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Segunda sesion

 Exoma. Interpretacion de variantes genéticas. Variantes de significado incierto y su
manejo.

Tercera sesion

* Asesoramiento pre/post test. Importancia del consentimiento informado. Manejo
de hallazgos incidentales.



% GENERALITAT /™ ISABIAL ALACANT o
D A Universitat d'Alacant UNIVERSITAS
\\§ VA L E N C I A NA I ) 16 IVESTEACKN # HUSP”AI. GENERAL =N UniVEI‘Sidad de Alicante Mlguel Herndndez

Conselleria de Sanitat SAMTAIL Y BIOMEDIA DEPARTAMENT DE SALUT
Universal i Salut Pablica DE ALICANTE

.o s Poliploidia
Mutacioh
Variante genética Genomica
Aneuploidia
Deleciones o duplicaciones
Cambio permanente Variante Cromosomica Inversiones
en el material
gen ético Translocaciones
Next Generation Sequencing Sustitucion de bases
Whole exome sequencing (WES)
Sanger Génica Insercion o delecidn de bases

Mutaciones dinamicas
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SECUENCIACION

Determinar qué base nitrogenada hay en una posicion concreta de nuestro genoma

|. SECUENCION SANGER
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GGTCATAGC <— Secuencia

Gold estandar-Confirmacion de la NGS
Estudio de mutaciones puntuales
Genes de pequeiio tamano

Il. NGS (next generation sequencing)

GEN 12

Secuenciacion de gran numero de genes
Personalizacion de paneles de genes (2-
500 genes)

Coste menor/personalizacion mayor
Ausencia de hallazgos incidentales
Colagenopatias

lll. Whole Exome sequencing (WES)

l

EXOMA -
(126 de genoma)
~23,000genes

—

70k variantes

Potente herramienta
de diagnostico
genético
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Tipos de variantes que afectan a la secuencia

Posicion concreta del genoma chr12:102102102

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez

Sin Variante Variante sinonimao  Variante missense o cambio de Variante sin sentido o
Silenciosa sentido nonsense
ADN TTC TTT TCC ATC
ARNmM AAG AAA AGG UAG
Proteina Lys Lys Arg - Stop
VARIANTE DE CAMBIO DE SENTIDO
Missense:
AAA AGA
VARIANTE SILENCIOSA Lys Arg VARIANTE SIN SENTIDO Nonsense:
Basico Basico CAG UAG
Gl Sto
AGG AGR (ATM):¢.3161C>G (p.Pro1054Arg) " e UAA
Arg Arg (ATM):c.67C>T (p.Arg23Ter) UAG

(ATM) ¢.4044T>C (p.Leul348=)

Benignas

PATOGENICAS UGA
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Tipos de mutaciones que afectan a la secuencia

Posicidn concreta del genoma PROCESO DE SPLICING
Sin variante  RVETRETNGRY /T[] - on intron Exon

Pre—-mRNA

’ ! : €.802-2A>
ADN 5GT o 3AG  (GLA): c.802-2A>T , .

‘ snRNPs

o

Sitio de splicing 5 Yo S pamroe Sitio de splicing 3 Excised intron 1y

in lariat shape ;.’
o donador Punto de ramificacion 0 aceptor

+ | L | T Pature mRNA T —
Aegg§§' %ggéccéAcceﬁ‘ gggggggﬁg AG é EXON 1 INTRON 1 EANSEIN. .
% - .  § “‘."‘ - A*Lugarcrlpticodeayuste

. ) # s =) \ ¢ - (exénico)
- -
L A‘FEXOH 2 MUTACION

EXON 2A
GT =T TAG

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Tipos de mutaciones que afectan a la secuencia

Posicion concreta del genoma

Sin mutacion REHEINCKL R U EN LI E R0 [
lectura o frameshift

ADN TTC T C, TTTC, Delecion, duplicaciones, inserciones... (No multiplo de 3)
ARNmM AAG
Proteina Lys aa incompleto/cambio de aa

DNA

Unaltered
Protein

Frameshift

- [Fhe fat cat sat |
I
s h@Ff atc ats at

DNA

Altered
Protein

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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WHOLE EXOME SEQUENCING (WES) > Filtrado de variantes

Data from
secondary analysis

100,000 variantes/paciente

, ExAC gnomeAD g NOMAD  Exoma/genomaen
BD poblacionales ESp dBSNP u‘ blaci
- <1% A A poblacion sana
e e 1000 Genomes genome aggregation database
% 10,000 variantes/paciente .
Invar HGVS National Library of Medicine Py
BD de enfermedades OMIM ClinGen National Center for Biotechnology Information CIaS|f|caC|0n
. , _ — “expertos”
= Benlgnas HG M D Dec' pher ClinVar | Hfjarch;hn‘v’ar by gene
f.i.in 72,000 variantes/paciente Uniprot LOVD

