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Introduccion

Se denomina enfermedad de base genética a cualquier trastorno causado por
una alteracion en el genoma. Este tipo de enfermedades ha ido ganando importancia
paulatinamente en el &mbito clinico, no sélo por su elevada incidencia (p. ej., alrededor
de un 1 por ciento de los recién nacidos tienen algin tipo de anomalia genétical), sino
también por la gran diversidad de manifestaciones y complicaciones asociadas y por su
caracter progresivo, que habitualmente condicionan la calidad de vida del individuo.
Las mejoras en la comprensién y en el diagnéstico de muchas de estas enfermedades
se deben, en gran medida, a los avances en el conocimiento de sus bases moleculares.
Se estima que existen miles de enfermedades de base genética?, de las que en esta Tesis
Doctoral abordaremos 3 amplios grupos: el cancer, la hipoacusia neurosensorial y las
cegueras que cursan con alteraciones de la retina, el vitreo, la coroides y/o el nervio

optico.

Todos los tipos de cancer son resultado de una transformaciéon causada
inicialmente por alteraciones en la secuencia de genes clave para el control del
crecimiento y division celular. La mayoria de estas alteraciones son adquiridas,
provocadas por la interaccién entre los factores genéticos de cada paciente y diferentes
tipos de agentes externos (tabaco, radiaciones ultravioletas, amianto, virus, etc.), pero
en determinados pacientes existen mutaciones oncogénicas heredadas, es decir,

transmitidas de generacién en generacion.

Las estadisticas actuales indican que uno de cada dos hombres y una de cada
tres mujeres desarrollaran cancer a lo largo de su vida y que el cancer es la segunda
causa de muerte en Europa3. En cuanto a la hipoacusia y la retinosis pigmentaria,
afectan a 5-10 de cada 1000 y a una de cada 4000 personas en el mundo,
respectivamente*5, y las mutaciones heredables en ellas son mucho méas prevalentes
que en el cancer¢8. Por tanto, el estudio de las bases moleculares de estas tres
patologias es una prioridad para el desarrollo de nuevos métodos de prevencion,

diagnéstico y tratamiento especificos.

Las estimaciones recientes consideran que entre el 5 % y el 10 % de los casos

de cancer?, alrededor del 50 % de las hipoacusias neurosensoriales!?® y mas del 90 %
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Introduccion

de las retinosis pigmentarias!! son enfermedades mendelianas, también llamadas
monogénicas, es decir, patologias cuya causa ultima es la alteraciéon heredable de un
Unico gen en los individuos afectos. El descubrimiento de la base genética de una
enfermedad mendeliana establece un vinculo causal entre el genotipo y el fenotipo, lo
cual permite obtener un diagndstico definitivo para el paciente. Por tanto, la
optimizacion de las técnicas analiticas y de secuenciacién, junto con una adecuada
interpretacion clinica de las variantes genéticas, representan avances necesarios para

el diagnostico genéticol2.

En 2001 se publicé el primer borrador del genoma humano, obtenido mediante
secuenciacién Sanger!3. Aunque, por si mismo, este fue un hito fundamental para el
avance del conocimiento humano, sus implicaciones se multiplicaron con la apariciéon
de los métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS) en 2005!4 Esta
metodologia ha puesto a nuestro alcance la secuenciacién del genoma completo de
cualquier individuo o tumor, lo que ha aumentado notablemente la cantidad de datos
gendémicos producidos y esta facilitando una explosion en el conocimiento biomédico.
Actualmente, la tecnologia de secuenciaciéon del genoma sigue desempefiando una
funciéon fundamental en el descubrimiento de nuevos paradigmas biolégicos con

enormes implicaciones para el manejo clinico de las enfermedades.

Péagina | 4



Introduccion

1 Genoma

El genoma es el material hereditario de cualquier organismo, conformado por
polimeros cuyos elementos informativos son cuatro de entre cinco posibles bases
nitrogenadas. Estas son la adenina, la guanina y la citosina, presentes en todos los
genomas, a las que se afiade el uracilo en los genomas de algunos virus (virus de 4cido
ribonucleico, o ARN) o la timina en el resto de organismos. Cada base nitrogenada,
combinada con un azdcar (ribosa en el ARN, desoxirribosa en el 4acido
desoxirribonucleico, o ADN) y con grupos fosfato, se encadena con otras para formar
polimeros (cadenas de ADN o de ARN) que se pueden acoplar dos a dos formando pares
de cadenas complementarias, en los que la adenina siempre se empareja con la guanina,
mientras que la citosina lo hace con el uracilo o con la timina, de modo que cada cadena
contiene la informacién necesaria para sintetizar la cadena complementaria. Estas
cadenas de acidos nucleicos llevan codificadas las instrucciones genéticas necesarias

para desarrollar y dirigir el funcionamiento de todo el organismo.

En el caso del ser humano, nuestro genoma esta formado por una secuencia de
aproximadamente 3.200.000.000 pares de bases de ADN que, ademads, esta presente en
cada célula por duplicado (una copia heredada de nuestra madre y otra de nuestro
padre). Estas dos copias de nuestro genoma forman los 23 pares de cromosomas?5.
Cada uno de nosotros es el resultado de la interaccién del ambiente con las
instrucciones contenidas en nuestro ADN. Asi, el genoma ha evolucionado
incorporando la informacién necesaria para producir respuestas adecuadas a
diferentes cambios en el ambiente. No obstante, los fendmenos responsables de esta
evolucion, que son los que generan cambios o mutaciones en el genoma, son también

capaces de provocar alteraciones que dan lugar a efectos adversos y patolégicos.

Las unidades funcionales fundamentales del genoma son los genes, que
contienen la informacién necesaria para producir, de manera especifica, los principales
ejecutores de las funciones vitales: las proteinas. Un gen eucariota est4 habitualmente
formado por exones, la mayoria de los cuales contienen informacién codificante de

proteinas, y por intrones (regiones de ADN que separan los exones). Ademas, entre
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cada dos genes hay regiones de ADN intergénico (que no forma ni intrones ni exones).
Aunque seria intuitivo asumir que la mayor parte de nuestro ADN est4 constituido por
secuencias que codifican proteinas, lo cierto es que no es asi, ya que sélo

aproximadamente el 1,5 % se encarga de esta funcion.

Se estima que hay entre 20.000 y 25.000 genes que codifican proteinas
humanas, pero ese nimero ha ido cambiando en el tiempo y continia actualizandose
como consecuencia de los avances cientificos y tecnolégicos. Estos genes, con sus
intrones, sus exones y sus regiones reguladoras, ocupan el 30 % del genoma. El 70 %
restante corresponde a las regiones intergénicas o extragénicas. Durante muchos afos,
tanto ese 70 % de ADN extragénico como gran parte del genoma génico (exceptuando
el 1,5 % codificante) se consideré “ADN basura”, sin una funciéon determinada. Sin
embargo, a dia de hoy sabemos que, al igual que el ADN codificante, el ADN no
codificante es indispensable para la funcién celular normal, particularmente para el
control de la actividad genética, por contener secuencias que actian como elementos
reguladores (promotores, potenciadores y silenciadores de la expresion de los genes o
incluso elementos estructurales como las secuencias repetitivas), que determinan
cuando y dénde se “activan” y “desactivan” los genes. Por esta razon, las alteraciones
del genoma que afectan al ADN no codificante pueden tener consecuencias funcionales

importantes que desencadenan enfermedades.

Las enormes implicaciones asociadas al conocimiento del genoma para
entender los estados de salud y enfermedad del ser humano son la principal motivacién
para su analisis y estudio en profundidad. El primer paso decisivo en ese analisis fue el
descubrimiento de la estructura de doble hélice de la molécula del ADN en 1953 por
Francis Crick y James Watson, apoyados en los trabajos de cristalografia de rayos X de
Rosalind Franklin!é. Este hito marcaria un antes y un después en la historia de la
biologia. Desde ese momento, conocer la secuencia de los nucleétidos dentro de esa
estructura de doble hélice en cada individuo ha sido un objetivo fundamental y

necesario para descifrar las causas de las enfermedades genéticas?’.
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2 Secuenciacion del ADN (primera generacion)

La secuenciacion de ADN se define como el proceso por el cual se determina la
secuencia de nucleétidos (adenina, timina, guanina y citosina) de una molécula de ADN.
Lanecesidad de desarrollar un método de secuenciacién del ADN se hizo especialmente
evidente tras la aceptaciéon del llamado dogma central de la biologia molecular,
enunciado por Francis Crick y publicado en la revista Nature en 1970, segtn el cual la
secuencia de nucledtidos de una molécula de ADN condiciona la secuencia de
aminoacidos de las proteinas que ejecutan la actividad celular!8. Esto no ocurre
directamente, sino con un intermediario, el ARN, que se transcribe a partir del ADN,
respetando su secuencia (salvo porque el uracilo sustituye a la timina), y que es leido
por los ribosomas, encargados de transformar cada secuencia de nucleétidos

codificantes en una secuencia de aminoacidos?8.

Fue en la misma década de los 70 cuando Frederick Sanger, con el método
enzimdatico de terminacién de cadena (método de los didesoxinucledtidos)920, y
Walter Gilbert, mediante la fragmentacién quimica2!, desarrollaron los primeros
procedimientos robustos para obtener secuencias de ADN. Originalmente, ambos eran
métodos muy manuales, tediosos, que implicaban el uso de compuestos radioactivos y
cuya capacidad de lectura era de unas decenas a unos pocos cientos de bases. El avance
en las técnicas bioquimicas, 6pticas y roboéticas durante las décadas de los 80 y de los
90 permitié que se desarrollaran estrategias de secuenciacién menos nocivas y mas
automatizables, basadas en el método de Sanger, gracias a la sustitucién de los
compuestos radiactivos por didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia y a una
mejor deteccion a través de la electroforesis capilar. Esto permitié mejorar y aumentar
el rendimiento del proceso de secuenciacién, hasta el punto en que los nuevos avances
hicieron posible el desarrollo de los primeros secuenciadores automaticos de tipo CEQ
(Beckman Coulter)?2 o ABI Prism (Applied Biosystems)23. Estos ultimos fueron
posteriormente los responsables de generar la mayor cantidad de las secuencias

empleadas para completar el Proyecto Genoma Humano (PGH)? [Figura 1].
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Figura 1. Secuenciaciéon Sanger automatizada fluorescente.

Un oligonucleétido sintetizado quimicamente, que forma un duaplex con el ADN
monocatenario a secuenciar, es el sustrato sobre cuyo extremo 3’ la ADN polimerasa
incorpora los nucleétidos complementarios a la cadena a secuenciar, a partir de una mezcla
de desoxinucleétidos y didesoxinucle6tidos trifosforilados (dNTP y ddNTPs,
respectivamente). Esta mezcla estd compuesta mayoritariamente por cantidades
equimoleculares entre si de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, asi como, en mucha menor
proporcidn, por cantidades, también equimoleculares entre si, de ddATP, ddCTP, ddGTP y
ddTTP. Estos ultimos estdn marcados con un fluoréforo diferente en funcién de la base
nitrogenada que los compone y, cuando se incorporan a la cadena, al tener un atomo de
hidrégeno en lugar de un grupo OH unido al carbono 3’ de su desoxirribosa, detienen la
polimerizacién. De este modo, se genera una mezcla de cadenas monocatenarias
fluorescentes de diversos tamafios y complementarias al ADN a secuenciar. Todas las
moléculas del mismo tamafio terminan en el mismo nucleétido y, por lo tanto, producen la
fluorescencia de la misma longitud de onda al ser excitadas. La separaciéon de estas
moléculas monocatenarias mediante electroforesis capilar y la detecciéon de su
fluorescencia dibuja un electroferograma en el que la sucesién de colores permite
determinar la secuencia de nucleétidos complementaria al fragmento a secuenciar.

3 Proyecto Genoma Humano

Los origenes del PGH se sitlian en una reunién organizada a mediados de la
década delos 80 por Robert Sinsheimer, profesor en la Universidad de California. Desde
ese momento, se desencadenaron multiples iniciativas orientadas a descifrar la
informacion de nuestro material genético?4. En el afio 1986, con la intencién de obtener

datos para la proteccién del material genético de los efectos mutagénicos de la
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radiacidn, el Departamento de Energia (Department of Energy, DOE) de los Estados
Unidos se involucrdé también en este propdsito. Dos afios mas tarde, en 1988, el
Congreso de los Estados Unidos financié tanto a los Institutos Nacionales de la Salud
(National Institutes of Health, NIH) como al DOE para que se embarcasen en una
exploracién mas a fondo. Este acontecimiento promovié la firma de un memorando de
entendimiento para "coordinar investigaciones y actividades técnicas relacionadas con

el genoma humano", el primer paso para abordar lo que seria el futuro PGH25.

En 1990 se present6 el Proyecto con una planificacion inicial de 15 afos,
declarando el 1 de octubre como fecha de inicio oficial?¢. En paralelo surgieron
diferentes plataformas y avances asociados, como la publicaciéon de BLAST, el primer
algoritmo bioinformatico capaz de alinear y comparar secuencias de ADN, cuya
funcionalidad lo convertiria en una herramienta critica para la ejecucién del PGH?7. El
propésito inicial era dotar al mundo de herramientas innovadoras y trascendentales
para el tratamiento y prevencién de enfermedades y, por ello, se marcaron una serie de
objetivos enumerados en la Tabla 1. Con el mismo fin, en el afio 1998, Craig Venter
fundé la empresa Celera Genomics, a través de la cual puso en practica su propuesta de

secuenciar y ensamblar el genoma humano en un plazo de 3 afos.

Tabla 1. Objetivos iniciales del Proyecto Genoma Humano

1/ Identificar la totalidad de los genes humanos que conformaban el ADN.
(En ese momento se pensaba que eran entre 50.000 y 100.000)

2/ | Determinar la secuencia de los 3.000 millones de nucleé6tidos que conforman el ADN

3/ Crear bases de datos de acceso publico con el fin de asegurar la disponibilidad de 1a
informacién genémica.

4/ | Desarrollar de modo rapido y eficiente tecnologias de secuenciacién.

5/ | Desarrollar herramientas para analisis de datos genémicos.

6/ | Dirimir las cuestiones éticas, legales y sociales derivadas del Proyecto.

Previamente al abordaje del genoma humano, se llev6 a cabo una serie de

proyectos piloto de secuenciacion Sanger en 4 organismos modelo (Mycoplasma
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capricolum, Escherichia coli, Caenorhabditis elegans y Saccharomyces cerevisiae) con el
fin de asentar conocimientos y desarrollar herramientas que facilitasen el andlisis
gendmico. Asi, tras el esfuerzo coordinado de cientos de investigadores en decenas de
paises y casi 3.000 millones de do6lares?3, el 15 de febrero de 2001 el consorcio del PGH
publico en la revista Nature el primer borrador del genoma humano de referencia, que
abarcaba el 90 % de su secuencia. Con un dia de diferencia, el 16 de febrero del mismo
mes, hizo lo propio la iniciativa privada Celera Genomics que, tras haber secuenciado
previamente por primera vez el genoma de la mosca Drosophila melanogaster e invertir
300 millones de ddlares, publicaba el primer esbozo de la secuencia de 5 genomas de

diferentes etnias humanas en la revista Science?829,

Al hito de contar con un primer borrador completo del genoma humano le
sucedio la fase de finalizacion del PGH, en la que se consiguié resolver problemas que
afectaban a secuencias de ADN en regiones ambiguas y dilucidar zonas que no habian
sido cubiertas en la fase previa. Los resultados finales obtenidos en 2003 consiguieron
determinar la secuencia correspondiente al 99 % del genoma humano con una tasa de
error estimada de 1 alteracién por cada 100.000 bases secuenciadas. Los
planteamientos iniciales habian pronosticado un nimero de genes codificantes de
proteinas entre 50.000 y 100.000 pero, en base a los resultados publicados en la revista
Nature en 2004, se estimd finalmente un nimero de entre 20.000 y 25.0003°. Una de
las principales conclusiones del PGH fue que la secuencia de nucledtidos tiene una
similitud del 99,9 % entre dos individuos elegidos al azar, lo que significa que entre
ellos tienen mas de 3 millones de diferencias3!. No obstante, como hemos mencionado
anteriormente, el cambio de un dnico nucleétido en un gen puede ser suficiente para
causar una determinada enfermedad. Por tanto, se abria un nuevo reto: distinguir las
variantes genéticas que constituyen la diversidad genética humana normal de aquellas

que tienen consecuencias patoldgicas.

