comunidad Valenciana



Estudio genético en pacientes con
hipoacusia de la Comunidad Valenciana

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 PACIENTES

En este trabajo se analizaron 37 pacientes diagnosticados con posible hipoacusia
neurosensorial en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia) a lo largo del
2019. Se les ofrecio la posibilidad de mediante una pequefa extraccion de sangre
periférica, realizar un analisis de 61 genes relacionados con hipoacusia hereditaria. Una
vez firmado el consentimiento, los pacientes, acudieron a realizarse la extraccion con la
que posteriormente se obtendria el ADN gendmico, necesario para la secuenciacion

masiva, con un extractor automatico.

3.2 DISENO PANEL NGS

En este estudio se disefid un Panel NGS usando la herramienta SureDesign de
Agilent® para el analisis de hipoacusias hereditarias. Los genes que se incluyeron en
este panel se seleccionaron a partir de los resultados de diferentes estudios
(Dominguez, 2015; Sloan-Heggen et al., 2016; Yan et al., 2017), eligiendo los que
presentan mayor prevalencia. Finalmente, el panel se configuré con 61 genes (Tabla 2)

relacionados con hipoacusia hereditaria.

Tabla 2. Listado de los 61 genes relacionados con hipoacusia hereditaria que
se han incluido en el panel NGS.

CEP250 CHD7
CLRN1 COCH

Hipoacusia no-sindrémica

CISD2 CLDN14

Sindrome de Usher

GJB2 GJB6 . Sindrome de Usher/Hipoacusia
KCNQ4 LHFPLS . Sindrome de Waardenburg
LOXHD1 LRTOMT MYH14 MYH9 Sindrome de Pendred/Hipoacusia
MYO15A MYO6 OTOF Sindromr de Wolfram/Hipoacusia

OTOG OTOGL
PTPRQ SEMA3E

SLC45A2 SMPX
TECTA TIMMB8A
TPRN TRIOBP

|
WFS1

El color indica si los genes estan asociados a hipoacusia no-sindrémica,
sindrémica o ambas (Van Camp & Smith, 2006).

POU3F4
SLC26A4
STRC
TMPRSS3

Sindrome de Charge

Sindrome Branquio-oto-rena

Sindrome de Jarvell y Large-
Nielsen

T™MC1 TMEM1262

Sindrome de Stickler/Hipoacusia
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3.3 SECUENCIACION MEDIANTE PANEL NGS

Una vez obtenidos los ADNs de los pacientes que posteriormente se secuenciaron,
se midid las concentraciones del material genético en cada muestra. Esto se realizd
mediante Qubit de ThermoFisher®, un fluorimetro que mide la absorbancia del ADN, la
cual se compara con dos controles y de este modo se puede calcular la concentracion
de ADN genomico que hay en la muestra. Para llevar a cabo el protocolo de
secuenciacion mediante el panel NGS debemos obtener una concentracion de 10 ng/uL

en 5 yL para cada muestra.

Para preparar las librerias y llevar a cabo la secuenciacion se usa el protocolo de
Bravo NGS SureSelectQXT Automated Target Enrichment for Illlumina Multiplexed

Sequencing de Agilent® (Figura 7), para plataformas lllumina.

SureSelect T NGS Target Enrichment Workflow

gDNA samples 1,2...n

Fragment DNA and
adaptor-tag DNA ends
Genomic locations of interest in single enzymatic step
Design target sequences Adaptor-tagged DNA library
in SureDesign
l PCR amplify
SureSelect or ClearSeq

Capture Library

Prepared DNA library amplicons

lHybridize using SureSelect or ClearSeq Capture Library

Capture Library/prepared DNA library hybrids

Capture hybrids on streptavidin-coated
magnetic beads

Captured, target-enriched DNA library

PCR amplify using
Dual Indexing primers
Dual-indexed, target-enriched DNA library

1 Pool libraries for multiplex sequencing
H .
1 (Optional)

A 4

SureSelect-enriched dual-indexed NGS samples

Figura 7. Protocolo de Bravo NGS SureSelectQXT Automated Target Enrichment for lllumina Multiplexed
Sequencing de Agilent®.
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3.4 ANALISIS BIOINFORMATICO

3.4.1 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS Y FILTRADO DE VARIANTES

Después de ser secuenciado el material genético, las lecturas obtenidas se deben
mapear y ensamblar. Esto es posible gracias al programa Alissa de Agilent®, formado
a su vez por dos subprogramas diferentes. En este caso se usa el Alissa Align & Call,
donde se importan las muestras en formato fastq para ser alineadas. Hay dos archivos
fastq por muestra, uno corresponde a la secuencia directa y el otro a la reversa. Este
subprograma permite ver la calidad de las muestras midiendo la profundidad de lectura

promedio y la mediana de la profundidad de lectura en regiones objetivo analizables.

Tras el alineamiento, las secuencias son descargadas en archivos .bam donde se
encuentran alineadas y mapeadas frente al genoma de referencia. Estos archivos son
los que permiten visualizar las secuencias con los alineamientos. También se obtienen
archivos .vcf donde se encuentras las variantes anotadas con respecto al genoma de

referencia.

Los archivos .vcf son importados al otro subprograma de Alissa de Agilent®, Alissa
Interpret. Es en este donde se lleva a cabo el filirado de las variantes de los genes
encontradas en cada paciente en el panel NGS de hipoacusias hereditarias. Este
programa filtra las variantes automaticamente, siguiendo el proceso de filtrado de la

Figura 8.

Este proceso de filtrado se utiliza para eliminar del analisis las variantes en regiones
no codificantes (se excluyen sitios de splicing flanqueantes al exén hasta +/-10
nucleotidos), variantes sinénimas (se excluyen de los filtros variantes en los 4 primeros
o ultimos nucledtidos del exon), y las variantes con elevada frecuencia tanto en la
poblaciéon general (MAF>0.02) como en la base de datos propia de la Unidad de
Gendmica del [IS-La Fe. También se eliminan del andlisis los cambios encontrados en
poblacion sana y descritos como benignos por diversas fuentes (ClinVar (Landrum et
al., 2018), gnomAD (Karczewski et al., 2019), LOVD (Fokkema et al., 2011), HGMD
(Stenson et al., 2003), Deafness Variation Database (Azaiez et al., 2018), HSF 3.1
(Desmet et al., 2009), Varsome (Kopanos et al., 2019) y dsSNP (Sherry et al., 2001)),

por considerarse cambios polimorficos (SNPs) sin relevancia clinica.
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Figura 8. Filtrado de las variantes en Alissa Interpret de Agilent®. Los recuadros en azul son las variantes que nos interesan, puesto que presentan una frecuencia menor al

