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Documentacéo técnica:

Desafios em patologia molecular:
avaliar variantes de NGS e reportar
descobertas acionaveis

Visao geral
Neste estudo de caso,
vocé aprendera:

»Como os laboratérios de patologia que
adotam a tecnologia NGS podem melhorar
significativamente os tempos de espera
através da automacéo de seus protocolos de
interpretacdo e geracao de relatorios.

+ Como o Alissa Interpret permite que os
laboratérios automatizem os POPs de avaliacdo
de variantes e elaborem relatorios sobre
descobertas acionaveis.

Introducao

Os laboratorios de genética clinica e patologia molecular estao enfrentando
novos desafios com o advento do Sequenciamento de nova geracao (NGS).
Este breve documento técnico ilustra como os recursos acessiveis do Alissa
Interpret da Agilent, o mddulo de avaliacdo de variantes da plataforma

de informatica clinica Agilent Alissa, podem atender de forma eficiente

as necessidades de automacao de analise de amostras e de geracao de
relatorios de laboratorio. Como ilustracdo desses recursos de automacao,
ilustramos esses recursos no contexto da patologia molecular.

Caso

Como exemplo, tomamos o resultado de um kit de captura de painel de genes,
representando cerca de 50 genes de cancer bem conhecidos e caracterizados. Apos

o0 processamento em laboratorio e a analise de dados brutos para chamar as variantes
de SNP e InDel da saida do sequenciamento, as variantes identificadas resultantes
(disponiveis como um arquivo VCF) sdo carregadas no Alissa Interpret, como uma Unica
amostra ou um lote de testes. As variantes resultantes estao disponiveis como resultados
de laboratorio no registro do paciente em mao, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Os arquivos Vcf com SNPs e Indels estéo ligados ao registro de amostra do
paciente oncologico. Um total de 169 variantes esta disponivel para analise.

Resumo da conclusdo

0 Alissa Interpret permite uma aceleracdo muito significativa, bem como a
padronizacéo do fluxo de trabalho no contexto da oncologia clinica.
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| Estudo de cas

Agora, a funcéo Analise permitira executar automaticamente um Procedimento operacional padronizado nas variantes identificadas. As etapas
de andlise e interpretacdo sdo representadas como uma arvore de decisdo, que foi previamente construida e validada em vérias amostras de
cancer com resultados conhecidos. As variantes fluem através da arvore de deciséo e séo classificadas de acordo com o protocolo.

Os laboratorios geralmente desejam realizar etapas de filtracdo como mostrado na Figura 2:

* Presenca em bancos de dados publicos que representam variantes frequentes. Este protocolo especifico marcara as variantes como
"benignas" assim que 2 de 3 bancos de dados (Exome Variant Server, 1000 Genomes e dbSNP) tiverem esta variante com uma frequéncia
de alelo menor acima de 1%.

+ Um efeito de transcricdo diferente de "sindnimo". Apenas as variantes com um efeito provavel em proteinas s&o consideradas.

+ Uma verificacdo em relacdo a uma série de bancos de dados personalizados. Nesse caso, os seguintes bancos de dados foram configurados:
* o banco de dados de variantes de cancer COSMIC;
+ uma selecdo de variantes que este laboratério organizou usando recursos online, como o PubMed;

+ as variantes conhecidas e curadas de TP53 e BRCAT de bancos de dados de locus especifico, como escolhido e validado pelo
laboratorio;

+ uma selecéo de variantes ClinVar relevantes para oncologia;

* um banco de dados especifico de laboratério de marcadores genéticos com medicamentos conhecidos.
Esta arvore de classificacdo representa apenas uma ilustragdo — estéo disponiveis muitos mais filtros, bancos de dados, algoritmos de software
e estratégias através da plataforma de informatica clinica Alissa. Os exemplos incluem comparacdo de amostras de tumor versus saudavel,

analise de heranca para marcadores de linha germinal, varios algoritmos de software de previséo, célculo e uso de estatisticas de frequéncia
para grandes conjuntos de amostras e muito mais. Além disso, a plataforma pode ser personalizada e adaptada as necessidades do laboratorio.
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Figura 2. Uma estratégia de filtragao bésica representada como uma "arvore de deciséo" validada e armazenada. Variantes percolam através da arvore e recebem
uma classificacao. Elas podem entéo ser analisadas e incluidas em um relatério.