Gen OMIM moérbido Predictores in silico

Panel Virtual o Filtrado por HPO

L _ . VARIANTES CANDIDATAS
s 7@ @ 30-50variantes/paciente INTERPRETACION DE VARIANTES
o ® .
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HPO (Human Phenotype Ontology)

‘ Panel Virtual o Filtrado por HPO Fhenalypes omaty
e, VARIANTES CANDIDATAS ¢Qué genes? N—
[ ® . . ' ‘ of the eye normali Neoplasm
.%o 30S0variantas/paciente INTERPRETACION DE VARIANTES e gty ’

Abnormal eye
morphology

Abnormality

Abnormal eye of the orbital

physiology

Abnormal Abnormal

human |
0 phenotype e
I ontology =

Remnants of the
hyaloid vascular

Abnormality

morphology of the of refraction Abnormality acc’lilgigl
of vision morphology

Reduced
visual acuity

Abnormal
eyelid
morphology

Astigmatism Capillary

hemangioma

tem
o Capillary
Amblyopia hemangioma
modifier (severity of the eyelid
moderate
https;//hpo'lax'org/app/ Glial remnants anterior fa—
tq the optic disc
modifier (laterality): left Especmdd.d
+

HP - OOO4ago998 HP:OOOaosos
bowed femurs FCEBRE4S = HhA o 7=
e 4 > - i

CODIGO UNIVERSAL

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023


https://hpo.jax.org/app/

%emmum S ISABIAL AT o
s A Universitat d'Alacant UNIVERSITAS
Quaeona  Fyz o Ao N J) o

Universal i Salut Pablica DE ALICANTE SETARIRRIN] Scou

HPO (Human Phenotype Ontology)

Hierarchy

Neurodevelopmental abnormality
Abnormality of mental function

Intellectual disability

= Intellectual disability, profound
I Intellectual disability, moderate
I Intellectual disability, severe

[ Intellectual disability, borderline

I Intellectual disability, progressive

I Intellectual disability, mild

®

Intellectual disability Hpooo1249

@ Chinese @ Czech @ Dutch @ French @ lapanese "J Spanish @ Turkish

Intellectual disability, previously referred to as mental retardation, is characterized by subnormal intellectual funcbioning that occurs during the developmental period. It is defined by an 1Q score below 70

Synonyms: [ntelfectual disability - Mental deficiency - Mental retardation - Mental retardation, nonspecific - Mental-retardation - Nonprogressive intellectual disability - Nonprogressive mental retardation - Dull intelligence - Low
intelligence - Foor school performance

Comment: This term should be used for children who are at least five years old. For younger children, consider using the term Global developmental delay (HP:0001263)

Cross References: MSH.D008607, SNOMEDCT_US:2281756007, SNOMEDCT_ US:24 7578003, SNOMEDCT_US:81138005, UMLS:.C0025362, UMLS:C0423903, UMLS.C0917816, UMLS:C1843367, UMLS.C37 14756,
UMLS:.C4020876

i Export Associations [ Translate your language

Disease Associations Gene Associations

Disease Id Disease Name Associated Genes

ORPHA:276413 10g22.3q23.3 microdeletion syndrome
ORPHA:276422 10g22.3923.3 microduplication syndrome
ORPHA:300305 11p15.4 microduplication syndrome
ORPHA:L44002 11922.2q22.3 microdeletion syndrome

HMGAZ (8091 ]
ORPHA:94063 12q14 microdeletion syndrome LEMD3 [23522 |
ORPHA:412035 13912 3 microdeletion syndrome

ew all

Displaying 20 out of 321

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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HPO (Human Phenotype Ontology)

Hierarchy ®  Intellectual disability rpooor2ss

Neuradevelopmental abnormality @ Chinese @ Czech @ Dutch @ French @ lapanese "J Spanish @ Turkish

Abnormality of mental function

Intellectual disability Intellectual disability, previously referred to as mental retardation, is characterized by subnormal intellectual functioning that occurs during the developmental period. It is defined by an 1Q score below 70
= Intellectual disability, profound
- Intellectual disability, moderate Synonyms: Inteflectual disability - Mental deficiency - Mental retardation - Mental retardation, nonspecific - Mental-refardation - Nonprogressive intellectual disability - Nonprogressive mental retardation - Dull inteliigence - Low

. intelligence - Poor school performance
= Intellectual disability, severe

. ) Comment: This term should be used for children who are at least five years old. For younger children, consider using the term Global developmental delay (HP:0001263)
= Intellectual disability, borderline

