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The DA VINCI Study

ESTUDIO ARGENTINO PREVALENCIA EN HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Argentine Study Prevalence Familial Hypercholesterolemia
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Did Mona Lisa Suffer from High Cholesterol?

By Jeff Israely

Medical Archaelogy

Xanthelasma and Lipoma in Leonardo da Vinci's Mona Lisa

fill Carrenl Cardinfopy Reviews, 30, 4, 610-51

The Real Code of Leonardo da Vinei

Madonna Lisa Maria de Gherardini (Mona Lisa)
1479-1516 (| T| 37a.)
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DA VINCI Registry

9015 ° Trabajo de campo, 10 reuniones
presenciales, una vez al mes

* Recoleccion y analisis de resultados
2010  « Presentaciones y comienzo de
estudios genéticos
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DA VINCI Registry
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Methodology of DA VINCI Registry

Argentina

Population 41.4 million
FH expected 150.000°

Mar del Plata
Population 621.000
FH expected 2500

"Prevalence 1/250




Methodology of DA VINCI Registry

Database from Department of Health

Mar del Plata (TC & LDL-C) 2012-15 01.253
Inclusion criteria: l

-Adults patients (> 18 yr) 0
-TC > 300 mg/dL and/or 1965 (38 /O)
LDL-C > 190 mg/dL

Evaluated Hypercholesterolemic cases
04/2015-03/2016

+ 40 (2018)



Methodology of DA VINCI Registry

Ambulatory Center of %
Medical Specialties, G
Mar del Plata R —

Each patient
(N=2406)

Clinical check-up
Physical examination,
personal & family history

Blood sample



Methodology of DA VINCI Registry

DUTCH Lipid Criteria Network

.TC Criterion'

Family history
PS T( i First-degree relative with known premature

(=<55 years, men; <60 years, women) CHD or

° H D L C First-degree relative with known LDL cholesterol =95th

percentile by age and sex for country
First-degree relative with tendon xanthoma and/or

® LD L_C corneal arcus or

Child(ren) <<18 years with LDL cholesterol =95th percentile by

e A p O B age and sex for country

Clinical history
P ApO AI Subject has premature (<55 years, men;
<< 60 years, women) CHD
Subject has premature (<<33 years, men;
® Lp ( a ) <60 years, women) cerebral or peripheral vascular disease
Physical examination

o TS H Tendon xanthoma

Corneal arcus in a person <45 years

® AST/A LT/Al k Phos o a1 Biochemical results (LDL-cholesterol)

=>8.5 mmol/L (=325 mg/dL)
1AL 5.5—8.4 mmol/L (251-325 mg/dL)
. f‘ ! - i,
Creatl n I n e 3.0—6.4 mmol/L (191-250 mg/dL)
4.0—4.9 mmol/L (155—190 mg/dL)

® D NA Sa m p I e Molecular genetic testing (DMNA analysis)

Causative mutation shown in the LDLR, APOB, or PCSK? genes



Resdlts of DA VINCI Registry
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Results of DA VINCI Reqistry

Age (years) 46 (21-82)

Female 69%

TC (mg/dL) 314 (140-447)

R P ot S aed - E=iidy . il =% 1 LAsets ~ A"»-'. - i nv-",---: : e aeh) 3 z] ' A= !

i A= SR S e N oo = S S U= Tt - e ] IRl R e = Bt O |t ey TR ot Sy g el Bl A 2 N
S W - Sah et T = TV X Mnite IR (S ki B et s R RIS S BN e TG b [ e ) e S s T e D i i s e S e N N = L i L e
e e e o B e ey P g e e e = R A2 | Do (e g e = B L

PRI I e e rAL e = i et O (Tt Sl - i AR TRy AR o W L R) ) o =t = (G LITE s t e, T
WL ST A WIS e R m g B ;;_lh e T = 2= B A & GETY S By Mg ‘-,I;,)___; Bk I«" b e G T el (T e i
Y P g 1 L) 8 — ESLES eyt SHLSAS e il A4 [ M Pt 6 Sen) fEL By L [iey <SGt [ = e R T | AT T . S e e Y01

