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Una guia para interpretar la genetica del comptem
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La variabilidad genetica explica:

Actividad del complemento | Predisposicion a enfermedad

El término “complotipo” se refiere a:

-
Conjunto de variantes genéticas
(comunes y raras) que definen una
determinada constitucion genética
del complemento.

:
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Prevalencia de individuos portadores de al menos una
variante patogénica RARA del complemento

La secuenciacion de nueva generacion ha revelado que entre el 1-2 % de los individuos sanos portan variantes raras
potencialmente daninas en CFH, y aproximadamente un 12 % en otros genes de la via alternativa.
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Estos hallazgos contrastan con la rareza de las enfermedades mediadas por el complemento.

Rodriguez de Cordoba S. Immunol. Rev. 313:71-90 (2023)
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Impacto funcional de variantes comunes del complemento:

el complotipo

El efecto aditivo de variantes comunes determina la funcion global del
complemento y la predisposicion a enfermedad

La combinacion de las variantes C3b,,5,FB3.rY FHgoy muestra un aumento de 6 veces en la actividad del complemento en ensayos hemoliticos. El incremento

de actividad de la via alternativa se asocia con predisposicion a DMAE.
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Tortajada et al., Hum. Mol. Genet. 2009.
Montes et al. PNAS 20009.
Heurich el al. PNAS 2010.
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Variabilidad genética e individualidad del sistema del

complemento

Enfermedad Normal Enfermedad

Sano

- Actividad del complemento

AP50 assay

® Control 1: 5,4 (100%)
@ Control 2: 9,1 (59%)
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Las enfermedades relacionadas con el complemento son
complejas, poligenicas y multifactoriales

Asociacion de enfermedad con factores de riesgo especificos del complemento:

 Correlaciones caracteristicas genotipo-fenotipo que asocian una enfermedad con una alteracion funcional especifica del
complemento.

Concurrencia de diferentes factores de riesgo del complemento “complotipos”:

 Las consecuencias funcionales de las variantes genéticas del complemento son aditivas; un conjunto de variantes
genéticas define una configuracion genética especifica del sistema del complemento y el riesgo de enfermedad.

Baja penetrancia - factores adicionales no relacionados con el complemento y desencadenantes:

 Lasvariantes en los genes del complemento son factores predisponentes para la enfermedad.

Las variantes genéticas del complemento pueden actuar como modificadores de la enfermedad.

* Porejemplo, exacerbando la gravedad de la enfermedad, incluso cuando el complemento no es el principal impulsor patogenico.
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Genes asocliados con C3G

En C3G y en la IC-MPGN primaria,
las alteraciones en los genes del

complemento estan presentes en
aproximadamente el 20% de los casos.

Estas variantes genéticas en los genes del

complemento incluyen:

e Variantes en reguladores del complemento

(genes CFH, CFl y MCP)

e Variantes en activadores del complemento

(genes C3, CFB y CFHR)

Frecuencia de mutaciones
IC-MPGN

GENES |
c3
CFH
CFl
MCP
CFB
CFHRs

Total

Noris et al., Personal communication

N B = ~ = O
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C3G

e e VTR, RN

18

@ Pérdida de funcion

CFH
CFI
MCP

@ Ganancia de funcion

C3
CFHRs
C2?

Reordenamientos génicos
CFHRs

g ,\9 o

Las pruebas genéticasy los analisis bioquimicos e
inmunoldgicos no son diagndsticos. Su objetivo es
mejorar la caracterizacion del paciente, informar el
pronostico y facilitar la monitorizacion de las
terapias anticomplemento.
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Variantes de FHy enfermedad Academy
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Las deficiencias heterocigoticas de FH se asocian con multiples patologias segun factores concurrentes.
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Variantes de C3y enfermedad

Las variantes con pérdida de funcion
en homocigosis causan

Las variantes con ganancia de funcion en heterocigosis llevan
a desregulacion de vias alternativas y consumo de C3

deficiencia de C3 ~
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Las variantes con pérdida de funcion
en heterocigosis son asintomaticas

Okura et al. J Allergy Clin Immunol 2016
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Martinez-Barricarte et al. Mol. Immunol. (2015)
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Variantes de FHR171-5y enfermedad
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Variantes CFHR1-5 asociadas con C3G
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Variantes de CFHR1y C3G

Delecnon del gen CFHR1 - Sin variantes en CFHR1 TN
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: Predisposicion
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Gale, Goicoechea de Jorge et al. Lancet 2010; Goicoechea de Jorge et al. PNAS 2013; Tortajada et al. J Clin Invest. 2013; Jozsi, Tortajada et al. Trends Immunol. 2015;

Martin-Merinero et al. Blood 2021; Marquez-Tirado et al. JASN 2022
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Lecciones aprendidas a partir de modelos animales