A pesar de su enorme trascendencia, la finalizacién del PGH no logro, de
manera inmediata, el propdsito inicial de descubrimiento de nuevas herramientas para
combatir la enfermedad32. Sin embargo, inspiré multiples iniciativas de adquisicién de

datos a gran escala, como el Proyecto Internacional HapMap en 2002, el Atlas del
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genoma del Cancer (TCGA) en 200533, el Consorcio Internacional del Genoma del
Cancer (ICGC) en 200834 o el Proyecto Proteoma Humano en 201135, entre otros.
Asimismo, este proyecto no solo marcé el comienzo de una nueva era en la medicina,
sino que también condujo a avances significativos en los tipos de tecnologias utilizados
para secuenciar el ADN, fundamentales para el éxito de las iniciativas antes

mencionadas.

4 NGS: Secuenciacion Genomica de Nueva Generacion

La disponibilidad de la informacién obtenida por el PGH permiti6 el desarrollo
de la secuenciacién genémica de segunda generacién entre los afios 2004 y 2005. Esta
tecnologia es capaz de determinar la secuencia de los 3.200 millones de nucleétidos de
nuestro genoma a partir de millones de lecturas de longitud variable, que se ensamblan
unas con otras mediante métodos bioinformaticos hasta reconstruir una secuencia
gendmica individual completa. Sin embargo, para esto es necesaria su comparaciéon con
un genoma de referencia, motivo por el cual no podria haberse desarrollado con éxito
sin contar con los resultados del PGH. También llamada secuenciacién paralela masiva
por su capacidad de procesar gran cantidad de fragmentos de ADN de forma
simultdnea, la NGS tiene un rendimiento varios érdenes de magnitud superior a la

metodologia Sanger y, en consecuencia, un menor coste por cada base secuenciada.

Existen diversas técnicas de secuenciaciéon consideradas de segunda
generacion, pero las fases generales del proceso son compartidas por todas ellas: 1)
preparacion de la “libreria” de ADN (también llamada genoteca o biblioteca de ADN),
2) (opcional) enriquecimiento, 3) secuenciacién genética y 4) control de calidad y

analisis de datos.

4.1 Preparacion de la libreria o genoteca

Consiste en generar segmentos del ADN a secuenciar flanqueados por
secuencias de ADN externas, llamadas adaptadores, que son requeridas para el
funcionamiento de las diferentes tecnologias de secuenciaciéon de nueva generacidn.

Estos adaptadores se pueden afiadir al menos de tres maneras distintas: mediante PCR
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(afiadiéndolos en el 5’ de los oligonucledtidos cebadores especificos del genoma a
secuenciar)3¢, ligdndolos a los extremos de fragmentos del ADN objeto de andlisis37 o

intercalandolos en el mismo mediante transposicion3s.

Las técnicas de PCR son las mas sencillas, permiten en un solo paso afiadir los
adaptadores y seleccionar la regién a secuenciar, pero tiene la limitacién de que si la
secuencia diana tiene alguna diferencia en la regiéon de unién de los cebadores que
impida su hibridacién, existe la posibilidad de que no se detecten alteraciones
presentes en el alelo afectado por dicha diferencia. Las técnicas de ligacién requieren
la fragmentacién de la muestra de ADN, que puede ser mecanica (siendo la sonicacion
o la nebulizacién las metodologias mas usadas para ello) o enzimatica (mediante
enzimas de restriccion), para posteriormente poder agregar los adaptadores en ambos
extremos de los fragmentos de ADN. La tercera alternativa, las técnicas de
transposicion o tagmentacién, se basa en una fragmentacién enzimatica con
transposasas en sitios aleatorios de la molécula, al mismo tiempo que se afladen los
adaptadores. La longitud promedio del fragmento que se va a secuenciar depende
directamente del ratio ADN /transposasa3839. Una vez afiadidos los adaptadores, en
principio se podria ya secuenciar la librerfa generada. En el caso de las técnicas que
emplean fragmentacién o tagmentacién para afiadir los adaptadores, esto puede
permitir secuenciar directamente el ADN objeto de estudio (técnicas sin
amplificacién)38 aunque, habitualmente, antes de secuenciar las librerias se realiza una
amplificacion por PCR usando cebadores complementarios a dichos adaptadores para

obtener la cantidad de ADN necesaria para el proceso de secuenciacién*?.

El tamafio del fragmento de ADN situado entre los adaptadores se conoce como
“tamafio de inserto”, y puede variar dependiendo del objetivo del analisis. Por ejemplo,
se prefieren tamafios de inserto mas grandes para detectar reordenamientos
gendmicos; en cambio, los de menor tamafio estan indicados para la deteccién de
variantes de un solo nucledtido (SNVs). Una vez preparada la libreria, esta puede ser
secuenciada por igual en toda su extension (por ejemplo, si queremos secuenciar un
genoma completo) o se puede enriquecer previamente para obtener mas cantidad de

secuencia de determinadas regiones gendmicas de interés.
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4.2 Enriquecimiento de la libreria

Este paso es inherente a la propia preparaciéon de la libreria cuando los
adaptadores se afiaden a ella directamente mediante PCR ya que, en ese caso, la
secuencia de los propios cebadores se disefia para ser especifica de las regiones diana*!.
Sin embargo, supone un procesamiento adicional cuando los adaptadores se han
afiadido mediante ligacién o transposicion y el objetivo no es secuenciar un genoma
completo, sino parte de él. Los métodos mas utilizados para ello se basan en la
hibridacién o captura con sondas (biotiniladas en solucién o inmovilizadas en
microarrays)*!. La eleccién de la estrategia a seguir (captura vs PCR) a menudo esta
condicionada por el objetivo del andlisis: en general, se prefiere la captura de secuencia
para regiones gendmicas grandes y PCR para regiones mas pequeifas, ya que el
rendimiento de la captura es mas bajo cuanto menor es la regiéon diana, mientras que

su coste no se ve reducido42.

4.3 Secuenciacion

Los procedimientos mas usados en la actualidad son la secuenciacién con
nucleétidos terminadores reversibles fluorescentes en los equipos de tecnologia
[llumina (NovaSeq, HiSeq, NextSeq, MiSeq e Iseq, entre otros) y la detecciéon de
protones mediante semiconductores en los secuenciadores lon Torrent (IonPGM,

IonProton e IonS5).

En ambos casos, el primer paso consiste en la amplificaciéon clonal de cada
fragmento de la libreria. Mediante sucesivas reacciones de sintesis a partir de una tnica
molécula de ADN, se genera un conjunto de fragmentos idénticos (clones o clusters) que
posteriormente son secuenciados. El objetivo de esta amplificacion es generar una

sefial lo suficientemente intensa como para permitir la deteccion.

En el caso de Ion Torrent, la amplificaciéon clonal ocurre mediante PCR en
emulsién, es decir, cada molécula de ADN de la libreria hibrida a través de sus
adaptadores en microperlas sdlidas de acrilamida que llevan unidas los cebadores y

cada perla se incorpora en una emulsiéon cuidadosamente controlada, en la que cada
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burbuja constituye un microrreactor con todo lo necesario para llevar a cabo la PCR
[Figura 2A]. En cambio, la tecnologia [llumina emplea una PCR en fase s6lida, sobre
una flow-cell recubierta de oligonucledtidos complementarios a los adaptadores, donde
se lleva a cabo una "amplificacién en puente”, llamada asi porque las cadenas de ADN
replicadas tienen que arquearse para poder cebar la siguiente ronda de polimerizacion
con los oligonucleétidos cercanos unidos a la superficie [Figura 2B]. Las moléculas de
ADN se distribuyen de manera aleatoria en el soporte sélido. Por ello, con el fin de evitar
tanto su saturacion como su excesiva dilucion, la cuantificacién final de la libreria debe

ser precisa*3.

MY luuH il
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Figura 2. Amplificacion clonal (adaptado de Shendure y col, 2008)#4.

(A) PCR en emulsion, Ion Torrent: PCR en emulsion propia del sistema Ion Torrent. Los
fragmentos de la libreria y las microperlas, recubiertas de oligonucle6tidos
complementarios a los adaptadores, se mezclan y diluyen en una emulsién, de modo que
cada microgotita contiene idealmente un tinico fragmento y una tinica microperla. Mediante
un proceso de amplificacion, cada microperla queda recubierta de multiples copias del
mismo fragmento de ADN; (B) Amplificacion “en puente”, lllumina: Amplificacion “en
puente” propia del sistema Illumina. Los fragmentos de la libreria, adecuadamente diluidos,
se unen a oligonucleétidos, complementarios a sus adaptadores, que estan repartidos en un
soporte sélido. Al existir oligonucle6tidos complementarios a ambos adaptadores del
fragmento, se produce una amplificacién en puente que va formando clones de moléculas
agrupadas fisicamente y procedentes del mismo fragmento de ADN original.
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Una vez completada la amplificacién clonal de la libreria, el siguiente paso en
un proceso de secuenciacion de segunda generacion es la lectura de los clones o
clusters. La metodologia usada por Ion Torrent tuvo sus origenes en pleno desarrollo
del PGH, en el afio 1998, con la denominada pirosecuenciacion. Esta técnica no utiliza
fluorescencia ni desoxinucle6tidos terminadores, sino que emplea dNTPs naturales y
detecta la liberacién del grupo pirofosfato, que ocurre tras la incorporacién de estos
nucledtidos al ADN que esta siendo sintetizado por acciéon de la ADN polimerasa. Estos
grupos pirofosfato se convierten en una sefial luminosa mediante una reaccién

enzimatica catalizada por una luciferasa [Figura 34]4.

En el afo 2005, combinando este mismo principio con la PCR en emulsidn, se
desarrollaron las maquinas de secuenciaciéon 454 que, capaces de producir lecturas de
una longitud de alrededor de 400-500 pares de bases, permitieron la paralelizacion
masiva de las reacciones de secuenciacion, aumentando en gran medida la cantidad de
ADN que se podia secuenciar en un mismo experimento. Este cambio de paradigma hizo
que la secuenciacién 454 pasase a considerarse, ese mismo afio, la primera tecnologia
de NGS#6. En la misma linea, surgieron en 2010 los secuenciadores lon Torrent, en los
que la deteccién de luminiscencia generada a partir de grupos pirofosfato se sustituyé
por la deteccidn de protones generados también durante la polimerizacién del ADN,
que provocan un cambio de pH en la solucidn. Este cambio de pH es registrado como
un cambio de voltaje por un sensor de iones (semiconductor). La capacidad de esta
técnica para realizar un registro directo acelera el proceso de deteccién en gran medida
y lo hace mas fiable al eliminar una reaccién enzimatica intermedia (la que convierte el

pirofosfato en luz) [Figura 3B]*".

En ambas tecnologias (454 o lon Torrent), para conocer a qué base nucleotidica
corresponde cada sefial, es necesario ir incorporando por separado cada dNTP en cada
ciclo de secuenciacion (p.ej.: primero se afiade dATP y se hace la lectura de sefial, luego
dCTP + lectura, después dGTP + lectura, luego dTTP + lectura y, tras todo ello, empieza
el siguiente ciclo de nuevo con dATP + lectura y asi sucesivamente). Por tanto, si en una
posicién la hebra que esta sirviendo como molde de la reaccion de sintesis

(correspondiente a la libreria que se esta leyendo) tiene 4 adeninas seguidas, en ese
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ciclo se incorporaran 4 adeninas. Esto impone una limitacién tanto a la tecnologia de
454 como a la de lon Torrent: los polimeros de una misma base producen sefiales
proporcionales al nimero de bases del polimero y, en consecuencia, resulta complicado

distinguir la sefial producida por seis adeninas seguidas de la que producen siete, por

ejemplo*s.
ADN polimerasa
3
5
Cebador
dNTPS —
dATP> dCTP> dGTP> dTTP
A /// ___________________________________________________________ \\\
/ PPi \
Luciferina A pH
Oxiluciferina + AMP

ATP Luciferasa
sulfurilasa

1 \
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| APS ATP / !
| - @ +CO,+ i
| i
| |
I I
\ 1
\

Figura 3. Pirosecuenciacion y secuenciacion Ion Torrent.

(A) Pirosecuenciacion. El dNTP que se incorpora a la cadena en sintesis debe
transformarse en dNMP, para lo cual libera un grupo pirofosfato (PPi). Posteriormente, una
ATP sulfurilasa en presencia de adenosina 5'-fosfosulfato (APS) transforma el PPi en ATP,
que se acoplarad a la luciferina formando un complejo utilizado por una luciferasa. La
intensidad de la sefial luminosa producida es proporcional al nimero de nucleétidos
incorporados. (B) Secuenciacion Ion Torrent. La incorporaciéon del ANMP complementario
a la cadena molde implica la generacién de un enlace covalente y, como consecuencia, la
liberacion de un protén que modifica el pH del medio. Esa variacion de pH es detectada por
un sensor de iones. El nimero de protones liberados es proporcional al nimero de
nucleotidos incorporados.

Después del éxito del 454, surgieron varias técnicas de secuenciacion paralela
masiva. En retrospectiva, la mas importante de ellas fue el método de secuenciacion
Solexa aparecido en 2006, que se basaba en la PCR en fase s6lida con la "amplificacion
en puente”" mencionada previamente [Figura 2B] combinada con una lectura basada

en nucledtidos terminadores reversibles fluorescentes [Figura 4].
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Figura 4. Secuenciacion y deteccion Illumina.

(A) Por cadaciclo de sintesis, se afiaden a la flow cell los 4 ddNTPs terminadores reversibles
marcados con fluorescencia, de modo que a cada cadena en sintesis solo se puede unir uno
de ellos (el complementario a la siguiente base del fragmento a secuenciar). (B) Después de
lavar los ddNTP no incorporados, se excita la celda y una camara recoge la emisiéon de
fluorescencia, lo que determinara el nucledtido unido en esa posicion. (€) Quimicamente se
elimina el fluoréforo y se revierte la capacidad terminadora de sintesis para comenzar un
nuevo ciclo.

En este tipo de secuenciacidn, en cada ciclo de secuenciacién solo se incorpora
una base a cada molécula que estd siendo sintetizada, ya que los nucleétidos
fluorescentes empleados tienen bloqueado su extremo 3’. Ademds, cada tipo de
nucleétido terminador esta acoplado a un fluoréforo diferente y, en cada ciclo, se
obtiene una imagen de toda la superficie de la flow-cell. Tras la obtencion de la imagen,
el agente bloqueante del extremo 3’ se retira (y con él, también, el fluoréforo) antes del

siguiente ciclo de secuenciacién, con lo cual la reaccién continda base a base*. Cada
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imagen, por tanto, tiene sefiales de fluorescencia diferentes en los distintos clusters (en
funcién de cual sea la Ultima base incorporada en ellos), de modo que la secuencia de
imagenes permite reconstruir la secuencia de bases incorporadas en cada cluster. Esta
técnica, mas robusta, y capaz de distinguir mejor el tamafio de polimeros de un mismo
nucledtido, es el principio de la actual plataforma de secuenciacion Illumina, que es la

metodologia de referencia en secuenciacion genémica de segunda generacion>°.

4.4 Control de calidad y analisis de datos

La interpretacion de los datos crudos originados por el secuenciador requiere
recursos bioinformaticos capaces de convertirimagenes en datos, datos en informacion
interpretable e informaciéon en conocimiento utilizable. En este proceso se pueden
distinguir tres tipos de andlisis: primario, secundario y terciario5l. Cada uno de ellos
aborda un paso necesario para la transformacion de datos crudos en conocimiento

clinicamente accionable>2.