Cross References: MSH.D008607, SNOMEDCT_US: 228156007, SNOMEDCT_ US:24 7578003, SNOMEDCT_US:81138005, UMLS:.C0025362, UMLS:C0423303, UMLS.C0517876, UMLS:C 1843367, UML5:C37 14756,
UMLS:.C4020876

= Intellectual disability, progressive

= Intellectual disability, mild

Export Associations [A Translate your language

» Associations Gene Associations

Gene Symbal Associated Diseases

(OMIM:237550) - Achalasia-Addisonianism-Alacrima syndrome
AAAS L8086 (ORPHA:869) - Triple A syndrome

(OMIM:616339) - Epileptic encephalopathy, early infantile, 29
(OMIM:B13287) - Charcot-Marie-Tooth disease, axonal, type 2N
(OMIM:619661) - Leukoencephalopathy, hereditary diffuse, with spheroids 2
(ORPHA:442835) - Mon-specific early-onset epileptic encephalopathy
(DRPHA:33364) - Trichothiodystrophy
(OMIM:619691) - Trichothiodystrophy 8, nonphotosensitive
[ORPHA:2203) - Hyperlysinemia
AASS [10157] (ORPHA:3124) - Saccharopinuria
(OMIM:238700) - Hyperlysinemia, type |
(OMIM:E18808) - Intellectual developmental disorder with poor growth and with or without seizures or ataxia

Displaying 20 out of 2024, \4

AARST [16)

ABCAZ [20]

T L T o L DRI U S
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HPO (Human Phenotype Ontology)

https://omim.org/ Phenotype-Gene Relationships
Phenotype Phenotype Gene/Locus
0 M I M® Location  Phenotype MIM number  Inheritance  mapping key  Gene/Locus  MIM number
Spla2 Comelia de Lange syndrome 1 122470 AD 3 NIPEL a08AET

An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders
Updated October 26, 2023

Phenotypic Series

INHERITANCE Intrauterine growth

kearch OMIM for clinical features, phenotypes, genes, and more... Q GR&)A‘LEEIWP;BHJ S / retardation HP0001511
Height
703 Genes

Advanced Search : OMIM, Clinical Synopses, Cene Map | Search History - Prenatal growth retardation

- Short stature

- Spedfic growth curves are available
HEAD & NECK

Need help? : Example Searches, OMIM Search Help, B OMIM Video Tutorials

Head
- Microcephaly 2 G .
. Bedyophaly 2 — Microcephaly HP:0000252
- Long philtnum 1302 Genes
- Micrognathia &
Ears
- Low-=s2t ears
- Sensorineural hearing loss
- Conductive hearing loss to due otitis medi

Eyes Micrognathia HP:0000347
- Synophryvs &
- Myopia 818 Genes
- Long curly eyelashes
- Ptosiz &
Mose
- Anteverted nostrils

- Depressed masal bridge

e Cleft palate HP:0000175
E‘%‘EW 596 Genes

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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HPO (Human Phenotype Ontology)

I 3462 genes pueden causar al menos

human

Epileptic encephalopathy HP:0200134

ontology

Neurodevelopmental delay HP:0012758 \
' y Y (I) bood)” uno de los fenotipos.

Abnormality of brain morphology HP:0012443

100,000 variantes/pacients
gnomeAD
BD poblacionales ExAC dBSNP gnﬂl‘nﬂD Fxnmaf’gennma En
- ESP ‘u.. poblacidn sana
<1%
g 1000 Geromes e o deshe
: 10,000 variantes/paciente i
s I Cllnuar HGI"IIE m} Mt LEry of Madicni
- BD de enfermedades  ppdibg ClinGen S
B e P Benignas HGMD Decipher &
S 2,000 variantes/paciente Uniprat LOVD

Limitaciones HPO:

- Gen OMIM mérbido Predictares in silico

Fenotipo incompleto: IMPORTANTE indicar toda la

elat . VARIANTES CANDIDATAS informacion clinica.
ff'- "y 3050 variantes/paciente INTERPPRETACION DE VARIANTES
N ('] "
- Edad de aparicion sintomas (neonatos, lactantes).