0,02.
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3.4.2 ANALISIS DE VARIANTES

Al final del proceso de filtrado, mostrado en la Figura 8, se obtienen entre 10-15
variantes (Figura 9). El programa Alissa enlaza directamente con las bases de datos
OMIM (McKusick 2007), dsSNP (Sherry et al., 2001), HGMD (Stenson et al., 2003) y
ClinVar (Landrum et al., 2018). OMIM permite ver el tipo de herencia al que esta ligado
el gen. También incluye, de todas las enfermedades de base genética, si existe,
su manifestacion fenotipica. Una vez entendido el tipo de herencia se busca si la
mutacion se encuentra en poblacién control, con qué frecuencia y si esta presente de
forma homocigota o so6lo en heterocigosis en Varsome (Kopanos et al., 2019). Esta
plataforma contiene informacién de Clinvar y gnomAD (Karczewski et al., 2019; Landrum
etal.,2018) y se usa para la interpretacion de datos de NGS. Ademas, utiliza predictores
informaticos de patogenicidad que permiten predecir de manera aproximada la

patogenicidad de las variantes.

Para obtener mas informacién sobre la patogenicidad se consultaron las bases de
datos Deafness Variation Database y LOVD (Azaiez et al., 2018; Fokkema et al., 2011).
Deafness Variation Database es una base de datos de sordera que proporciona una
guia completa sobre la variacidén genética en genes que se sabe que estan asociados
con la misma, mientras que LOVD es un software que alimenta la red mas grande de

bases de datos de variantes genéticas.

El proceso de filtrado también incluye las variantes que se encontraban en regiones
no codificantes de hasta + 10pb estas se analizaron con el programa en HSF 3.1

(Desmet et al., 2009) y de esta forma predecir si afectaban o no al splicing.

Toda esta informacion permitio clasificar las variantes en patogénica, probablemente
patogénica, VOUS (Variante de significado incierto), probablemente benigna o benigna.
Cabe sefalar que el programa Alissa Interpret permite indicar la patogenicidad de la

variante y ver si hay mas pacientes que la presentan.
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Figura 9. Listado de las variantes con una frecuencia menor a 0,02 en la poblacién general. En este listado se presenta la lista de genes con una mutacion, su posicion cromosémica, el nucleétido de
referencia y el que tiene el paciente en su ADN, el tipo de cambio nucleotidico la profundidad de lectura, el nombre del transcrito, el cambio a nivel de cDNA, la localizacién de la mutacion, el cambio a
nivel de proteina y las bases de datos en las que podemos encontrar informacion sobre la mutacion.
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Para visualizar las variantes se utilizd el programa IGV de libre acceso
(http://software.broadinstitute.org/software/igv/), en el cual se pueden ver las secuencias
mapeadas en formato .bam. Esto permiti6 asegurar que las mutaciones no eran un
artefacto creado en el proceso de secuenciacidn masiva, sino que realmente se
encontraba en el ADN del paciente, ademas de permitir visualizar que el alineamiento

se habia realizado correctamente (Figura 10).
Las mutaciones que finalmente se consideraron patoldgicas y/o probablemente

patoldgicas y por lo tanto pueden ser responsables de la hipoacusia del paciente, fueron

confirmadas mediante secuenciacion Sanger.
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Figura 10. Visualizacion de las secuencias de ADN de un paciente en el programa IGV. En este caso se observa la mutacion c.617A> G en el gen GJB2 del paciente 40372, la
cual se encuentra en heterocigosis. En el visor vemos en color azul el cambio nucleotidico. Ambos nucledtidos, tanto el de referencia como el mutado, estan representados cada
uno en un 50% de las secuencias.
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3.5 COMPROBACION DE LAS MUTACIONES POR SECUENCIACION SANGER

3.51 AMPLIFICACION POR PCR

La secuenciacion de Sanger permitid verificar los resultados obtenidos con el panel
NGS. El primer paso para realizar es la amplificacién del ADN por PCR. Por lo tanto, el
disefio de primers es necesario para realizar este paso (Tabla 3). Los primers se
disefiaron usando el programa SNPCheck
(https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm), este programa permite detectar
SNPs en sitios de union de cebadores. Las secuencias de referencia se obtuvieron de
Ensembl (Yates et al., 2020) a excepcion de los primers para los genes ESPN (Naz et
al., 2004) y STRC (Vona et al., 2015) pues ambos tienen un pseudogen y su disefio
presenta mayor dificultad. Los primers para TMPRSS3 también se obtuvieron de otro
estudio donde se habian analizado diferentes familias para este gen (Weegerink et al.,
2011).

Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del ADN por PCR.

GEN EXON' SECUENCIA 5°-3’ GEN EXON SECUENCIA 5°-3’
ACTG 5-6D CGAGGCTACAGCTTCACC OTOF 22D GCCTGGTTGTGAGAAGGTG
5-6R CATGAGGTGTGTGCATTTGC 22R GGGTCTAGCCTCCTGATTG
COL11A2 19D GTAATGGATGGGCTAAGTGC 3D GCCTCACATCTTCCAAGATG
19R GCAGGAAGGCAGCTAGAAAG SOX10 3R CTCATTGCCATCCAGCCATC
ESPN 11-12D | AGCTCTGAGGGGGTGTGAC 4D CGCTGCCTGAAGGTGAACC
11-12D | TACAAGGGCCAAGAGACAGG 4R CTCAGCCTCCTCCACTGC
EYA1 16D GAAATATGTTGGTCAGGAA 12D CTGCTCAAACTTCCCTCTGG
16R CTAAATCCAGTTTTGCAAATTG TECTA 12R CTCAGTTCCAAAGTGCATATC
EYA4 12D CCATCAGGAGGTTTCTATTG 17D GCTGCCATCTGACCATTTCC
12R GAGTTGTAAAATGCCTATCAC 17R CAGATTGCTTCCTTGTTCTGC
MITF 7D CAGGTTTCCGTTGTCATGAC 4D CTTGCACTGTGGTTCCTGG
7R GGGGAGACTTCTTTACTTTAG TMPRSS3 4R GCCAGTTCAATCCCAGCTG
MYH14 37D CCCAGGTCTGCAGGGTTC 12D GTCCCAACTCCATAGCAAGC
37R CAGGGACCCTGTGGTTAGC 12R CACGCCCTGGTTTTTATAGC
MYO6 13D CATTTATCTGTGCCTATTCTC WFS1 8AD CAGAGGCAGGGTGGTCAG
13R CCCTATCTAGGTCATATTATG 8AR GAGCCACACCAGGATGAGC

1. D, Directo; R, Reverso.
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Los volumenes de los reactivos para poder llevar a cabo la PCR se establecieron a
partir de protocolos para PCR Standard para un volumen final de 25 pL (Tabla 4). Para
cada reaccion de PCR se incluyé un control negativo para poder descartar que hubiese

contaminacion.

