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¢, QUE SIGNIFICA SECUENCIAR EL ADN?

“Lectura del ADN”

!
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¢, Qué estudiamos mediante secuenciacion?

GEN
v . x
chromosome N\ Intron tron on
IVl
Intron =
-

©2013 Encyclopadia Britannica, Inc.

EXONES + REGIONES INTRONICAS
FLANQUEANTES
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NOI\/IENCLATURA DE LAS VARIANTES

DNA 8.31162G>C
NG_032806.1

c.1473G>C

cDNA Ex6n 11

NM_025009.4

HGv§f

HUMAN GENOME -
VARIATION SOCIETY

PROTEINA

p.Lys491Asn
NP_079285.2
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SECUENCIACION DEL ADN

SECUENCIACION MASIVA NS)

preinnt
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(30-100 pb)/analisis

1 lectura 500-800 pb/analisis Muchos exones y muchos genes
Exon por exon de 1 gen ‘fm Hospital General de Villalba

Frederick Sr SaludMadrid B2 comunidad de Madrid
1918-2013

Millones de lecturas




ABORDAJE DEL ESTUDIO
DIRIGIDO MENOS DIRIGIDO

SECUENCIACION SANGER SECUENCIACION NGS
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Ejemplo de un secuenciador: NextSeq
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NGS: ANALISIS DE DATOS

1. OBTENCION SECUENCIAS 2. ALINEAMIENTO

Genoma de Referencia ﬂ ?.’
¢

= v
= N
5,

|

3. LLAMADA Y ANOTACION DE VARIANTES
(NOMENCLATURA)

~
M~

A0 " VS

4. CLASIFICACION Y CATEGORIZACION ~
VARIANTES. INFORMES A T AN
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C,QUE CASOS ESTUDIAR POR NGS Y A QUIEN?

* Enfermedades heterogéneas
* Epilepsias
* Neuropatias
 Distrofias musculares

* Cardiopatias (5 é) (B IJ__I J> <L s

, ]
* Cancer

. . _ A A
e Discapacidad intelectual
e Sorderas _ , o

_ ) NO siempre es la primera aproximacion para el

* Retinopatias estudio genético.
e etc

Valoracidn por servicio GENETICA.
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Neuropatia hereditaria sensitiva y motora

>60 genes asociados a CMT
Genes Implicados en la estructura y funcién

del axdn y/o mielina

Valoracion por Servicio de Genética
- Clinica, historia familiar etc.

Gen =

W% 0w

RERREE |

T I I

T TR @9 Autosémico Autosémico Ligado al X
) DOMINANTE RECESIVO 10-15%
rom. CMT1 40-50% Bai ’
Sexuales % aja CMTX
X/Y CMT210-15%  grecyencia

Formas Intermedias CMT4

Algoritmo diagndstico CMT (FJD)

1) Descartar CMT1A
(MLPA (duplicacion /delecion PMP22): >50%

de los casos

2) Estudio del resto de genes asociados a CMT
NGS para >60 genes

.
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APROXII\/IACIONES DIAGNOSTICAS DE NGS

PANEL DE GENES
(paneles reales)

Secuenciamos y analizamos los
genes que estan incluidos en el
panel

No es posible estudiar otros genes

Mayor sensibilidad

EXOMA CLINICO

A
S *

(paneles virtuales)

Secuenciamos ~4700 genes asociados
a enfermedad y filtramos por los
genes de interés segun sospecha

clinica

Capacidad de reanalizar y estudiar

mas genes

Mayor numero de variantes de
significado clinico incierto y de

hallazgos inesperados

.
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INVESTIGACION vs DIAGNOSTICO

w

Validacion
técnicas/paneles

EXOMA COMPLETO > EXOMA CLINICO
GENOMA COMPLETO PANELES GENES

INVESTIGACION DIAGNOSTICO
GENETICA GENETICO
Casos no resueltos

Busquedas de
nuevos genes k

i
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Clasificacion
variantes

Literatura
cientifica

Programas

prediccion

Detallada historia
clinica

SECUENCIACION NGS
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CLASIFICACION DE LAS VAR'ANTES

Joumal of Human Genetics (2016) 24, 2-5

Standards and guidelines for the interpretation of sequence e © 08 i st A g e 5.6 HHCOpen

o nature comiejhg

variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology

Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD*', Sherri Bale, PhD?, David Bick, MD*, Soma Das, PhD®,

