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Genoma

3.000.000.000 pb

Exoma

30.000.000 pb (1%)

Genes
20.000-25.000

Terminologia genética
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B LATERCERA  CIENCIA = MEDIO AMBIENTE = SOCIEDAD

Chile y su herencia negra: ; cuanto de genes africanos
tienen los chilenos?



Variantes genéticas- alelos

 Los genes pueden tener mas de una version (alelo)
« Somos bialélicos (excepto XY)

 Los alelos pueden (o no) tener impacto clinico
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Homozygous Heterozygous Hemizygous
Alleles are same Alleles are different Only one allele

(e.g. XY)



B LATERCERA  CIENCIA = MEDIO AMBIENTE = SOCIEDAD

Chile y su herencia negra: ; cuanto de gﬁs africanos
tienen los chilenos? alelos

- En promedio 4.



Dogma Central de la Biologia Molecular
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first base In codon

second base Iin codon

A

T C
TIT Phe TCT Ser
TTC Phe TCC Ser

TCA Ser

TCG Ser

’ ‘ CCT Pro
CCC Pro

CCA Pro

CCGPro

ATT lle ACT Thr
ATC lle ACC Thr
ATA lle ACA Thr
ATG Met ACG Thr

GCT Ala
GCC Ala
GCA Ala
GCG Ala

TAA stop
TAG stop

VARIANTES GENETICAS

N-Terminal
Cytoplasmic

WT. helical configuration of amino Roman

G acids Glu and Arg at position p.237
and p.238
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B) Mutant NPHS2 protein (¢.708_713delAGAGAG)

Abid et al., Front Genet (2018)




PATOGENICIDAD

Publifed

Variantes conocidas estan en la literatura-bases de datos (EXAC, doSNP, HGMD,

PKD Database, LOVD Database, etc.)

Algunas tienen estudios funcionales en células, modelos animales, etc.

Variantes nuevas se someten a analisis in silico:

» Align GVGD: predice “distancia” entre dos aa
» Polyphen: predice impacto en estructura y funcion
A ‘amily MOLO125 Family MOL0486
« SIFT: analiza homologia de secuencias .
' O - HO

 Mutation Taster, etc.

Analisis de segregacion de variantes ) ﬁ ‘ “ i ‘ é ‘

M/M M/M M/M M/M M/M M/+ M/M M/+




PATOGENICIDAD (Guia ACMG)

Se considera resultado negativo.
Son las mas abundantes.

No se hace estudio en la familia.
No se informan.

Se considera resultado negativo.

La evidencia indica que no causa enfermedad
No se hace estudio en la familia.

No se informan.

5 Variant of Uncertain

‘vV

Se considera resultado positivo.

Hay evidencia contundente que causan enfermedad

Se informan y se hace estudio familiar.

Familiares portadores no afectos necesitan seguimiento

Se considera resultado positivo.

La evidencia indica que causa enfermedad.

Se informan y se hace estudio familiar,

Familiares portadores no afectos necesitan seguimiento.

La evidencia disponible es limitada.

No se sabe si causa o no enfermedad

Se informan y el estudio familiar pudiera orientar.
En el futuro pudiera dejar de clasificarse como VUS.



ENFERMEDADES RENALES HEREDITARIAS (ERH)

¢ OMIM describe 300 ERH
** 45 ERH progresan en 10 aios a ERT
+** Terapia de remplazo renal (Didlisis o Tx)
** Tx renal (DV o DC) aumenta expectativa de vida

**» DV puede ser descartado si hay antecedentes familiares (+)



Tecnologias de secuenciacion directa vs. masiva (NGS)

TSCCGGTCTACACTCCTGACCYGGTCSCYGCCTACC%GCSCAACAAGAGEAGCGAGCCCCCGCCCCACAYC
GTACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCT
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLT
ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCT
ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCC
GAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGC, GAGGCCCCGCLCC
GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA
GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA
TGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGCAAGBAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

GGTGATCCT GGTAT TTC G
191 201

e 1-96 fragmentos (2-3 horas) * Millones de fragmentos (24-48 horas)