Las condiciones de reacciéon de la PCR fueron establecidas de nuevo a partir de
protocolos para PCR Standard (Tabla 5). Si con las concentraciones de los reactivos de
la Tabla 4 y las condiciones de la Tabla 5, la muestra no se amplificaba correctamente,

la PCR se optimizo con diferentes aproximaciones:

1. Cambiando la TM. Por ejemplo, en el protocolo estandar especifica 60° C, sin
embargo, si se amplificaba algo inespecifico, esa temperatura se aumento,
mientras que, si no habia suficiente cantidad, se disminuyo,

2. Otra forma fue aumentando el MgCl, a 1 uL o anadiendo 2,5 uL de DMSO.

Tabla 4. Reactivos y volumen afiadido a la mezcla de PCR. En esta tabla se muestran los volumenes para
la reaccion de una muestra.

Reactivo Volumen (L)

H20 19 pL

Buffer 10x 2,5uL
dNTPs [5 mM] 1,25 uL
MgClz [50 mM] 0,75 uL
Primer Directo [100 uM] 0,1 uL
Primer Reverso [100 uM] 0,1 uL
Taq Biotools® [50 U/ pL] 0,3 uL
ADN [50-150 ng/ pL] 1L

Total 25 L
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Tabla 5. Condiciones de reaccion de la PCR en el termociclador. La TM varia en caso de que queramos
hacer un gradiente de temperaturas para optimizar la PCR.

Temperatura | Tiempo | Ciclos

95° C — 5
95° C — 30"
TM (60°C) — 30" |35x
72°C — 30"
72°C — 10’
4°C —

Los reactivos y volumenes para poder realizar la PCR y las condiciones del
termociclador en el caso del gen GJB2 fueron notablemente distintas (Tabla 6 y Tabla
7). Esto es debido a que esta PCR ya se habia puesto a punto en el laboratorio afos
atras, pues este gen es el mas prevalente en hipoacusia no sindromica. Entre los
reactivos necesarios encontramos Master Mix (Fermentas), que es una mezcla que

contiene dNTPs, MgCl,, Taq polimerasa y un tampoén de pH.

Tabla 6. Reactivos y volumen afiadido a la mezcla de PCR para el gen GJB2. En esta tabla se muestran
los volumenes para la reaccion de una muestra.

Reactivo Volumen (L)
H20 11 uL
Master Mix 12,5 uL
Primer Directo [100 uM] 0,2 uL
Primer Reverso [100 uM] 0,2 uL
ADN [50-150 ng/ pL] 1L
Total 25 L
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Tabla 7. Condiciones de reaccién de la PCR en el termociclador para el gen GJB2.

Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C - &
95°C -- 30"
63°C --—- 30" (-1°C/X) | 5x
72°C -- 30"
95°C -- 30"
58°C -- 30"
72°C - 30" 40x
72°C - 5
4°C -

Otro caso similar seria el del gen OTOF, el cual utiliza los mismos reactivos y

volumenes que para el gen GJB2 (Tabla 6) pero con otras condiciones de reaccion de

PCR indicadas a continuacion (Tabla 8):

Tabla 8. Condiciones de reaccién de la PCR en el termociclador para el gen OTOF.

Temperatura | Tiempo | Ciclos
94°C - 2
94°C -- 40" |30x
60°C --—- 40"
72°C - T
49°C -

3.5.2 COMPROBACION DE LA PCR

Para comprobar que no habia habido contaminacién, que el ADN se habia

amplificado correctamente en la PCR, y que, por lo tanto, los primers fueron bien

disefiados, se utilizé el QlAxcel ScreenGel 1.4.1 de QIAGEN®, donde se llevaba a cabo

una electroforesis capilar de manera automatica de 12 en 12 muestras hasta un maximo

de 96. Ademas, este aparato permite observar el recorrido de la banda en tiempo real

en la pantalla del ordenador al que esta conectado. Cuando el proceso finaliza, permite

descargar un informe donde se muestra el resultado de la electroforesis.
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3.5.3 PURIFICACION DEL AMPLIFICADO POR PCR

Una vez comprobado que el producto de PCR se habia amplificado correctamente
y que no se habia producido contaminacion, el siguiente paso fue purificar el ADN
amplificado. Para ello se usé ExoSAP-IT™ de Applied Biosystems™ que contiene una

enzima exonucleasa que degrada el ADN de cadena sencilla.

Para llevar a cabo la purificacion se utilizé 1,5 yL de ExoSAP-IT™ y 45 uL de
producto de PCR previamente comprobado mediante la electroforesis automatica. Las
condiciones de la reaccién de la purificacién se obtuvieron siguiendo el protocolo de
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones de la reaccién de purificacion de ExoSAP-ITTM en el termociclador.

Temperatura | Tiempo

37°C — 15
80°C — 15
4£2C —

3.5.4 SECUENCIACION SANGER

La secuenciacién Sanger es una estrategia de replicacion de ADN. Esta técnica
emplea una ADN polimerasa, los cuatro 2’-deoxinucleétidos que componen la secuencia
del ADN (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) y cuatro dideoxinucleétidos (ddATP, ddGTP,
ddCTP y ddTTP). Estos ultimos nucledtidos carecen del grupo hidroxilo en el carbono
3', de manera que cuando uno de estos nucledtidos se incorpora a una cadena de ADN
en crecimiento, la ADN polimerasa no puede afiadir el siguiente nucledétido, por lo que
esta se detiene. Esto hace que se obtengan fragmentos secuenciados de diferente
tamafio, segun donde se incorporen los dideoxinucleétidos. Con estos resultados y tras

una simple electroforesis, se puede dilucidar la secuencia (Sanger et al., 1977).
Para la reaccion de secuenciacion se utilizé una serie de reactivos (Tabla 10) de los

cuales, los primers eran los mismos utilizados para la amplificacion del ADN por PCR

(Tabla 3) pero en lugar de estar a una concentracion de 100 uM, se utilizaron a una
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concentracién de 3,2 pmol/uL. Las condiciones de secuenciacion se encuentran en la
Tabla 11.