El andlisis primario transforma los archivos de sefiales generados por el
secuenciador en archivos de datos, los denominados FASTQ, que contienen secuencias
de caracteres A, C, G y T asociadas a una puntuacion que valora la calidad de las bases
de cada secuencia. Sobre estos archivos FASTQ se realiza un control de calidad, en el
que se filtran las lecturas de baja calidad y se eliminan las secuencias de los
adaptadoresS354. El analisis secundario implica el alineamiento de las lecturas con
respecto a una secuencia de referencia (p. ej., el genoma humano) y la identificacién de
variantes entre la secuencia obtenida de la muestra objeto de analisis y esa secuencia
de referenciass. A continuacion viene el andlisis terciario, que consiste en la anotacion,
filtrado e interpretaciéon de variantes para poder evaluar su origen, singularidad,

impacto funcional y, en el caso de muestras de pacientes, sus consecuencias clinicassé.

La NGS y sus mejoras continuas han conllevado reducciones drasticas tanto en
los tiempos de respuesta de los estudios de diagnéstico genético como en los costes
asociados a ellos. Con el objetivo de abaratar aiin mas los costes de secuenciacion y de
aumentar la fiabilidad de las secuencias resultantes, se han desarrollado

secuenciadores de tercera y de cuarta generacion. La secuenciaciéon de tercera
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generacidn, también conocida como secuenciacion SMRT (Single Molecule Real Time),
se caracteriza principalmente por la lectura de la secuencia a partir de una dnica
molécula de ADN, y esta disefiada para proporcionar lecturas mas precisas a nivel
individual y bastantes mads largas (de hasta 30-50 kb), que faciliten el posterior
ensamblado, para asi, poder ampliar el abanico de aplicaciones*3. Por ultimo, la
secuenciacién por nanoporos (considerada por algunos como de tercera generacion y
por otros como de cuarta generacion) se basa en el paso de una tinica molécula de ADN
através de un poro de 1 nanémetro de diametro+857. Al tiempo que la molécula avanza,
se van realizando medidas de la corriente eléctrica que pasa a través del poro. Estos
cambios son diferentes en funcién de la base que esté atravesando el poro en cada
momento, lo que permite descifrar la secuencia del ADN. Aunque atin esta en vias de
optimizacion, se prevé que sera capaz de secuenciar fragmentos de ADN de varias

kilobases completos, en lugar de generar lecturas de un tamafio especificoSs.

No obstante, a pesar de la existencia de estos avances metodolégicos, en la
practica clinica todavia no se estan utilizando tecnologias de tercera y cuarta
generacion, principalmente debido a sus dificultades de escalabilidad y fiabilidad. La
aplicaciéon diagnéstica de la secuenciacion masiva en la actualidad se basa en
tecnologias de segunda generacién. El uso de estas herramientas se encuentra en
constante expansion gracias al auge de la medicina de precisién: un nuevo paradigma
de atencién médica orientada a personalizar y optimizar la prevencidn, el diagndstico

y el tratamiento para cada paciente>°.

5 Medicina de precision

La medicina de precisién, también llamada "medicina personalizada" o
"medicina P4", es un prototipo emergente de atencién médica que abarca la
prevencion, el diagnéstico y el tratamiento de enfermedades, basado en la integracién
de las caracteristicas genémicas y moleculares, los habitos del paciente y la informacién
sobre su situacion clinica. El objetivo inherente a esta estrategia es evitar que se
produzca la enfermedad y, en el caso de que esto no sea posible, favorecer la

prescripcion eficiente de farmacos o habitos saludables personalizados.
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El uso de la NGS, la consecuente disponibilidad de bases de datos del genoma
humano a gran escala y el avance de las herramientas bioinformaticas se consideran
pilares fundamentales para el avance de este nuevo enfoque, denominado P4 por hacer

referencia a las iniciales de las 4 caracteristicas que lo representan®?:

» Predictivo: mediante la combinacién de la gendémica junto con otras
metodologias diagnoésticas, identifica riesgos de desarrollar determinadas
enfermedades, incluso antes del inicio de sus sintomas.

» Preventivo: la detecciéon temprana de una enfermedad abre la posibilidad
de nuevas opciones de tratamiento y ayuda a las personas a tomar
decisiones informadas sobre sus estilos de vida.

» Personalizado: el conocimiento de los procesos moleculares y celulares de
cada individuo junto con los factores ambientales, contribuye a determinar
la causa mas probable de los sintomas, asi como potenciales terapias
dirigidas especificamente a corregir o contrarrestar esa causa.

» Participativo: el médico debe informar y hacer participe al paciente de sus
caracteristicas gendmicas particulares, su estilo de vida y la interpretacién

de sus datos, lo que permite una toma de decisiones informada.

Hoy en dia, gracias al auge de la medicina de precisién, el diagnéstico, el
pronodstico y el tratamiento de gran parte de las patologias con base genética estan
fundamentados en la deteccién de alteraciones en el genoma®l. Como ya hemos
comentado previamente, la NGS tiene capacidad para caracterizar variaciones
genéticas de una manera mucho mas costo-efectiva que la secuenciacion tradicional
Sanger. Por ello, la explotaciéon 6ptima de todos los datos obtenidos mediante esta
tecnologia conducira a una comprension integral de los eventos moleculares que se

encuentran en la base del desarrollo y la evoluciéon de la enfermedad.

6 Diagndstico gendmico mediante NGS

El desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva ha supuesto un punto de

inflexién en la comprensién de la enfermedad, abriendo una nueva era en el diagnéstico
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gendmico. La creciente disponibilidad de datos de variaciéon genética propiciada por
esta metodologia ya ha dado como resultado el descubrimiento de un mayor niimero
de genes asociados a trastornos hereditarios y, en consecuencia, un mejor diagnostico
de la enfermedad, que se traduce en prondstico, manejo, vigilancia y asesoramiento

genético mas precisos, ademas de estimular la investigacién de nuevas terapiasé2.

La busqueda de la medicina personalizada ha impulsado en gran medida la
incorporacion progresiva de la NGS a la practica clinica con sus diferentes aplicaciones,
abarcando éstas un abanico amplio y creciente. Las principales son: la secuenciacién de
genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS), la secuenciaciéon del exoma
completo (Whole Exome Sequence, WES) y la secuenciacion de paneles de genes. La
seleccion de una u otra debe ser una decisién tomada por un asesor genético o un
genetista clinico y es dependiente del objetivo del estudio, del fenotipo y de las

manifestaciones del paciente.

6.1 Secuenciacion genémica completa (WGS)

La secuenciacién gendmica completa consiste en la determinaciéon de la
secuencia del genoma completo de un individuo en un tnico procedimiento, llamado
WGS por las siglas en inglés de Whole Genome Sequencing. Esta opcién ofrece una vision
integral del genoma, al abarcar tanto las regiones codificantes de proteinas como las no
codificantes y tanto el ADN nuclear como el ADN mitocondrial. En consecuencia,
permite identificar variantes genéticas que pueden estar asociadas con la enfermedad

en regiones no inspeccionadas por otras metodologias.

La WGS es una prueba con una importante aplicabilidad clinica potencial y con
una gran capacidad para proporcionar conocimiento sobre la diversidad humanay las
enfermedades genéticas®3. Sin embargo, en la actualidad todavia existen ciertos
desafios que impiden su implementacidon en la practica asistencial. En el afio 2010, cada
genoma humano individual secuenciado contenia de media aproximadamente 150.000
polimorfismos de un solo nucleétido (single nucleotide Polymorphisms o SNPs)%* que no
estaban presentes en las bases de datos de variaciéon gendmica. En la actualidad, con la

disponibilidad de muchas mas secuencias genémicas humanas individuales completas,
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este nimero ha disminuido sensiblemente hasta un rango de entre 5.000 y 6.600,
aunque la determinacidn de su relevancia clinica ain representa un reto muy dificil de
abordar®5. Por esta razon, la complejidad del andlisis de la gran cantidad de datos
generados con el fin de traducir las secuencias brutas en un resultado que beneficie a
los pacientes y los costes asociados a ella, constituyen los principales inconvenientes
de la aplicacidn clinica de la WGS¢¢. Hasta que se superen estos obstaculos, en el ambito
de la salud esta alternativa estd mds orientada al campo de la investigacion, con el
descubrimiento de nuevos genes o variantes causales de enfermedades, asi como al

ensamblado de genomas auin no explorados (por ejemplo, de nuevos patégenos).

6.2 Secuenciacion del exoma (WES)

La secuenciacién del exoma es una técnica mediante la cual se establece la
secuencia de todas las regiones codificantes de proteinas, la parte funcional mejor
explorada y comprendida del genoma y que, como se ha mencionado previamente,
corresponde aproximadamente con el 1,5 % del mismo. Su utilidad clinica es
especialmente relevante en el diagndstico gendmico de patologias con extrema
heterogeneidad, en pacientes con dos o mas fenotipos no relacionados o en ausencia de
caracteristicas clinicas claves en el momento del estudio, recomendandose la
realizacién de trios padre-madre-paciente, con el fin de mejorar su rendimiento

diagndstico®’.

La secuenciacion del exoma de un paciente puede revelar la expansion de los
fenotipos asociados con alteraciones genéticas ya descritas en otros pacientes con
patologias similares, pero aparentemente diferentes, identificar nuevos genes
candidatos e incluso identificar variantes patogénicas en genes relacionados con
trastornos distintos del que motivé el analisis genético®8. El principal inconveniente de
esta metodologia reside en la profundidad de la secuenciacién, es decir, el nimero de
veces que se lee cada una de las posiciones que queremos secuenciar. Debido al elevado
numero de regiones que abarca un exoma, lo més factible econémicamente es utilizar
una profundidad de lectura menor, lo cual repercute directamente en la capacidad de

deteccién de algunas alteraciones, por ejemplo, mutaciones subclonales o en mosaico%®-
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72, Este fendmeno se ve potenciado porque la distribucion de la profundidad de lecturas
no es homogénea, sino desigual en distintas regiones del exoma, pudiendo quedar
insuficientemente cubiertas regiones gendémicas relevantes para la patologia que

presenta el paciente.

6.3 Paneles de genes

Los estudios basados en paneles de genes consisten en un analisis especifico de
pequenas secciones del genoma que corresponden a regiones codificantes y/o no
codificantes en genes que estan clinicamente asociados a una patologia o conjunto de
patologias concretas relacionadas con el fenotipo observado en el paciente.
Representan la alternativa mdas extendida para el estudio de enfermedades

genéticamente heterogéneas y con una variabilidad clinica significativa.

Esta aproximacion de secuenciacién dirigida esta orientada a maximizar la
proporcion de secuencia clinicamente util que se obtiene, facilitando su interpretacion
y disminuyendo el nimero de variantes incidentales identificadas (aquellas con
potencial relevancia clinica que estan asociadas a enfermedades diferentes de las que
motivaron el estudio). Acotar la regién secuenciada conlleva estas ventajas, pero
también representa la principal de las limitaciones de esta aproximacién, al estar
condicionada por el conocimiento de la genética de cada patologia en el momento de
disenar los reactivos necesarios para crear y enriquecer la libreria (oligonucleétidos o
sondas de captura). El estudio solo tendra éxito si el gen que causa la enfermedad esta
incluido en el panel, lo cual limita el rendimiento diagnéstico de la prueba a medio

plazo7374,

El primer paso, antes de poner a punto un ensayo de este tipo, es definir el
objetivo clinico y, en consecuencia, determinar, idealmente de manera multidisciplinar,
las regiones diana que queremos analizar y que son clinicamente relevantes para el
diagndstico de la patologia objeto del estudio’s. El nimero de genes que abarca cada
panel es variable y dependiente de las circunstancias y prioridades de cada laboratorio.
Algunos laboratorios incluyen solo genes diana para los cuales existe suficiente

literatura que justifica su relevancia diagnostica, terapéutica o prondstica. En cambio,
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otros paneles extienden su analisis a conjuntos de genes mas amplios, incluyendo genes
adicionales que estan siendo investigados en ensayos clinicos y/o cuya asociacién con

la enfermedad en la literatura cientifico-médica es incipiente.

Dentro de este tipo de analisis dirigido, existen dos alternativas: paneles con
enriquecimiento especifico, mediante sondas u oligonucleétidos disefiados en base a
los genes de interés (también llamados genes diana) o “paneles virtuales”, en los que se
lleva a cabo una secuenciaciéon del exoma y se extraen Unicamente los datos de las

variantes que afectan a los genes diana que constituyen el panel.

Al ser una prueba cuya finalidad es el diagnéstico clinico, en cada disefio del
panel se debe evaluar tanto la sensibilidad como la especificidad de la técnica para
detectar alteraciones’®. En los paneles virtuales, la profundidad de lecturas en las
diferentes regiones secuenciadas es habitualmente menor que en los verdaderos
paneles de genes. Como se ha mencionado previamente para el exoma, este hecho,
combinado con la heterogeneidad en la distribucién de las lecturas, puede provocar
que determinadas regiones, especialmente relevantes para una patologia, no queden
cubiertas por los resultados de secuenciacion de un panel virtual, lo que provoca una
menor sensibilidad y especificidad. Motivados por este hecho, en la presente Tesis
Doctoral hemos centrado nuestro trabajo experimental en el desarrollo y aplicacién de
ensayos basados en paneles de captura especificos para el diagndstico de tres
enfermedades con base genética: el cancer, la sordera y la ceguera, todas ellas con una

extrema heterogeneidad genética.

7 Paneles para el diagnodstico gendmico de enfermedades de base
genética

La priorizacién implicita en el disefio de un panel permite disminuir el nimero

de genes y variantes candidatos a evaluar, puede aumentar la probabilidad de

identificar una causa genética subyacente y evita la identificacion de hallazgos

secundarios, irrelevantes para el diagndstico de la patologia deseada’?-79. Estas mejoras

han cambiado el modelo de diagndstico molecular y, en consecuencia, el modelo de
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diagnostico clinico, especialmente en el caso de trastornos genéticamente y

clinicamente heterogéneos, como los que son objeto de esta Tesis Doctoral®0.

7.1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las que una o varias células
normales se transforman en células anormales que comienzan a crecer y multiplicarse
de una forma descontrolada, llegando a invadir tejidos cercanos e, incluso, a
diseminarse a otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo y el sistema
linfatico8!. Esa transformacién celular, causada por alteraciones en la secuencia del
ADN de determinados genes fundamentales para el control del crecimiento y divisién
celular normal, es el resultado de la interaccion entre los factores genéticos de cada
paciente y tres categorias de agentes externos: carcindgenos fisicos (radiaciones
ultravioletas e ionizantes), carcinégenos quimicos (humo, amianto, etc.) y carcinégenos
biolégicos (determinados virus, bacterias o parasitos)82. Nuestras células estan
constantemente detectando y reparando alteraciones que ocurren en nuestro genoma
al vertiginoso ritmo de 4 cada 5 segundos en cada célula (0,8/seg.) pero, en algunas
ocasiones, esas alteraciones evaden la maquinaria de reparacién, se acumulan y pueden

acabar provocando cancers8s.

Las células cancerosas cuentan con multiples mecanismos que les permiten
saltarse las restricciones normales sobre el crecimiento celular, modificar el
microambiente favoreciendo su propia proliferacién, invadir barreras facilitando su
propagacién a otros organos y evadir la vigilancia inmunolégicadt. La elevada
heterogeneidad molecular y celular caracteristica de los tumores, que tiene un papel
crucial en esas facultades adquiridas por el tejido canceroso, surge de la naturaleza
estocastica de la evolucién darwiniana, la cual cumple 3 premisas: que las
caracteristicas deben variar dentro de una poblacién, que esta variaciéon debe ser
heredable de generacion en generaciéon y que debe haber competencia por la

supervivencia dentro de la poblacién®s.

Hoy en dia, el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el

mundo y se prevé que el nimero de muertes causadas por el mismo aumente
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notablemente, debido en parte al envejecimiento de la poblacion mundial. Esta
situacion exige estrategias que permitan una deteccién mas temprana, una mejor
estratificacion de los tumores y el desarrollo de terapias preventivas efectivas, ya que
una gran parte de los canceres son altamente tratables y curables si se detectan en

estadios tempranos (I o I1)86.