1. Pickering et al, Nature Genetics 2002; 2. Rose KL et al. J Clin Invest 2008, 118: 608-618; 3. Pickering MC et al. PNAS 2006; 4. Ruseva MM et al JASN 2016; 5. Zhang Y et al JCl Insight 2020; 6. Lesher AM et al. J

Factor |

l IC3b

\ 4

4

Activaciéon C3
Depdsito C3

Activacion C5

Activacion C3
| Depésito C3

Activacion C5

/W C5b-9  Activacion C3

Factor D

Mutacion GOF FB

Mutacion GOF FHR5

N

Factor B

&

Depdsito C3

No activacion C5

Properdina

74

C3bBb

G

C3bBb

4

A\ 4

Activacion C3
No depdsito C3

No activacion C5

No activacion C3
Depdsito C3

No activacion C5

Elfactor H es el principal regulador de la AP.

Los ratones con deficiencia de factor H (Cfh™") desarrollan
C3G".

Para que se desarrolle C3G, es necesario el depoésito de fragmentos
de la inactivacion de C3b2.

Elfactor | es necesario para el desarrollo de la enfermedad en
ratones deficientes en factor H2.

La activacion terminal del complemento no es el principal
mecanismo patoldgico en C3GS.

La eliminacion de C5 no es suficiente para prevenir la
enfermedad3*.

La eliminacién del factor B previene el desarrollo de la
enfermedad’, pero la eliminacion de la properdina da como
resultado un fenotipo mas severo. La eliminacion de FD no previene
el desarrollo de la enfermedad #®.

La introduccion de una variante GOF en FB que consume
completamente el C3 en plasma no genera depdsito glomerular de
C3".

La introduccién de un mutante multimérico de FHR-5 genera

espontaneamente depdsito glomerular de C38.

Am Soc Nephrol 2013; 24:53-65; 7. Rodriguez de Cordoba, Unpublished data; 8. https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2022722118.

GOF, ganancia de funcion
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https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2022722118

Mecanismos patogenicos en C3G: Lecciones que aporta la Academy
genetica

Déficiencia completa del factor H A

— Activacion masiva del complemento en fase fluida
— Los fragmentos de C3 se depositan en el glomérulo

— Activacion complemento desregulada (ausencia de FH) Efecto sistémico
_)

Inflamacion y dafo glomerular de estas mutaciones

Mutaciones con ganancia de funciéon en C3 —>
(resistentes a FH, regulacion por MCP normal) Hipocomplementemia grave

— Activacion masiva del complemento en fase fluida

— Los fragmentos de C3 se depositan en el glomérulo
— Activacién complemento desregulada (resistencia a FH) Puede limitar otras enfermedades
— Inflamacién y dano glomerular mediadas por el complemento
el :
(p. €j., SHUa)

Duplicaciones en el extremo N de FHRs (ganancia de funcion) e —
Desequilibrio entre la actividad de FH y FHR en las superficies

\)

Deposito de C3 restringido

Efecto limitado en los niveles de C3 y C5 en fase fluida o
al rinon

Activacion aumentada de la via alternativa en superficies opsonizadas

I 41

Probablemente amplifican depdsitos renales preexistentes de C3
(desencadenados por complejos inmunes, infecciones u otras condiciones
activadoras del complemento)

\)

Inflamacién y dano glomerular

Rodriguez de Cordoba et al. Mol. Immunol. 41:355-367 (2004). Martinez-Barricarte et al. J Clin Invest. 120:3702-3712 (2010).
Gale et al. Lancet. 376:794-801 (2010). Tortajada et al. J Clin Invest. 123:2434-2446 (2013). Jozsi et al. Trends Immunol. 36:374-384 (2015).
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La naturaleza autoinmune de la C3G / IC-MPGN

METHODS

National Institute of Health Research
BioResource-Rare Diseases Study

e e
UK MPGN/C3 Non-PMG controls
glomerulopathy n=10,250
(PMG) n=165 l

Whole-genome sequencing

European, unrelated, quality control

/ \

PMG Controls
n=146 l n=6,442
Common variant, rare variant,

CNV and HLA analyses
MPGN
HLA serotype =350
Replication cohort
Controls
n=15,614

doi: 10.1681.ASN.2019040433

HLA type, but not rare comple

ment gene

variants, is associated with MPGN/C3G
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CONCLUSION

Primary membranoproliferative glomerulonephritis/C3G is an
autoimmune disease that rarely has a Mendelian cause