Tabla 10. Reactivos y volumenes afiadidos por muestra para su secuenciacion por Sanger. Cada muestra
tendréa dos mezclas diferentes, una correspondiente al primer directo y la otra al reverso.

Reactivo Volumen (pL)
ADN amplificado y purificado 6 uL
Buffer de secuenciacion 5x 2L
Big Dye 3.1/1.1 de Applied Biosystems™ 1L
Primer Directo o Reverso (3,2 pmol/uL) 1L
Total 25 L

Tabla 11. Condiciones de la reaccion de secuenciacion en el termociclador.

Temperatura | Tiempo | Ciclos

94°C - 5

96°C -~ 30
50°C - 6" |35x
60°C - 4

£C -

Una vez terminada la reaccién de secuenciacioén, se purificaron las secuencias por
columna de parafina y se mezclaron con formamida para cargarlas en el secuenciador
3130xI Genetic Analyzer de Applied Biosistems®. Después se analizaron las secuencias
observando los cromatogramas de la secuencia directa y reversa de cada muestra con
el fin de localizar la mutacion y comprobar que realmente se encuentra en el ADN del
paciente. Los cromatogramas los observamos con los programas Sequence Scanner

de Applied Biosystems® y Sequencher de Genes Code Corporation (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma de la secuencia directa de GJB2 para la mutacion ¢.35delG. La posicion marcada
en negro es donde se encuentra la mutacion. En este caso, el paciente es heterocigoto.

3.6 ANALISIS CNVs

Las CNVs o variantes en el numero de copias (Copy Number Variants) son
variaciones en el genoma que alteran su estado diploide, aumentando o disminuyendo
el numero de alelos, y por lo tanto de variantes de un gen. Son responsables de las
deleciones de uno 0 mas exones en un mismo gen (o varios genes). Las CNVs han sido
identificadas como una de las posibles casusas de hipoacusia no-sindromica

neurosensorial (Shearer et al., 2014)

Para detectar CNVs llevamos a cabo un andlisis mediante el programa DECoN
v1.0.2. de libre acceso (Fowler et al., 2016). Es una herramienta que detecta las
variantes en el niumero de copias a partir de las secuencias alineadas, basandose en el
numero de lecturas de cada posicion. Las deleciones/duplicaciones obtenidas mediante
este programa se comprobaron mediante la técnica de MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification).

3.6.1 MLPA

Para comprobar las CNVs detectadas con el programa DECoN v1.0.2. se usé la
técnica MLPA de MRC-Holland®, la cual permite cuantificar simultaneamente el numero

de copias de 45-50 loci del ADN. El protocolo consiste en (Figura 12):
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1. Desnaturalizacion del ADN.

2. Hibridacion de las sondas al ADN. Cada sonda corresponde a un exén de un
determinado gen. Cada una de las sondas esta formada por dos fragmentos.
Uno de ellos contiene el sitio de unidn para el primer directo y el otro para el

primer reverso.

3. Ligacion de las sondas hibridadas mediante la enzima Ligasa-65. Esta enzima
es muy especifica y solo ligara las dos partes de una misma sonda mediante un
enlace covalente si no hay ningun nucleétido de diferencia entre cada parte de

la sonda y el ADN genomico.

4. Amplificacion de las sondas ligadas. El primer directo para cada sonda tiene
fluorescencia, por lo que los amplicones de las sondas tendran una etiqueta con

fluorescencia que permite identificarlas.

5. Separacion de los fragmentos amplificados por electroforesis capilar. Los
amplicones se separan por longitud, ya que cada sonda tiene un tamano

diferente.

6. Analisis de los datos. Los datos que obtenidos son la separacion de las sondas
por tamafio y su nivel de fluorescencia. Estos datos se analizaron con el
programa Coffalyser.Net de MRC- Holland®, donde se compararon las muestras
entre ellas y frente unas de referencia para normalizar el resultado. De esta
manera, podemos detectar una variacion en el niumero de copias para un

determinado exén de un determinado gen.

El genoma del ser humano es diploide, por lo que, tenemos dos copias de un mismo
exon y al estar los datos normalizados, la proporcién sera de 1. Por ello, en un paciente
heterocigoto para una CNV, la proporcion sera de 0,5 si se trata de una deleciony 1,5
si fuese una duplicacion. Por otro lado, para un paciente homocigoto, la proporcién sera
de O si se tratase de una delecidén de un determinado exoén y de 2 para el caso de una

duplicacion del exon.
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Figura 12. Protocolo de la técnica MLPA de MRC-Holland®.
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4. RESULTADOS

4.1 PACIENTES CON DIAGNOSTICO POSITIVO

Se diagnosticaron genéticamente un total de 19 pacientes de los 37 analizados
mediante la secuenciacion del panel NGS, obteniendo una proporcion de eficacia del

52,78%. Casi la mitad de todos ellos presentaban antecedentes familiares.

Las mutaciones responsables de hipoacusia hereditaria se localizaron en 14 de los

61 genes incluidos en el panel de secuenciacion.

Todas las mutaciones detectadas fueron mutaciones puntuales, a excepcion de una
de ellas, que resultdé ser una delecion completa en heterocigosis del gen MITF (Figura
13). Por tanto, sélo un 2,63% de los pacientes diagnosticados como positivos

presentaban una mutacion de tipo CNV.

PACIENTES CON MUTACIONES RESPONSABLES DE HIPOACUSIA DE HERENCIA
DOMINANTE

Se trata de 12 pacientes (2 de ellos de la misma familia). Estos pacientes
presentaban al menos una mutacion patolégica o probablemente patoldgica, en un gen

de herencia dominante.