Guidelines for diagnostic next-generation sequencing

¢ . : ijs*1¥, Erika Souche!*, Mariélle Alders?, Anniek Corveleyn', Sebastian Eck?, Ilse Feenstra®,
Julie Gastier-Foster, PhD*’#, Wayne W. Grody, MD, PhD*'*", Madhuri Hegde, PhD", Gert Matthijs™ % Eri e LOers <5 > Sebash . b >
Elaine Lyon, PhD™, Elaine § or, PhD*, Karl Voelkerding, MD' and Heidi L. Rehm, PhD'; Valérie Race!, Erik Sistermans®, Marc Sturm®, Marjan Weiss®, Helger Yntema®, Egbert Bakker’, Hans Scheffer?

on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee and Peter Baues®
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SNVs (SNPs)

SNVs: variaciones en la secuencia de ADN de un nucledtido

Paciente 1

Paciente 2

>15,000,000 SNVs en el genoma humano
~ 3 — 4 millones SNVs por individuo

No se informan los SNVs (variantes benignas)
Solo variantes con una frecuencia alélica baja (<3%)
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https://www.youtube.com/watch?v=PisVO-3sp8Q
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., Como clasificamos las variantes ?

Bases de

dbSNP datos
Short Genetic Variations poblacionales

ExXAC Browser (Beta)

Bases de
datos
clinicas

YEARS

Human Genetics Knowledge
for the World

. DECIPHER
g/ GRCh37 I Hous ' Clasificacién/priorizacién

LOVD LOVD v.3.0 - Leiden Open Variation Database de las variantes

e o vnon ounse ONline gene-centered collection and display of DNA variations

.
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Bases de datos cllnlcas

YEARS

Human Geneties Knowledge
for the World

ContactUs  MIMmatch  Donate -

OMIM*

Online Mendelian Inheritance in Man®

An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders
Updated November 17, 2017

Search OMIM for clinical features, phenotypes, genes, and more Q

Advanced Search : OMIM, Clinical Synopses, Gene Map
Need help? : Example Searches, OMIM Search Helpy, OMIM Tutorial

Mirror site : mirror.omim.org

OMIM is supported by a arant from NHGRI, licensing fees, and aenerous contributions from people fike you.

Make a donation!
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El portal sobre enfermedades raras y
medicamentos huérfanos

«Ninguna enfermedad es tan rara como
para no merecer nuestra atencion»

Nuestros servicios

.
> X —= i ‘
a9 .
34 - <> 9
& X —

para consultar

GeneReviews®

Margaret P Adam, Editor-in-Chief; Senior Editors: Holly H Ardinger, Roberta A
Pagon, and Stephanie E Wallace. Molecular Genetics: Lora JH Bean, Heather C
Meffard, and Karen Stephens. Genetic Counseling: Anne Amemiya and Nikki
Ledbetter.

Seattle (WA): University of Washington. Seattle; 1993-2017.
I55N: 2372-0897

Copyright and Permissions

 Search GeneReviews |

GeneReviews Advanced Search Help

- %0

Inventario, clasificacion y Inventario de medicamentos
enciclopedia de enfermedades huérfanos
raras, con los genes
implicados

Directorio de asociaciones de
pacientes

Directorio de profesionales e
instituciones

& /s

Directorio de
clinicos que ofrecen pruebas
diagnésticas para
enfermedades raras

Directorio de

Directorio de proyectos, Coleccién de informes
ensayos clinicos, registrosy || teméticos, los Informes de
iobancos activos Orphanet

Q ‘ Buscar una enfermedad

A |
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SaludMadrid 2] Comunidad de Madrid



£ 7 };:\ -I-I ':’

" é ' g e : =
o \ x ; l ‘ . Q :;b;‘v > By 4 ‘

., Como clasificamos las variantes ?