Siempre y cuando sea posible, el analisis gendmico amplio de los tumores es la
mejor estrategia para identificar las alteraciones genéticas responsables de la
enfermedad. En 1982, mediante secuenciacién Sanger, se identificaron las primeras
alteraciones genéticas causantes de cancer, entre ellas, una tnica variacion nucleotidica
que conducia a la activacion del oncogén HRAS en células de carcinoma de vejiga,
descrita por el equipo del espafiol Mariano Barbacid®’. En la actualidad, la combinacién
entre el uso de la NGS y una atencién personalizada del paciente con cdncer esta
permitiendo mejorar la prevencién y mantener o, incluso, incrementar la calidad de
vida de los pacientes durante el mayor tiempo posible88. En el cancer, los estudios
genéticos mas habituales se basan en paneles somaticos, orientados a identificar
farmacos especificos para su tratamiento, y paneles germinales, cuya finalidad es

detectar una predisposicion heredable al desarrollo de dicha enfermedad.

7.1.1 Paneles somaticos

El concepto de mutaciéon somatica se refiere a cualquier variacién genética
adquiridas por una célula que no forma parte de la linea germinal, frecuentemente
causada por factores ambientales, como la exposiciéon a radiaciones o a ciertas
sustancias quimicas. Este tipo de alteraciones no son heredables, pero si se acumulan
en las células a lo largo de la vida de un individuo, por lo cual, aunque la mayoria de
ellas no tienen un efecto notable, algunas pueden alterar funciones celulares clave y

desencadenar el desarrollo de cancer.

La secuenciacién del genoma ha proporcionado una visién detallada de los
procesos mutacionales y de los genes involucrados en el desarrollo del tumor. Tras la
finalizacion del PGH, se emprendieron dos iniciativas de gran envergadura, el Atlas del

Genoma del Cancer (TCGA) y el Consorcio Internacional del Genoma del Cancer (ICGC),
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ambos con el objetivo comin de documentar sistematicamente las mutaciones
somaticas que desencadenan el desarrollo de los tumores mas frecuentes. El TCGA fue
proyectado en 2005 con el objetivo de crear mapas multidimensionales completos que
recogiesen los cambios gendémicos claves en los tipos y subtipos principales de cancer
mediante la secuenciacion de las regiones codificantes de proteinas de
aproximadamente 11.000 genomas individuales y 33 tipos de cancer
(https://portal.gdc.cancer.gov)8?. Tres afios mas tarde, en 2008, se puso en marcha el
ICGC con el cometido inicial de secuenciar las regiones codificantes de mas de 20.000
genomas individuales y 22 tipos de cancer (https://dcc.icgc.org)??. Asimismo, en
febrero del 2020, el Consorcio ICGC / TCGA Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes
(PCAWG) actualizé el estatus de ambos proyectos con la presentacién de los resultados
obtenidos en 2.658 genomas completos de cancer en 38 tipos de tumores
diferentes8591, Los catalogos de alteraciones genémicas que se han ido generando tras
estos estudios han servido como germen de futuras investigaciones para la formulacién

de mejores estrategias de prevencion, diagndstico y tratamiento de cada tipo de cancer.

Las células cancerosas no solo tienen mutaciones que resultan en la expresiéon
desregulada de oncogenes (aceleradores de la transformacién celular) y genes
supresores de tumores (frenos de la formacién de tumores). En muchos casos, estos
cambios también alteran la expresion de cientos de genes implicados en vias de
regulacion de la actividad celular mas sutiles. Una mejor comprensién de la etiologia
molecular del cadncer ha permitido el desarrollo de nuevos farmacos denominados
cominmente terapias dirigidas. La estrategia ideal contra el cincer es aquella que
restringe selectivamente la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales sin
afectar a las células sanas. A diferencia de la quimioterapia convencional, citotoéxica, a
menudo limitada por efectos secundarios graves y, en ocasiones, potencialmente
mortales, los fArmacos dirigidos estan disefiados para interferir especificamente las
dianas moleculares que son responsables del fenotipo maligno, resultando en un
aumento de su indice terapéutico y una disminuciéon de sus efectos secundarios
sistémicos. Aunque es frecuente la aparicién de resistencias a este tipo de terapias

dirigidas, la caracterizacién molecular de los mecanismos de resistencia también
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permite diseflar terapias de segunda generacion o terapias combinadas destinadas a

prevenir la resistencia o a restablecer la respuesta®2.

Uno de los primeros medicamentos antitumorales dirigidos fue el tamoxifeno,
introducido a principios de la década de 1970 y disefiado para bloquear el crecimiento
y avance de las células tumorales en el cAncer de mama receptor de estrégenos positivo
(ER+). A partir de entonces, el desarrollo de nuevas tecnologias y sus aplicaciones en el
campo de la gendmica han permitido la identificacién de numerosas vias que estan
desreguladas en los cdnceres humanos y, en consecuencia, el descubrimiento de

multiples genes clave en el desarrollo de determinados canceres.

Los paneles somaticos en el diagndstico del cancer pueden identificar de
manera integral las alteraciones genéticas presentes en el tejido tumoral que se han
asociado previamente con la respuesta a terapias oncolégicas dirigidas. Asi, en muchos
casos su identificacion es requerida, como biomarcador de resistencia o sensibilidad,
para la aplicacién de terapias especificas aprobadas por las agencias reguladoras de
medicamentos (ej.: la U.S Food & Drug Administration (FDA) o por la Agencia Europea
del Medicamento (EMA))®. El impacto clinico de una variante debe determinarse
segln la evidencia disponible en el momento del estudio y dentro del contexto clinico
del paciente. De este modo, en 2015 se consideraba que alrededor del 10 % de los
pacientes con cancer avanzado tenian una mutacién accionable, es decir, tenia asociada
una terapia dirigida clinicamente validada y aprobada especificamente para ese tipo de
tumor?4. En la actualidad, tras la explosién de conocimiento que han proporcionado la
secuenciaciéon de miles de genomas tumorales en los ultimos afios y el desarrollo y
aprobacion de nuevos farmacos dirigidos, esa estimacién alcanza aproximadamente el
25 %?95. Dadas las ventajas que puede proporcionar conocer el mecanismo subyacente
de las vias bioldgicas en pacientes con cancer avanzado o refractario al tratamiento, las
decisiones terapéuticas se guian cada vez mas por el perfil genémico del tumor que por
factores convencionales, como el estadio de la enfermedad o las caracteristicas

histopatoldgicas?¢.
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7.1.2 Paneles germinales

Las mutaciones germinales o hereditarias son aquellas que afectan a las células
reproductoras del organismo (6vulo y espermatozoide) y, por ello, se pueden
transmitir de generacion en generacidn. En algunos casos, estas alteraciones en la linea
germinal son responsables de una mayor predisposicién al desarrollo de una

enfermedad hereditaria y su identificacién es usada como criterio diagndstico.

El cancer es una enfermedad multifactorial causada por el efecto combinado de
factores genéticos y ambientales. Las estimaciones actuales consideran que el 5-10 %
de los casos de cancer se desarrollan como consecuencia de la presencia de una
mutacion germinal que se transmite entre los miembros de una misma familia de
acuerdo a distintos patrones de herencia®. Para una misma mutacion, el tipo de cancer
y la edad de aparicién son variables entre familias, pero también dentro de una misma
familia. Es importante sefialar que lo que se hereda entre generaciones es la
susceptibilidad a padecer cancer, lo cual no implica la certeza de desarrollarlo en todos

los casos.

En los ultimos afios se han identificado multiples genes implicados en
predisposicién hereditaria al desarrollo de cancer. Estos descubrimientos han
desencadenado una notable expansién de nuestro conocimiento sobre la
susceptibilidad genética, su funcién e impacto en la biologia tumoral, asi como sobre
las posibles intervenciones preventivas y terapéuticas basadas en ellas. Entre los tipos
de cancer hereditario mas prevalentes se encuentran los causados por mutaciones en
genes de susceptibilidad al cAncer de mama 1 y (BRCA1 y BRCAZ2, respectivamente) o
los implicados en la reparacién de errores de emparejamiento de bases del ADN,
también llamados genes MMR por las siglas de MissMatch Repair (MLH1, MSH2, MSH6
y PMS2).

BRCA1 y BRCAZ son genes supresores de tumores involucrados en la
recombinaciéon homologa, una via critica de reparacion del ADN encargada de asegurar
la estabilidad del genoma®7-%9. La alteracién patogénica en un tnico alelo de estos genes

se considera responsable del sindrome de cancer de mama y de ovario hereditario, que
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no solo implica cdncer de mama de inicio temprano, sino también un mayor riesgo de
cancer de ovario, pancreas, estdmago, laringe, trompas de Falopio y prdstata. Este
sindrome es responsable del 5-7 % de todos los casos de cancer de mama. Ademas, las
mujeres portadoras de mutaciones en estos genes tienen un 50-80 % de probabilidad
de desarrollar cancer de mama y un 30-50 % de probabilidad de desarrollar cancer de
ovariol%, Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ, combinadas, afectan al 85 % de

las familias con cuatro o mas casos de cancer de mama10t,

Las alteraciones patogénicas en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMSZ2 tienen
como consecuencia defectos en la reparacion de errores del emparejamiento de bases
del ADN que causa sindrome de Lynch o sindrome del cancer de colon no polipésico
hereditario (HNPCC). Este sindrome es la causa mas comtn de cancer colorrectal y de
cancer de endometrio hereditarios. Otros canceres extracol6nicos asociados con este
sindrome incluyen los de ovario, estbmago, tracto urotelial e intestino delgado y, con
menos frecuencia, cerebro, tracto biliar, pancreas y prostata. Aproximadamente el 70-
85 % de los casos de sindrome de Lynch son causados por mutaciones en MLH1 o MSH2
y las variaciones patogénicas en MSH6 y PMSZ2 representan cada una entre el 10 % y el
20 % de los casos!92-104 Asimismo, en los dltimos afios se ha demostrado que las
deleciones germinales en el extremo 3° del gen EPCAM, que conducen a un
silenciamiento epigenético del gen MSHZ2, estan involucradas en aproximadamente el
1-3 % de los casos con sindrome de Lynch195, El riesgo de cancer colorrectal en familias
con deleciones en EPCAM es comparable al de los casos con mutaciones MSHZ2, siendo,
sin embargo, inferior el riesgo de cancer de endometrio, lo cual ilustra la utilidad de
identificar la causa genética subyacente a un fenotipo tumoral por encima de identificar
exclusivamente dicho fenotipo (que en este caso es la pérdida de expresién tumoral de
la proteina MSHZ2 en ambos casos)!%. En todos estos casos, y en la mayoria de las
familias con cancer hereditario, el modo de herencia de la susceptibilidad al desarrollo

de cAncer es autos6mico dominante.

Mas alld de los genes BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, existen
decenas de otros genes que, en conjunto, son responsables de una gran proporcién de

los casos de cAncer hereditariol0?. No obstante, actualmente, todavia existe un
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porcentaje muy elevado de pacientes con cancer familiar en los que se desconoce su
potencial causa genética. Por estas razones es necesario y util identificar variantes en
diferentes genes, la contribucién de estas al riesgo hereditario, la combinacién de alelos
de susceptibilidad de baja/moderada penetrancia, o su combinaciéon con factores
ambientales. Los datos respaldan la utilidad del uso de paneles germinales para el
estudio del cancer. Por ejemplo, recientemente, Dominguez-Valentin y colaboradores,
tras un estudio de 191 pacientes con cancer familiar en los que no se habian
identificado mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, PTEN o TP53, ni en los genes MMR,
observaron que mas de la mitad de las variantes patogénicas de la linea germinal
identificadas afectaban a los genes ATM y CHEKZ2, con penetrancia moderada, genes que
en muchos hospitales no son analizados de manera rutinarial8, Por estas razones, los
paneles multigénicos son una estrategia en expansiéon para el diagnéstico de la

predisposicién hereditaria al desarrollo de cancer109.110,

Una ventaja adicional de este tipo de estudios es la potencial capacidad que
tienen para identificar portadores de mutaciones causantes de sindromes de
susceptibilidad al cancer bien conocidos en familias con fenotipos atipicos!i1112,
Asimismo, para los pacientes con antecedentes familiares de cancer o predisposicién
genética al cancer, la deteccion precisa de las mutaciones responsables permite una
evaluacién del riesgo y una vigilancia adecuados, siendo crucial para facilitar la
prevencion y la deteccién temprana de futuros tumores tanto en los pacientes como en
sus familiares y, en algunos casos, facilitando la seleccidn de terapias dirigidas!!3. Por
tanto, ser capaces de identificar estas alteraciones es de suma importancia para

proporcionar a los pacientes un manejo clinico integral y personalizado114:115,

7.2 Sorderas

La sordera es el trastorno sensorial mas comin que existe. En base a la
localizacion de la lesion se puede clasificar en pérdida auditiva conductiva (oido
externo o medio), neurosensorial (oido interno, nervio auditivo o via auditiva central)
0 mixta, con caracteristicas clinicas de las dos anteriores!é, En esta Tesis Doctoral
abordamos las pérdidas auditivas neurosensoriales o mixtas. La hipoacusia

neurosensorial (HNS) representa aproximadamente el 90 % de todos los casos de
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pérdida auditiva humana y se estima que el componente genético en ella es muy

superior al de cualquiera de los otros dos tipos!17.

La sordera profunda congénita afecta aproximadamente a 1 de cada 1000
nacidos vivos, mientras que 1 de cada 1000 nifos adicionales sufrira pérdida auditiva
antes de convertirse en adulto!18. El 60 % de la HNS congénita/de inicio temprano es
causada por factores genéticos y, a menudo, aparece en ausencia de antecedentes
familiares de sorderal?®. El resto de los casos parecen ser idiopaticos o surgir por el
efecto de patégenos como la rubéola, el citomegalovirus u otras infecciones

infantiles120-123,

De los casos con una causa genética, se considera que aproximadamente el
30 % son sindrémicos22-126, Hasta la fecha se han asociado mas de 400 sindromes con
pérdida auditival?’. Los casos restantes corresponden a la pérdida auditiva hereditaria
no sindrémica, en la cual la dnica consecuencia del defecto genético detectable
clinicamente es la sordera. Dentro de esta categoria, en el 75-80 % de los casos la
hipoacusia es heredada de forma autosémica recesiva y, aproximadamente, en el 20 %
es autosémica dominante. Las formas ligadas al sexo y mitocondriales representan
menos del 5 %125, Las hipoacusias asociadas a loci genéticos se denominan con una
nomenclatura basada en siglas candnicas: DFNB (autosémica recesiva), DFNA

(autosémica dominante) y DFNX (ligada al X)118.

El locus genético DFNB1, que abarca los genes GJB2 y GJB6, se considera
responsable del 10-40 % de todos los casos de pérdida auditiva congénita en
determinadas poblaciones, con incidencia variable dependiente de cada poblacién®123,
Codifican proteinas de membrana denominadas conexinas (Cx), Cx26 y (x30,
respectivamente, que estan implicadas en la formacidon de conexiones intercelulares
(uniones GAP) y ejercen una funcién critica en la comunicacion entre las células de
soporte de la coclea y la homeostasis de la perilinfa y endolinfa. Las mutaciones en el
gen GJB2 se consideran la principal causa de HNS no sindrémica autosémica recesiva
en la mayoria de las partes del mundo. Entre ellas la alteracidon c.35delG, la mas

prevalente en nuestro medio, explica hasta el 70 % de los casos de hipoacusia
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hereditaria en algunas poblaciones de América del norte y Europa®128, En cuanto al gen
GJB6, situado junto a GJBZ, se ha demostrado que sus mutaciones mas prevalentes, las
grandes deleciones del(G/B6-D13S1830) y del(G/B6-D1351854), son capaces de
silenciar a nivel transcripcional la expresion del gen de GJB2 que esta en disposicion cis
(en el mismo alelo), lo cual explica que, cuando una de estas deleciones se encuentra en
trans (en alelos distintos) con una mutacién patogénica en G/BZ2, el fenotipo auditivo
sea similar al que se observa en pacientes homozigotos para una alteracién patogénica
en GJB2129-131, La hipoacusia debida a mutaciones en el locus DFNB1 se caracteriza por
ser generalmente bilateral, de inicio prelingual, con un grado de severidad que varia de
moderado a profundo y con variaciones inter e intrafamiliares, es decir, que ain con la
misma mutacién, puede encontrarse una evolucion diferente. Ante una expresividad
tan variable, los estudios genéticos se han vuelto una herramienta imprescindible en el

diagndstico de esta patologia.