LDL-C (mg/dL)

TG (mg/dL)



Results of DA VINCI Registry

FH Diagnostic Patients o
DLCN Criteria (N=225) 0
Definite (>8) 29 9 7
Probable (6-8) 47 20.8
Possible(3-5) 105 46.6

Unlikely(<3) 51 22.6

Secondary causes: 21 patients (8 hypothyroidism, 2 cholestasis, 4 CKD,
1 TG > 1000 mg%, 3 pregnancy, 3 declined)
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Results of DA VINCI Registry

Atorvastatin

Simvastatin

Ezetimibe




Results of DA VINCI Registry

Percentage of patients with History, Clinical and Physical DLCN

%

First degree relative with CHD
First degree relative with LDL-C > 95 %

Patient with CAD




Tendon Xanthomas




Tendon Xanthomas




Premature Corneal Arcus
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Xanthomas regression
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Results of DA VINCI Reqistry

Estimated Prevalence of FH
(based on definite cases)

291




scripcion de variantes en los genes RLI L y APOB HIPERCOLESTEROLEMIA FAM"JAR HETEROCIGOTA
i ESTRATEGIA DE DETECCION POR SCREENING
Hipercolesterolemia Familiar. (CRIBADO) EN CASCADA FAMILIAR

Virginia G. Bafiares'2, Maria Beatriz Araujo*3, Gerardo Elikir!, Martin Pucci?, Pablo Corral® y Laura E. Schreier 14,
1-Red icana de Hiper ia Familiar,

2-Centro Nacional de Genética Médica, AN.LLS. Dr. Carlos an” -A acién del ios e de Salud-.

3-Servicio de Nutricién, Hospital Nacional de Pediatria "Dr Juan P. Garraham™,

3-Laboratorio de Lipidos y Aterosclerosis, Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA . Pablo Corral

Instituto Clinica Médica. ICM. Universidad FASTA, Mar del Plata, Argentina

Introduccion

La Hipercolesterolemia Familiar (HF) es una de % Todos los casos indices tomaban medicacion. Objetivo: La H|percolesterolem|a Famlllar (HF) heteromgota constltuye un claro ejemplo de una patologla
las enfermedades monogénicas mas frecuentes < En 12/20 casos (60%) se identificaron hasta el momento variantes dafiinas, 91,7% y sub-tratada. A su el e ol o s = e
(1/400-500) que se caracteriza por: (11/12) en el LDLR y 8,3% (1/12) en APOB. |mperat|v0 D osaz

o o Ee APLICACION DE LA TECNICA DE HIGH RESOLUTION MELTING

v niveles elevados de colesterol debido a

déficit en el aclaramiento hepdtico de las As ; AR 5 : ygone familiar para el diag P.ARA EL SCREEN'NG GENéTlCO EN EA.SCADA FAMIL'AR EN CASOS DE
lipoproteinas de l)nln densidad (LDL) y se Adultos Nifios c HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILAR

asocia con arteriopatia aterosclerotica precoz, Clinica Heterocigota Homocigota Heterocigota Homocigota . .
Material y Método: UNIvERSIIAD NACKONA

La gran mayoria (90%) de las mutaciones  Edad 488 £99  (2065) 16 + 81 (2143) 10£32 (517) 153+49 (817 ie MK DEL PLATA
descriptas estan en el gen del receptor de las ~ Muleres/varones (n) e 32 %1 un sexto hermano
3 . Dieta, n (% 8 (66,7% 1% 5 (100%. 3 (100% - - i
LDL (RLDL), seguido por el gen de la apoproteina eta, n (%) (66,7 (100%) Laboratorio de Blul’ugld Moluular, Fares Taie Instituto de Andlisis, Mar del Plata