Literatura
cientifica

Bases de
datos

Programas
prediccion

Mutati

iv'l mutation t stingl
T Human Splicing Finder

T P SO Clasificacion/priorizacion
de las variantes

This mutation is predicted tobe  POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.855 (sensitivity: 0.83; specificity: 0.93)

0.00 0.20 0,40 0.60 0,80 1,00

.
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Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology
Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD*'¢, Sherri Bale, PhD? David Bick, MD*, Soma Das, PhD?,
Julie Gastier-Foster, PhD%”%, Wayne W. Grody, MD, PhD*'%"!, Madhuri Hegde, PhD",

Elaine Lyon, PhD", Elaine Spector, PhD', Karl Voelkerding, MD™ and Heidi L. Rehm, PhD'*;
on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

P Ewopean Joumal of Human Genetics (2016) 24, 2-5 EJHG
& 2016 Macnillan Pubiishers Limited AN righs reserved 1013481306 ()Ilen

W nature. comiejhg

Guidelines for diagnostic next-generation sequencing

Gert Matthijs*"®, Erika Souche'®, Mari¢lle Alders?, Annick Corveleyn', Sebastian Eck®, llse Feenstra®,
Valérie Race!, Erik Sistermans®, Marc Sturm®, Marjan Weiss®, Helger Yntema®, Egbert Bakker’, Hans Scheffer*
and Peter Bauer®

Patogénica

Detallada
historia clinica

INFORME de
UTILIDAD CLIiNICA

.
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SaludMadrid 2] Comunidad de Madrid
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PANEL DE GENES
(paneles reales)

Secuenciamos y analizamos los
genes que estan incluidos en el panel

Caso 1: Cancer de mamay
ovario familiar

A |
‘AM Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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Panel real

Caso 1: Cancer de mama y ovario familiar

?

KServicio de Genética\ Motivo de consulta: Mujer de 34 aios derivada de Oncologia

por Carcinoma ductal infiltrante.

Antecedentes familiares:

Madre cdncer de mama (dx a los 59)
Abuela materna cancer de ovario (fallecida a los 59 anos)
2 tios maternos con cancer de mama
Abuela paterna con cancer de ovario
Tia paterna con cancer de mama

1:4

Loe b

1:1 1:2

g ¥ ¥ H 2 DTe IO B0

1:5 1:6 1n:9 11:10 11 12 111:13 11:14 11:15 111:16

e O 0 4 o0 O

Vi1 K v:2 v:3 v:4 V:5 V:6

.
‘AM Hospital General de Villalba
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V] & ? | Panel real. Resultado A

Caso 1: Cancer de mama y ovario familiar

v" Panel de 17 genes asociados a susceptibilidad de padecer cancer de mama y/o ovario: BRCAL,
BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CDH1, PALB2, CHEK2, ATM, NBN, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (exones
6-7-8-10), BRIP1, RAD51C y RAD51D,

v Interpretacion de variantes detectadas (VariantStudio v3.0)

s VarantStaet 10

- "‘ o Literatura
BRCA?2 (13g13.1) - cientifica

=xon 11
SEIEEC (5 s SRR
=1 NM_000059 (NP_000050) -

Bases de
prediccion datos

where cgronsl

... No descrita en poblacion general -
i ni en la literatura =

Cododn de parada prematuro
(efecto deletéreo)

Validacion ’

CIL e

~. Variante probablemente | .
r . "‘M Hospital General de Villalba
patogénica (Clase 4)

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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Caso 1: Cancer de mama vy ovario familiar

! ) ?

o8 B H 2 ¥ ¥ H ¥ e 1o %2 K

.2 2 ¢ Qo

Vi1 R

Estudio de otros familiares afectos. -
. s o po ., . . . "‘M Hospital General de Villalba
Segregacion Sl: reclasificacion variante patogénica BB Comunicas 40 s

SaludMadrid
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Resultado B

Caso 1: Cancer de mama y ovario familiar

Tharmna VanamtStuho
tooe c o | By W
o 4
Iy $ 4 * o) 2%
Arotals  Catom  Cstom Gene  Amotation  SetOefalt  Acply Csssfcatorn  View Camsficaton  Claswicaton
= Arolaton  Arrotaten Cptors  Trarecrets from Dotabace Catadane fettrgn
" D —————————————— freq o
Gene
T — "o how 1 TN - BAG *.0 e A [ K %
ST o 1 anne -4 N P 1P_O01041631. Lo, bl N " ARy PASS 0006 W 2
7 b Lt Z A W 0SS - “ 3is8Ard O " DOC e s )
. foleeh = 2 s z = b pesteype A
Excie Ut
"
®

- El resultado de este estudio no es informativo, ya
-~ que no se ha identificado la causa genética de su
== enfermedad. Por tanto, el asesoramiento tendra

Qnerpthogers

- que basarse exclusivamente en los antecedentes

“* personales y familiares.
~. Se recomienda seguimiento clinico del paciente.
~ El paciente debe recibir asesoramiento genético en

== Una consulta especializada.