Actualmente, el estudio genético de DFNBI para pacientes con pérdida auditiva
no sindrémica incluye la secuenciacién GJ/BZ y el analisis de las dos deleciones més
comunes de GJB6 pero, tras él, muchos casos permanecen sin diagnosticar. Esto se debe
a la extrema heterogeneidad genética y fenotipica de la pérdida auditiva, con mas de
400 sindromes que incluyen hipoacusia como manifestacién caracteristica y mas de
100 genes asociados con HNS no sindrémical!8. Con la tecnologia NGS se ha vuelto
factible y asequible secuenciar rutinariamente una gran cantidad de genes por
paciente, lo cual ha facilitado el diagnéstico en gran medida?32133, Tanto la guia del afio
2014 parala «Evaluacién clinica y el diagndstico etiolégico de la hipoacusia» del Colegio
Americano de Genética Médica y Gendémica (ACMG)!18, como las recomendaciones
espafiolas del afio 2015 para el «Diagnéstico etiolégico de la sordera infantil», de la
Comisién para la Deteccién Precoz de la Hipoacusia (CODEPEH)134, recomiendan
incorporar el diagnéstico genético precozmente en los protocolos para el diagnéstico

de la sordera [Figura 5].
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Valoracion audiolégica

Figura 5. Secuencia recomendada para el diagnéstico etiolégico por la CODEPEH.

Hacer un diagnéstico precoz de la pérdida auditiva tiene un gran impacto en el
curso clinico del paciente y en su desarrollo vital, permitiendo una intervencién o
monitorizacién tempranas!3s. Por este motivo, muchos paises ya han instaurado
programas de cribado neonatal universales de hipoacusia conforme a las
recomendaciones del jJoint Committee on Infant Hearing3%, que establece la
conveniencia de que la deteccién no se demore mas alla del primer mes de vida y que
se pueda disponer de la confirmacién diagnéstica en el tercer mes para asegurar que
los nifios reciban el tratamiento adecuado antes de los 6 meses. El principal objetivo es
lograr la adquisicion del lenguaje hablado y el maximo desarrollo de los nifios con un

déficit auditivo a todos los niveles: personal, cognitivo, educativo y social134,

La NGS ha aumentado notablemente la eficacia tanto en la deteccién de
variantes patogénicas en genes de sordera conocidos con fines de diagnésticos, como

en la identificacién de nuevos genes asociados137.138,

Pigina | 34



Introduccion

7.3 Cegueras

La ceguera es una enfermedad de tipo sensorial que consiste en la pérdida total
o parcial del sentido de la vista. Al igual que ocurre en la hipoacusia, la pérdida visual
se clasifica en base a la localizacién anatomica de la lesién que la causa. En esta Tesis
Doctoral abordamos la ceguera causada por lesiones en el vitreo, la coroides, la retina
y/o el nervio Optico, enfermedades en las cuales la etiologia monogénica esta
respaldada por una evidencia s6lida. Ademas, se seleccionaron estas cuatro estructuras
oculares porque los fenotipos que causan sus alteraciones pueden llegar a
superponerse y generar dificultades a la hora de obtener un buen diagnéstico

diferenciall39,

Las distrofias retinianas hereditarias (DRH) representan, con gran diferencia,
la principal causa de ceguera transmisible de padres a hijos!49, Se trata de un conjunto
de enfermedades que afectan a la retina, al vitreo y/o a la coroides, caracterizadas por
una pérdida de visiéon lenta y progresiva, debida a la degeneracién de los
fotorreceptores y células epiteliales del pigmento retiniano. Individualmente, tienen
una baja incidencia entre la poblacién, pero en conjunto, alcanzan una prevalencia de
aproximadamente 1 caso cada 3000 individuos!4l. Estos datos explican que se
considere la principal causa de ceguera entre los adultos y la segunda mas comun en la

infancia (la primera causa en nifios son las cataratas)!42.

La retinosis pigmentaria (RP) es la forma mas comin de degeneracidon
retiniana hereditaria, presente en mas de 1,5 millones de personas en todo el mundo,
tiene una prevalencia estimada de 1 caso cada 4.000 individuos!43. Ademas de los
efectos perjudiciales de la discapacidad visual, el 20-30 % de los pacientes con RP
tienen una afeccién no ocular asociada, que varia desde cambios morfolégicos leves
hasta patologias potencialmente mortales, es decir, son casos sindréomicos. Los tipos
mas frecuentes de RP sindrémica son el sindrome de Usher y el sindrome de Bardet-
Biedl!44. La forma no sindrémica es mas frecuente, representando alrededor del 65 %
de todos los casos145.146, Dentro de esta categoria, el 30-40 % corresponden a las formas

autosémicas dominantes, el 50-60 % a formas autosémicas recesivas y el 5-15 % a
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formas ligadas al cromosoma X. Asimismo, también se han descrito patrones de
herencia no mendelianos, entre los que se han incluido las herencias digénicas y

mitocondriales, que explican una pequeifia proporcidn de casos147-149,

Se han descrito mas de 250 genes responsables de formas sindrémicas y/o no
sindromicas de DHR. La notable heterogeneidad genética caracteristica de estas
enfermedades no solo se debe a la gran cantidad de genes implicados, sino también al
hecho de que las mutaciones en un gen especifico pueden causar fenotipos distintos
que varian ampliamente en severidad, progresién, y modo de herencials0.151, Por
ejemplo, las mutaciones en ABCA4 pueden causar al menos cuatro formas diferentes de
ceguera no sindrémica: retinosis pigmentaria, distrofia de conos y bastones, fundus
flavimaculatus y enfermedad de Stargardt. Asimismo, las alteraciones patogénicas de
PRPH?2 pueden ser responsables de retinosis pigmentaria tipo 7, retinosis punctata
albescens, distrofia macular de la retina o distrofia coroidea areolar central (todas ellas
con modo de herencia autosémico recesivo), amaurosis congénita de Leber (con modo
de herencia autosémico dominante) y retinosis pigmentaria tipo 7 PRPH2 /ROM1 (con
modo de herencia digénico recesivo). Ademads, aunque se han identificado distintos
subtipos de DRH, existe una superposicion fenotipica considerable que se hace atin mas
evidente con las pruebas genéticas!52. Esta heterogeneidad genética y fenotipica y la
existencia de patrones de herencia multigénicos y modificadores genéticos oscurecen
y dificultan, en gran medida, el diagndstico molecular de estas enfermedades. En esta
situacién, no son practicos los enfoques convencionales de secuenciaciéon Sanger. La
secuenciacién simultanea de todos los genes implicados se considera el mejor enfoque

para el diagnéstico molecular de las DHR153.154,

En ciertos tipos de ceguera hereditaria solo las pruebas moleculares
proporcionan un diagnéstico preciso, por lo que las pruebas utilizadas para realizar el
enfoque clinico de la enfermedad (electrorretinografia, tomografia de coherencia
Optica, examen de fondo de ojo, autofluorescencia de fondo, adaptacién de oscuridad o
prueba de campo visual) no son suficientes para el diagnésticol5s. Esta situacion

ocurre, por ejemplo, en la neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON)5¢,
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Una peculiaridad que engloba a las DHR es su aparente “invisibilidad” hasta
estadios avanzados de la enfermedad. Por esta razén, el diagnéstico precoz y el
conocimiento de las causas que las originan son factores primordiales para reducir el
impacto personal y psicologico de las mismas. Con la introduccién de los paneles de
genes, el diagnostico y la atenciéon a pacientes con enfermedades oculares han
experimentado una revolucion, identificando la causa genética aproximadamente en el
50 % de los casos. No obstante, las caracteristicas clinicas de los individuos analizados
y la existencia/ausencia de estudios moleculares previos pueden hacer variar

notablemente el rendimiento diagnésticos7.

Por dltimo, en la pérdida de vision de etiologia genética, el diagnostico
molecular no solo es importante para mejorar el asesoramiento de las familias y por su
valor prondstico, sino también para identificar a los pacientes candidatos a beneficiarse
de los nuevos tratamientos especificos de genotipo. Estos tratamientos potenciales,
principalmente de terapia génica, cuya finalidad es la prevencién o la curacién de la
enfermedad, estan siendo particularmente exitosos en oftalmologia, al ser el ojo un
organo de facil acceso, relativamente aislado y con una situacién privilegiada
inmunoldgicamente, lo cual disminuye las posibilidades de rechazo, entre otros

riesgos1ss.

8 Interpretacion clinica de los resultados de diagndstico genético

La interpretacién clinica de las variantes genéticas es el proceso en el cual se
evallian y clasifican las variantes identificadas en un estudio genético en funcién de su
relevancia médica para el paciente objeto de estudio. En la actualidad, tanto la
interpretacion de los resultados, como la traduccién de los mismos en

recomendaciones clinicas representan el principal desafio en el diagndstico genético.

La comprension precisa y detallada de los efectos causados por las variaciones
en las diferentes regiones del genoma es imprescindible para resolver la relacién
variante-gen-enfermedad, el espectro de las alteraciones patogénicas en cada uno de

los genes y las correspondientes consecuencias clinicas de las mismas. En los Gltimos
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afios se han desarrollado herramientas bioinformaticas y bases de datos especificas
disefiadas con el fin de ayudar a comprender la importancia funcional de las variantes

genéticas con respecto a sus posibles efectos sobre los genes y las enfermedades?>°.

8.1 Bases de datos de variantes genéticas clinicamente relevantes

La interpretacién de las variantes gendmicas se ha convertido en el cuello de
botella en los flujos de trabajo de secuenciacion clinica, por lo que muchos hospitales y
centros de investigacion han creado de forma individual su propio repositorio para la
interpretacion de variantes y evaluacion de la relevancia clinicalt0, Estas bases de datos
internas requieren de actualizaciones constantes, implican gran trabajo manual y

carecen de consenso entre la comunidad cientifica.

La medicina de precisiéon requiere que toda esta informaciéon esté en un
formato estandarizado, centralizada, de libre acceso, con capacidad de descarga
masiva, consensuada y facilmente interpretable para su aplicacién en la clinica. Para
satisfacer estos requisitos surgieron las primeras bases de datos publicas tanto de
variantes somadticas como de variantes germinales que pueden ser consultadas por

todos los especialistas para optimizar y homogeneizar la interpretacién clinica.

8.1.1 Bases de datos de variantes somaticas

La oncologia est4 cada vez mas cerca de que la informacién molecular de cada
paciente con cancer se pueda utilizar para mejorar el diagnéstico, pronoéstico y
tratamiento con terapias dirigidasi¢l. Para ello, las bases de datos de variantes
somaticas ofrecen apoyo clinico a los oncdlogos y especialistas y proporcionan
informacién detallada basada en la evidencia disponible sobre alteraciones genéticas
presentes en tumores. Aunque existen multiples bases de datos de variantes somaticas,
entre las mas utilizadas se encuentran CIViC (Clinical Interpretation of Variants in
Cancer) y OncoKB (Precision Oncology Knowledge Base), que anotan el efecto biolégico
y oncogénico, asi como la importancia pronéstica y predictiva de las alteraciones

moleculares somaticas para respaldar decisiones de tratamiento dirigidos162,
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CIViC es el recurso ofrecido por la Universidad de Washington para la
interpretacion clinica de variantes en cancer. Disefiada por un equipo interdisciplinar
e internacional de expertos que colaboran de forma remota dentro de una interfaz de
curacion centralizada, en la actualidad, contiene informacion clinica de variantes en

424 genes relacionadas con terapias aprobadas por la FDA (https://civicdb.org)163.164,

OncoKB es el repositorio web del Centro de Cancer Memorial Sloan Kettering
(Memorial Sloan Kettering Cancer Center, MSKCC), disponible también a través de un
recurso web (http://oncokb.org/)1¢5. Curada por una red de investigadores clinicos y
basicos del MSKCC, OncoKB contiene actualmente informacion detallada sobre
alteraciones especificas en 675 genes de cancer. A diferencia de CIViC, OncoKB no solo
incluye informacién sobre el uso guiado por biomarcadores de terapias aprobadas por
la FDA, sino también con respecto a las guias de la NCCN (National Comprehensive
Cancer Network), las de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO, American
Society of Clinical Oncology), ClinicalTrials.gov, las recomendaciones de grupos de
expertos y la literatura cientifica. Asimismo, aporta informacién sobre resultados
clinicos negativos, que facilita evitar el uso de terapias que han demostrado ser

ineficaces en contextos mutacionales especificos.

Basar la interpretacidn clinica de una variante en la informacién disponible en
una Unica base de datos puede presentar desventajas. Por este motivo, se consider6
una necesidad el estandarizar y coordinar los esfuerzos de curaciéon clinico-genémica
en todas las instituciones, y crear un recurso comunitario publico capaz de consultar la
informacion agregada. Asi, en 2016 se fundd VICC (The Variant Interpretation for
Cancer Consortium), un consorcio para reunir instituciones lideres que estan
desarrollando de manera independiente bases de datos integrales de interpretacion de
variantes de cancer, entre las que se encuentran CIViC y OncoKB. Esta organizacién ha
creado un servicio de consulta capaz de interrogar las asociaciones entre las
alteraciones genéticas del cancer y las acciones clinicas para cada tipo de cancer, en
base ala evidencia acumulada en todas las instituciones participantes en todo el mundo

(cancervariants.org).
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8.1.2 Bases de datos de variantes germinales

El uso generalizado de la NGS en el diagnoéstico clinico para determinar las
causas subyacentes de los fenotipos mendelianos resulta en la identificacion continua
de variantes no descritas previamente cuyo significado clinico es desconocido. Como
consecuencia, la estandarizaciéon de la interpretacion del significado clinico de
variantes es una necesidad critica. Se han desarrollado multiples bases de datos de
variantes germinales que facilitan la organizacién del conocimiento con respecto a las
alteraciones genéticas y sus fenotipos asociados!66.167, Las 3 principales que se han
consultado durante el desarrollo de este proyecto de Tesis Doctoral han sido OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man), HGMD (Human Gene Mutation Disease) y

ClinVar, que se describen brevemente a continuacién:

OMIM es una base de datos que recoge la descripcion de genes y fenotipos
humanos y las relaciones entre ellos. Creada y editada por la Universidad Johns
Hopkins con el aporte de cientificos y médicos de todo el mundo, surgi6é en 1964 como
MIM (Mendelian Inheritance in Man) llegando a publicar 12 ediciones impresas desde
1966 hasta 1998168, Est4 disponible en Internet desde el afio 1987 bajo la designacién
de “OMIM”, desde el afio 1995 en la World Wide Web del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (http://www.ncbinlm.nih.gov/omim/) y desde
enero de 2011 en el sitio web oficial, OMIM.org (http://omim.org), con el fin de
proporcionar un portal de uso y busqueda facill¢°. Cada entrada de OMIM tiene un
resumen completo de un fenotipo genético y/o de un gen determinado, derivando su
contenido exclusivamente de la literatura biomédica publicada y siendo actualizado
cada dia mediante revision por pares!’0. En la actualidad, con mas de 450
actualizaciones cada mes, contiene informacién de mas de 16.300 genes y casi 10.000
fenotipos diferentes. Adicionalmente, OMIM ostenta el liderazgo en el nombramiento y
clasificacién de fenotipos genéticos, lo cual supone una diferencia muy relevante con

respecto a otras bases de datos!71.

