Estudio exome35:

Acude a consulta una familia con una hija que presenta esteatosis hepatica, hemangioma hepatico,
hipotiroidismo y arritmia. Ambos padres estan sanos.

Por el historial clinico y alimentario se sospecha de una intolerancia a la fructosa, una condicion
benigna si se trata adecuadamente mediante la eliminacion de la fructosa en la dieta.

1. a) Dibuja el pedigri de la familia.

Pedigri

b) Anota los mecanismos de herencia sospechados, dada la informacién que se tiene sobre la
familia, y los posibles genotipos de los individuos.
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2. Busca los términos fenotipicos estindar HPO (Human Phenotype Ontology) que cuadran con los
sintomas descritos.

http://compbio.charite.de/hpoweb/showterm?id=HP:0000118#id=HP 0000118

HP:0001397 — Hepatic steatosis

HP:0031207 — Hepatic hemangioma

HP:0000821 — Hypothyroidism

HP:0011675 — Arrhythmia

3. a) ¢/Qué desorden se sospecha que tiene el individuo afecto?
# 229600 - Fructose intolerance, hereditary
Buscalo en la base de datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).

http://omim.org/


http://compbio.charite.de/hpoweb/showterm?id=HP:0000118#id=HP_0000118
http://omim.org/

b) ¢Qué otros nombres tiene la enfermedad?

FRUCTOSEMIA

FRUCTOSE-1-PHOSPHATE ALDOLASE DEFICIENCY
FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATE ALDOLASE B DEFICIENCY
ALDOLASE B DEFICIENCY

ALDOB DEFICIENCY

) ¢Cual es su codigo OMIM? 229600

d) ¢Qué herencia tiene? Autosomico recesivo; homocigosis o heterocigosis compuesta

e) ¢Cuando se produce la heterocigosis compuesta? Cuando un individuo presenta mutaciones en
los dos alelos de un mismo gen, en posiciones diferentes (mutaciones en heterocigosis), de forma
que el efecto conjunto es el de una mutacién en homocigosis recesiva.

¢Es posible que se de en esta enfermedad? Si

e) ¢Se conoce el gen responsable? Si ;Cual/cuales son? ALDOB

4. Busca la enfermedad en la base de datos ORPHANET.
https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php?lng=ES

a) ¢Cual es su codigo Orpha? 469

b) ¢Cual es su cédigo ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases - 10)? (Recuerda
que en espafiol es CIE-10, Clasificacion Internacional de Enfermedades, 10° version). E74.1

c) ¢Cual es su prevalencia? 1-9 / 100 000

d) ¢Cual es la frecuencia de portadores en Europa? 1/70

e) Teniendo en cuenta la informacion disponible en el apartado Epidemiologia, ¢cual estimas que es
la frecuencia alélica poblacional maxima posible en Europeos? Considera que existe una sola
variante en el gen.

iRecuerda!
La frecuencia del alelo normal en un SNP es p
La frecuencia del alelo minoritario es q

_ N heterocigotos + N homocigotos X 2

N total individuos
q=Frecuencia heterocigotos+ Frecuencia homocigotos X2

La frecuencia de portadores es 1/70 y la frecuencia de homocigotos 1/20000, asi que:
q = (1/70) + (1/20000)*2 = 0.0144
Nota.- Realmente ambas formulas son equivalentes.
5. Crea un andlisis en IVA con esta familia (study > e0035), los individuos son:
Recuerda! El andlisis esta creado en Interpretation, ha de se un TRIO con disease: Other disorders
of carbohydrate metabolism
- Hija afectada: exome_35_1

- Madre: exome35_ 2
- Padre: exome35_3


https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php?lng=ES

Realiza una priorizacién de variantes con esta familia. Recuerda que los filtros a aplicar estan en el
panel de la izquierda.

a) ¢Cuantas variantes hay en total en la familia? 26,788

b) ¢Cuantas variantes en total pasan los filtros de GATK? (Aplica el filtro VCF FILTER).