P retry

Literatura
cientifica

gramas Bases de

prediccion datos

.
‘AM Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid



Aproximaciones diagnosticas: Casos practicos

EXOMA CLINICO
(paneles virtuales)

Secuenciamos ~ 4700 genes asociados
a enfermedad y filtramos los genes de
interés segun sospecha clinica

N
> .
% /
Jmee—
7

Caso 2: Retraso madurativo
con microcefalia

A |
‘P‘M Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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Caso 2: Discapacidad Intelectual y microcefalia

Servicio de Pediatria

AR AN

Servicio de Genética

s Citogenética: Cariotipo 46,XX normal
Array CGH 60K normal

Motivo de consulta:
Nifia de 15 afnos, en seguimiento por: Q

v'Discapacidad Intelectual
v'Retraso del lenguaje
v'Microcefalia

A
‘AM Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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Panel virtual

‘C‘aso 2: Discapacidad Intelectual y microcefalia

<

Exoma clinico: NGS de 4813 genes (panel virtual DI)

<

Filtrado de 134 genes asociados a DI

v Interpretacion de variantes detectadas (VariantStudio v3,0)

Literatura
cientifica

Detallada historia

Bases de
datos

Programas

prediccidn clinica

A

1 DEIE £ 520T0.5)
G A X = 1 D12414.30 3056 2)
1P 0%5%.2p.Ser 10571

18 555525 L AsnTaser
18 0754 1pAeg
4 001904 32 23200 )

!!!!!!§$‘Q§§ﬂ§§§ﬁg§‘
%

=1
daddnddadaddndawadn

#
5 alalwlmle il g el alele

&
B 4888888 E NS S NSEBESES
HEEUEIEEA PPN I I I

OSSR RSt o A A A RS S

otinfo 1 9] Show Girker - 7] Show Cosmic:

134 Genes estudiados

ABCD1 DNM1 IQSEC2 OFD1 SHANK3
ACSL4 DYNC1H1 KCNJ10 OPHN1 SLC16A2
ADNP DYRK1A KDMS5C oTC SLC2A1
ALG13 EHMT1 KIAA2022 PAK3 SLC6A1
ANKRD11 FGD1 KIF1A PCDH19 SLC6A8
AP1S2 FLNA L1CAM PDHA1 SLCOA6
AP4B1 FMR1 LAMP2 PHF6 SMARCA2
ARHGEFS FOLR1 LINS PHF8 SMARCA4
ARID1B FOXG1 MAN1B1 PIGA SMARCB1
ARX FOXP1 MAOA PIGN SMC1A
ATP7A FOXP2 MBD5 PLP1 SMC3
ATRX FTSJ1 MECP2 PNKP SMS
BRWD3 GAMT MED12 POGZ ST3GAL3
CA8 GATM MED13L PORCN STXBP1
CACNA1A GDI1 MED23 PPT1 SYN1
CASK GPC3 MEF2C PQBP1 SYNGAP1
CC2D1A GRIA3 MID1 PTCHD1 TCF4
CDKL5 GRIN1 NDP PTEN TIMMS8A
CHD2 GRIN2A NDUFA1 PTPN11 TRAPPC9
CHD7 GRIN2B NHS RAB39B TUSC3
CHDS8 HCN1 NIPBL RAD21 UBE2A
CNTNAP2 HDAC8 NLGN3 RAIL UBE3A
CREBBP HNRNPU NLGN4X RPL10 UPF3B
CcuL4B HOXA1 NRXN1 RPS6KA3 VPS13B
DCX HPRT1 NSD1 SATB2 WDR45
DHCR7 HUWE1 NSUN2 SCN2A ZEB2
DLG3 IDS OCRL SCN8A

.
‘AM Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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Caso 2: Retraso madurativo y microcefalia

