MIOPATIAS CONGENITAS: ASPECTOS GENETICOS
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INTRODUCCION

Las enfermedades musculares de inicio temprano que se presentan generalmente desde
el nacimiento incluyen tres grandes categorias:

- Miopatias Congénitas (MC)
- Sindromes Miastenicos Congénitos (SMC)

- Distrofias Musculares Congénitas (DMC)

Algunas MC asocian alteraciones a nivel de la unién neuromuscular.

En ocasiones es dificil diferenciar clinicamente una MC de un SMC —— los fenotipos
clinicos estan solapados

Todas ellas son “Enfermedades Raras”: MC prevalencia de 1:22.000 a 1:28.000



DIAGNOSTICO GENETICO ¢ POR QUE?

Confirmar/Excluir el diagndstico clinico

« Distinguir las entidades con un cuadro clinico semejante

Mutaciones en genes diferentes pueden originar un cuadro clinico parecido:
— HETEROGENEIDAD GENETICA.

“UNA ENFERMEDAD” — varios genes posibles

Enfermedades clinicamente diferentes pueden provenir de mutaciones en un mismo gen:
— HETEROGENEIDAD FENOTIPICA o variabilidad clinica.

VARIAS ENFERMEDADES — un mismo gen



Miopatias Congénitas

M. Nemalinicas M. Central Core

M. Multiminicore M. Centronuclear




PRINCIPALES GRUPOS DE MIOPATIAS CONGENITAS (CM)

MC con desorganizacién estructural tipo “cores”
Miopatia con cores centrales : RYR1, MYH7, CCD8
Miopatia con multiminicores: SEPN1, RYR1, TTN

MC con nucleos centrales

Miopatia miotubular (MTM): MTM1
Miopatias centronucleares AD: DNM2
Miopatias centronucleares AR: BIN1
Mipatia fibras en collar: MTM1

MC con inclusiones y/o agregados proteicos

Miopatia nemalinica (NM): ACTA1, NEB, TPM2, TPM3, CFL2, TNNT1, KBTBO13
Cap disease: TPM2, TPM3, ACTA1

Miopatiacon agregados de filamentos de actina, Actinopatias: ACTAL

Miopatia con acumulaciéon de miosin: MYH7

Cuerpos citoplasmaticos, Miopatia con reduccion de cuerpos...

MC con desproporcion del tipo de fibra
Miopatia con desproporcion de tipos de fibras: TPM3, TPM2, ACTAL, RYRL1

Formas raras
Agregados tubulares, Espirales cilindricas, sarcotubular...



PRINCIPALES GRUPOS DE SINDROMES MIASTENICOS CONGENITOS (SMC)

Sindromes presinapticos
CHAT, SYT2, SNAP25, SLC18A3, SLC5A7, MYO9A

Sindromes sinapticos
COLQ, LAMB2, AGRIN, COL13A1

Sindromes postsinapticos
CHRNA1, CHRNB1, CHRND, CHRNE, CHRNG, RAPSN, DOK7, MUSK, LRP4, PLEC, COL13A1, SC4A

Defectos congénitos de la glicosilacion de proteinas
GFPT1, DPAGT], ALG2, ALG12, GMPPB

Otros SMC
PREPL
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NGS: tres aproximaciones diferentes
¢, Cuando se deben utilizar? ¢ Cual es su utilidad en el diagnéstico?

SECUENCIACION DE PANELES DE GENES ESPECIFICOS (PS)

- Andlisis de docenas a cientos de genes - Necesitan actualizacion regular

- Hasta 96 muestras (coédigos de barras) - Agrupar muestras para optimizar costes
- Cobertura ALTA-> sensibilidad y especificidad muy altas

- Bajo coste

- No hallazgos inesperados (“unsolicited findings”)
- Aplicacion directa la diagndstico
- No bioinforméatico

SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO (WES)

- Andlisis de las secuencias codificantes de todos los genes - Cobertura/sensibilidad/especificidad menor que PS
- No requiere actualizacién. Se pueden reanalizar los datos - Costes mas elevados

- No restringido a genes conocidos - Puede haber hallazgos inesperados

- “kits” comerciales disponibles - Requiere bioinformatico

- Mismo experimento para cualquier enfermedad

SECUENCIACION DE GENOMA COMPLETO (WGS)

- Incluye las zonas no codificantes y regiones intergénicas - Infraestructura: ordenadores, almacenaje de datos
- No hace falta enriguecimiento - Cobertura/sensibilidad/especificidad aun menor
- Servicios comerciales atractivos - Andlisis e interpretacion de datos larga y complicada

- Hallazgos inesperados
- Costes aun mas elevados




TRUSIGHT ONE: EXOMA CLINICO

Cumulative target region size 12 Mb
Number of target genes 4,813
Number of target exons ~62,000
Probe size 80-mer
Number of probes 125,395
Target minimum coverage 20x
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SECUENCIACION DE PANELES DE GENES

Los paneles de genes nos permiten obtener:

Altas coberturas

No hay hallazgos inesperados

No son indispensables conocimientos bioinformaticos avanzados
Tienen una aplicacion directa al diagndéstico
Son una herramienta muy (til para aquellas patologias que presentan una alta

heterogeneidad clinica y genética, con muchos genes implicados y/o genes de gran
tamano.