JASN

ORIGINAL ARTICLES: GLOMERULAR AND TUBULOINTERSTITIAL DISEASES

Academy

Mycophenolate Mofetil in C3 Glomerulopathy and Pathogenic

Drivers of the Disease

Caravaca-Fontan, Fernando; Diaz-Encarnacion, Montserrat M,; Lucientes, Laura; Cavero, Teresa; Cabello, Virginia; Ariceta,
Gema; Quintana, Luis F.; Marco, Helena; Barros, Xoana; Ramos, Natalia; Rodriguez-Mendiola, Nuria; Cruz, Sonia; Fernandez-
Juarez, Gema; Rodriguez, Adela; Perez de José, Ana; Rabasco, Cristina; Rodado, Raquel; Fernandez, Loreto; Pérez Gomez,
Vanessa; Avila, Ana |.; Bravo, Luis; Lumbreras, Javier; Allende, Natalia; Sanchez de la Nieta, Maria Dolores; Rodriguez, Eva;
Olea, Teresa; Melgosa, Marta; Huerta, Ana; Miquel, Rosa; Mon, Carmen; Fraga, Gloria; de Lorenzo, Alberto; Draibe, Juliana;
Cano-Megias, Marta; Gonzalez, Fayna; Shabaka, Amir; Lopez-Rubio, Maria Esperanza; Fenollosa, Maria Angeles; Martin-
Penagos, Luis; Da Silva, lara; Alonso Titos, Juana; Rodriguez de Cordoba, Santiago; Goicoechea de Jorge, Elena; Praga,

Manuel; on behalf of the Spanish Group for the Study of Glomerular Diseases GLOSEN

Gale DP, et al. HLA type, but not rare complement gene variants, is associated with primary membranoproliferative glomerulonephritis/C3 glomerulopathy.
JAm Soc Nephrol. 2020;31(4):906-919. doi:10.1681/ASN.2019040433.
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Flujo de analisis en el diagndstico genetico molecular del

complemento

:

NGS

Analisis MLPA

Secuenciacion Sanger

e

— Clasificacion de variantes

e Computacional
* Experimental |

Identificacion de variantes
Filtrado y control de calidad

v

— @

Priorizacion y confirmacion
de variantes

O

Datos bioquimicos,
inmunologicos y
funcionales

A\ S L

.

INFORME

El informe debe senalar:

 Si hay o no variantes genéticas patogénicas

e Describir el estado de activacion del complemento
e Presencia de autoanticuerpos

i enfermedad y el sistema

N

Conocimiento sobre la

del complemento

c3
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Uso de tecnologias NGS para fines de diagnostico clinico

Enfoque

Secuenciacion
del genoma
completo
(WGS)

Secuenciacion
del exoma
completo
(WES)

Paneles de
genes

XX DO DOK

Tamano de la secuencia diana (Mb)

Tamano diana

~ 3,000 Mb

~30-60 Mb
(regiones codificantes ~1-2%
del genoma)

~0,1-2 Mb
(10-500 genes)

Cobertura tipica

Profundidad de lectura / Cobertura

Secuenciacion requerida

(media) (aprox.)
~30-40x ~90-120 Gb
~6-10 Gb
~50-1 QOX (exomas comerciales
(media) p. €j. Centogene)
~0,05-2 Gb
12(:;220)( (de cientos de Mb
a ~1-2 Gb)

Idea clave: cuanto menor es la regidon diana, mayor es la profundidad de secuenciacién alcanzable

con la misma cantidad de secuenciacion.
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Nuestro panel NGS

Secuenciacion

e ~2x10° lecturas por muestra en la region de interés
e 99,9% de las secuencias diana cubiertas

e Tamano del target (solo exones): ~ 104 kb

Anotacion de variantes y CNV

» Realizada con VarSome para la anotacion e interpretacion
de variantes.

e Deteccion de CNVs (p. ej., deleciones/duplicaciones)
realizada con NextGENe.

Filtrado y control de calidad

e Meétricas de calidad centradas en:
variantes no sinénimas, frameshift,
cambios en sitios de splicing e indels

e Se marcan variantes comunes con
frecuencia alélica menor (MAF) >1%
en cualquier poblacion

Bases de datos para interpretacion

e Exome Variant Server, 1000 Genomes,
NCBI dbSNP, base de datos de
mutaciones aHUS (www.fh-hus.org) y
base de datos interna

Prediccion de patogenicidad

e Se utilizan puntuaciones de CADD
y Ravel para apoyar la interpretacion
de variantes.

49 genes a- 160 bp -1500x

Genes (49)

C3, CFB, CFH, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4, CFHR5,
CFl, CFP, MCP, C1QA, C1QB, C1QC, C1R, C1S, C2,
C4A, C4B, C4BPA, C4BPB, C5, C6, C7, C8A, C8B, C8G,
C9, CD55, CD359, CFD, CLU, CR1, CR2, FCNT, FCNZ2,
FCN3, ITGAM, ITGAX, ITGB2, MASP1, MASP2, MBL2,
SERPING1, VSIG4, VTN, C1GALT1C1, INF2, MMACHC.