La base de datos HGMD est4 disefiada para ser una recopilacién de todas las

mutaciones de la linea germinal publicadas en revistas cientifico-médicas que afectan
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a los genes del ADN nuclear asociados con la enfermedad hereditaria humanal?z, Se
establecié en 1996 para el estudio de los mecanismos mutacionales de los genes
humanos asociados a enfermedades hereditarias y proporciona informacién con
relevancia clinical73174, En los ultimos afios ha adquirido una mayor utilidad como
repositorio de la variacién genética funcional relacionada con las enfermedades
causadas por alteraciones en la linea germinal, y se considera una herramienta
especialmente util para la anotaciéon de datos de NGS!75. Su version publica
(http://www.hgmd.org) estd disponible gratuitamente para usuarios registrados de
instituciones académicas y organizaciones sin dnimo de lucro y se actualiza dos veces
al afio, pero sus actualizaciones solo incorporan informacién que ya ha sido publicada
un minimo de 3 afios y medio atras. En cambio, existe una versién “Professional”, de
acceso para usuarios académicos, clinicos y comerciales mediante suscripcion,
gestionada por QIAGEN (https://www.qiagenbioinformatics.com/), que se actualiza
trimestralmente e incluye anotaciones y caracteristicas adicionales, como las
coordenadas cromosdémicas gendmicas en base a las versiones del genoma humano
hg19 y hg38, datos de conservacidn evolutiva y predicciones funcionales, entre otras.
En el momento de escribir esta Tesis Doctoral, este recurso, con mas de 24.000 nuevas
mutaciones incorporadas cada afio, contenia mas de 282.000 alteraciones genéticas

diferentes identificadas en mas de 11.000 genes.

ClinVar es un recurso publico, de acceso gratuito, que se puso en marcha en
2013 por el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), con el fin de compilar
informacién, basada en evidencia cientifico-médica, al respecto de las relaciones entre
variantes gendmicas y fenotipos humanos!76. Es una base de datos diseflada para que
los laboratorios clinicos, los investigadores y los paneles de expertos puedan compartir
sus interpretaciones de las variantes genéticas junto a su correspondiente evidencia,
permitiendo identificar facilmente aquellas variantes que han sido revisadas por
paneles de expertos. La agregacién de informacién procedente de diversos grupos en
una sola base de datos permite la comparacién de interpretaciones, proporcionando
transparencia en su concordancia o discordancia. En el momento presente ClinVar
contiene mas de 801.000 variantes genéticas con interpretacion, que afectan a mas de

11.000 genes. Este gran volumen de datos la ha convertido en un valioso recurso para
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la comunidad genética clinica, que valora especialmente las interpretaciones

consensuadasl’’.

Todas estas bases de datos sirven de gran ayuda, pero a menudo contienen
variantes incorrectamente clasificadas y/o propuestas de clasificaciones
contradictorias para una misma variantel59. Por este motivo, en el afio 2013 el NHGRI
(National Human Genome Research Institute) fund6 ClinGen, un recurso publico que
tiene como objetivo principal definir la relevancia clinica de genes y variantes para su
uso en medicina de precision e investigacién!78. Conformado por diferentes grupos de
trabajo de dominio clinico y paneles de expertos que interaccionan entre si, su objetivo
es abordar el conocimiento genémico de una forma multidisciplinar, optimizando el

valor de la informacién disponible.

8.2 C(Criterios ACMG/AMP de interpretacion clinica de variantes
gendmicas

La utilidad clinica de la identificacién de alteraciones genémicas en un estudio
genético depende de la fiabilidad de su interpretacion y clasificacion. Se han realizado
esfuerzos significativos para desarrollar pautas que regulen la evaluacién de la
evidencia disponible para clasificar las variantes genémicas implicadas en las

enfermedades de base genétical7°.

Inicialmente, cada laboratorio desarrollaba sus propios métodos de evaluacion
de variantes. Sin embargo, en el afio 2000 el grupo de trabajo del comité de practicas
de laboratorio del Colegio Americano de Genética Médica (ACMG) consigui6 sentar los
cimientos de las recomendaciones para la estandarizacion de la interpretacion clinica
de variantes gendmicas con la descripcion de las siguientes categorias: (1) descritas
previamente y consideradas como causa de enfermedad, (2) no descritas previamente
como patogénicas, pero que por sus caracteristicas se espera que sean responsables del
fenotipo, (3) no descritas previamente, pero con dudas al respecto de su patogenicidad,
(4) no descritas previamente y probablemente no causantes de enfermedad y (5)
descritas previamente y consideradas neutrales. Asimismo, se disefiaron estudios de

seguimiento de los pacientes portadores de determinadas variantes genéticas con el
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objetivo de poder evaluar sus riesgos especificos y concretar como se debia llevar a

cabo la validacién técnica y clinica de los resultados obtenidos?8°.

El advenimiento de la NGS promovié un cambio de paradigma en las pruebas
genéticas y un aumento muy notable del nimero de genes y variantes asociados a
enfermedades genéticas. En este contexto, en el afio 2013 se form6 un grupo de trabajo
compuesto por miembros del ACMG, la Asociacién de Patologia Molecular (AMP) y el
Colegio de Patélogos Americanos (CAP) con el objetivo de revisar los estdndares para
clasificar las variantes genéticas utilizando la evidencia disponible en el momento del
analisis. Asi, en 2015 se publicaron las primeras guias ACMG/AMP con un sistema de
puntuacién para clasificar las variantes de forma consensuada y en las cuales se
recomienda el uso de la terminologia “patogénica”, “probablemente patogénica”,
“significado incierto”, “probablemente benigna” y “benigna” para describir y clasificar
las variantes identificadas en un estudio genético. Mientras que las recomendaciones
previas de ACMG habian propuesto categorias interpretativas y algoritmos para la
interpretacion, las recomendaciones de 2015 ya utilizan criterios especificos mucho
mas definidos, basados no solo en la opinién de expertos, sino también en datos

empiricos y calculos probabilisticos?8.

Las consideraciones de estas guias son Unicamente aplicables para variantes
con herencia monogénica, no para variantes somaticas, farmacogendémicas o de genes
asociados con trastornos complejos no mendelianos multigénicos. La publicacién de
estos primeros estandares y pautas ACMG/AMP para la interpretaciéon de resultados y
la clasificacién de variantes fue un hito para el diagnéstico molecular y la genética

clinica.

Criterios ACMG/AMP

En las especificaciones iniciales se proporcionaron dos conjuntos de criterios,
unos para evaluar patogenicidad y otros para evaluar benignidad, dentro de los cuales
se estratificaron los criterios en varios subgrupos segun el nivel de evidencia: stand-

alone (para criterios que se valen por si mismos para otorgarle clasificaciéon a la
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variante), very strong, strong, moderate o supporting, en orden decreciente de nivel de
evidencia. En la (Tabla 2) y en la (Tabla 3) se describe y fundamenta la relevancia de

los criterios de patogenicidad y benignidad, respectivamente.

Cada criterio analiza un tipo de evidencia y los resultados obtenidos se
combinan de acuerdo con unas reglas de puntuacién para clasificar cada variante
dentro de uno de los 5 niveles: patogénica, probablemente patogénica, significado
incierto, probablemente benigna o benigna. Estas reglas se aplican a todos los datos
disponibles de una variante, ya sean procedentes de casos clinicos reales, de casos de
investigacion o de publicaciones previas. Para proporcionar cierta flexibilidad a la
valoracién marcada por el nivel de evidencia, algunos criterios inicialmente propuestos
con un determinado nivel de evidencia se pueden considerar de otro nivel superior
utilizando el juicio profesional. Esto ocurre por ejemplo con el criterio PP1 (nivel
supporting), que se refiere a la segregacién de la variante con la enfermedad en
miembros afectos de una o varias familias en un gen claramente causante de la
enfermedad. Este criterio puede considerarse como moderate o strong si la evidencia
de cosegregacion con la enfermedad es elevada?8!. Por el contrario, en situaciones en
las que los datos no son tan sélidos, se puede usar el juicio profesional para degradar

el nivel del criterio al que corresponda la evidencia objeto de valoracidn.
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Tabla 2: Criterios ACMG/AMP que indican patogenicidad.

La primera letra del nombre del criterio, P, indica que es un criterio de patogenicidad. Las
siguientes letras indican el nivel: VS: very strong; S: strong; M: moderate y P: supporting.
Los nimeros sirven para distinguir criterios del mismo nivel.

Criterio Descripcién Fundamento
Variante inactivadora en un gen en el |[Se basa en las consecuencias
PVS1 cual la pérdida de funcion es un|drasticas que tiene la inactivacion

mecanismo conocido de enfermedad. |completa de un gen.
Variante en la cual el cambio de|Se basa en que dos secuencias de
aminoacido es el mismo que el de una|aminoacidos idénticas, aun siendo

PS1 variante previamente clasificada como [sus secuencias de nucleétidos
patogénica, pero con otro cambio de|diferentes, se comportaran de
nucleétido. manera idéntica o muy similar.

Se basa en la infrecuencia de las
Variante de novo en un paciente sin|variantes de novo, lo cual las hace
PS2 historia familiar de la enfermedad. | especialmente sospechosas cuando
(confirmadas maternidad y paternidad). | aparecen en un individuo afecto sin
antecedentes familiares.

Estudios funcionales in vitro o in vivo|Se basan en la evidencia de
s6lidamente establecidos apoyan un |patogenicidad derivada del analisis
efecto deletéreo de la variante en el gen | funcional de la variante en un
o el producto del gen. contexto experimental.

Ps3

Se basa en el analisis estadistico de la
asociacion entre la presencia de una
variante y la aparicién de la
enfermedad.

La prevalencia de la variante es
PS4 significativamente mayor en afectos
que en controles (Odds Ratio >5).

Variante localizada en un hot-spot
mutacional y/o un dominio funcional |Se basa en la ubicacién de la variante
s6lidamente establecido sin variacidn |enregiones que, segin la informacién
benigna. Aplicable solo a variantes no |disponible, parecen especialmente
sinénimas (missense) o que no cambian | sensibles a las alteraciones genéticas.
la pauta de lectura (inframe).

PM1

Se basa en la ausencia/infrecuencia
Variante ausente o con una frecuencia |de la variante en individuos sanos, lo
PM2 extremadamente baja en individuos | que la hace especialmente
control. sospechosa si aparece en un
individuo afecto.

Variante descrita en homozigosis o en
heterozigosis compuesta con otra
PM3 alteracién patogénica en el mismo gen.
Aplicable solo a enfermedades
recesivas.

La longitud de la proteina cambia como | Se basa en el efecto potencialmente
PM4 resultado de una insercién/delecion en | deletéreo que tienen los cambios de
pauta en una regién no repetitiva. longitud en una proteina.

Se basa en la probabilidad de que la
variante, bien en homozigosis o en
heterozigosis compuesta con otra
variante, cause un fenotipo recesivo.
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Criterio

Descripcién

Fundamento

PM5

PMe6

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Se ha descrito otra variante no sinénima
que afecta al mismo aminoacido y que
ha sido considerada como patogénica.

Se basa en la probabilidad de que una
variante que afecta a una posicion en
la que ya se han descrito variantes
patogénicas sea también patogénica.

Variante asumida de novo en un
paciente sin historia familiar de la
enfermedad.

Similar a PS2, pero sin confirmaciéon
de paternidad y maternidad por parte
de los supuestos progenitores en los
que la variante esta ausente.

Cosegregacion de la variante con la
enfermedad en miembros afectos de
una familia/varias familias en un gen
claramente causante de la enfermedad.

Se basa en la probabilidad de que la
concurrencia de una variante con el
fenotipo en diversos miembros de
una familia sea indicativa de
patogenicidad.

Variante no sindnima en un gen con baja
tasa de variacion no sinénima benigna y
en el cual las variantes no sindnimas son
un mecanismo comun de la
enfermedad.

Se basa en la probabilidad de que una
variante no sin6énima cualquiera
pueda desencadenar una enfermedad
cuando el gen al que afecta no tiene
muchas variantes no sinénimas
benignas.

La evaluacion bioinformatica de la
variante predice un efecto funcional
deletéreo.

Se basa en la capacidad de los
algoritmos informaticos para
predecir la patogenicidad de una
variante.

El fenotipo del paciente se asocia de
manera altamente especifica con el gen.

Se basa en la probabilidad de que, al
ser el gen afectado por la variante el
Unico o uno de los Unicos asociados
con la enfermedad, la variante sea
patogénica.

Una fuente reputada (LOVD/INSIGHT)
ha reportado recientemente la variante
como patogénica, pero la evidencia no
estda disponible para hacer una
evaluacién independiente.

Se basa en la clasificacion hecha por
terceros que ofrezcan fiabilidad.
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Tabla 3: Criterios ACMG/AMP que indican benignidad.

La primera letra del nombre del criterio, B, indica que es un criterio de benignidad. Las
siguientes letras indican el nivel: A: stand alone; S: strong; M; moderate y P: supporting. Los
numeros sirven para distinguir criterios del mismo nivel.

Criterio Descripcién Fundamento
. . Se basa en improbabilidad de que las
Variante que puede ser considerada . o
BA1 . o A variantes frecuentes en la poblacién
benigna por su alta frecuencia alélica. P
causen enfermedades monogénicas.
La frecuencia alélica de la variante es|_, . .
. Similar a BA1, pero para variantes no
BS1 superior a la esperada para la
tan frecuentes.
enfermedad.
Variante observada en un individuo . :
Se basa en la presencia de la variante
adulto sano para una enfermedad con o
BS2 : en individuos sanos como argumento
penetrancia completa esperada a .
a favor de su benignidad.
temprana edad.
Estudios funcionales in vitro o in vivo|De modo analogo a PS3, se basa en
so6lidamente establecidos muestran un | evidencia de neutralidad derivada del
Bs3 efecto no patogénico de la variante en la | analisis funcional de la variante en un
funcién de la proteina o en el splicing. |contexto experimental.
Se basa en la improbabilidad de que
Ausencia de  cosegregacion en|dos individuos afectos de la misma
BS4 miembros afectos de la familia. familia tengan causas genéticas
diferentes.
, o Se basa en la improbabilidad de que
Variante no sinénima en un gen para el .
: una variante no truncante cause la
cual las variantes causantes de
BP1 . enfermedad cuando las causas
enfermedad conocidas son . : o
. : descritas provocan la inactivacion del
principalmente variantes truncantes. gen
Variante observada en trans con una|Se basa en la improbabilidad de que
variante patogénica en un [un mismo alelo tenga dos variantes
gen/enfermedad  dominante  con|patogénicas o de que un mismo gen
Bpz penetrancia completa u observada en|con fenotipos dominantes tenga
cis con una variante patogénica para |variantes patogénicas en ambos
cualquier modo de herencia. alelos.
Se basa en la improbabilidad de que
c . una inserciéon/delecién que no
Insercion/deleciéon en pauta en una s
BP3 -, e L . modifica la pauta de lectura y afecta a
regioén repetitiva sin funcién conocida. o g .
una region sin funcion conocida cause
la enfermedad.
A . - Se basa en la capacidad de los
La evaluacién bioinformatica de la : . past
. : : algoritmos informaticos para
BP4 variante no predice un efecto funcional . o
A predecir la benignidad de una
deletéreo. .
variante.
. . e Se basa en la improbabilidad de que la
Variante identificada en un caso con o
BP5 enfermedad de un individuo tenga

una causa alternativa de enfermedad.

dos causas genéticas independientes.
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Criterio Descripcién Fundamento
Una fuente reputada ha reportado
recientemente la variante como
BP6 benigna, pero la evidencia no esta
disponible para hacer una evaluacién
independiente.

Se basa en la clasificacion hecha por
terceros que ofrezcan fiabilidad.

Se basa en la improbabilidad de que
una variante sinénima sin otros
efectos conocidos sobre el gen que el
cambio de su secuencia cause la
enfermedad.

Variante sinénima para la que los
BP7 algoritmos predictores de efecto
funcional consideran que la variante no
tiene efecto en el splicing.