Medicacién, n (%) (100% . e idad Nacional de Mar del Plata
B (APOB), su ligando principal. Solo en el RLDL = FAI E TAIF
‘ Lipidos (mg/dl) Bl \ / Genética Médica (CENAGEM), ANLIS b o
se han descripto mas de 1000 variantes P = R ) ,;j, & B 4‘ 18 al 21 de Noviembre . 2015 . MAR DEL PLATA Itad de Farmacia v Bioquimica, Universidad de Buenos Aires I\

Total cholesterol 393,5 e
patogénicas, pero en la Argentina no hay {DEc 308 + 57, 10 o ma, Universidad FASTA, Mar del Plata.

descripciones sistematicas de las mutaciones HDLe 47,5 + 245 ) 750K J S A I C S A F I S na de Hipercolesteroiemia Famillar

presentes en los pacientes con diagndstico 16 104,5 ; Q) % ° ologiamalecular @farestaie.com.ar

clinico de HF Mutacién | ) ? I,

’ LDiR gene, n (%) . . \ B LX Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC) METDDOL{)G A

Objetivo: Describir variantes genéticas en APOB gene, n (%) % . ¢ Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS) . . i
RLDL y buscar la presencia de las mutaciones Se estudiaron dos familias, la familia | con un Cl donde se detectd la

R3527Q y H3543Y en el gen APOB en un grupo ‘ variante c.2043C=A , en el exdn 14 del gen RLDL conocida como variante
de pacientes argentinos con diagndstico clinico & libanesa; y la familia Il en la cual el CI presentd la variante 1003G=A en el
exdn 7 del dicho gen, ambas en heterocigosis,

Los €l fueron estudiados por secuenciacién directa de los 18 exones del
gen RLDL, promotor y zonas intrénicas flanqueantes,

de HF. <+ 17 variantes genéticas en el
* 7 snp comunes.

Pob y Metoaos: varones y mujeres « 2 raras, sinénimas y descr] % 7

menores de 65 afios, con diagnostico clinico « 8 asociadas a HF, 3 no de ' ; ﬂ‘ ) Gtk n del Los integrantes de ambas familias se analizaron mediante HRM. En la

de HF segun criterio MEDPED-OMS con < De los 3 casos indices con fe - A 2 ik 0 I 1000 familia 1, se estudiaron 16 familiares (cuatro hermanos v la descendencia

puntaje > 6, 20/26 casos indices (homocigota), 1 fué homocig 2 : 3 ) " R de ellos; un quinto hermano habia fallecido a la edad de 39 afios de un

Secuenciacién directa de los 18 exones del 1 heterocigota compuesto. . - =  mica infarto agudo de miocardio). En la familia Il se estudiaron 4 familiares.

HBL  oowwmr v wmees otk <* En 5/20 casos se observo la r\ v el Se realizo la extraccion de ADN de sangre periférica, previa firma de
flanqueantes, purificacién de los amplificados (figur "AEZ‘L'.'.’;ZL’SL"S!ZLZ.EF.m...., consentimiento informado. Se llevaron 2 cabo amplificaciones por PCR en
por columna de afinidad, directa o desde gel Tiempo Real con el intercalante fluorescente Evagreen, en un

de la . . P
de agarosa, cuantificacibn en gel vy cada termociclader Rotor Gene O, con el posterior analisis por HRM para la

secuenciacion directa de cada uno de los PR AR Composicién@enés caemamipercolesterolemiagamilia rl}nm deteccidn de las mutacienes en cada familia en forma puntual,

segmentos en “foward” y “reverse’. Las

variantes observadas se chequearon por lo | Argen3 naEn&elaciondosiaises@ledaReddberoamericana@iefHF. JEUTEES

menos en duplicado. La secuencia de

referencia utilizada fué la genomic reference Ba ﬁa res* VG].’- Alves ACZ; Alonso R3’- Jannes C4; Medelros AMZ; Corral P5; Delloca DN de los Cl de fadafamilia (Fig. 1v2]y|uggn se analizaror_1 los familiares tFig._‘_’.].

sequence, NCBI. €.337G>T p.Glu113X bn entre el fenotipo presentado por los pacientes y el genotipo fue del 100% (Fig. 3).

e e il TR came o N®; Araujo MB7; Pereira A% Elikir GD8; Reyes X8 Cuevas A3; Vazquez Cardenas A?; freiacion entre e fenctivo y genotipo (fis. 3.
database. El estudio in silico se realizé con los Wi o AREISTe Sto” MG; Sa ntos R4’- Mata PlO; Schreier Lll and Bou rbon MZ.