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Filtrado de variantes
Data from
secondary analysis
100,000 variantes/paciente
| , ExAC gnomeAD g NOMAD  Exoma/genomaen
BD poblacionales dBSNP >
- <19, ESP u“ poblacion sana
(1]
. — ’ 1000 Genomes genome aggregation databa
1477 10,000 variantes/paciente .
¢ 12 inVar HGVS - , "
X[[T)) National Library of Medicine ope .z
BD de enfermedades OMIM ClinGen . National Center for Biotechnology Information CIaS|f|caC|0n
" 124
o N Benlgnas HGMD Decipher ClinVar | Clinvar v||search Clinvar by gene expertos
ae.essnesiilils 2 000 variantes/paciente Uniprot LOVD
Gen OMIM moérbido Predictores in silico
. «"e"« 1,000 variantes/paciente

| Panel Virtual o Filtrado por HPO |NTERPRETAC|6N DE
. ‘ . . 3050 variantes/paciente VARIANTES
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Interpretacion de variantes genéticas

Guias ACMG (2015): 28 criterios divididos en dos grupos que se combinan en un score para clasificar las
variantes en 5 categorias

010G ONEITEN

American College of Medical

Genetics and Genomics Gene tl:C§
ACMG STANDARDS AND GUIDELINES | inMedicine
Probablemente patogénica

Standards and guidelines for the interpretation of sequence °

variants: a joint consensus recommendation of the American Variante de significado clinico

College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology

incierto

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

ORI

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Interpretacion de variantes genéticas

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
wvariants: a joint consensus recommendation of the Aimerican
College of Medical Genetics and Genomics and the

2 Association for Molecular Pathology
@) ACMG

American College of Medical
Genetics and Genomics

Criterios de evidencia para clasificar las
variantes benignas

- Gen OMIM mérbido Predictores in silico n{;ﬁ*

i
® Uncertain significance
i
&)

*.:itiel 1000variantes/paciente
e VARIANTES CANDIDATAS
‘ Panel Virtual o Filtrado por HPO |NTERPRETAC|ON DE
. - . Likely pathogenic
L ] . L] 7 1 &
. ' . : : . 30-50 variantes/paciente VARIANTES

Pathogenic

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Interpretacion de variantes genéticas

[> Muy alta o very strong: [> Alta o strong:

PVS1 (variante nula, nonsense, frameshift, +1 or 2 PS1 (variante que da lugar al mismo cambio aminoacidico ya descrito como una variante
splicing, initiation codon, single or multiexon patogénica)
deletion) PS2 (De novo, con paternidad y maternidad confirmada)

PS3 (estudios funcionales apoyan el efecto dafiino sobre el gen)
PS4 (prevalencia de la variante en los individuos afectados aumenta significativamente en

comparacién con la prevalencia en los controles)| Variante Patogénica Variante paciente
[> Moderada o moderate:

: , - . .1244T>C (p.Leud15Pro) —* €.1244T>G(p.Leu415Pro)
PM1 (variante localizada en un hot spot o dominio funcional

establecido sin variantes benignas)

PM2 (variante ausente o extremadamente infrecuente en D Probable o supporting:

controles) PP1 (Cosegragacion en multiples miembros de la familia afectos)

PM3 (para enfermedades recesivas, configuracion trans con una PP2 (Mayor variantes missense patogénicas/benignas en el gen donde las
variante patogénica) variantes missense son un mecanismo comun de mutacidn)

PM4 (la longitud de la proteina cambia como resultado de la PP3 (los algoritmos in silico apoya el efecto deletéreo sobre el gen)

delecién o insercién in-frame en zonas no repetitivas o por PP4 (El fenotipo o los antecedentes familiares del paciente son muy especificos
variantes stop-loss) de una enfermedad con una Unica etiologia genética)

PMS5 (variante que produce un nuevo cambio aminoacidico en PP5 (Fuentes confiables reportan esa variante como una variante patogénica).

el mismo coddn donde se han descrito variantes patogénicas)
PM6 (De novo asumido)

Variante Patogénica Variante paciente
c.1244T>C (p.Leu415Pro)— c.1244T>A(p.Leu415Arg)




% GENERALITAT /™ ISABIAL ALACANT o
Universitat d’Alacant
VALENCIANA R # HOSPITAL GENERAL N\ Universi : UNIVERSITAS
\\\ SonsellevindeSanitat I ) mmu DEPARTAMENT DE SALUT /\ ldaddEAllCantE MnguelHemandez

niversal i Salut Pablica OE ALICANTE

Interpretacion de variantes genéticas

Variante probablemente patogénica (clase 4)
1 Muy alta (PVS1) y 1 Moderada (PM1-PM6)

1 Alta (PS1-PS4) y 1-2 Moderada (PM1-PM6)

1 Alta (PS1-PS4) y >2 Probable (PP1-PP5)

>3 Moderada (PM1-PM6)

2 Moderada (PM1-PM6) y 22 Probable (PP1-PP5)

N

6. 1 Moderada (PM1-PM6) y 24 Probable (PP1—PP5)

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Interpretacion de variantes genéticas