Imediatamente, o protocolo identificou uma variante patogénica que ¢ marcada para anélise e geracédo de relatério. A Figura 3 mostra a
lista curta — neste caso, uma variante bem conhecida com medicamento conhecido que o laboratério anotou em seu banco de dados.
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Effect Benign  Likelybenign VOUS  Likely pathogenic  Pathogenic  Not Classified Total
frameshift 0 0 0 0 a1 4
nonsynonymous a1 0 0 1 1 19 52
stopgain 0 0 0 0 0 2 2
e S > = 2 L2
Not specified 12 19 0 0 0 0 3
Total 74 37 0 1 1 g2 175
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Figura 3. As variantes resultantes —neste caso, uma unica variante é identificada e marcada para geracao de relatorio. Estéo disponiveis varias ferramentas
adicionais: (a) verifique se isso foi visto antes no laboratorio, (b) conecta com varios recursos da internet, (c) viséo geral de todas as informacdes de variantes,
(d) notacdes c. e p., (e) graficos de barras que mostram ocorréncias em outras amostras no banco de dados, bem como em bancos de dados denominados
"listas de variantes gerenciadas".

Como um passo final no fluxo de trabalho, o Alissa Interpret permite a criacdo de relatdrios de laboratdrio através de um conveniente sistema
de modelos. Estdo disponiveis modelos padrao, mas tipicamente, os modelos sdo personalizados segundo as necessidades dos relatorios e
aos requisitos de layout do laboratério.

0 poder deste sistema de modelos estd em suas capacidades de automacéo:

* Inserir automaticamente comentarios de texto com base no contelido da analise. Por exemplo, quando esta variante particular de BRAF
p.Val600Glu estiver presente, o modelo de relatério pode ser configurado para inserir automaticamente informacdes sobre o gene BRAF,
nesta variante especifica, bem como sobre medicamentos conhecidos para esta variante ou sobre ensaios clinicos vinculados a um banco
de dados interno.

* Gerar automaticamente paragrafos com descobertas.
* Gerar automaticamente as tabelas globais das variantes consideradas relevantes.
* Incluir automaticamente protocolos, avisos legais, sugestdes de acompanhamento.

* Incluir automaticamente informacdes sobre versdes de banco de dados, versées de protocolo, ...
para fornecer rastreabilidade completa em um contexto clinico.

A Figura 4, um relatério elaborado automaticamente, personalizado para as necessidades de um laboratério, pronto para analise,
processamento, download ou exportacdo como arquivo PDF ou Word é mostradona Ultima péagina deste estudo de caso.

Alissa Interpret NGS - Conclusao

0 Alissa Interpret permite uma aceleracdo muito significativa, bem como a padronizacdo do fluxo de trabalho no contexto da oncologia clinica —
ajudando os laboratdrios de patologia e genética, mas também fornecendo relatorios informativos e personalizados aos oncologistas.

Caso deseje saber mais, peca uma demonstracdo do sistema através de www.agilent.com/lifesciences/alissa.
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Declaracao de uso pretendido

0 software Alissa Interpret destina-se ao armazenamento, visualizagéo e anotacao de variantes usando
fontes de dados publicas, comerciais e internas de clientes. Ele permite que usuarios finais configurem
pipelines para desempenhar ou automatizar a triagem e classificacéo de variantes genéticas. Fornece
recursos para registro de avaliagdes de variantes e a elaboracao de relatorios de analise de variantes.
Os recursos de integragdo permitem a troca automatizada de variantes e de informagoes de relatorios
com sistemas de software externos.

0 software Alissa Interpret deve ser utilizado por profissionais de laboratério, 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.

Figura 4. Um exemplo de um relatério automaticamente
elaborado com base em um modelo de relatério.

Observacao: Os relatorios podem ser totalmente
personalizados para as necessidades do laboratorio, tanto
no contetido como no layout.

(a) todas as informacdes sobre a amostra, descobertas,
informacdes publicas, bancos de dados, anotacées de
literatura... podem ser incluidas em um modelo;

(b) visdes gerais de facil leitura de variantes, com

suas varias caracteristicas (profundidade de leitura,
nomenclatura, transcricoes, definicdes de genes,
classificacdo etc.) podem ser incluidas nas listas de tabelas;

(c) o texto gerado automaticamente pode ser inserido

de uma maneira coerente ao contexto: se a variante x
ou o gene Y ocorrer nas descobertas relataveis, sera
incluido o texto pré-configurado correspondente. Nesse
caso, o cabecalho "informacdes do gene afetado” inclui
automaticamente uma secéo sobre o gene BRAF, porque
essa variante foi relatada.
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Respostas confiaveis. Juntos.

0 Alissa Interpret & um dispositivo médico isento de classe | dos EUA, um dispositivo de diagndstico in vitro da Europa CE e um dispositivo de diagnastico in vitro do Canada e da Austrélia.
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