Drogramas Polyphen-2 SIFT se 3

Prog I t WI | y E f y“ ¢.1879G>A p.Ala627Th Famlllal
o men ana nformé N !

complementé con el analisis bioinformatico dafiina ) Homeoclgota

- | PER

padas correspondientes a la
o en el exdn 14 del gen RLDL.

Familia |l

Homocigota oL T

ey

normal D 'J\ N

P e g
s s

L] ottt

LaLis]

CRIBADOFGENETICOENTASCADAFAMILIAR;PRIMERAEXPERIENCIAEN? e

zadas correspondientes a la

HIPERCOLESTEROLEMIAZFAMILIARENRARGENTINAL e e e 7 el gen LDk e e e

CONCLUSION

Hestructivo para deteccidon de mutaciones en el gen RLDL con alta sensibilidad y rapidez (<1,5 horas). La HF por su patrén de
na edad a partir de un CL La implementacidn de una estrategia de screening en cascada genética permite detectar nuevos
con fenotipo dudoso, tratarlos v finalmente, realizar consejo genético a fin de prevenir posibles cases mas graves en la

Corral®ablo,MQuintanaBilvia,Banares¥irginia,BchreierfauraPll il
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High prevalence of Familial Hypercholesterolemia in Argentina: results

of the first Detection Program.
Corral Pablo?, Lopez Graciela I, Cristaldi Alejandro3, Tussedo Julio3, Cacciagiu Leonardo?, Berg Gabriela?,

Schreier LauraZ2. 1IFASTA University,School of Medicine, Mar del Plata, Argentina . 2University of Buenos Aires, Lab of Lipids

and Atherosclerosis, Department of Clinical Biochemistry, Buenos Aires, Argentina. 3 Medical Ambulatory Center of
Specialties, Direction of Health, District of G. Pueyrreddn, Mar del Plata, Argentina.

* Familial Hypercholesterolemia (FH) is one the most common inherited diseases, it is underdiagnosed and
undertreated worldwide. There are no registries of FH in our country

® Objective: To launch a FH Detection Program in a District of Buenos Aires Province (where the National Health
Survey showed increased cholesterol values)

84" EAS CONGRESS

May 29 - June 1, 2016
Innsbruck, Austria
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Genetic studies in definite/probable FH in Argentma

Corral Pablo (1), Geller Andrew (2), Polisecki Eliana (2), Bafares Virginia (3), Lopez Graciela (4), Berg Gabriela (4),
Cacciagiu Leonardo (4), Hegele Robert (5), Schaefer Ernst (2), Schreier Laura (4)

(1)FASTA University, Mar del Plata, Argentina; (2) Boston Heart Diagnostics, MA, USA; (3) ANLIS, Centro Nacional de Genética Médica,
Argentina; (4) Lipids and Atherosclerosis Laboratory Unlver5|ty of Buenos Aires, Argentma (5) Robarts Research Institute, Ontario, Canada

85 EAS @‘? PRAGUE

CONGRESS Apnl?s 26,2017

www.eas2017.com

Objetive: to ascertain genetic causes In our FH patients
with a DLCC > 6

69 Index cases (35 DLCC 7-8; 34 DLCC >8)

NGS genetic panel (23 genes)
+

Genetic Risk Score (10 SNPs)