Variante probablemente patogénica (clase 4)

* 1. 1 Muy alta (PVS1) y 1 Moderada (PM1-PM6)
1 Alta (PS1-PS4) y 1-2 Moderada (PM1-PM6)

1 Alta (PS1-PS4) y 22 Probable (PP1-PP5)

>3 Moderada (PM1-PM6)

2 Moderada (PM1-PM6) y 22 Probable (PP1-PP5)

e B

6. 1 Moderada (PM1-PM6) y 24 Probable (PP1—PP5)

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Interpretacion de variantes genéticas

Variante probablemente patogénica (clase 4)
1 Muy alta (PVS1) y 1 Moderada (PM1-PM6)

1 Alta (PS1-PS4) y 1-2 Moderada (PM1-PM6)

1 Alta (PS1-PS4) y >2 Probable (PP1-PP5)

>3 Moderada (PM1-PM6)

2 Moderada (PM1-PM6) y 22 Probable (PP1-PP5)

N

6. 1 Moderada (PM1-PM6) y 24 Probable (PP1—PP5)

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Interpretacion de variantes genéticas

Criterios de evidencia para clasificar las variantes benignas

Unica:
BA1 (la frecuencia poblacional es >5%, es benigna por definicion).

Alta o strong:

BS1 (la frecuencia poblacional es mayor a la esperada para el
trastorno).

BS2 (observa en sanos adultos para un trastorno que debuta
en edad temprana)

BS3 (estudios funcionales no muestran efecto sobre el gen)

BS4 (falta de cosegracion en miembros afectos de la familia o
heredada de progenitor sano)

Variante Benigna
1 Stand-Alone (BA1) OR
>2 Fuertes (BS1-BS4)

(variante missense en un gen donde mayoritariamente las
variantes truncantes son causa de enfermedad).

(trans para un trastorno dominante o en cis con otra variante
patogénica sea cual sea la herencia).

(deleciones o inserciones in frame en zonas repetitivas sin funcion
conocida)

(los algoritmos in silico sugieren no impacto sobre el gen)

(Variante encontrada en un caso con una base molecular
alternativa para la enfermedad)

(Fuentes confiables reportan esa variante como una variante
benigna)

(variante sindnima de splicing que los algoritmo predicen con
ningun impacto)

Probablemente benigna
1 Strong (BS1-BS4) and 1 Supporting (BP1-BP7) OR
>2 Supporting (BP1-BP7)
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Interpretacidn de variantes genéticas

Probable o supporting:

Unica:

841 {3 frecuencia poblacional es *5%, es benigna por definicidn), BPL (variante missense en un gen donde mayoritariamente las
variantes truncantes son causa de enfermedad).

BPZ (tra

para un trastorno dominante o en cis con otra variante

Alta o strong:

. a cual sea la herencia).
probablemente patogénica (clase 4) Bs1 (la “Tu‘nch poblacional es mayor a a esperada 5 0 inserciones in frame en ronas repetitivas sin funcién
trastorne).
alta (PVs1) y 1 Moderada (PM1-PME) B52 [observa en sanos adultos para un trastorno que debuta algoritmaos im silico sugieren no impacto sobre el gen)
ta (P51-P54) y 1-2 Moderada (PM1-PMBE) en edad temprana) nte encontrada en un caso con una base molecular
. - - la enfermedad)
1-PS4) y 22 Probable [PP1—PPS] 853 {estudios funcionales no muestran efecto sobre el ge confisbles reportan esa variante comeo una variante
erada [FM1-FME) B54 [falta de cosegracién en miembros afectos de la famil
heredada de progenitor sano) BP7 [wariante sindnima de splicing que los algoritmo predicen con
5. 2 Moderada [PM1-PME) y 22 Probable [PP1-PPS) ningan impacta)
6. 1 Moderada [PM1-PME) y 24 Probable [PP1-PPS) Variante Benigna Probablemente benigna
1 5tand-Alone (BA1) OR 1 Strong (BS1-B54) and 1 Supporting (BP1-BP7) OR
=2 Fuertes (BS1-BS4) 22 Supporting (BP1-BP7)

VARIANTE DE SIGNIFICADO INCIERTO (VSI)
VARIANT OF UNCERTAIN SIGNIFICANCE (VOUS)

A

—

PM2 PM2 + PM6 PM2 + PP3

(infrecuente en (infrecuente en (infrecuente en
controles) controles+ de controles+algoritmos
novo) in silico)

Genética pedidtrica, sesiones divulgativas interservicio Octubre/Noviembre 2023
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Manejo de las variantes de significado incierto (VSI)

ClinVar BRCA1/2 Variants ~
(%

Total 9703 variants
Pathogenic — Pathogenic (2232) 2 .
— Likely pathogenic (26) I
| = Uncertain significance (2191) |

Sevmmsas " Likely benign (565) “Una VSl es inocente hasta que se demuestre lo

En mi paciente se detecta una VSI ;Y ahora qué?