Se detectaron mutaciones puntuales en los genes: COL11A2, MITF, EYA1, COCH,
TECTA, ACTG1, ESPN, WFS1, MYO6 y EYA4 (TABLA 12). Uno de ellos, el paciente
4293, también presentaban ademas una mutacion en un gen de herencia recesiva

(GJB2). Por si sola, esta mutacion no podria ser la causa de hipoacusia.
Ademas, se detectd la delecion completa en heterocigosis del gen MITF en el

paciente 40057 (Figura 13). El paciente no presentaba antecedentes familiares y su

clinica era de posible Sindrome de Waardenburg.
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Figura 13. Comprobacion de la delecién de MITF mediante la técnica MLPA. En este caso, el paciente es

heterocigoto para la delecion de MITF ya que la proporcién es de 0,5.
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PACIENTE GEN CAMBIO A NIVEL DE cDNA CAMBIO A NIVEL PROTEICO EXON | CLASIFICACION CLINICA AT:LE“ﬁE&?:ETSES REFERENCIA
Posibl.
thll:c:)légzgg 2 c.1748G>A p.Gly583Asp 19 Patogénica/
4293 - ' VOUS Hipoacusia Sordera familiar via
GJB2 . - paterna (Youssefian et
NM_004004.5 c.35delG p.Gly12Valfs*2 2 Patogénica al., 2019)
S.de
MITF N - (Yang et al.,
12227 NM_198159.2 c.943C>T p.Arg315 8 Patogénica V\./aarden../ No 2013)
Hipoacusia
EYA1 Posibl.
37350 NM_000503.5 c.1540_1542delCTG p.Leu514del 16 Patogénica S. de BOR No
COCH Posibl. Hipoacusia
38228 | \M_001135058.1 A s Patogénica Postlingual No
TECTA - Hipoacusia Sordera familiar via (Legan et al.,
38971 NM_005422.2 ¢.5509T>G p.Cys1837Gly 17 Patogénica Dominante materna (AD) 2014)
ACTG1 Posibl. . . . (Miyagawa et
39490 NM_001199954.1 c.895C>G p.Leu299Val 5 T Hipoacusia Si al., 2015)
ESPN c.2417G>T Posibl. . . Padre y tia paterna
39629 NM_031475.2 p-Arg806Leu 12 Patogénica Hipoacusia afectados
TECTA - Hipoacusia Sordera familiar via (Legan et al.,
39927 NM_005422.2 ¢.5509T>G p.Cys1837GI 17 Patogénica Dominante matema (AD) 2014)
40431 WFS1 c.1463_1474dupTCATCACCGTGC Val491_Pro492insLeulleThrVal 8 Posibl. Hipoacusia
NM_006005.3 A0 P P- - Patogénica P No
MYO6 Posibl. . .
40488 NM_004999.3 c.1224-9delC 13 Bt Hipoacusia Madre afectada
EYA4 N Posibl. Hipoacusia
40519 NM_004100.4 c.988C>T p-GIn330 12 Patogénica Postlingual No

«. Estos pacientes pertenecen a la misma familia.
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PACIENTES CON MUTACIONES RESPONSABLES DE HIPOACUSIA DE HERENCIA
RECESIVA

Aquellos en los que se detecté una mutacion patoldgica o probablemente patolégica,
en homocigosis, o dos mutaciones en heterocigosis, en el mismo gen de herencia
recesiva. Se trata de 7 pacientes con mutaciones en los genes: GJB2, MYO7A, OTOF,
TECTAy TMPRSS3 (Tabla 13).

El paciente 39949 presentaba, ademas, una mutacién en heterocigosis en el gen

MYOT7A, previamente descrita como responsable de sindrome de Usher (Ouyang et al.,
2005)
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Tabla 13. Pacientes con mutaciones de caracter patolégico o posiblemente patoldgico, en genes de herencia recesiva.

CAMBIO A
CAMBIO A NIVEL i ANTECEDENTES
PACIENTE GEN GENOTIPO NIVEL DE PROTEICO EXON CLASIFICACION CLINICA FAMILIARES REFERENCIA
cDNA
Heterocigoto c.1276G>A p.Ala426Thr 12 Posibl. Patogénica _ , (Lee etal,
38198 TMPRSS3 Hipoacusia No 2003)
NM_024022.2 Heterocigoto c.235T>C p.Cys79Arg 4 Posibl. Patogénica
GJB2 . N - . . (Youssefian et
39026 NM_004004.5 Homocigoto c.35delG p.Gly12Valfs*2 2 Patogénica Hipoacusia No al., 2019)
Heterocigoto c.596C>T p.Ser199Phe 2 Patogénica . ) (Yilmaz, 2015)
39611 GJB2 Hipoacusia No
NM_004004.5 . N - (Caso (Youssefian et
Heterocigoto c.35delG p.Gly12Valfs*2 2 Patogénica s al., 2019)
TECTA . . - . . (Hutchin et al.,
39949 NM_005422.2 Homocigoto c.4055G>A p.Cys1352Tyr 11 Posibl. Patogénica Hipoacusia No 2005)
MYO7A . - ) . (Ouyang et al.,
NM_000260.3 Heterocigoto c.5648G>A p.Arg1883GIn 41 Patogénica Hipoacusia No 2005)
OTOF . " - Neuropatia Hermana afectada (Gallo-Teran et
40184 NM_194248.2 Homocigoto €.2485C>T p.GIn829 21 Patogénica Auditiva (41793) al., 2006)
40372 GJB2 Heterocigoto c.617A>G p.Asn206Ser 2 Patogénica Hipoacusia No (Yilmaz, 2015)
NM_004004.5 Heterocigoto €.269dupT p.Val91Serfs*11 2 Patogénica Leve Bilateral (D:Ino1y:g§)et
40453 MYO7A Heterocigoto c.1232T>C p.Val411Ala 12 Posibl. Patogénica Hipoacusia Hermana afectada
NG Heterocigoto c.6025delG | p.Ala2009Profs*32 44 Posibl. Patogénica (thcz%a;‘;; et
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4.2 PACIENTES CON RESULTADO NO CONCLUYENTE

En este apartado se incluyeron aquellos pacientes que presentaban mutaciones

patolégicas o posiblemente patolégicas, en heterocigosis, en genes de herencia

recesiva. Ninguno de los 3 pacientes presentaba antecedentes familiares (Tabla 14).

Tabla 14. Pacientes con resultado no concluyente. En esta tabla se incluyen aquellos pacientes con una
mutacién en heterocigosis, en un gen de herencia recesiva.

CAMBIO A CAMBIO A
PACIENTE GEN NIVEL DE NIVEL EXON | CLASIFICACION | CLINICA A"gﬁf&i"gzs REFERENCIA
cDNA PROTEICO
. Hipoacusia
GJB2 Posibl. ) )
39353 NM_004004.5 c.445G>A p.Ala149Thr 2 Patogénica PPrellnggal No (Yilmaz, 2015)
rogresiva
PCDH15 . . . .
c.4760_4761 p.His1587Argfs Posibl. Hipoacusia
S NM—O?1114277 delAT *17 € Patogénica + Retraso e
. . . Gonzalez-del

USH2A Posibl. Hipoacusia (

40056 NM 2069332 | C4325T>C | p.Pheld42Ser 20 Patogénica Profunda No Pozgfé)a"'
4.3 PACIENTES CON VARIANTES DE SIGNIFICADO INCIERTO (VOUS).