* Mayor calidad (Gold standar - Viehor calidad |
o Andlisis simple * Analisis complejo



Paneles de genes por NGS

FSGS / SRNS taboli I
NDI NPHS2, NPHS1, WT1, PLCE1, LAMB2, CalPiMg smdi
AVPR2, AQP2 SMARCALT, INF2, TRPC6, COQ6, ITGA3, HSD11B2, CYP11B1, CYP1182,
| Xous cAcuan cAciaiy,
i ) 4, ARHGDIA, ITGB4,  FGF23. DMP1, ENPP1, PHEX,
E;r;:erl(:::lman ACTN4, CD2AF, APOL1, PAX2, ANLN, SLC34A3, CLCNS, OCRL, CYP27B1,
e/P CRB2, MEFV. PTPRO, GATA3 VDR, TRPM6, FXYD2, CLON16, EGF.

WNK4, WNK1, CUL3, KLHL3,

SLC12A3, SLC12A1, KCNJ1
CLCNKB, BSND, CLCNKA, CASR,

SCNN1A, SCNN1B, SCNN1G,
NR3C2 +10 related genes

Renal tubular acidosis /
Fanconi syndrome

SLC4A1, ATP6V1B1, ATP6VOAT,

ATP6VOA4, SLC4A4, SLC34A1,
CA2, EHHADH, HNF4A, SLC2A2

Uric acid abnormalities

SLC22A12, SLC2A9, ABCG2,
SARS2, UMOD, HPRT1,G6PC,
MUC1

Polycystic kidney diseases
PKD1, PKD2, PKHD1, other 66 genes

Alport syndrome /

Thin basement membrane
COL4A3, COL4A4, COL4AS, COL4AS,
MYH9

CLDN19, CNNM2, KCNJ10, KCNA1,

GNA11, STX16, GNAS-AS1, GNAS,
PTH, GCM2, CDC73

aHUS
CFH, CD46, CFl, CFHR1, CFHR3,
CFHRS, CFB, C3, THBD, DGKE, PLG

Fabry disease
GLA

Others
42 genes

237 genes are covered



Sindrome de Alport




SINDROME DE ALPORT

= ERH muy rara
= Pacientes alcanzan ERT a los 16-35 anos

= Asociada a 3 genes: COL4A5 (85%) y COL4A3/COL4A4 (15%)=150 exones

= Recomendacion: analisis por panel dirigido

ee
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Reclutamiento 2015-2018 (FONDECYT)

e 24 casos (18H/6M); 19 pediatricos

* 14 con resultado positivo: COL4A5 n=10; COL4A3 n=4

* Aplicaciones: identificar donante seguro para trasplante renal, facilitar
entrega de consejo genético, confirmar una sospecha clinica, descartar

riesgo genético en familiares



Cistinosis nefropatica




CISTINOSIS NEFROPATICA

EH muy rara (1/100.000)
Tubulopatia con sind. Fanconi, progresa a ERC en edad pediatrica
Asociada a 1 gen: CTNS (10 exones codificantes)

Recomendacion: analisis por secuenciacion directa o PCR del57kb

A 57kb deletion

I 2 345
! CARKL '
&
; I s
NI EEERI Il 1 [ T LDM ——»
< >
TRPV1 CTNS D175829 —
B
stop

CTNS 1 2 3 4 5 67 89 10 11 12 Figura 2. PCR especifica de la delecion 57kb. Electroforesis en
5 =3’ gel de agarosa de productos PCR para LDM y el microsatélite
D175829. En el carril 1: estandar de 100 pb (banda gruesa

500 pb); carril 2: caso indice; carril 3: padre; carril 4: madre;

rrrrr | 5: individuo control (no pertenece al grupo familiar).