No hay filtro VCF en este IVA

¢Reconoces las etiquetas? Puedes ver informacién sobre las tags en Annotation Modules en el
siguiente enlace:

https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/tooldocs/3.8-0/

c) En el filtro de frecuencias poblacionales, identifica las siguientes poblaciones:

- Poblacién europea del proyecto de los 1000 genomas.  1000G - EUR

- Poblacion espafiola del proyecto de los 1000 genomas. 1000G - IBS

- Poblaciones del consorcio ExXAC. genomAD

- Poblacion de individuos espafioles controles sanos del proyecto Medical Genome Project.
MGP - ALL

d) Teniendo en cuenta la frecuencia alélica calculada, aplica filtros de frecuencia poblacional en las
siguientes poblaciones: 1000G EUR, 1000G IBS, MGP.

¢Cuantas variantes pasan los filtros de frecuencia poblacional?

La frecuencia alélica calculada fue 0.0144, redondeamos a 0.02 y aplicamos los filtros:

1000G EUR < 0.02, 1000G IBS < 0.02, MGP < 0.02

Se obtienen 1,432 variantes

e) De las variantes obtenidas al aplicar el filtro de frecuencia poblaciones, vamos a buscar aquellas
variantes que provocan una pérdida de funcion, para ello seleccionamos los términos LoF (Loss of
Function) en el panel SO consequences (de Sequence Ontology). Al clicar en LoF, ¢qué términos se
quedan marcados? frameshift_variant, inframe_deletion, inframe_insertion, stop_gained,
splice_acceptor_variant, splice_donor_variant, transcript_ablation y transcript_amplification
Realiza una bisqueda afiadiendo este filtro.

Se obtienen 59 variantes

Cada uno de los SO terms estan descritos en http://www.sequenceontology.org/ y el orden de
severidad del impacto en la proteina se puede consultar en

https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted data.html

f) Aplicamos ahora el filtro por genotipos de las muestras de modo que concuerden con el tipo de
herencia sospechada. Aplicamos el filtro de genotipo poniendo herencia autosémica recesiva.
Se obtienen 5 variantes.

g) ¢Alguna de esas variantes tiene valor SIFT o Polyphen? No ¢Por qué crees que puede ser?
Porque estos tipos de mutaciones no producen un cambio puntual de aminoacido.

'Recuerda. Los valores de SIFT y Polyphen se obtienen del impacto que tendra el cambio de
aminodcido en la estructura final de la proteina.

h) ¢Alguna de las variantes obtenidas tiene ClinVar asociado? No
i) Vamos a fijarnos en sus valores de conservacion. ;Qué variante presenta los valores mas

concordantes?
1:50884774 CGGCGG/- DMRTA?2


https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted_data.html
http://www.sequenceontology.org/
https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/tooldocs/3.8-0/

Porque tiene un valor de GERP mayor que 2, ademas el PhyloP es positivo, aunque el valor de
PhastCons no es demasiado elevado, concuerdan dos de tres estimadores de la conservacion.

iRecuerda! Los valores de conservacion indican si la region esta mas o menos conservada, es decir,
si esta sometida a seleccion positiva, a seleccion neutral o a seleccion purificadora (seleccion
negativa). Si una variante es perjudicial para la proteina y, en general, para el organismo, esa
variante estara en una zona conservada, ya que permite la acumulacion de pocas mutaciones,
mientras que si una region acumula muchas mutaciones indica que esos cambios no provocan un
perjuicio en el individuo. En el icono de info tienes una descripcion y los valores de corte
recomendados para cada uno.

j) Elige esa variante. ¢ Tiene codigo rs#? Si, rs761537995

¢Qué significa eso? Que es una variante ya conocida y descrita.

¢Cudl es su frecuencia poblacional en la poblacién 1000G ALL? NA

¢Qué significa este valor? Que no hay datos de frecuencia conocidos para esa variante en esta
poblacién, equivaldria a 0 individuos encontrados.

k) Ve a la Anotacion Avanzada (Advanced Annotation) de esta variante. ; Cual es su nomenclatura
HGVS?