Las variantes de significado incierto (VOUS) son todas aquellas mutaciones de las
que no disponemos de la informacion suficiente como para poder clasificarlas como
benignas o patolégicas. 13 de los 37 pacientes fueron asignados a este apartado puesto
que no se encontré ninguna mutacién que pudiera ser claramente la causante de
hipoacusia (Tabla 15).

Tabla 15. Pacientes con variantes de significado incierto (VOUS). En la tabla se incluyen todos los pacientes
que no presentan ninguna mutacion patolégica, ni posiblemente patolégica, pero si una o varias de
significado incierto (VOUS).
CAMBIO A
PACIENTE GEN HERENCIA' CAMDBE'?:[’:‘N":VEL NIVEL EXON CLINICA A"gﬁf&i"gzs
PROTEICO
NM 7(;'8?1'\;822 AR €.2025_2036dupGC | p.Leu676_Ala679 3
ey Heterocigoto TGGAGCAGGC dup
PCDH15 AR
NM_00114277 | |, . ¢.1220G>C p.Gly407Ala 12
11 eterocigoto
oTOG AR
38348 NM_00127726 H . c.79C>T p.Arg27Trp 1 Hipoacusia No
9.1 eterocigoto
MYO7A AD/AR c.2738T>C
NM_000260.3 | Heterocigoto p-Leud13Pro 23
LOXHD1 AR
NM_144612.6 | Heterocigoto ¢.923G>A p-Arg308Gin 8
DFNB59 AR
NM_00104270 | |, ' c.284A>G p.His95Arg 3
23 eterocigoto
WFS1 AD/AR . .
38774 NM_006005.3 Heterocigoto c.1294C>G p.Leu432Val 8 Hipoacusia No
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LHFPL5 AR .
NM_182548.3 | Heterocigoto sestEy RIS i
OTOGL AR
NM_173591.3 | Heterocigoto ¢.833C>T p-Ser278Leu ¢
USH2A AR
NM_206933.2 Heterocigoto c.4996C>G p.GIn1666Glu 25
WFS1 AD/AR .
NM_006005.3 | Heterocigoto €.2267G>A p-Arg756His 8
AD/AR
MYO6 Heterocigoto c.814C>T p.Arg272Trp 9
AD/AR _ . .
38802 NM_004999.3 Heterocigoto c.985T>C p.Leu329= 11 Hipoacusia No
MYO7A AD/AR
NM_000260.3 | Heterocigoto c.3607G>A p-Ala1203Thr 28
OTOGL AR
NM_173591.3 | Heterocigoto ¢.2762+5G>A 24
AD/AR
PTPRQ Heterocigoto c.1891A>C p.Lys631GIn 13
NM—Og 111 4502 Heﬁ;?éggoto c.4758C>A p.Ser1586= 28
AR
TRIOBP Heterocigoto c.3662G>A p.Arg1221GIn 7
NM—O$1203914 Heteﬁ)}?:igoto €.3942G>C p.Glu1314Asp 7
38923 NM 2.5’3-402’-:18 2 Heteﬁ)}?:igoto C.4463A>T p.Asp1488Val 36 Hipoacusia No
PTPRQ
NM_00114502 Heg?ég};oto c.3679C>A p.Leu1227lle 22
6.1
CDH23 AR
NM_022124.5 | Heterocigoto ¢.6050-10C>T 47
AR Hipoacusia
OTOGL Heterocigoto c.209-8C>T 5 Postlingual No
NM_173591.3 AR c.676T>C con
39185 Heterocigoto p-Trp226Arg 8 Involucion
en el
NM ?;)2275 4 Heteﬁo?;i oto c.2016C>T p.Ser672= 3 Desarrollo
- : 9 del Habla
MYH14 AD
NM_00114580 Heterocigoto c.4438C>T p.Arg1480Cys 33
9.1
U AD/AR
39195 NM_00114502 Heterocigoto c.6164C>T p.Ser2055Leu 39 Hipoacusia Si
6.1
WFS1 AD/AR _
NM_006005.3 | Heterocigoto ¢.951C>T p.Thr3t7= 8
PCDH15 AR
NM_00114277 Heterocigoto c.1498G>A p.Val500lle 14
1.1
TECTA AD/AR . . Sordera familiar via
39252 NM_005422.2 Heterocigoto c.6397T>C p.Trp2133Arg 23 Hipoacusia materna (AD)
OTOA Hete'erlzigoto C.2672G>A p.Arg891His 23
NM_144672.3 Hete'erlzigoto Cc.277T4A>T p.GIn925Leu 23
STRC AR
NM_1537002 | Heterocigoto sl P-GluB80Asp 8
AR
CDH23 Heterocigoto c.2875G>A p.Ala959Thr 25
39461 NM_022124.5 AR
Heterocigoto T Pkl 2t Hipoacusia Si
TECTA AD/AR
NM_005422.2 | Heterocigoto c.4205G>C p-Cys14025er iz
OTOGL AR
NM_173591.3 | Heterocigoto i PRl iy
MYO15A AR .
39508 NM _016239.3 | Heterocigoto ¢.581G>A p-Arg194His 2 Hipoacusia No
MYH9 AD
NM_002473.5 | Heterocigoto €.2341G>A p-Asp781Asn 19
USH2A AR
NM_206933.2 Heterocigoto Gl PUEIEEATIVEL 61 Hipoacusia
AR " + Retraso
39870 OTOA Heterocigoto €.2672G>A p-Args91His 23 psicomotor No
NM_144672.3 AR Cc.277T4A>T p.GIn925Leu 23
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Heterocigoto
AR c.574C>T p.Arg192Cys 2
MYO15A Heterocigoto ’ '
NM_016239.3 H AR. c.9401G>A p.Arg3134Gin 57
eterocigoto
Hipoacusia Si
KCNQ1 AR +
40055 NM_000218.2 Heterocigoto C.721G>A p-Val241lle 5 Consangui
nidad
LOXHD1 AR
NM_144612.6 | Heterocigoto ¢.166G>A p-Gly56Ser 2
DFNB59 S
AR _ . . Sordera familiar via
40193 NM_Og1304270 Heterocigoto c.216T>C p.lle72= 3 Hipoacusia materna (AD)
OTOA AR
} c.3044G>A p.Gly1015Glu 25
40339 NM_144672.3 Heterocigoto Hipoacusia No
CEP250 AR _
NM_007186.5 | Heterocigoto ¢.4275C>G p-Leut425= 30

1. AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva.

Los pacientes 39252 y 39870 también presentaban una mutacién posiblemente
patoldgica en el gen OTOA (Tabla 16). El primero en un 12% de lecturas (Figura 14) y
el segundo en un 17% (Figura 15). Tras realizar la técnica de secuenciacion Sanger se
concluyd que esas mutaciones estaban presentes en el pseudogen OTAPT,

descartandose por lo tanto su posible caracter patologico.