Not Provided

; — Benign (169) .
Uncertain "
Significance — Conflicting interpretations (397) COntrarlO
Likely — Literature reference only (4223)
Benign

Conflicting nign

- Las VSI no deben ser consideradas en la toma de decisiones clinicas '. EIl manejo clinico se basa en los
antecedentes personales y familiares pero no en los resultados de las pruebas genéticas.

- 15-25% VSils.

- Se debe de intentar deben invertir esfuerzos para intentar reclasificar dichas variantes en benignas
o patogénicas 2. La mayoria se reclasificaran a benignas.

1.- Mahon, S. M. Management of patients with a genetic variant of unknown significance. Oncology Nursing Forum 42, (2015).
2.-Hoffman-Andrews L. The known unknown: the challenges of genetic variants of uncertain significance in clinical practice. J
Law Biosci. 2018 Jan 22;4(3):648-657.
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Manejo de las variantes de significado incierto (VSI)

Reevaluacion periddica de las variantes de significado incierto cada 1-2 anos. VSI que pasan a clasificarse como benignas o
como patogénicas. Proceso automatizado de las variantes informadas en el Ultimo afio (genética). A peticidn por el clinico ante
estudios genéticos anteriores a esa fecha.

Correlacion clinica o fenotipica de los trastornos asociados al gen donde se ha encontrado la variantes de significado incierto
(clinico peticionario)

J : .
Estudios de segregacion: 7 me clinic
D

VSI compatible confirme o no la herencia de novo en el paciente. De novo: cumpliria criterio PM6
(reclasificacion>VSl/probablemente patogénica) o heredada cumpliria el criterio BS4 (reclasificacidon>variante
probablemente benigna/VSI).

VS| compatible con cuadro familiar (menos frecuente en pediatria). Debemos de hacer la VSI en varios miembros de la
familia, tanto en afectos como en no afectos. Afiadiriamos el criterio PP1. (reclasificacién>VSI/probablemente patogénica).
Evidencia probable: (<1/8 en una sola familia, <1/4 en >1 familia).
Moderada (<1/16 en una sola familia, <1/8 en >1 familia).
Fuerte (£1/32 en una sola familia, <1/16 en >1 familia).

VSI hallada junto con otra variante patogénica que podria causar el cuadro autosomico recesivo. Debemos de hacer las
variantes a los progenitores que confirme que esa variante estd en trans (diferente alelo). Cumpliria el criterio PM3
(reclasificacién>VSl/probablemente patogénica) o BP2 (reclasificacién>variante probablemente benigna/VSlI).
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Estructura del informe de Exoma

1.-INDICACION CLINICA: informacién reflejada en la solicitud de exoma.

2.-ESTUDIO GENETICO SOLICITADO: Exoma dirigido por HPO vy se reflejaran los términos HPO que se han utilizado.

3.-RESULTADO MOLECULAR: (P=variantes; N=sin variantes/VSls para revisar)

P. Informacion de la variante y enfermedad

P1

P1 Probablemente patogénica

Variante de significado clinico
P2 incierto

RESULTADO MOLECULAR

En la muestra analizada se ha identificado la presencia de |a siguiente variante en un gen cuyos
fenotipos asociados podrian ser compatibles, a priori, con el cuadro clinico descrito en el paciente:

N. Sin variantes ni VSI compatibles con el fenotipo descrito

“En la muestra analizada no se ha identificado la presencia de
ninguna variante patogénica, probablemente patogénica o de
significado incierto claramente compatible con el cuadro clinico
descrito en el paciente”

Patogénica

Probab’ _... “ate patogénica

Variante de significado . “ico
incierto

N1: vSi en anexo.

Nota: Adicionalmente, se han identificado variantes de significado incierto en genes con una
asociacién parcial al fenotipo del paciente, con una informacién biolégica menos sugestiva de
patogenicidad y/o en genes con patologia autosémica recesiva en los que no se ha identificado
la presencia de una segunda variante clinicamente relevante. (ver apartado "otras variantes
identificadas")

PM2)

Gen Variante Cigosidad Clasificacion/ACMG Enfermedad
RHO ¢.316G>A Heterocigosis Variante patogénica Retinosis pigmentaria
(NM_000539.3) p.Gly106Arg (PP5, PS1, PM1, PM5, PP3, 4 (AD, #613731)




g
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4.-CONCLUSION:
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Estructura del informe de Exoma

P1. RESULTADO POSITIVO:

° Patogénica

y
{

) Probablemente patogénica

RESULTADO POSITIVO:

La presencia en heterocigosis de la variante patogénica c.316G>A, p.Gly106Arg en el gen RHO,
es compatible con un diagnodstico genetico de Retinosis pigmentaria 4 en el paciente, con patron
de herencia autosdmico dominante. El riesgo de recurrencia para la descendencia del paciente es
del 50% en cada gestacion.