PANEL DE GENES MIOPATIAS DE DISENO PROPIO

AARS
ACTA1
ACVR1
AGRN
ALG13
ALG14
ALG2
ANO5

B3GALNT2

B3GNT1
BAG3
BIN1
CAPN3
CAV3
CCDC78
CFL2
CHAT
CHKB
CHRNA1
CHRNB1

CHRND
CHRNE
CHRNG
CNTN1
COL12A1
COL6A1
COL6A2
COL6A3
coLQ
CRYAB
DAG1
DES
DMD
DNAJB6
DNM2
DOK7
DPAGT1
DPM1
DPM2
DPM3

DYNC1H1
DYSF
EMD
FHL1
FKRP
FKTN
FLNC
GAA
GARS
GFPT1
GMPPB
GNE
GTDC2
HSPB8
IGHMBP2
ISPD
ITGA7
KBTBD13
KLHL40
KLHL41

KLHL9
LAMA2
LAMB2
LAMP2
LARGE
LDB3
LMNA
LMOD3
LRP4
MEGF10
MSTN
MTM1
MTMR14
MUSK
MYBPC3
MYF6
MYH2
MYH7

MYO18B
MYOT

NEB
PABPN1
PLEC
PLEKHG5

POMGNT1

POMT1
POMT2
POMT2
PREPL
PTPLA
PTRF
RAPSN
RYR1
SCN4A
SEPN1
SGCA
SGCB
SGCD
SGCG
SGK196

SPEG
STIM1
SYNE1
SYNE2
SYr2
TCAP
TIA1
TMEMA43
TMEM5
TNNT1
TNPO3
TPM2
TPM3
TRIM32
TRPV4
TTN
VCcP



SECUENCIACION MASIVA O DE NUEVA GENERACION: NGS

Tecnologia con capacidad de secuenciar millones de fragmentos de DNA o RNA de
forma paralela.

La deteccion de variantes genéticas, a partir de los datos de NGS, consiste en
identificar diferencias en la secuencia del DNA de un individuo (paciente) comparada
con una secuencia de referencia (individuo sano).

ETAPAS:

1) Secuenciacion y ensamblamiento: “FastQ”

2) Alineamiento respecto a la secuencia de referencia: “Bam”
3) Deteccion de las variantes: “Variant Calling File, VCF”

4) Analisis de los datos



Construccion de librerias con fragmentos de DNA o RNA

l

Secuenciacidn masiva

l

Obtencién de lecturas o “reads” : secuencias producidas por el secuenciador

l

Alineacioén de los reads contra la secuencia de referencia

l

Analisis bioinformatico

COBERTURA: namero de veces que cada base del genoma esta presente en los reads.
Uno de los factores determinantes para evaluar la fiabilidad de la presencia del nucleétido
en esa posicion del genoma del paciente



PANEL DE GENES DE DISENO PROPIO

Contiene 115 genes que representan 646,7 Kb
Cobertura Media = 249X

Uniformidad de Cobertura = 95,3%

Regidon a cobertura minima 20X = 97,8%

Regidn a cobertura minima 50X = 94%



SECUENCIACION DEL ADN

This mutation is predicted to be  BENIGN  with a score of 0.287 (sensitivity: 0.91: specificity: 0.89)
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PRIORIZACION DE VARIANTES

Calidad

Concordancia
Fenotipica

Funcioén

Poblacion

Cobertura, Phred-Score, IGV...

Genes relacionados con los rasgos clinicos y
anatomopatologicos descritos

Tipo de variante : missense, nonsense, frameshift...
Localizacion genomica: exon, zonas intronicas flanqueantes
Predictores de patogenicidad: ALAMUT

Bases de datos especificas
Base de datos local
Bases de datos internacionales :dbSNP, EXAC, ClinVar



ANALISIS DE LA PATOGENICIDAD

Segregacion en la familia
Re-evaluaciéon Clinica Confirmacion Sanger 0
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RESULTADOS

RYR1: 17 familias 3 familias:
TTN: 17 familias
COLG6A1L: 7 familias
COLG6AS: 6 familias
ANO5: 5 familias
COL6A2: 4 familias

MYH7
RAPSN
LAMAZ2
ACTAl
CAPN3
DES
DNM2

2 familias:

Bl Familias diagnosticadas 114

[CIFamilias no diagnosticadas 51

Familias en curso 12

VCP
DAG1
MYOT
COLQ
SYNE2
GFPT1

1 familia:

SEPN GBE1
TNPO3 SCN4A
CHRNA1 NEB
CHNRD GMPPB
CHNRE GNE
CHNRG TPMZ2
MYH2 LMNA
PLEKHGS TIAl
PLEC LDB3
FKRP FLNC
MTM1 PNPLA2
DOKY



La identificacion de las causas genéticas de estas enfermedades es esencial tanto para
el paciente, como su familia y su neurélogo/neuropediatra.

- Llegar a un diagndstico preciso

- Establecer un pronostico

- Establecer el modo de herencia de la enfermedad

- Riesgo de recurrencia, estudios familiares y/o prenatales
- Apropiado manejo de la enfermedad

- Establecer una terapia efectiva cuando sea posible

- Inclusiéon en ensayos clinicos



Es mas que una lista de genes....

- Promueve colaboraciones interdisciplinares
- Amplia las correlaciones genotipo-fenotipo

- Mejora el conocimiento de la etiologia de las enfermedades



Servicio Neurologia. Hosp Sant Pau Servicio Genética. Hosp Son Espasses , Palma Mallorca
Dr Jordi Diaz Manera Dr Jordi Rosell
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