Tabla 16. Pacientes con variante localizada en el pseudogen OTOAP1.

CAMBIO A NIVEL | CAMBIO A NIVEL A A
PACIENTE GEN DE cDNA PROTEICO EXON CLASIFICACION
OTOA . . -
39252 NM 144672.3 c.2359G>T p.Glu787 21 Posibl. Patogénica
OTOA . . -
39870 NM_144672.3 c.2359G>T p.Glu787 21 Posibl. Patogénica
1. AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva.
v e . S S
. = — e — e —
Voo L
Alig nt track . Position: chrl6:21,747,639
& 0 [ [ [ [ [ | |

G:221 (8%, 221+,0-)
T:31(12%, 314,0-)
N:O

Figura 14. Visualizacion de las secuencias de ADN de un paciente en el programa IGV. En este caso
observamos la mutacion ¢.2359G>T en el gen OTOA del paciente 39252. En el visor vemos en color rojo
el cambio nucleotidico. En este caso el nucledtido mutado esta representado en un 12% de las secuencias.

42




Estudio genético en pacientes con
hipoacusia de la Comunidad Valenciana

o e w a e e e e e e e
| e j o |
,
| ) I T T 3 C T C T [ ]
c - ™
s A Ser Ser Gly
- = - =
Target panel
Variants
Alignment track Position: chrl6:21,747,639
“Total Count: 321
= A0
C:0

G: 265 (83%, 265+, 0-)
T: 56 (17%, 56+,0-)
N0

Figura 15. Visualizacion de las secuencias de ADN de un paciente en el programa IGV. En este caso
observamos la mutacion ¢.2359G>T en el gen OTOA del paciente 39870. En el visor vemos en color rojo
el cambio nucleotidico. En este caso el nucledtido mutado esta representado en un 17% de las secuencias.

4.4. PACIENTES CON DIAGNOSTICO NEGATIVO

Los pacientes que no presentaron ninguna mutacion patolégica o posiblemente

patoldgica, ni tampoco ninguna VOUS, se les asigno la etiqueta de resultado negativo.

Fue el caso de los pacientes 39268 y 39926. Ninguno de los dos presentaba
antecedentes familiares.
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5. DISCUSION

La hipoacusia es una disminucion de la capacidad auditiva que padecen alrededor
de 360 millones de personas (OMS, 2013). Esta patologia pude deberse a factores
ambientales, genéticos, o incluso una combinaciéon de ambos tipos. La hipoacusia
hereditaria se puede clasificar como sindréomica y no-sindromica (esta ultima constituye
el 70% de los casos) (Shearer et al., 1993; Van Camp & Smith, 2006). La hipoacusia
hereditaria es una enfermedad genéticamente muy heterogénea, habiendo mas de 100
genes identificados y mas de mil mutaciones implicadas, reflejo de la enorme
complejidad de la estructura y el funcionamiento del oido interno (Van Camp & Smith,
2006). Ademas, esta puede tener un tipo de herencia dominante, recesiva, ligada al
cromosoma X o mitocondrial. E incluso, algunos genes, presentan un patrén de herencia

dominante y recesivo (Hilgert et al., 2009).

Otra caracteristica que complica los estudios genéticos de hipoacusia de origen
genético es la presencia de pseudogenes, como es en el caso de los genes OTOA,
STRC y ESPN, incluidos en este panel de secuenciacion NGS. Las sondas hibridan
tanto en los genes de interés como en las regiones homologas de los pseudogenes, de
manera que, al visualizar las variantes anotadas, en ocasiones, no se puede distinguir
si se encuentran en el gen o en el pseudogen. Por ello es necesario confirmar la
presencia de dichas variantes en el gen correspondiente mediante la técnica de
secuenciacion Sanger. Para ello se disefian unos primers especificos que amplifican la

region del gen, donde se localiza la variante objetivo, y no del pseudogen.

Actualmente, es posible analizar simultaneamente multitud de genes relacionados
con hipoacusia gracias al desarrollo de la NGS. Sin embargo, el rendimiento mediante
los paneles de secuenciacion NGS en pacientes con hipoacusia se sitla alrededor del
40-50% (Shearer et al., 2013; Shearer & Smith, 2015; Tekin et al., 2016), aunque este
resultado puede variar en funcién de muchos factores: el tipo de hipoacusia, la edad de
inicio, la existencia de antecedentes familiares, el origen étnico, el nUmero de genes que

contiene el panel de secuenciacion NGS...
En este estudio, la tasa de eficacia diagnodstica fue del 52,78%. similar a la de otros

trabajos. Los pacientes con diagndéstico genético positivo (Tablas 12 y 13) son, la mitad

de ellos, casos familiares.
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Los genes con mutaciones responsables de hipoacusia en los pacientes con
diagndstico positivo se representan en la Figura 16, detallando ademas el numero de
casos.

En hipoacusia recesiva, el gen GJB2, es responsable de la hipoacusia en 3 de los
pacientes diagnosticados de 3 familias distintas; seguido por los genes MYO7A, OTOF
TECTA y TMPRSS3 responsables, cada uno de ellos, de la hipoacusia en 1 paciente.
Al igual que en este trabajo, en la mayoria de las poblaciones, el gen mas prevalente en
hipoacusias de herencia recesiva es GJB2 (Bazazzadegan et al., 2012; Dominguez-
Ruiz et al., 2015; Xiang et al., 2019).

En hipoacusia dominante encontramos mutaciones de caracter patolégico en el gen
TECTA, en 2 pacientes de la misma familia, seguido por el gen MITF, responsable de
hipoacusia en 2 pacientes de distinta familia. También encontramos mutaciones en los
genes EYA1, EYA4, COL11A2, ESPN, WFS1, MYO6, COCHy ACTG1 causa, cada uno
de ellos, de la hipoacusia en 1 paciente.