A pesar de estos avances, entre otros autores, Amendola y col., en 2016, tras
analizar las clasificaciones hechas por diversos laboratorios al aplicar estos mismos
criterios, describieron importantes inconsistencias y un sesgo hacia la sobreestimacion
de la patogenicidad!82. En consecuencia, en los dltimos afios, el Grupo de Trabajo de
Interpretaciéon de Variantes de Secuencia (Sequence Variant Interpretation, SVI) de
ClinGen se ha implicado en el refinamiento y la evolucién de las directrices de la
interpretacion ACMG / AMP para desarrollar enfoques cuantitativos para la
interpretacién de variantes. Asi, recientemente se han publicado recomendaciones
especificas para la interpretaciéon de las variantes de pérdida de funcién (criterio
PVS1)183, para la aplicacion de la evidencia funcional (criterios PS3/BS3)184,
especificaciones para las variantes de novo (criterios PS2, PM6), recomendaciones para
interpretar variantes que afectan a los dos alelos del mismo gen, solo aplicables a
enfermedades recesivas (criterio PM3) y la eliminacion de los criterios que se basan en
afirmaciones que no estan directamente vinculadas a evidencia cientifico-médica, como
ocurre con los criterios PP6 y BP5185, Asimismo, el Grupo de trabajo SVI esta encargado
de armonizar las re-especificaciones adaptadas a cada patologia que marcan los

paneles de expertos186.187,

Como se ha descrito en esta introduccion, paulatinamente, los avances técnicos,
informaticos y biomédicos han puesto a nuestro alcance la realizacion de andlisis
gendémicos cada vez mas fiables e informativos. A lo largo de los resultados y la

discusién de la presente Tesis Doctoral se ilustrara la utilidad clinica de dichos andlisis
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gendmicos cuando se aplican a pacientes de tres patologias con un fuerte componente

genético: el cancer, las sorderas y las cegueras.
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Objetivos

La secuenciacion masiva permite analizar Aacidos nucleicos con alto
rendimiento y a costes compatibles con su aplicacién clinica. Estas ventajas la hacen
especialmente util para el diagnéstico de enfermedades de base genética. La utilidad de
las plataformas diagndsticas basadas en NGS dependera de su capacidad para mejorar

y personalizar el manejo clinico de cada paciente.

En esta Tesis Doctoral abordamos 3 grupos de enfermedades con base
genética: el cancer, tanto el causado exclusivamente por alteraciones somaticas como
aquel surgido como consecuencia de la existencia de mutaciones germinales, la
hipoacusia neurosensorial, producida principalmente por lesiones que afectan al oido
interno y/o a las fibras del nervio auditivo, y las cegueras que cursan con alteraciones
de la retina, el vitreo, la coroides y/o el nervio 6ptico. En este contexto se plantearon

los siguientes objetivos:

1. Desarrollo, optimizacién, validacion y evaluacién de la utilidad clinica de
una plataforma de diagnoéstico molecular del cancer basada en NGS,
disefiada para identificar tanto las alteraciones somaticas relacionadas
con la sensibilidad o con la resistencia a terapias dirigidas aprobadas,
como las mutaciones de la linea germinal que predisponen a cancer

familiar.

2. Desarrollo, optimizacidn, validacién y evaluacién de la utilidad clinica de
una plataforma de diagnéstico molecular de la hipoacusia hereditaria
basada en NGS, capaz de detectar alteraciones gendmicas en todos los
genes cuyas mutaciones se han asociado con hipoacusia neurosensorial

y/o mixta, sindrémica o no sindrémica.

3. Desarrollo, optimizacién, validacién y evaluacion de la utilidad clinica de
una plataforma de diagnéstico molecular de la ceguera hereditaria basada
en NGS, disenada para detectar alteraciones gendmicas en todos los genes
cuyas mutaciones se han asociado a ceguera causada por alteraciones en
la retina, vitreo, coroides y nervio optico, tanto sindrémica como no

sindrémica.
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Resultados

Articulo I: A novel molecular diagnostics platform for somatic and
germline precision oncology

Referencia:

Rubén Cabanillas*, Marta Dineiro*, David Castillo, Patricia C. Pruneda, Cristina Penas,
Guadalupe A. Cifuentes, Alvaro de Vicente, Noelia S. Duran, Rebeca Alvarez, Gonzalo
R. Ordoéiiez y Juan Cadifianos. A novel molecular diagnostics platform for somatic
and germline precision oncology. Molecular Genetics & Genomic Medicine. 2017;
5(4): 336-359. Doi: 10.1002 /mgg3.291.

*R. C.y M. D. contribuyeron por igual en este trabajo
Factor de Impacto:

2,695, Q2 Genetics & Heredity (JCR 2017)
Resumen:

La secuenciacién de nueva generacidon (NGS) abre nuevas opciones en la oncologia
clinica, desde la seleccion de terapias hasta el asesoramiento genético. Hemos
desarrollado una nueva plataforma de diagndstico NGS destinada a detectar (1)
alteraciones gendmicas somaticas asociadas con la respuesta a terapias dirigidas
aprobadas contra el cancer y (2) mutaciones de la linea germinal que predisponen a
neoplasias hereditarias.

Se prepararon librerias de NGS enriquecidas mediante captura de los exones de 215
genes asociados a cancer (97 para la seleccion de terapias dirigidas y 148 asociados
con predisposicion hereditaria al cancer, siendo 30 de ellos informativos para ambas
aplicaciones), asi como en intrones seleccionados de 17 genes involucrados en
reordenamientos asociados con una terapia dirigida, a partir de 39 tumores (tejidos
o citologias incluidas en parafina), 36 muestras germinales (sangre) y 10 lineas
celulares. El andlisis de los resultados de NGS se realiz6 utilizando aplicaciones
bioinformaticas desarrolladas especificamente.

La plataforma detect6 variantes de wun solo nucleétido (SNVs) e
inserciones/deleciones (indels) con sensibilidad y especificidad > 99,5 % (para
variantes con frecuencia alélica = 0,1), asi como variantes de nimero de copias
(CNVs) y reordenamientos. Los estudios somaticos identificaron terapias dirigidas
en 35/39 tumores (89,74 %), un rendimiento diagndstico comparable al de las
principales plataformas comerciales. La deteccién de la mutacién somatica EGFR
p.E746_S752delins en una metastasis mediastinica de un cancer de mama provocd
su reevaluacién anatomopatoldgica, su reclasificacion definitiva como cancer de
pulmén y su tratamiento con gefitinib (respuesta parcial sostenida durante 15
meses). Los estudios en las 36 muestras germinales identificaron dos mutaciones
patogénicas (en CDKN2A y BRCA2). Proponemos una estrategia para la
interpretaciéon y descripciéon de resultados de andlisis somaticos y germinales
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adaptable al objetivo de la solicitud, a la disponibilidad de muestras tumorales y/o
normales y al alcance del consentimiento informado.

Con una metodologia adecuada, es posible trasladar a la practica clinica los tltimos
avances en oncologia de precisidon, integrando bajo la misma plataforma la
identificacion de alteraciones genémicas somaticas y de la linea germinal.

Aportacion personal al trabajo:
La realizacion de este trabajo coincidié con mi primer afio en el laboratorio. En él
aprendi las técnicas empleadas para la preparacion de librerias y me familiaricé con

la secuenciacién de nueva generacién. Asimismo, colaboré en el disefio del panel e
hice gran parte del trabajo de interpretacién de los resultados.
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Abstract

Background

Next-generation sequencing (NGS) opens new options in clinical oncology,
from therapy selection to genetic counseling. However, realization of this
potential not only requires succeeding in the bicinformatics and interpretation
of the results, but also in their integration into the clinical practice. We have
developed a novel NGS diagnostic platform aimed at detecting (1) somatic
genomic alterations associated with the response to approved targeted cancer
therapies and (2) germline mutations predisposing to hereditary malignancies.

Methods

Next-generation sequencing libraries enriched in the exons of 215 cancer genes (97
for therapy selection and 148 for predisposition, with 30 informative for both appli-
cations), as well as selected introns from 17 genes involved in drug-related rear-
rangements, were prepared from 39 tumors (paraffin-embedded tissues/cytologies),
36 germline samples (blood) and 10 cell lines using hybrid capture. Analysis of
NGS results was performed with specifically developed bioinformatics pipelines.

Results

The platform detects single-nudeotide variants (SNVs) and insertions/deletions
(indels) with sensitivity and specificity >99.5% (allelic frequency >0.1), as well
as copy-number variants (CNVs) and rearrangements. Somatic testing identified
tailored approved targeted drugs in 35/39 tumors (89.74%), showing a diagnos-
tic yield comparable to that of leading commercial platforms. A somatic EGFR
p.E746_S752delinsA mutation in a mediastinal metastasis from a breast cancer
prompted its anatomopathologic reassessment, its definite reclassification as a
lung cancer and its treatment with gefitinib (partial response sustained for
15 months). Testing of 36 germline samples identified two pathogenic muta-
tions (in CDKN2A and BRCA2). We propose a strategy for interpretation and
reporting of results adaptable to the aim of the request, the availability of
tumor and/or normal samples and the scope of the informed consent.

Conclusion

With an adequate methodology, it is possible to translate to the clinical practice
the latest advances in precision oncology, integrating under the same platform
the identification of somatic and germline genomic alterations.

336 © 2017 Instituto de Medicina Oncoldgica y Molecular de Asturias, S.A. (IMOMA). Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use,
distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Introduction

Precision oncology is at the frontline of personalized medi-
cine. The use of a patient’s molecular data to inform diag-
nosis, prognosis, treatment and prevention of cancer for
that very patient is a paradigm changing approach. To drive
the adoption of personalized cancer medicine, the integra-
tion of validated next-generation sequencing (NGS) diag-
nostics platforms into clinical practice is essential.

Targeted therapies aimed at tackling specific genomic
alterations, such as the tyrosine kinase inhibitor (TKI)
imatinib or the monoclonal antibody trastuzumab, were
initially approved exclusively for the treatment of one
type of cancer (chronic myelogenous leukemia with the
BCR-ABL (MIM: 151410 and MIM: 200100, respectively)
translocation and breast cancer with ERBB2 (MIM:
164870) amplification, respectively) but they were also
later shown to be effective on other tumor types with
identical or similar alterations (gastrointestinal stromal
tumors with KIT (MIM: 164920) or PDGFRA (MIM:
173490) mutations and gastric cancer with ERBB2 ampli-
fication, respectively). This supports the application of a
genomic-driven transversal view of cancer therapy. The
encouraging results of molecularly driven clinical trials,
such as the so called “basket trials”, and case reports of
exceptional responders to targeted therapies selected on
the basis of somatic mutations, irrespective of primary
tumor site or histology, are proving the utility of this
transversal approach (Wagle et al. 2014; Hyman et al.
2015; Redig and Janne 2015).

For some cancer types, such as Non-Small Cell Lung
Cancer (NSCLC), several targeted drugs acting on differ-
ent mutant proteins are approved by the FDA/EMA (TKIs
acting on sensitive mutant EGFR proteins or ALK inhibi-
tors directed against the products of ALK (MIM: 105590)
translocations) and exploring additional therapeutic
options with medicines approved for different indications
is recommended by the NCCN guidelines (crizotinib or
cabozantinib/vandetanib for NSCLC with ROSI (MIM:
165020) or RET (MIM:164761) translocations, respec-
tively). In such cases, probing all cancer treatment options
for a given patient with conventional, “first generation”
genotyping approaches (PCR, Sanger sequencing, FISH,
etc.) requires analyzing multiple samples from limited
specimens, with different techniques and, in some cases,
by different laboratories. This approach, which leads to
rising costs and increasing turnaround times, is not suit-
able for the current scenario of ever-growing targeted
treatment opportunities (Iorio et al. 2016). However,
NGS technologies, which allow analysis of multiple cancer
biomarkers, including SNVs, indels, translocations and
CNVs, on the same sample in a single assay, come as an
optimal solution for this situation.

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

Although most actionable genomic alterations are
acquired somatically, in some instances germline muta-
tions are responsible for an inheritable increased risk for
cancer development. Being able to identify these alter-
ations is of utmost importance for providing patients
with a comprehensive personalized clinical management.
First, some germline alterations (such as those inactivat-
ing BRCAI/BRCA2 (MIM: 113705 and MIM: 600185,
respectively) or activating RET) are also linked to the
response to targeted drugs. Moreover, when germline
cancer predisposing mutations are identified, this facili-
tates prevention and early detection of future tumors
both in the probands and in their families. Furthermore,
analyzing matched germline DNA in parallel to the
tumor DNA allows increased performance of the bioin-
formatics processing of NGS results. Because managing
the request of a germline analysis and its clinical applica-
tion may not be straightforward for oncology practition-
ers (as it involves specific genetic counseling, complex
informed consent and, frequently, dealing with variants
of uncertain clinical significance), the implementation of
mechanisms to overcome these difficulties is especially
welcome.

In this work, we present the development, validation
and clinical application of a novel molecular diagnostic
platform based on targeted NGS, specifically designed to
comprehensively identify somatic alterations linked to
sensitivity or resistance to approved cancer therapies and
germline mutations predisposing to familial cancer. More-
over, we propose a results-processing pipeline and an
interpretation algorithm designed to deal with all different
request situations, from exclusively somatic testing in the
absence of germline DNA to combined somatic and
germline analyses.

Materials and Methods

Ethical compliance

This study was approved by the competent ethics commi-
tee (Comité Etico de Investigacién Clinica Regional del
Principado de Asturias).

Patients

The study was performed on a consecutive series of unse-
lected patients attending our clinic between December
2013 and February 2017. Patients involved in the somatic
analysis were stage IV cancer patients who had progressed
to first-line chemotherapy. Patients involved in the germ-
line analysis were all eligible for cancer genetic counseling
based on their personal and/or familial history of cancer.
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Configuration of gene panels
Somatic subpanel

Identification of cancer genes with clinically relevant
somatic mutations was based on searches in the COSMIC
database (Forbes et al. 2015) (http://cancer.sanger.ac.uk/),
mycancergenome.com (http://www.mycancergenome.
com), targetedcancercare.com (http://www.targetedcance
rcare.com), Google Scholar and PubMed. As a result of
those searches, an important source of information for
building our somatic database was a comprehensive pub-
lication by Dienstmann and coworkers (Dienstmann et al.
2014). Next, the preliminary gene list was further filtered
considering information contained in the FDA (www.fda.
gov) and EMA (www.ema.europa.eu/ema/) web-pages to
identify those genes therapeutically relevant whose geno-
mic alterations have been related to approved cancer
therapies.

Germline subpanel

An initial list of cancer genes with germline alterations
associated with hereditary cancer predisposition was gen-
erated through automatic searches on the HGMD data-
base. Then, manual review of the preliminary gene list
was performed based on OMIM (www.omim.org), Genet-
ics Home Reference (ghr.nlm.nih.gov), Orphanet (www.or
pha.net) and other sources with the aim of filtering out
of the list those genes fulfilling any of the following crite-
ria: (1) insufficient scientific evidence or HGMD annota-
tion error; (2) mutations assigned to the gene in HGMD
correspond to a genomic region not functionally charac-
terized and/or (3) cancer-associated alterations that may
not be detected by the proposed methodology (uncharac-
terized gene fusions, inversions, translocations or epige-
netic changes).

GenBank accession numbers

For all genes, variants were annotated according to all
the GenBank RefSeq transcripts used by HGMD for that
gene (HGMD transcripts). Additionally, for those genes
of the somatic subpanel, variants were also annotated
according to the most prioritary APPRIS transcript listed
by Ensembl, unless this coincided with an HGMD tran-
script. The RefSeq transcript GenBank Accession Num-
bers were: ABLI NM_007313.2; AKTI NM_005163.%
ALK NM_004304.4; APC NM_000038.5; AR NM_000044.
3; ARA NM_001654.4, NM_001256196.1; ARIDIA NM_
006015.4; ATM NM_000051.3; ATP2A2 NM_001681.3,
NM_170665.3; ATR NM_001184.3; AXINI NM_003502.
3; AXIN2 NM_004655.3; BAPI NM_004656.3; BARDI
NM_000465.2; BCR NM_004327.3; BLM NM_000057.2;
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BMPRIA NM_004329.2; BRAF NM_004333.4; BRCAI
NM_007294.3, NM_007300.3; BRCA2 NM_000059.3;
BRIPI NM_032043.2; BTK NM_000061.2; BUBIB NM._
001211.5; CBL NM_005188.3; CCNDI NM._053056.2;
CCND2 NM_001759.3; CCND3 NM_001760.3; CD274
NM_014143.3; CDC73 NM_024529.4; CDHI NM_
004360.3; CDK4 NM_000075.3; CDK6 NM_001259.6;
CDKNIA NM_078467.2; CDKNIB NM_004064.3;
CDKNIC NM_000076.2; CDKN2A NM_000077.4, NM_
058197.4, NM_058195.3; CDKN2B NM_004936.3;
CDKN2C NM_001262.2; CEBPA NM_004364.3; CHEK2
NM_007194.3; CRKL NM_005207.3; CSFIR NM_005211.