P2. VSI COMPATIBLE:

RESULTADO NO INFORMATIVO: No se ha identificado la presencia de ninguna variante
patogenica o probablemente patogénica compatible con el cuadro clinico descrito en el
paciente.

Adicionalmente, se ha identificado la presencia de una variante de significado incierto en
el gen XXX. La evidencia disponible actualmente es insuficiente para determinar el papel
de esta variante en la enfermedad.

N. RESULTADO NEGATIVO:

RESULTADO NEGATIVO: No se ha identificado la presencia de ninguna variante
clinicamente relevante compatible con el cuadro clinico descrito en el paciente. Este
resultado no descarta la posibilidad de una enfermedad hereditaria/genética.

Al paciente se le ha realizado un exoma completo, si el paciente presentara un fenotipo diferente al descrito se podria reanalizar los
datos gendémicos.
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Estructura del informe de Exoma

5.-OTRAS VARIANTES IDENTIFICADAS:

N 1 . VS' AN EXO OTRAS VARIANTES IDENTIFICADAS

Variantes de significado incierto en genes con una asociacidn parcial al fenotipo del paciente, con una
informacion biclégica menos sugestiva de patogenicidad ywo en genes con pateologia autosdomica recesiva

en los que no se ha identificado la presencia de una segunda variante clinicamente relevante vy cuya
implicacion o no en el fenotipo del paciente debera ser valorada por el meédico peticionario:

Gen Variante Cigosidad Clasificacion/ACMG || Enfermedad
KMTZ2D c.3982C=T Heterocigosis Variante de significado |[|Sindrome de Kabuki 1
(NNM_003482. p.Arg1328Trp incierto (PM2, BP1) (AD, #147920)
4)

NO SUFICIENTE PATOGENICIDAD

VARIANTE DE SIGNIFICADO INCIERTO

VARIANT OF UNCERTAIN SIGNIFICANCE
I

(VSI)
(VOUS)

PMZ PRAZ + PME

[infrecuante an {infrecuante en [infrecuente an

controles) controles+ de controles+algoritmos
novo| in sifica)

PMZ + PP3

PATOLOGIA AR

// - ) \\ Variante patogénica/probablemente patogénica.
| Heterocigosis en gen de herencia AR.
/ Se deben de buscar una segunda variante causante.

>

ASOCIACION PARCIAL FENOTIPO

Fenotipo
de la VSI

o\o

>

Fenotipo del
paciente

Valorar su posible implicacion con el
fenotipo
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Estructura del informe de Exoma
5.-INTERPRETACION DE RESULTADOS (P1/2):

INTERPRETACION DE RESULTADOS
Variante: ¢.316G>A; p.Gly106Arg en el gen RHO

P. Informacion de la variante y enfermedad

Patologias asociadas al gen y modo de herencia: Ceguera nocturna estacionaria congénita (AD,
#610445); Retinitis punctata albescens (AD, AR #136880); Retinitis pigmentosa 4 (AD, AR #613731).

Patogénica Bases de datos: (ii) ClinVar: Variante probablemente patogénica (1 remitente); Variante patogénica (6
remitentes).

Frecuencias alélicas (rs104893773): A=0.001%. En la base de datos gnomAd se ha reportado esta
variante en 4 alelos de un total de 250.554 alelos analizados, sin incluir ningtin individuo homocigoto.

Probablemente patogénica

Clasificacion ACMG: PS1 (variante que da lugar al mismo cambio aminoacidico ya descrito como una
variante patogénica); PM1 (variante localizada en un hot spot o dominio funcional establecido sin variantes
benignas); PM2 (variante ausente o extremadamente infrecuente en controles); PM5 (variante que produce

un nuevo cambio aminoacidico en el mismo coddn donde se han descrito variantes patogénicas); PP3 (los
Variante de slgnificado clinico algoritmos in silico apoya el efecto deletéreo sobre el gen): PP5 (fuentes confiables reportan esa variante

incierto como una variante patogénica).