ENST00000418121(ENSG00000142700):c.1187_1192del6
ENST00000404795(ENSG00000142700):¢.1187_1192del6

¢A qué corresponden las siglas HGVS?

Human Genome Variation Society

¢Cual es el cambio mas severo?

Una inframe_deletion

¢En qué transcrito esta?

ENST00000404795

¢En cuantos transcritos ocurre esta variacion?

En 2 (ENST00000418121 y ENST00000404795)

¢A qué genes afecta?

DMRTA2

¢Este gen esta asociado a alguin OMIM o HPO?

No

! Si quieres mas informacion sobre las recomendaciones para nombrar las variaciones en hgvs
http:/www.HGVS.org/varnomen

1) En el apartado de frecuencias poblacionales (Population Frequencies) de la anotacion avanzada
(Advanced Annotation) ¢hay alguna frecuencia por encima de 0.1? Si, en 12 poblaciones.
¢En las poblaciones de qué proyectos?


http://www.hgvs.org/varnomen

Study Population AltAlleleFreq
GNOMAD_EXOMES ASJ 1
GNOMAD_EXOMES MALE 0.26
GNOMAD_EXOMES ALL 0.239
GNOMAD_EXOMES NFE 0.239
GNOMAD_GENOMES ASJ 0.217
GNOMAD_EXOMES FEMALE 0.209
GNOMAD_GENOMES EAS 0.186
GNOMAD_GENOMES NFE 0.175
GNOMAD_GENOMES OTH 0.156
GNOMAD_GENOMES FIN 0.154
GNOMAD_GENOMES MALE 0.136
GNOMAD_GENOMES ALL 0.135
GNOMAD_GENOMES FEMALE 0.134

m) ¢Dirias que esta variante es la causante del fenotipo? No, tiene una frecuencia elevada en
muchas poblaciones, no hay evidencia de esta variante asociada al fenotipo, ni sospecha de que el
gen pueda estar relacionado.

Realiza ahora la misma buisqueda, pero en las regiones codificantes (Coding). Fijate en el nimero
de variantes que obtienes tras aplicar cada filtro.

¢Cuantas variantes obtienes aplicando los filtros de SO terms, frecuencia poblacional y genotipo?
291 variantes (0/1 y 1/1 en todas las muestras* + 1000G EUR < 0.02, 1000G IBS < 0.02, MGP
ALL < 0.02 + Coding

Fijate en los valores de SIFT y Polyphen. ;Por qué la tercera variante no tiene valores?
Porque es una mutacion de pérdida de funcién, no de cambio de aminodacido en la proteina.

Como hemos visto, la conservacion nos da una idea de la probabilidad de que una variante sea
patogénica. En el icono de info al lado de Conservation en la tabla de resultados nos sugiere los
valores de corte para cada uno. ;Cual es el valor de GERP recomendado a partir del cual se
considera conservada una region? 2

Aplica un filtro de conservacion en base a este criterio. 2 variantes

La patogenicidad de una variante (Deleteriousness) se mide por el grado de impacto que la
sustitucion tendra en la proteina.
Aqui podéis ver mas informacion sobre los predictores SIFT y PolyPhen

https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted data.html

Basandonos en las categorias de cada predictor y sus valores umbrales, ;qué valores de SIFT y
Polyphen garantizan que una variante sea deletérea para la proteina final?

SIFT < 0.05

Polyphen > 0.908


https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted_data.html

Aplica un filtro por patogenicidad en base a estos criterios. ¢ Cuantas variantes se obtienen?

1 variante (1/1 +
1000G EUR < 0.02, 1000G IBS < 0.02, MGP < 0.02 +
Coding +
GERP > 2 +
SIFT < 0.05 OR POLYPHEN > 0.908)

Teniendo en cuenta todo lo aplicado hasta ahora, identifica la variante que explica el fenotipo de la
paciente.

9:104189856 C/G  rs1800546 ALDOB

Tiene un ClinVar asociado 464 patogénico para fructosuria hereditaria, otro nombre de la
intolerancia a la fructosa.
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