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Diagnostico-Prevencion-Tratamiento individual )

7.;3_,?!}{ .; ,) " -
W
D
« Diagnostico preciso de enfermedades raras y la deteccion

de portadores.

» Diagnostico, pronaostico y tratamiento de enfermedades
oncologicas

* Prediccion de la respuesta individual a los farmacos
(efectividad / efectos adversos).

« Diseno de terapias especificas en funcion del mayor
conocimiento de las bases moleculares de la enfermedad

e Biomarcadores de susceptibidad en enfermedades
comunes (E. Celiaca, E. de Crohn, Diabetes tipo |, SDRA).
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Genes - Genoma

genoma
3200 millones de pares de bases

!

Producir una gran variedad de
proteinas responsables de todas las
actividades de las células

Genes codificantes de proteinas
1,5% del genoma

~20.000 genes

Gene ~

Regione intergenica

Catélisis enzimatica

Transporte y almacenamiento

Movimiento coordinado

Soporte mecanico

Proteccion inmune

Generacion y transmision de impulsos nerviosos
Control del crecimiento y la diferenciacion
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Flujo de la informacion genetica

NS

mRNA in the nucleus

© Synthesis of l

CYTOPLASM

© Movement of
mRNA into cytoplasm
via nuclear pore

© Synthesis
of protein
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25 anos del Proyecto Genoma Humano

Se han identificado ~ 3500 genes humanos causantes de 5000/7500
patologias heredadas registradas en OMIM

Enfermedad fibroquistica
Inmunodeficiencias primarias
Hiperplasia adrenal congénita
Retardo mental (S.Frax)

Enfermedades neuromusculares
(DMD, DMB)

Genes asociados a cancer hereditario

(RB, Li Fraumeni; A Telang , C. de mama)

El estudio del defecto molecular
» Diagndstico de certeza
» Diagnostico de portadores

* Provee una explicacion biologica
de la enfermedad

*Diseno de nuevos farmacos
dirigidos a las causas y no a los
SGCINES



25 anos del Proyecto Genoma Humano

De acuerdo a complejidad de cada caso el diagndstico molecular puede
realizarse mediante diferentes estrategias

Métodos de Biologia Molecular Nuevas tecnologias
tradicionales ~ Microarrays
PCR (deleciones /duplicaciones)
Secuenciacion de Sanger Secuenciacion de alto rendimiento

(paneles de genes)
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* Mutaciones predominantes » Deleciones/duplicaciones

* Genes pequefos » Genes largos sin mutaciones
predominantes (RDb)

 Patologias genéticamente

het@as (S. Noonan)
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La Fibrosis Quistica del Pancreas es una enfermedad
Autosomica Recesiva

La condicion de FQ se manifiesta cuando un niflo hereda dos copias alteradas
del gen CFTR, una de cada padre

Padres no afectados

proteina (portadores sanos)
activa

Riesgo de portador:

Hermano sano ..........ccc. eeeeeveeeenn. 2/3
Familiares en segundo grado.......... 25%
Familiares en tercer grado................ 12.5%

El riesgo de recurrencia en cada
gestacion es del

100% de 50% de <<50% de

proteina proteina activa proteina G

activa activa (/ .
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La fibrosis quistica del pancreas es una enfermedad
autosomica recesiva

50% de 50% de Asesoramiento familiar
proteina proteina

activa « Conocer el caracter de portador de
cualquier miembro de la familia

» Ofrecer diferentes opciones
reproductivas (diagnostico prenatal,
diagnostico preimplantatorio)

» Ofrecer estudio de mutaciones a la
pareja de un portador (dada la
frecuencia de portador en poblacion
general: 1/40)

100% de 50% de <<50% de

proteina

) proteina activa proteina
activa

activa




Del gen CFTR a la Proteina
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Consecuencias funcionales de las mutaciones en el gen CFTR

Sin funcion residual Con funcion residual
Normal | A% \Y%
Ausencia Bloqueo del Bloqueo de la Conductancia Sintesis
de sintesis procesamiento regulacion Alterada Reducida
Sin sentido Cambio de Cambio de Cambio de Cambio de
G542X sentido sentido sentido sentido
G551D R117H A455E
Marco de lectura Pérdida de aa
394delTT AF508 Splicing alternativo
3849+10kbC—>T
Sitio de splicing IVS8-5T

1717-1G—=A e —



Correlacion entre tipo de mutacion en el gen CETR y la
variabilidad clinica de Fibrosis Quistica

H BHABRN

Normal Deficiencia ~ Bloqueo del Blogueo  Conductancia  Sintesis
de sintesis procesamiento de la Alterada Reducida
regulaciéon