Panel virtual

v' Exoma clinico: NGS de 4813 genes (panel virtual microcefalia)

v’ Filtrado de 58 genes asociados a microcefalia

v’ Interpretacion de variantes detectadas

Genes analizados

KIF11
LIG4
MCPH1
MECP2
MED17
MFSD2A
NBN
NDE1
NHEJ1
ORC1
ORC4
ORC6
PAFAH1B1
PCNT
PNKP
POMT1
PQBP1
RAB18
RAB3GAP1
RAB3GAP2

RBBP8
SLC25A19
SLC2A1
SLC9A6
STIL
TCF4
TRAPPC9
TSEN2
TSEN34
TSEN54
TUBB2B
TUBGCP4
TUBGCP6
UBE3A
VPS13B
WDR62
WWOoX
ZEB2

AP4M1
Thutrmna VaramtStaho 1.0 & x
IR e o "o ARFGEF2
) y )
i o vt Bt M ASPM
= Arotaton Cpmors. e from Database
: ATR
Literatura
cientifica ATRX
= I oy CASCS5
o & CASK
U 8 hom
—— Detallada
- ; CDK5RAP2
e i — Programas| Bases de . L
, — il historia clinica CDKL5
- prediccion datos
- o
CDT1
CENPJ
a v
w’i Gene Genotype | Chr | Coordinate dbSHP ID Type Variant | Exonic Fit... o} C E P 1 3 5
1 PASS
11+ orce et 2 e 913 NM_IB1742. 3.2 763-40_T63-5deTT STONGIETE.. deeton  GAASGAAIG yes  PASS CEP152
CTNNB1 het 3 41280807 - 1515 NM_001904.3:c.2320C>T NM_001904.3:c.2320C>T(p.=) 154135386 snv CxCfm yes PASS CEP63
e et 4 56641135 - 1% NH_025008, 4. 147362C P _079285,2 Lys45145n v GG e PASS
o3t et 4 56885717 - 2325 N _025009.4c. 321145 1B_075285.2:p Lys 107 Ter SOOI s AT g PASS CTNNB1
RABIS et 10 26 BED W _0D1256410. :c. 330827 Gton  |CTTSC/CT yes  PAGS
RAB13 het 10 27830273 - Bf8 NM_001256410. 1:c.*3307_*3308delTT 15775373330 deletion CTT=CT/C  yes PSS DYRKlA
ORCS et 15 73S w77 NM_014321, 3., *623_6300UpGATAGATA EVLTEZ  eEn  GXGEA. v PASS EFTUD2
2 FOXG1
s IER3IP1
Oew Fers otk V] Show Custom Mrotatons. . ow Gt [V Shom Coame
-

.
‘AM Hospital General de Villalba

Comunidad de Madrid

SaludMadrid
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Panel virtual

CésoAZ.: Retraso madurativo vy microcefalia. Gen CEP135

| Microcefalia autosomica

Alelo paterno
recesiva (MIM611423)

CEP135 (4912) e
¢.1473G>C (p.491Asn) o

Central Nervous System
- Mental retardation, severe
5

Exén 11; NM_025009

ted consanguineous Pakistani families have been reported (last curated March 2017)

Two unrelat
MOLECULAR BASIS
- Caused by mutation in the 135-kD centrosomal protein gene (CEP135, 611423.0001)

chrd:56.841135

|

R O p—— 1:1 [:2
o |A0 . .
€:43 47%, 28+, 15-)
6149 (53%, 29+, 20-)
T:0

’ I:1

No descrita en poblacion general nien la - . s
, SIS L Confirmaciony
literatura. Prediccion patogénica

) segregacion
Probablemente patogénica por Sanger
(Clase 4)

Alelo materno ’

CEP135 (4q12)
€.3211A>T (p.Lys1071%)
Ex6n 23; NM_025009

chr4:56.885.717

:40 (48%, 13+, 27-)

0
0
:43 (52%, 15+, 28- )

No descrita en poblacidn general ni en

la literatura. Codon parada prematura

Probablemente patogénica
(Clase 4)



-\ c [k X CONCLUSIONES NGS

La NGS permite secuenciar muchos genes
| simultaneamente, mejorando el rendimiento
diagnostico

Su principal limitacién/reto son las variantes de
| significado clinico incierto y hallazgos
Inesperado o secundarios

Es fundamental disponer de una buena historia clinica del paciente
@ para orientar el diagnéstico clinico y realizar informes genéticos Utiles

La NGS tiene limitaciones y un resultado no informativo NO
significa que sea un resultado negativo

A |
‘P‘M Hospital General de Villalba

SaludMadrid Comunidad de Madrid
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