El panelincluye:

* Exonesyregiones flanqueantes
* Regiones promotoras
 Enriquecimiento de regiones intronicas para facilitar la deteccién de CNVs

(p. €j., usando NextGENe)
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Flujo de trabajo de la secuenciacion de nueva generacion (NGS)

1. ADN

Fragmentacion
en fragmentos cortos

Enriquecimiento
del target / Captura

>

Secuenciacion masiva
en paralelo

2. Lecturas cortas

AGTCAGTTGAGCCGTCATCAGTC
CATGTACCCGTAACCAGTTTGTA
TACCCGTATACCCGTAGTAAGCC
TGAGCCGTCATAAGCGACCCGG

TACGGATTACGTAACCATCATGC
TAACCAGTTGAGCGCCGTCACTG
ATTACGTAACCATGGTCATAAAA
CCCGTATACCCGTAGTAACGTTA
TACCCGTAACCAGTTGAGCCATG
CATGACGTAACCATGACGTAACC
TACCCGTATACCCGTAGTAACGT
TGAGCCGTCATAAGCGACCATGG
TACGGATTACGTAACCATCACGT
TAACCAGTTGAGCGCCGTCATA

ATTACGTAACCATGGTCATAAGT

CCCGTATACCCGTAGTAACGTTA

——

3. Alineamiento a una secuencia de referencia
y llamada de variantes

Secuencia de referencia

GATTACGTAACCATGTACCA

—

G AT T-ACAGTAACCATAT CTA
ATTACGTAACCATIGTA CA
ATTACGTAACCATGTA CA

TTACGTAACCATGTA A

6 TTACGTAACCATIGTACEA

G TTACGTAACCATGTAC A

GAT ACGTAACCATIGTAC

GAT ACGTAACCATGTAcC | Profundidad

GAT ACGTAACCATIGTACC de lectura

GATT CGTAACCATGTACC

GATT CGTAACCATIGTACCA

GATT GTAACCATGTACCA

GATTAC AACCATGTACCA

GATTACA AACCATGTACCA

-

Cobertura (Coverage):
Proporcién de la regién diana cubierta con r\
suficiente profundidad de lectura. (
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Flujo de analisis de datos

Al

Archivo FASTQ

(datos de secuenciacion)

& varsome

Motor de busqueda en genética humana

Buscar variantes, genes, transcritos, publicaciones, enfermedades... m

VCF

Variant Call Format

Deteccion de variantes respecto
a la secuencia de referencia
(GRCh38/hg38)

\

NextGENe

Next Generation Sequencing
Software for Biologists

et ooy €9 Version 2.41

SOFTGENETICS®

Software PowerTools
for Genetics Analysis

CNV calling

Lt l ' Deteccion de variaciones
§ ’ ,
en el numero de copias
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El problema de la clasificacion de variantes

La clasificacion de variantes no es trivial.
@DQ En ausencia de datos funcionales, la clasificacidon actual 2n predi nes, no en pruebas de
patogenicidad.

Se utilizan habitualmente:

. (p. ej., CADD, Ravel).

. (p- ej., ausente en bases de datos poblacionales).

Sin una clasificacion adec la informacidn genética no tiene valor clinico.

Una ) interpre de los resultados genéticos puede tener consecuencias importantes para los

pacientes y sus familiares.

Academy

SODI

rare strength

No difundir sin el permiso del Prof. Santiago Rodriguez de Cérdoba



Caracterizacion funcional de 105 variantes missense de FH
asocladas a aHUS

¢.3549G>T (W1183C)

CADD: 22.5
gnomAD: No presente

wWin3sc

SDS-PAGE
(No reducido)

Conclusién: Funcién alterada
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® Patogénica

® Benigna

Martin-Merinero et al. Blood 138:2185-2201 (2021).

Todas las variantes se clasificaron como patogénicas o benignasy, para cada una, se
documenté completamente la naturaleza de la patogenicidad.

Se incluyeron 26 variantes previamente caracterizadas como controles para confirmar la
robustez de los ensayos funcionales.

La rareza en bases de datos de controles no es informativa para la clasificacion de
variantes. Aunque las variantes patogénicas son mas probablemente ultrararas
(MAF<0,01%) que las benignas, el 21,5% de las variantes benignas estan ausentes en
gnomAD.

También identificamos limitaciones importantes al aplicar algoritmos de prediccién a
variantes de FH; solo el 74% se clasificaron correctamente.

Un ajuste diferencial de los algoritmos de prediccion para tener en cuenta las
peculiaridades de las distintas regiones de FH mejora las predicciones globales hasta el
85%.

El analisis funcional de las variantes, combinado con las mediciones de niveles, sigue
siendo el estandar de oro para proporcionar una clasificacion precisa.

Estudios en curso en FB, MCP, Fly C3
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