G542X AF508 G551D R117H A455E
W1282X 3849+10kbC—>T

IVS8-5T

VD
|
Test Sudor CFTRpatias
alterado i

_—Jest Sudor
4 Normal



Medicina de precision en FQ
primera droga aprobada para mutaciones clase lll

Nucleus ﬂ
[

Subcategory

lvacaftor increases opening probability

op T A

Golgi apparatus

Class Il
Class Il g G551D
F508del !
Lumacaftor
improves

Deatr uction of trafficking
misfolded channel

Functional effect Example variant
No functional protein G542x
Trafficking defect F508del
Defective regulation G551D
Decreased conductance R117H

Reduced synthesis 3120+1G>A

Reduced stability Q1412x




El diagnostico molecular de Fibrosis Quistica reguiere el
estudio de un numeresas mutaciones

Mutacion 2:;?; %
AF508 679 58,64
G542X 57 4,92
N1303K 25 2,16
W1282X 17 1,47
1717-1G>A 12 1,04
3849+10Kb 12 1,04
R334W 11 0,95
A1507 9 0,78
2183AA-G 9 0,78
G85E 9 0,78
2789+5G—A 7 0,60
R1162X 6 0,52
621+1G>T 5 0,43
1811+1,6Kb 4 0,35
3120+1G—A 4 0,35
2789+2T—>A 3 0,26
R553X 3 0,26
D1152H 3 0,26

v Los Kits diagndsticos incluyen a
menos las 25 mutaciones mas
frecuentes segun el ACMG

v Cuando no se detectan mutaciones
por métodos tradicionales, se
recomienda la secuenciacion
completa del gen

High Throughput
sequencing

Gravirrégiﬁﬁéil‘, V/ Congreso Argentino de

i\l ngia Pediatrica, 2008
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Atrofia Muscular Espinal
Autosomica recesiva

BTFpd44c v NAIP SMN2 SMN1 NAIP BTFp44
: |
5 S E _e _e [ (= Copia materna
o
=
8 _E _e _e _E Copia paterna

En el 95% de los pacientes con AME se encuentra una delecion homocigota del
gen SMN1

El estudio de esta delecion es la primera opcion diagnostica. Evita la biopsia
muscular en la gran mayoria de los casos.

v La deteccion de portadores requiere una técnica denominada MLPA

Terapia especifica: activacion de los genes-SMN2. Fase |l
(protocolo en curso en nuestro: {ﬁ spltal)
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Distrofla Muscular de Duchenne

Causada por alteraciones en el gen de la distrofina
Deleciones: 70% de los casos
Mutaciones puntuales: 30%

Normal Translation

:ﬁ@iﬁ ‘i‘..

Incomplete Translation

Mutaciones sin
sentido (10-12%)

7
Ataluren-Facilitated
Functioning Protein

- o

Aprobada para dﬁg,@;qjal por la FDA 2015
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Numerosas alteraciones genéticas adquiridas que causan
distintas formas de cancer

Estudio de marcadores moleculares en Cancer

ROLE DNA/GENE EXPRESSION BIOMARKER CANCER TYPE (COMMENT)

Diagnostic BCR-ABL1 chronic myeloid leukemia (see Figure 10.7)
myeloproliferative disease (mutations confirm diagnosis of clonal MPD)

Predictive HER2 breast cancer (amplification predicts response to anti-HER2 antibodies)
BRAF melanoma (mutations predict response to specific BRAF inhibitors)
KIT, PDGFRA gastrointestinal stromal tumors (mutations predict response to ¢-KIT/PDGFRA inhibitors)

s
N

Prognostic TP53 chronic lymphocytic leukemia (mutations are indicative of poor outcome)

BRAF metastatic colorectal cancer (mutations are indicative of poor outcome)
MammaPFrint (70-gene expression signature) breast cancer (risk stratification)
OncotypeDx (21-gene expression signature) breast cancer (risk stratification)

Disease BCR-ABL1 chronic myeloid leukemia (detection of minimal residual disease)
monitoring . . . L . :
PML-RARA acute promyelocytic leukemia (detection of minimal residual disease)

Genetics and Genomics in Medicine, Garland Sc. Eds. (2015)
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Terapia alternativa

Jerapia Standard
Respondedores
SIRpredispesicion a toxicidas
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Respuestas toxicas



Factores Implicados en la varabilidad de la
respuesta farmacologica

PATOLOGICOS Patogenesis y severidad de |a
enfermedad

EISIOLOGICOS Edad, sexo, estado nutricional,
funcion renal y hepatica

XENOBIOTICOS Interacciones droga-droga
AMBIENTALES Alcohol, tabaco, etc

ADHERENCIA

GENETICOS 20%-90% biodisponibilidad
Eficacia
efectos adversos (A‘DR)