Informacién adicional: La variante nucleotidica es una sustitucion G>A, localizada en el exon 1 del gen
RHO, que produce el cambio del aminoacido Glicina por una Arginina en la posicién 106 de la cadena
polipeptidica. Variantes patogénicas en heterocigosis en el gen RHO son causa de Retinitis pigmentosa (RP)

RESULTADO MOLECULAR 4 de herencia dominante y en menor frecuencia de RP de herencia recesiva. Las mutaciones en el gen RHO
En la muestra analizada se ha identificado la presencia de |a siguiente variante en un gen cuyos suponen entre el 30-40% de las RP de herencia autosémica dominante. Esta variante ha sido ampliamente
fenotipos ascciados podrian ser compatibles, a priori, con el cuadro clinico descrito en el paciente: descrita en la literatura (PMID: 1301135, 8905849, 11094174, 28559085) en casos familiares de RP.

Gen Variante C|905|dad Clasificacion/ACMG Enfermedad Clasiﬁcacién' VARIANTE PATOGENICA
RHO ¢.316G>A Heterocigosis Variante patogénica Retinosis pigmentaria
(NM_000539.3) p.Gly106Arg (PP5, PS1, PM1, PM5, PP3,[[ 4 (AD, #613731) *AR (autosémico recesivo)
PM2)

*AD (autosomico dominante)

HERENCIA, RECURRENCIA, FENOTIPO ASOCIADO,
PUBLICACIONES....
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Estructura del informe de Exoma
6.-Recomendaciones:

“Se recomienda ofrecer un adecuado asesoramiento genético dentro de un contexto familiar.” SIEMPRE

“Se recomienda realizar el estudio parental dirigido a la variante identificada en el gen XXX, para confirmar el origen de novo de la
misma.” De novo, reforzaria patogenicidad o establecer riesgo de recurrencia para futura descendencia (P1, P2).

“Se recomienda correlacion clinica entre el cuadro clinico del paciente y las patologias asociadas a los genes en los que se han
identificado variantes” (N1 VS| anexo)

“Se recomienda realizar el estudio dirigido a la variante en homo/heterocigosis detectada en el gen XXX en progenitores y todos aquellos
familiares en riesgo de haberla heredado.” Familiares con riesgo de tener la enfermedad (Clase 4 o 5,P1)

“En caso de confirmarse su configuracion trans, este resultado seria compatible con un diagndstico genético XXX
en el paciente, con modo de herencia autosomico recesivo.” Dos mutaciones halladas en el mismo gen

(heterocigosis compuesta). Estudio a los padres para confirmar trans. -alelo mutado
0 = alelo normal
Ty T " P
¢ o2 g
x - b4 &}
= O e} P
M et L !
c:i_s: dos mutaciones en el trans: una mutacidn en cada
mismo Cromosorma Lo de los dos cromosomas

homalogos
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Estructura del informe de Exoma
7.-Anexo/Limitaciones:

- Resumen de la metodologia (exomas diferentes, coberturas, diferente sensibilidad para segun qué genes). “Este resultado
no descarta la posibilidad de una enfermedad hereditaria/genética”

- “Esta clasificacion se realizara en base a la informacion disponible en la fecha de analisis.” Las variantes pueden cambiar
de clasificacidn, nuevos genes causantes...

- Cribado de CNVs que se confirmard (array virtual que en el caso de “intuir” alguna CNV se validard). Deleciones o
duplicaciones de uno o mas exones (deteccion mediante técnica MLPA).

- Limitaciones: Mosaicos de bajo grado (<20%), genes complejos (CFTR, PKD1, CYP21A2...), zonas de baja cobertura.
- “Hallazgos incidentales” (siguiente sesion).

- Los haplotipos o polimorfismos de riesgo asociados a enfermedades requieren de otros factores para su desarrollo, por lo
qgue quedan fuera del alcance de este analisis.
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Conclusiones

La revision fenotipica debe ser lo mas completa posible, ya que el fenotipo de los pacientes
va a marcar los genes que se interpretan del exoma.

La interpretacion de variantes genéticas en neonatos/lactantes es compleja ya parte del
fenotipo que se puede asociar a las variantes no esta presente.

El fenotipo en el que nos basamos es que aparece en OMIM (de consulta obligatoria,
referencia internacional).

Las variantes de significado incierto son complejas de entender para los pacientes por lo
gue es frecuente que el portador concluya, de forma errénea, que esa variante es casi

seguro la causante de su patologia.

Exoma “dinamico”. iSiempre hay excepciones!
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Correo personal: garcia marpayb@gva.es
Correo corporativo: genetica hgua@gva.es
Busca: 445110; Despacho: 965 913958

Interconsulta Orion: CEX_ANALISIS CLINICOS>GENETICA-INTERCONSULTA
Comité de Genética: reuniones periddicas
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