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Resumen

En este caso practico
obtendra informacion sobre:

» como el Greenwood Genetic Center (GGC)
una los resultados de NGS y array en analisis
genéticos rutinarios para conseguir un mayor
rendimiento en el diagnostico,

* como la plataforma Alissa Interpret permite una
integracion impecable del nimero de copias y
de las variantes moleculares,

+ un ejemplo sobre como el GGC utilizo esta
funcion para abordar un caso de diagnéstico de
cornea fragil.
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Introduccion

La secuenciacion de ultima generacion (NGS) ha demostrado ser, recientemente,
una herramienta Util para el diagndstico en un abanico cada vez mayor de
aplicaciones clinicas. Se ha creado con el objetivo de remplazar con una sola
metodologia una gran cantidad de herramientas basicas de diagndstico molecular,
como la secuenciacion por Sanger, la gPCR, el MLPA y el andlisis de nimero de
copias basado en array (aCNA). La extraccion de las variaciones en el nimero de
copias (CNV) de los datos de la NGS ha demostrado ser, sin embargo, dificil. En
este caso practico, el Greenwood Genetic Center muestra la aplicacion exitosa de
ambas técnicas, la NGS y el aCNA, como métodos complementarios de diagndstico
clinico. Esta demostracion ejemplifica como el modulo de software Alissa Interpret
se puede utilizar como una plataforma integrada de analisis de datos que permite
analizar conjuntamente los resultados de los ensayos de CGH y NGS.

Caso

Se remitio el caso de un bebé varon de dos meses que padecia queratoglobo, esclerctica
azul y reflejo rojo anomalo en los ojos (Figura 1). En el historial clinico familiar no se
encontraron resultados clinicos positivos relativos a estos y otros trastornos relacionados.
El diagnostico inicial apuntaba al sindrome de cornea fragil (trastorno autosémico
recesivo) 0 a la osteogénesis imperfecta (trastorno autosémico dominante) y se utilizo
para identificar los genes candidatos causantes del fenotipo del paciente.

Figura 1. La figura representa la
constitucion del probando y un primer
plano del queratoglobo y la esclerotica
azul.

Resumen de las conclusiones

El laboratorio del Greenwood Genetic Center (GGC) consiguié establecer de forma rapida

y con precision los cambios genoémicos causantes de la enfermedad a través del Alissa
Interpret de Agilent, el mddulo de automatizacion de evaluacion de variantes y de creacion
de informes que forma parte de la plataforma de NGS Alissa Clinical Informatics. El GGC
fue capaz de superar el reto que supone la extraccion de las CNV de los datos de la NGS en
un tnico analisis integrado en ambos flujos de trabajo, el de aCNA y el de NGS, y consiguio
aumentar de forma significativa la eficiencia de las practicas rutinarias.
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Métodos vy resultados

En un primer momento, el Laboratorio de citogenética del Greenwood Genetic Center (GGC) llevé a cabo el aCNA por medio de la plataforma
Affimetrix Cytoscan HD. Se analizaron los datos de microarray a través de la plataforma Alissa Interpret. De las nueve regiones de CNV que
se identificaron, seis eran deleciones cromosémicas.

El alineamiento de estas regiones con los genes OMIM mostré la pérdida de una copia de un segmento de 114,1 Kb en el cromosoma 16.
Esta delecion engloba el locus ZNF469 completo, que es conocido por su funcion reguladora y estructural en el conjunto de las fibras de
colageno y que se ha asociado con el sindrome de cornea fragil de tipo 1.

Tras esta observacion, se llevo a cabo otra secuenciacion selectiva con NGS de 31 genes representados en el Panel de Tejido Conectivo del
Laboratorio de diagnostico genético de Greenwood. Se utilizd una estrategia sencilla para extraer variantes de interés relacionadas con la
enfermedad (Figura 2).

Se descartaron las variantes benignas por medio del alineamiento de los datos de NGS con los que existen en las siguientes bases de datos
publicas a las que se accede a través de Alissa Interpret:

» Exome Variant Server
+ dbSNP
* 1000Genomes

Ademas del alineamiento con los datos de referencia de variantes comunes del propio GGC, tal y como se muestra en la Figura 3.
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Dusetion. genética de Greenwood para los
datos de NGS basados en los
resultados del aCNA.
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Benign Variant