Reclutamiento 2016-2019 (FONDECYT)

5 casos (2H/3M); todos pediatricos
5 con resultado positivo: del57kb n=4; Exon 12 ¢.992_993insG n=1

Todos con acceso a cisteamina



Bertholet-Thomas et al. BMC Nephrology (2017) 18:210

DOH 10.1186/512882.01 706333 BMC Nephr{jlc}g’

Worldwide view of nephropathic cystinosis: @
results from a survey from 30 countries

Aurélia Bertholet-Thomas', Julien Eerthillerz'“, Velibor Tasicﬁ, Behrouz Haﬁsai‘?'a'f', Hasan DthEEhE', Marcella Grem?,
Jochen Ehrich®, Rejane de Paula Bernardes®, Georges Deschénes', Sally-Ann Hulton'", Michel Fischbach',

kenza 5-.'3-L.|E'.r'|'|i13, Bassam Saeedm, Ehsan H«’.—:|I.-:|xfi15, Carlos Jose EDbEF‘lEiSm, Bulent Hacihamdiﬂgluﬁ,

Gabrielle Weilerm, Pierre Cochat' and Justine Bacchetta™'™

13 paises en desarrollo (PD)
17 paises vias de desarrollo (PVD)

DISCREPANCIAS IMPORTANTES

* Solo 54% de PVD acceden al farmaco vs. 100% de PD

* Solo 22% de PVD realizaron analisis mutacional

e Sicisteamina se inicia después de los 2.5 anos no hay diferencias entre PVD y PD



Poliquistosis renal autosomica dominante (ADPKD)




ADPKD: Poliguistosis Renal Autosomica Dominante

Typical Disease Progression in ADPKD

Normal Hyperfiltration Impairment Failure
Renal
Function

End Stage
Renal Disease +

Signs and Symptoms 15 30 Age 45 60

Chronic Hypertension
Dull Pain

Proteinuria

ERH mas frecuente (1/1000), poliquistosis “de adulto”, ERT a los 50-60 anos



‘ ‘ ‘ ‘ Fallecio hace 50 afios por RPQ

. ﬁ 57a 563 55a 51a
X
X HD
T

Caso indice:

e 43a. Ecografia por dolor 343 303 28a 26a
abdominal por malestar gastrico

e 43-49a control por quistes ? ° ?

* 49a HD

 56a Tx renal 8a 63 33

? 6




2 GENES RESPONSABLES DE ADPKD

»
Cromosoma 16 h

NIBIIE

1 2
Cromosoma 4 E |

15 L6 23
PXD1 transcript 1kb
3kb
3 4 5§ 6 789101112 13 14 15

PKD2 transcript

PKD1

Jgenes
>90% homologia

PKD2

éSecuenciacion Directa o Secuenciacion Masiva?



FAMILIA PQD-2
1320 1230 1340 1350 1280 1370 1380 1530 2000 Z01

5 i & T G v G l
111111111111 64 165 166 167 163 169 170 171

s \«A M

CTG ACGCC CTGTGA
CT GACGCCTGTOGAGLC

PKD1 Exon 37 ¢.10907 _10908del TG [HET]; p.Val3636AspfsX85



SCORE PROPKD: modelo de pronostico clinico-genético

Score PROPKD (Escala 0-9 puntos):

e sexo masculino =1 punto

/|
;

« HTA< 35 anos = 2 puntos N, P <0.001

0.8 \ ~
\\. \\

o ESRD
d

« Eventos urologicos < 35 afos = 2 puntos

©
o

1
>

* Mutacion PKD1 truncante = 4 puntos

« Mutacion PKD1 no truncante = 2 puntos

CHI 4348 \ 56

Cumulative probability of survival t

-4 —Low risk \, \ L
| = el ™ e
0-3 puntos Riesgo bajo 004 e —
4-6 puntos Riesgo intermedio » » o i.(,.a:? 7o . *
7-9 puntos Riesgo alto

Cornec Le-Gall, JASN 2015



Children at risk ADPKD

Do children with ADPKD have high blood pressure or C J AS N‘
abnormal nocturnal blood pressure?
Who What Results
- " Hypertensio; ® 0 (
etrospecitlive
" s 111
N 310 children

No nocturnal dipping

= Age 11.5 years

5 0000
24-hour ambulatory blood 52 A’ ' ' ' ' ’

- pressure monitoring
’*ﬁ ADPKD
s Isolated nocturnal hypertension

Normal 95% with eGFR 2 18°
GFR 60 mi/min/1.73m? 8% ' '

Laura Massella, Djalila Mekahli, Dusan Paripovic, et al. Prevalence of Hypertension in
Children with Early Stage ADPKD. CJASN doi: 10.2215/CJIN.11401017.



