Estudo de caso:

Analise genomica integral de dados :
complementares de microarray e de sequenciamento
de nova geracao (NGS para diagnosticos clinicos)

Visao geral
Neste estudo de caso,
vocé aprendera:

» Como o Greenwood Genetic Center (GGC)
retne os resultados de NGS e Arrays em
testes genéticos de rotina para melhorar o
rendimento diagndstico.

« Como a plataforma Alissa Interpret permite
uma integracéo perfeita de variacdes no
naimero de copias e moleculares.

+ Umaiilustracdo sobre como o GGC usou esse
recurso para abordar um caso de diagnostico
de cornea frégil.
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Introducéo

Recentemente, o sequenciamento de nova geracao (NGS) provou sua utilidade
diagnostica para uma gama crescente de aplicacdes clinicas. A intencéo é
substituir uma infinidade de ferramentas primarias de diagnéstico molecular,
como sequenciamento Sanger, gPCR, MLPA e analise do niimero de copias
baseada em microarranjos (aCNA), por uma metodologia tnica. No entanto, a
extracdo de variacdes do nimero de copias (CNVs) a partir de dados de NGS
tem sido desafiadora. Neste estudo de caso, o Greenwood Genetic Center ilustra
a aplicacdo bem-sucedida de NGS e aCNA como métodos complementares de
diagnostico clinico. Esta ilustracdo € um exemplo de como o médulo de software
Alissa Interpret serve como uma plataforma integrada de analise de dados,
permitindo uma analise conjunta de resultados dos ensaios de hibridizacao
gendmica comparativa (CGH) e NGS.

Caso

Um bebé de 2 meses de idade, do sexo masculino, foi encaminhado com ceratoglobo, esclerdtica
azul e reflexo vermelho anormal nos olhos (Figura 1). O histérico familiar desses achados clinicos
e de outros disttrbios relacionados foi negativo. O diagnéstico inicial apontou para a sindrome

da cornea fragil (autossémica recessiva) ou osteogénese imperfeita (autossémica dominante)
usadas para identificar os genes candidatos responsaveis pelo fendtipo do paciente.

Figura 1. Afigura retrata o habitus
do probando, bem como o detalhe do
ceratoglobo e da esclera azul.

Resumo da concluséo

0 laboratdrio do Greenwood Genetic Center (GGC) obteve uma determinacao rapida e precisa
das alteracdes gendmicas causadoras de doencas usando o Alissa Interpret da Agilent, o
madulo de automacéo de avaliaco e geracéo de relatario de variantes na plataforma Alissa de
informatica clinica para NGS. A GGC superou o desafio de extrair CNVs, a partir de dados de
NGS, em uma analise integrada em ambos os fluxos de trabalho, para aCNA e NGS, obtendo um
ganho de eficiéncia significativa na pratica de rotina.
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Métodos e resultados

B

Inicialmente, o Laboratério de Citogenética do Greenwood Genetic Center (GGC) realizou a aCNA usando a plataforma Affymetrix Cytoscan HD. Os dados de
microarray foram analisados usando a plataforma Intepret do Alissa. Das nove regides de CNV identificadas, seis eram delecées cromossomicas.

0 alinhamento dessas regiées com genes do OMIM revelou uma perda do ntimero de copias de um segmento de 114,1 kb no cromossomo 16. Essa delecao
abrange todo o locus ZNF469 que é conhecido por ter uma funcao estrutural e regulatéria na montagem de fibras de colageno e foi associada a sindrome de

cornea fragil tipo 1.

Essa observacéo foi seguida por um novo sequenciamento, direcionado, baseado em NGS, de 31 genes, conforme representado no painel de tecido conjuntivo
do Laboratdrio de diagnosticos do Greenwood Genetic. Eles usaram uma estratégia simples para extrair variantes relevantes para a doenca (Figura 2).

As variantes benignas foram removidas pelo alinhamento dos dados de NGS com os seguintes bancos de dados publicos, que foram acessados através do

Alissa Interpret:

* Exome Variant Server
+ dbSNP
+ 1000Genomes

Bem como com os proprios dados de referéncia para variantes comuns do GGC, como mostra a Figura 3.
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Figura 2. Estratégia de filtro
de variante do Laboratorio de
Genética do Greenwood para
dados de NGS baseados em
resultados de aCNA.