POSTER AWARD WINNERS

P. Corral, A. Geller, E. Polisecki, V. Banares, G. Lopez,

G.Berg, L. Cacciagiu, R. Hegele, E. Schaefer, L. Schreier

have, with distinction, presented on
GENETIC STUDIES IN DEFINITE/PROBABLE FH IN ARGENTINA

at the 85" Congress of the European Atherosclerosis Society
EAS 2017, Prague, Czech Republic, April 23-26, 2017
Certified by

%ﬁ/

Professor Petri Kovanen Professor Lale Tokgozoglu Professor Jan Borén
Award Committee Chair EAS President Scientific Programme Chair




Genetic panel (23 genes)

LDLR APOA SCARB1
APOB ABCA1 LIPC APOC?2

PCSK9 LCAT lRG APOAS

e LDLRAR e e LCRLRR L




Genetic Risk Score LDLc

CHR | Position rsiD Gene
109817590 rs11206510  PCSK9
55496039 rs12740374  CELSR2
21286057 rs515135 APOB
44073881 rs6544713 ABCGS8
156398169 rs3846663 HMGCR

74655726  rs1501908 TIMD4
121388962 rs2650000 HNF1A
11202306 rs6511720 LDLR
19407718 rs10401969  NCAN
39228784 rs6102059 MAFB

Range of the resulting score: 0-2.42; Cutoff 90" percentile=1.96



Proportion of FH patients detected
by traditional (major) genes

No mutation
N=47
(71.2%)

B No Mutation B LDLR COAPOB




Monogenic and Polygenic components
INn DA VINCI registry

‘: "‘u
I I - No mutation
- Major FH genes

Other monogenic
genes

Genetic Risk Score




Genetic results: Probable vs. Definite FH
DA VINCI registry

- No mutation

- Major FH genes

Other monogenic
genes

Genetic Risk Score




Journal of Ginical Lipidology (2017) 11, 524-531
Journal of

Clinical
Lipidology

Preliminary spectrum of genetic variants in ) o

familial hypercholesterolemia in Argentina

Virginia G Banares, PhD*, Pablo Qorral, MD, Ana Margarida Medeiros, PhD,
Maria Beatriz Araujo, MD, Alfredo Lozada, MD, Juan Bustamante, PhD,

Roxana Cerretini, PhD, Graciela Lopez, MSci, Mafalda Bourbon, PhD,
Laura E Schreier, PhD




The present...the future...

FH Argenting
Molecular analysis of patients with a clinical phenotype of Familial Hypercholesterolaemia
through a target exome sequencing panel

Project coordinators: Pablo Corral MD
Laura Schreier PhD

Coordinator of Genetic Analysis: Mafalda Bourbon

Methods

-8 gene target exome sequencing (TES) panel (including coding regions
and splice regions of LDLR, APOB, PCSK9, APOE, LIPA, LDLRAP1,
ABCGS5, ABCGS;

-6 SNPS LDL score

-2 statin intolerance SNPs




What did we learn doing this registry?

We need the participation of different stakeholders
to Improve the situation of FH In our country:

1- The Government and Public Health sector
2 Patlent advocacy groups
et H = ” ez g M M -ni@ i
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What Is the future/challenge of the
FH Iin Argentina ?

1-Continue our registry/study in Mar del Plata (400
patients to be detected in the next 36 months)

2-Expand this pilot program to other cities in Argentina

3-Add other stakeholders to the mission of detect and
treat more patients

4- Share the experience and work together with other
countries like at the IberoAmerican Network and with
iImportant Scientific Societies as the EAS, IAS and te FH
Foundation.



Conclusions and remarks

This preliminary data showed that one out of 186 patients
present definite diagnosis of FH according to DLC

This study allows to start with cascade detection and with
adeqguate provide treatment

Less than 50% of patients were on treatment

Majority of patients did not reach target (LDL-C) below
100 mg/dL

Genetic studies will provide more accurate prevalence



"Doing a registry like this is an
extremely time-consuming activity
but the effort Is rewarded
when you can finally see the results”

More patients detected
More patients treated
More lives saved
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