Pharmacoegenomica

Enzimas metabolizadoras

transportadoras
Pharmacocinetica l

1

Concentracion
EFFICACIA Ll \/ariantes genéticas de ladroga
@lClDAD/@ 1

| Pharmacodinamia

BlancosTerapéuticos: <

* Receptores
e (Canales idnicos
e Transducciéon de Senales

o f - Injura hepatica severa mnducida perdregas
[OS faCIOreSIJENELCOS : : s
< REaccIiones de hlpers{enéﬂiﬁ‘dad (DHRS)
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Subjects/0.5 units of activity (%

Actividad de la TPMT segun genotipo

298 unrelated adults

TPMTHTPMT

TPMTYTPMTH

TPMTYTPMTE
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TPMT activity (U/mL RBC)
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| | Normal

| | Intermedia

Deficiente

Toxicity
1.0
04

LR,
0.7 dosis estandar

0.6 75 mg/m?/dia

0.4 65% de dosis

03

02 6-10% de dosis

Cumulatk e inciclence

RellingMetal The Journal of NCI, 1999



Pharmacogenomic Biomarkers in Drug Labels

http://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ResearchAreas/Pharmacogenetics/ucm083378.htm

Drug
Abacavir
Imatinib
Gefitinib
Cetuximab

Carbamazepine

Ivacaftor

Arsenic trioxide

Warfarin

Irinotecan

Azathioprine
Mercaptopurine
Rifampin,
Isoniazid,

Aripiprazole
Atomoxetine

Therapeutic Area

Antivirals
Oncology
Oncology
Oncology

Neurology

Neumonology

Oncology

Hematology

Oncology

Rheumatology
Oncology

Antiinfectives

Psychiatry

Biomarker
HLLA-B*5701.
C-Kit
EGER
KRAS

HLEA-B*1502

CETR G551D

VKORC1
CYP2C9

UGT1Al

TPMT

NATL; NAT2

CYP2D6

Label Sections
Genetic testing required prior to initiating treatment
Genetic testing required prior to initiating treatment
Indications and Usage, Warnings and Precautions

Indications and Usage

Genetic testing required in Chinese population

Genetic testing required prior to initiating treatment

Genetic testing required prior to initiating treatment

Dosage and Administration, Precautions

Dosage and Administration, Warnings,

Dosage and Administration, Warnings and
Precautions, Drug Interactions, Adverse Reactions

Adverse Reactions, Clinical Pharmacology

o

Dosage arxd’ mlnlstratlon Warnings and
Precautloh Drug Int ractlons
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FDA

http://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ResearchAreas/Pharmacogenetics

PharmGKB
The Pharmacogenomics Knowledgebase
www.pharmgkb.org

iGracias por su atencion!






25 anos del Proyecto Genoma Humano

Se han identificado ~ 3500 genes humanos causantes de 5000/7500
patologias heredadas registradas en OMIM

NAUIE€  La secuenciacion del primer genoma

’%. Eé’n“:ﬁq 6-8 anos
_ ¥, $1.000.000.000

Cost per Genome

$100M

$10M

$1M

QR
$100K] Q.

National Human Genome A‘}\
$10K] Research Institute oy
geNome.gov/sequencingeosts

vx,w.«"mx»)( DA

$1K| b
e e e e e e e e e L e Bl e e
20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

High Throughput

sequencing -
o P

Secuencia del genoma_
Semanas/ $ 10.0007,



RAM: Falla hepatica severa derivada del uso de
Acido Valproico

El acido valproico esta contraindicado en pacientes con
patologia mitocondrial confirmada o sospechada en nifios por
debajo de los 2 afos de edad

Mutaciones en el gen que codifica para la DNA
polimerasa Y (POLG)

Las mutacionesA467T y W748S estan presentes en 2/3 de
los pacientes con enfermedades mitocondriales
relacionadas a este gen

Prospecto de Depakene por
indicacion de la FDA
(
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Un fenotipo puede estar causada por un
mutaciones diferentes genes

* Inmunodeficiencias Primarias (250 genes)
 Enf. Neuromusculares

o Cardiomiopatias (Ras/MAPK, Noonan)

» Encefalopias epilépticas (Sindrome de Dravet)
 Defectos de la diferenciacion sexual
 Enfermedades mitocondriales

e Enfermedades neuro-metabolicas

Diagnostico propuesto: Secuenciacion simultanea de paneles de

genes / Estudio de exomas
High Throughput
Acelera el tiempo diagnostico, evita estudios sequencing = .~

adicionales, focaliza el manejo del paciente y

orienta el tratamiento 7 B =
@ =
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