Benlgn Variant

The Benign Variani fitter filters a list of variants based on their presence in a controlled sat of benign
variants or reference sel. Select and configure the sets you want 1o inciude in the filtaring.
Combinations. of multiple sets can be applied such that a variant goes to the MATCH output when
the variant Is found in all, any, or @ minimal number of sets.
Conditions
Match Any of the following conditions:
dbSNF
diSNP Allele frequancy 0.1
dbSNP Allele count 200
dbSNP Validation Status validated
dbSNP Suspicion Flag nolt sapected false
1000 Genomes
1000 Genomes Aliele frequency 0.0
1000 Genomes Allele count 200
ESPE500
ESPE500 Allele frequency 0.01
ESPE500 Allele count 200
Gleeson_Exome_refersnce_set
Gleeson_Exome_relarence_sot Allele frequency 0.0
Gleeson_Exome_reference_sot Allele count 200
ALL Exoms_refersnce set
ALL Exome_reference_set Allele frequency 0.0t
ALL_Exome_reference_set Allele count 200

Figura 3. As variantes sdo restringidas com base em
parametros de qualidade de dados, como a profundidade
de leitura > 20 (ndo mostrada). As variantes benignas
presentes em um banco de dados privado, bem como
aquelas presentes nos bancos de dados publicos (EVS,
dbSNP, 1000Genomes) com uma frequéncia alélica > 1%
sdo, entdo, eliminadas. O Greenwood também incorporou
seus proprios exomas como referéncia.
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0 Greenwood combinou os resultados de aCNA e NGS no Alissa Interpret, mapeando a localizacdo de variantes potencialmente patogénicas
de alta confiabilidade as seis regides deletadas nesse paciente (Figura 4 ).

Apenas uma variante, uma delecdo de nucleotideo (nico, estava localizada dentro da delecao de 114,1 kb no cromossomo 16, causando
um deslocamento do quadro de leitura no alelo ZNF469 restante (Figura 5). Como é evidente a partir da literatura publicada revisada pelo

Greenwood, esse resultado é consistente com um disturbio autossémico recessivo do tecido conjuntivo, sindrome da cérnea fragil 1, nesse
paciente.
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Figura 4. Integracdo de dados de aCNA para restringir o nimero de variantes potencialmente causadoras de doencas. Aqui, seis regioes mostrando
perda do numero de copias, baseadas em dados de microarray, sdo usadas pelo Laboratorio de Genética do Greenwood para identificar genes
candidatos responsaveis pelo fenotipo do paciente.

Validacéo

As conclusées acima foram validadas por qPCR para a heranca paterna da delecédo de 114,1 kb, resultando na diminuicéo da dosagem
gendmica da sequéncia exonica do alelo ZNF469, no pai e no probando.

Além disso, 0 sequenciamento Sanger confirmou a delecéo de um Unico nucleotideo causador de deslocamento do quadro de leitura do
alelo ZNF469, na méae e no probando, na configuracéo heterozigotica e hemizigotica, respectivamente.
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Figura 5. Lista de variantes potencialmente causadores de doencas resultantes da estratégia de filtragem do laboratério. A abordagem identificou
uma Unica mutacdo de deslocamento de quadro de leitura em uma regido heterozigdtica deletada. O gene é conhecido por causar a sindrome de
cornea fragil 1, autossomica recessiva, consistente com o fendtipo do paciente.



Resumo

ara diagnosticos clinicos)

Em concluséo, o exemplo acima demonstra uma maneira rapida e eficaz de integrar a analise de dados gendmicos na determinacéo precisa
de alteracées genoémicas causadoras de doencas usando o Alissa Interpret. Laboratério de Genética do Greenwood ilustrou como os recursos
de integracéo de dados especificos da plataforma de informética clinica Alissa permitiram que a automacéo de Procedimentos Operacionais
Padronizados trouxesse ganhos de eficiéncia significativos para o fluxo de trabalho e a pratica de rotina do laboratorio.

Respostas confiaveis. Juntos.

Declaracao de uso pretendido

0 software Alissa Interpret destina-se a armazenamento, visualizagdo e anotacéo de variantes usando fontes
de dados publicas, comerciais e fontes internas de clientes. Ele permite que usudrios finais configurem
pipelines para executar ou automatizar a triagem e classificacao de variantes genéticas. Fornece recursos
para gravacdo de avaliagdes de variantes e a elaboracéo de relatorios de analise de variantes. Os recursos
de integragdo permitem a troca automatizada de informagdes de variantes e de relatdrios com sistemas de
software externos.

0 software Alissa Interpret deve ser utilizado por profissionais de laboratorio, geneticistas clinicos e
patologistas moleculares treinados, como uma plataforma de software de suporte as decisoes de analise
e interpretacéo de variantes genéticas, identificadas em amostras humanas, no contexto das informagdes
clinicas registradas para uma amostra.
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