GENES DE HERENCIA RECESIVA

3,5
3
3
8
Q 25
<
5 2
w
[T
< 15
@ 1 1 1 1
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o
0
GJB2 MYO7A OTOF TMPRSS3 TECTA
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2,5
2 2
%) 2
(@]
a
=15
2 1 1 1 1 1 1 1 1
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w
i
Q
I 0
s & N S 9 > Q o b( &
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Figura 16. Representacion de los genes causantes de hipoacusia, ademas del numero de pacientes
afectados por los mismos.
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Tres de los pacientes de herencia dominante corresponden a casos sindromicos:

- Eselcaso del paciente 40057, al cual se le detect6 una delecién completa del
gen MITF en heterocigosis, presentaba una clinica de posible Sindrome de
Waardenburg, lo cual concuerda con los resultados, puesto que el gen MITF,
es responsable del Sindrome de Waardenburg de tipo Il, de herencia

dominante (Tabla 1).

- Lo mismo ocurre con el paciente 12227, el cual presentaba una clinica de
posible Sindrome de Waardenburg/hipoacusia. En este caso, también se

detecté una mutacion en heterocigosis en el gen MITF (c.943C>T).

- El paciente 37350 se diagnosticé clinicamente como posible Sindrome de
BOR, lo que concuerda con la mutacion encontrada en el gen EYAT
(c.1540_15 42delCTG). El gen EYA1 es una causa de este sindrome, con

herencia de caracter dominante (Tabla 1).

El gen TECTA se ha asociado a hipoacusia de caracter dominante (Moreno-Pelayo
et al., 2001) y recesivo (Naz et al., 2003). En este estudio, hemos encontrado dos
pacientes de una misma familia (38971 y 39927), con una mutacién en el gen TECTA
en heterocigosis de caracter dominante y previamente descrita como patoldgica (Legan
et al., 2014). En otro paciente (39949) se ha visto una mutacion en este gen, presente
en homocigosis y de caracter recesivo, ademas, de ser también descrita previamente
como patoldgica (Hutchin et al., 2005). Este ultimo paciente también presentaba una
mutacion en heterocigosis en el gen MYO7A (c.5648G>A), descrita como patoldgica
(Ouyang et al., 2005), asociado a sindrome de Usher tipo 1 de herencia recesiva (Tabla
1). Esta mutacion, no podria considerarse como responsable de la enfermedad, ya que
seria necesario otra mutacién en el mismo gen, ademas, el paciente presenta

unicamente una clinica de hipoacusia no-sindromica.

El paciente 4293, también presentaba mutaciones en heterocigosis en 2 genes
distintos: COL11A2 (c.1748G> A) y GJB2 (c.35delG). Sus antecedentes familiares
(sordera familiar via paterna: su padre sordo presenta la misma mutacion en el gen
COL11A2), apuntarian a una hipoacusia de caracter aparentemente dominante, siendo

esta la posible causa de la enfermedad. Por lo cual, la mutacion en heterocigosis en el
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gen GJB2 (c.35delG) no seria la causa de la hipoacusia, ya que haria falta una segunda

mutacién en este gen, debido a su caracter recesivo.

Entre los pacientes con resultado no concluyente (Tabla 14) encontramos 3 que
presentan solo una mutacion en heterocigosis en genes recesivos. Para conseguir un
diagnostico genético concluyente, se deberia encontrar una segunda mutacion en ese
mismo gen (en el segundo alelo). En este panel no se han incluido las regiones
promotoras ni las regiones intrénicas profundas de los 61 genes analizados, por lo que

puede que la segunda mutacién se encuentre en dichas regiones.

El desarrollo de la secuenciacién de nueva generacion (NGS) ha revolucionado el
campo del diagnostico genético, especialmente en las enfermedades como la
hipoacusia, la cual es genéticamente muy heterogénea. Sin embargo, como se ve en
los resultados obtenidos en el presente estudio, se detectaron muchas variantes de
significado clinico incierto (VOUS) (Tabla 15).

Las variantes que dan lugar a mutaciones nonsense (codones de stop directo) y
frameshift (cambios en la pauta de lectura de las proteinas que codifican), se clasifican
directamente como patoldégicas o probablemente patolégicas. También se consideran
claramente patologicas las variantes localizadas en los sitios candnicos de splicing

(posiciones +/-1'y +/-2 de los intrones).

Pero otro tipo de mutaciones como son las missense (cambio de aminoacido),
isocodificantes (que no alteran la secuencia aminoacidica) y las localizadas en regiones
promotoras o regiones intrénicas profundas, se clasifican, a priori, como VOUS. Por lo
que, en estos casos, se requeriria de estudios complementarios como lo son la
segregacion familiar, los estudios funcionales, el analisis a nivel de ARN, para poder

determinar el caracter patolégico o benigno de estas variantes.

Es posible que, en un futuro, si se llevan a cabo todos estos estudios
complementarios, algunas variantes clasificadas como posiblemente patoldgicas, de las
cuales no hay estudios, sean reclasificadas como benignas, o que algunas variantes
etiguetadas como VOUS, se puedan clasificar como patolégica o no patoldgica,

dilucidando asi aun mas los resultados.
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Aunque también puede suceder que la causa de pérdida auditiva sea por mutaciones
en algun gen que no se ha incluido en el panel, ya que solo se han tenido en cuenta los
61 mas prevalentes en nuestra poblacién. Ademas, la hipoacusia puede originarse por
factores externos como lo es la exposicion al ruido, traumatismos, infecciones... o puede

estar ligada a la edad, por lo que no siempre son de origen genético.
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6. CONCLUSIONES

El panel NGS disefiado en este trabajo ha presentado una eficacia diagnéstica del
52,78%, siendo diagnosticados 19 pacientes de un total de 37 con hipoacusia
neurosensorial del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia)

recopilados a lo largo del 2019.

Los genes GJB2 y TECTA, han sido los que han presentado una mayor tasa
mutacional en pacientes con diagnostico positivo, siendo también dos de los
genes mas prevalentes en la poblacion con pérdida auditiva no-sindromica, como

se describe en otros trabajos.

Las pruebas genéticas juegan un papel importante en el diagndstico de hipoacusia
de origen genético. A corto plazo, el método de secuenciacion Sanger continuara
utilizandose como una estrategia complementaria para validar mutaciones

detectadas con el panel de secuenciacion NGS

Los paneles NGS tienen un gran potencial puesto que nos permiten estudiar
muchos genes simultaneamente en un gran numero de pacientes. Sin embargo,
al llevar al cabo el analisis de las variantes se obtienen muchas de significado
incierto (VOUS). Por ello, para aumentar la tasa de diagnostico se requiere de
estudios complementarios que permitan obtener mas informacion sobre la
patogenicidad de las variantes y su modo de herencia. Estos estudios
complementarios pueden ser estudios de segregacion familiar, estudios

funcionales y analisis a nivel de ARN.
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