Proyecto GEMINi: Genética Molecular Informatica en Nefropatias

 Un estudio genético con resultado (+) permitiria realizar monitoreo temprano de
pacientes con dg clinico o niflos en riesgo de ADPKD, promover adherencia a

tratamiento antihipertensivo y enlentecer la progresion a ERT.

Region de Los Rios
GOBIERNO REGIONAL




Sindrome Hemolitico Urémico atipico (SHUa)




SHU atipico

 Trombocitopenia, anemia hemolitica y falla renal de mal prondstico

e Condicion rara (0.5-2 casos pmp)

* Activacion de cascada del complemento

Eculizumab

Factor B+D ==
O — @ & — @;b3 5

Alternative pathway

Membrane
attack
9 complex

Nature Reviews | Drug Discovery

Rare mutations

ACTIVATORS REGULATORS

| Gain-of-function ] A Loss-of-function
CFB COMPLEMENT REGULATION CFH
C3 MCP

CFH CFI
THBD

CFI

mcp

THBD
CFB

anti-fH

Autoantibodies

anti factor H

Common polymorphisms

(Increase risk or confer protection)
CFH, MCP, CFB, C3, CFHR1

Triggering factors

Infection, immunosuppressive drugs,
cancer therapies, oral contraceptives,
pregnancy, childbirth, etc.



SHU atipico

 Chile: >20 casos identificados

* Pocos con estudio genético o acceso a eculizumab Region de Los Rios
GOBIERNO REGIONAL

Top 10 Rx Prices
(Per Patient Per Year)
$600,000

$550,000 | $535,629

$500,000 $485,747
$450,000
$400,000
$350,000
5300 000 $299,592
$250,000 $230,826
s S]ﬂs GE1
200,000
5149 762
$150,000
100,000
$50,000 -

_\3:@
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Proyecto: Desarrollo de nanobodies de alto valor

social y economico

Eculizimab

C5
Blanco Terapéutico

Pre-inmunizacion

¥

. Control

. L . CS

— — T

Post-inmunizacion

—

.aT‘ a

~ DRIIRIOR

Control

GEN SECUENCIA cDNA | LOCALIZACION | OMIM GEN | OMIM FENOTIPO HERENCIA
CFH NM_000186.3 1313 134370 235400 Aummr_mc_a Dommgme
Autosdmica Recesiva
CFL NM_000204.3 4q25 217030 612923 Autosdmica Dominante
Autosdmica Dominante
CD46 NM_002389.4 1322 120320 612322 L .
Autosdmica Recesiva
c3 NM_000064.3 19p13.3 120700 612925 Autosdmica Dominante
THBD NM_000361.2 20p11.21 188040 612926 Autosdmica Dominante
Autosbmica Recesi
CFHR1 NM_002113.2 19313 1343711 235400 utosomica Recesha,
Autasdmica Dominante
Autostmica Recesiva,
CFHR3 NM_021023.5 1313 605336 235400 L .
Autosdmica Dominante
CFHR4 NM_001201550.2 1313 605337
CFHRS NM_030787.3 1313 608593 614809 Autosdmica Dominante
CFB NM_001710.5 6p21.33 138470 612924 Autosdmica Dominante




CONCLUSIONES GENERALES

Estudios genéticos son de alto valor clinico en pacientes chilenos con ERH
Secuenciacion directa: resultados de alta calidad y cumple con los objetivos

Secuenciacion masiva: herramienta costosa, aunque recomendable en casos
aislados, clinicas no concluyentes o en enfermedades de origen genético

heterogéneo
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