The Benign Variani fitter filters a list of variants based on their presence in a controlled sat of benign
wvariants or reference sel. Select and configure the sets you want to incisde in the filtering.
Combinations of multiple sets can be applied such that a variant goes to the MATCGH output when
the variant ls found in all, any, or a minimal number of sets.
Conditions
Match Any of the following conditions:
dbSNP
diSNP Allele frequancy 001
dbSNP Allele count 200
dbSNP Validation Status validated
dbSNP Suspicion Flag ot sutpected fakse
1000 Ganomas
1000 Genomes Allele frequency .01 i ) ) B
1000 Genomes Allsls count 200 Figura 3. Las variantes se filtran en funcion de
ESPE500 parametros de calidad de los datos tales como la
ESPG500 Allele frequency 0.01 profundidad de lectura superior a 20 (no se muestra).
ESPOS00 Alisle count 200 A continuacion, se descartan las variantes benignas; se
mﬂlmemr-ﬁd Allale # 801 eliminan Ias’que tienen una frecuencia de a|e|0§ superior
Glasson_Exome_reference sot Allale count 200 al 1 % y estan presentes en la base de datos privada,
ALL_Exoma_refersnce._set y también las que estan incluidas en las bases de datos
ALL_Exome_reference_set Allele frequency oo publicas (EVS, dbSNP y 1000Genomes). Greenwood
ALL_Excme_reference_set Allele count 200 también introdujo sus propios exomas como referencia.




A continuacion, Greenwood combino los resultados del aCNA con los de la NGS con la ayuda de Alissa Interpret a través de un mapeo de la
ubicacion de las posibles variantes patogénicas de alta fiabilidad en las seis regiones eliminadas que presentaba este paciente (Figura 4).

Solo una variante, , una delecion de un solo nucleotido, se localizaba en la delecion de 114,1 Kb presente en el cromosoma 16, provocando
un desplazamiento en el marco de lectura del alelo ZNF469 restante (Figura 5). Tal y como se demostraba en la documentacion ya
publicada que se consulté en Greenwood, este resultado concuerda con la presencia en este paciente de un trastorno autosémico recesivo
del tejido conectivo: el sindrome de cornea fragil de tipo 1.
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Figura 4. Integracion de los datos del aCNA para restringir la cantidad de posibles variantes causantes de enfermedad. En el grafico se ven seis regiones
que presentan una pérdida de nimero de copia, de acuerdo con los datos del array. El Laboratorio de genética de Greenwood las utilizo para identificar
los genes candidatos causantes del fenotipo del paciente.

Validacion
Las conclusiones que se han expuesto anteriormente se validaron a través de un qPCR que demostrd que la delecion de 114,1 Kb es el

resultado de la herencia paterna, lo que provoca que tanto el padre como el probando presenten una dosis genomica reducida en la
secuencia exonica del gen ZNF469.

Ademas, la secuenciacion por Sanger confirmd la presencia, tanto en la madre como en el probando, de una delecién de un solo nucleétido
en el gen ZNF469 que provoca un desplazamiento en el marco de lectura y que tiene una configuracion heterocigdtica en la madre y
hemicigdtica en el probando.
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Figura 5. Lista de variantes con las posibles variantes que pueden ser causantes de la enfermedad, resultado de las estrategias de filtrado del
laboratorio. El planteamiento identificé una tnica mutacion que desplazaba el marco de lectura en una region heterocigética eliminada. El gen es el
causante del sindrome de cornea fragil autosomicorecesivo de tipo 1, lo que concuerda con el fenotipo del paciente.
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A modo de conclusion, se puede decir que el ejemplo expuesto demuestra que el uso de Alissa Interpret ofrece una forma rapida vy eficaz de
integrar el analisis de datos gendémicos para establecer con precision los cambios genomicos que causan la enfermedad. El Laboratorio de
genética de Greenwood es un ejemplo de como la funcion de integracion de datos especificos de la plataforma Alissa Clinical Informatics permite
la automatizacion de los procedimientos operativos estandarizados con el fin de incrementar significativamente la eficiencia del flujo de trabajo del

laboratorio y de sus practicas rutinarias.

Respuestas de confianza. Juntos.

Declaracion del uso previsto

El software Alissa Interpret esta disefiado para el almacenamiento, visualizacion y anotacion de variantes
usando fuentes de datos publicas, comerciales e internas de los usuarios. Permite a los usuarios configurar
flujos de trabajo para realizar o automatizar la clasificacion de variantes genéticas. Proporciona funciones de
registro de evaluaciones de variantes y de elaboracion de informes de analisis de variantes. Las capacidades
de integracion permiten el intercambio automatizado de la informacion de variantes y de informes con los
sistemas de software externos.

El software Alissa Interpret esta disefiado para ser utilizado por profesionales de laboratorio cualificados,
genetistas clinicos y patélogos moleculares como una plataforma de software de ayuda en la toma de
decisiones para el andlisis e interpretacion de variantes genéticas identificadas en muestras humanas en el
contexto de la informacion clinica registrada para una muestra.

MAS INFORMACION:
www.agilent.com/lifesciences/alissa

Péngase en contacto con nosotros a través del
correo electronico cad.info@agilent.com
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