3; CSF3R NM_000760.3; CTNNAI NM_001903.2;
CTNNBI NM_001904.3; CTR9 NM_014633.3; CIRC
NM_007272.2; CYLD NM_015247.2; DAPKI NM_

004938.2; DDB2 NM_000107.2; DDR2 NM_006182.2;
DICERI NM_177438.2; DIS3L2 NM_152383.4; DKCI
NM_001363.3; DLEU7 NM_198989.2; DNAAFI NM_
178452.4; EGFR NM_005228.3, NM_001346941.1 (EGFR-
vIIT); EGLN1 NM_022051.2; EGLN2 NM_080732.3; ENG
NM_000118.3; EPAS!I NM_001430.4; EPCAM NM_
002354.2; EPHA2 NM_004431.3; EPHB2 NM_017449.3;
EPHX1 NM_000120.3; ERBB2 NM_004448.2; ERBB3
NM_001982.3; ERBB4 NM_005235.2; ERCCI NM_
202001.2; ERCC2 NM_000400.3; ERCC3 NM_000122.1;
ERCC4 NM_005236.2; ERCC5 NM_000123.3; EXTI
NM_000127.2; EXT2 NM_207122.1; FAH NM_000137.2;
FAMI75A NM_139076.2; FANI NM_014967.4; FANCA
NM_000135.2; FANCB NM_001018113.1; FANCC NM_
000136.2; FANCD2 NM_033084.3; FANCE NM_021922.
2; FANCF NM_022725.3; FANCG NM_004629.1; FANCI
NM_001113378.1; FANCL NM_018062.3; FANCM NM_
020937.2; FAS NM_000043.4; FASLG NM_000639.1;
FBXW7 NM_033632.3; FGFRI NM_023110.2; FGFR2
NM_000141.4, NM_022970.3; FGFR3 NM_000142.4;
FGFR4 NM_002011.3; FH NM_000143.3; FLCN NM_
144997.5, NM_144606.5; FLT3 NM_004119.2; FRS2 NM_
006654.4; GALNTI2 NM_024642.4; GATA2 NM_032638.
4; GATA3 NM_001002295.1, NM_002051.2; GNAII
NM_002067.2; GNAQ NM_002072.3; GNAS NM_000516.
4, NM_016592.2, NM_080425.2; GPC3 NM._004484.3;
GREMI NM_013372.6; H19 NR_002196.1; HDAC2 NM_
001527.3; HFE NM_000410.3; HGF NM._000601.4;
HNFIA NM_000545.5 HNFIB NM_000458.2; HOXBI3
NM_006361.5; HOXD4 NM_014621.2; HRAS NM_
005343.2; IDHI NM_005896.2; IDH2 NM_002168.2;
IGFIR NM_000875.3; IGF2 NM_000612.4, NM_
001007139.4, NM_001127598.1; ILIORB NM_000628.4;
IL7R NM_002185.3; INHBA NM_002192.2; INPP4B
NM_003866.2; ITK NM_005546.3; JAKI NM_002227.2;
JAKZ NM_004972.3; JAK3 NM_000215.3; KCNQIOTI
NR_002728.3; KDR NM_002253.2; KHDC3L NM._
001017361.2; KIFIB NM_015074.3, NM_183416.3; KIT
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NM_000222.2; KMT2A NM_001197104.1; KMT2C NM_
170606.2; KRAS NM_004985.3, NM_033360.2; LZTRI
NM_006767.3; MAP2KI NM_002755.3; MAP2K2 NM_
030662.3; MAPKI NM_002745.4; MAX NM_002382.4;
MCIR NM_002386.3; MDH2 NM_005918.2; MENI NM_
130799.2; MET NM_001127500.1; MITF NM_000248.3,
NM_006722.2; MLHI NM_000249.3; MNXI NM_
005515.3; MPL NM_005373.2; MREIIA NM_005591.3;
MSH2 NM_000251.2; MSH6 NM_000179.2; MSRI NM_
138715.2; MTAP NM_002451.3; MTOR NM_004958.3;
MUTYH NM_001128425.1; MYD88 NM_002468.4; NBN
NM_002485.4; NFI NM_000267.3, NM_001042492.2;
NF2 NM_000268.3; NFKBIZ NM_031419.3; NHP2 NM_
017838.3; NLRP7 NM_206828.3, NM_139176.3, NM_
001127255.1; NOPIO NM_018648.3; NOTCHI NM_
017617.3; NOTCH2 NM_024408.3; NRAS NM_002524.4;

NRGI NM_013956.3, NM_013964.3, NM_013962.2,
NM_013959.3; NSDI NM_022455.4; NTHLI NM_
002528.5; NTRKI NM_001012331.1, NM_002529.3;

NTRK3 NM_001012338.2, NM_002530.3; OGGI NM_
002542.5; PALB2 NM_024675.3; PAX5 NM_016734.2;
PBRMI NM_018313.4; PDEIIA NM_016953.3; PDGFB
NM_002608.2; PDGFRA NM_006206.4; PDPKI NM_
002613.4; PHOX2B NM._003924.3; PIFI NM_025049.2;
PIK3CA NM_006218.2; PIK3CB NM_006219.2; PIK3RI
NM_181523.2; PIK3R2 NM_005027.3; PLCG2 NM_
002661.3; PMSI NM_000534.4; PMS2 NM_000535.5;
POLDI NM_002691.3; POLE NM_006231.2; POLH NM_
006502.2; POTI NM_015450.2; PPARG NM_015869.4;
PRFI NM_001083116.1; PRKARIA NM_002734.4;
PRKCD NM._006254.3; PRKCH NM_006255.3; PRSSI
NM_002769.4; PSMC3IP NM_016556.3; PTCHI NM_
000264.3, NM_001083602.1; PTCH2 NM _003738.4;
PTEN NM_000314.4; PTPNI1I NM_002834.3; PTPRD
NM_002839.3; RACI NM_018890.3, NM._006908.4;
RADS5IC NM_058216.2; RAD5ID NM_002878.3; RAFI
NM_002880.3; RBI NM_000321.2; RECQL NM_002907.
3; RECQL4 NM_004260.3; RET NM_020975.4; RHBDF2
NM_024599.5; RICTOR NM_152756.3; RITI NM_
006912.5; RNASEL NM_021133.3; ROSI NM_002944.2;
RPLII NM_000975.3; RPL35A NM_000996.2; RPL5 NM_
000969.3; RPSI9 NM_001022.3; RPS24 NM_033022.3,
NM_001142285.1; RPS7 NM_001011.3; RTELI NM_
032957.4; RUNXI NM_001754.4; SASHI NM_015278.3;
SBDS NM_016038.2; SDHA NM_004168.2; SDHAF2
NM_017841.2; SDHB NM_003000.2; SDHC NM_003001.
3, NM_001035511.1; SDHD NM_003002.3; SEC23B NM_
006363.4; SEMA4A NM_022367.3; SERPINAI NM_
000295.4; SFXN4 NM_213649.1; SH2B3 NM_005475.2;
SH2DIA NM_002351.4; SHOC2 NM_007373.3; SLBP
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NM_003073.3; SMO NM_005631.4; SOCSI NM_003745.
1; SOSI NM_005633.3; SOS2 NM_006939.2; SPINKI
NM_003122.3; SRC NM_005417.4; SRP72 NM_006947.3;
SRY NM_003140.2; STAG2 NM_001042749.1; STIMI
NM_003156.3; STKI11 NM_000455.4; SUFU NM_016169.
3; TERC NR_001566.1; TERT NM_198253.2; TFE3 NM_
006521.4; TINF2 NM_001099274.1; TMEMI27 NM_
017849.3; TMPRSS2 NM_001135099.1, NM_005656.3;
TP53 NM_000546.5; TRIM37 NM_015294.3; TSCI NM_
000368.4; TSC2 NM_000548.3; UBE2T NM_014176.3;
UNCI3D NM_199242.2; UNC5C NM_003728.3; VEGFA
NM_001025366.2; VHL NM_000551.3; WNTI0A NM_
025216.2; WRAP53 NM_018081.2; WRN NM_000553.4;
WTI NM_024426.4; XIAP NM_001167.3; XPA NM_
000380.3; XPC NM_004628.4; XRCC2 NM_005431.1;
XRCC4 NM_022406.2; YAPI NM_001130145.2.

Iterative optimization of probe design

Ensembl Biomart was used to extract the genomic coor-
dinates of all exons and selected introns from the differ-
ent transcripts of each gene contained in any of the
panels. These coordinates were merged to obtain nonre-
dundant unique regions and those noncoding untrans-
lated regions (UTRs) with clinical relevance were added.
After this, SureDesign (Agilent, Santa Clara, CA, USA),
was used to customize SureSelect enrichment probes with
the following parameters: tiling density 5x, no masking
and balanced boosting. Based on previously available
exome sequencing data, low coverage regions contained
within the genes of interest were identified and specific
additional probes were designed.

For probe optimization, we calculated callabilities (per-
centage of bases covered with a given base quality, map-
ping quality and read depth) for each region after
sequencing of the first 16 samples using version 1 (v1) of
the probe design. For those regions showing callabilities
below 100% at a 100x depth in a MiSeq run, additional
probes were designed and the concentration of the exist-
ing ones was increased. Briefly, in the second version of
the design (v2) we reduced the probe density from 5x to
3x for 2672 regions with an excess of sequencing depth
based on v1 results and increased the probe density from
5% to 10x on 478 regions with poor callability, keeping
the total number of probes in the same range as in vl
(within the limit of SureDesign Tier 2: 57.500 total
probes). A similar approach was followed up for the
design of successive versions of the probe. Furthermore,
regions whose low callability was due to low mapping
qualities caused by the presence of homologous regions in

NM_006527.2; SLC25A13 NM_014251.2; SLX4 NM_ the reference genome were identified. All calculations for
032444.2; SMAD4 NM_005359.5; SMAD9 NM_ which no probe design version is specified were per-
001127217.2; SMARCA4 NM_001128849.1; SMARCBI formed using v4.
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DNA isolation and quantification
Tumor tissues/cells

Macro/microdissection of each sample was performed to
increase nucleated tumor cell content to >20%, and
0.025-0.1 mm® of tumor-enriched FFPE ftissue were
deparaffinized and pretreated with 1M NaSCN for 6-12 h
to reverse formaldehyde-induced crosslinks (Hosein et al.
2013). After this, DNA extraction was performed using
the QIAamp DNA micro kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Blood—2 mL of total peripheral blood was pro-
cessed with the Flexigene DNA kit (Qiagen). Saliva—
1 mL of saliva preserved in DanaSaliva collection kits was
processed using the Danagene saliva kit (Danagen-BioTed,
Badalona, Spain). All isolated DNA samples were quanti-
fied by both spectrophotometry, wusing NanoDrop
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (N: Nan-
odrop-concentration), and fluorimetry, using the Qubit®
dsDNA HS and/or BR assay kits (Thermo-Fisher Scien-
tific) (Q: Qubit-concentration).

Library construction and capture

50-200 ng of dsDNA (according to Qubit fluorimetric
quantification) were processed following the protocol rec-
ommended by the manufacturer of the capture probes:
“Low Input Sureselect™’ Target Enrichment System for
Mllumina Paired-End Sequencing Library (Agilent).”

Sequencing

Indexed libraries were sequenced using Ilumina MiSeq,
Nextseq500 or HiSeql1500 next-generation sequencers fol-
lowing the equipment’s instructions. Paired-end 75—
100 bp reads were obtained. MiSeq and NextSeq500
sequencing was performed at IMEGEN (Valencia, Spain),
whereas HiSeql500 sequencing was done by HealthIn-
Code (A Corura, Spain).

Processing of sequencing data and variant
calling

Raw FASTQ files were first evaluated using quality control
checks from FastQC (http://www.bioinformatics.babraha
m.ac.uk/projects/fastqe/),  Trimmomatic — was  then
employed for read trimming and filtering. After removing
low quality bases, adapters and other technical sequences,
each library was aligned to the human reference genome
(GRCh37) using BWA-mem (Li and Durbin 2010) generat-
ing sorted BAM files with SAMtools (Li et al. 2009). Reads
from the same libraries were then merged, removing optical
and PCR duplicates using Picard (http://broadinstitute.
github.io/picard/). High sequencing coverage depths
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allowed maintenance of sufficient independent reads at
each target position after this step. Those regions with <20
reads of base quality >10 and mapping quality >20 were
considered as target-sequence gaps.

For the identification of germline point mutations,
VarScan2 analysis was performed (Koboldt et al. 2012)
(filtering parameters: total read depth >6, mutated allele
count >3, variant frequency >0.1, base quality >20, map-
ping quality >30). For the identification of somatic substi-
tutions and indels, a variation of Sidrén algorithm which
has previously been described (Puente et al. 2011) was
used (filtering parameters: total read depth >6, mutated
allele count >3, variant frequency >0.025, base quality
>20, mapping quality >30). In the latter, mutations
detected in the tumor sample are interrogated in the nor-
mal sample in order to define the somatic status of each
variant. In both cases the workflow performs a subse-
quent analysis to filter out recurrent sequencing errors,
which is based on documented sequencing biases associ-
ated to NGS platforms (Kwon et al. 2013; Wall et al.
2014) as well as on the identification of specific sequenc-
ing errors found to be artifacts in previously evaluated
samples. Moreover, visual inspection of the alignment is
also performed as a final step for all reported variants.

The process of variant calling includes an extra evalua-
tion layer for variants present in provided data-sources
(COSMIC for somatic and HGMD for germline variants),
regardless of the filtering thresholds (including the 0.025
minimum variant frequency otherwise required). Variants
called according to these criteria are still evaluated by the
filtering thresholds, but instead of being discarded when
quality measures are not met, the variant is registered in
a different output, facilitating further inspection. The
objective of this added flexibility is the identification of
relevant mutations that would otherwise be missed when
cutting thresholds are not met. We have evidenced the
benefits of this procedure by correctly identifying variants
in the 2016 EMQN External Quality Assessment scheme
that presented a variant frequency below 0.025.

Variants were annotated using several databases con-
taining functional (Ensembl, CCDS, RefSeq, Pfam), popu-
lational (dbSNP, 1000 Genomes, ESP, ExAC) and disease-
related (COSMIC, ICGC, HGMD professional) informa-
tion, as well as 11 scores from algorithms for prediction
of the impact caused by nonsynonymous variants on the
structure and function of the protein (SIFT (Kumar et al.
2009), PolyPhen2 (Adzhubei etal. 2010), PROVEAN
(Choi et al. 2012), Mutation Assessor (Reva et al. 2011),
Mutation Taster (Schwarz et al. 2014), LRT (Chun and
Fay 2009), MetalR, MetaSVM (Dong et al. 2015),
FATHMM and FATHMM-MKL (Shihab et al. 2014)),
and 1 score (GERP++) for evolutionary conservation of
the affected nucleotide (Davydov et al. 2010).
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The detection of CNVs was performed by a modified
version of the exome2env algorithm (Valdes-Mas et al.
2012) incorporating a combination of read depth and
allelic imbalance computations for copy number assess-
ment. For individual samples the algorithm employs a
background of pooled samples processed using the same
capturing protocol and sequencing technology. When
paired tumor-normal samples are available, a parallel
analysis is performed to reevaluate copy numbers and
determine the somatic status of variants.

A customized algorithm was developed to identify
intrachromosomal and interchromosomal rearrangements.
For their identification, the workflow examines discordant
read pairs, mapping to different chromosomes or to the
same chromosome at an anomalous distance, as well as
split-reads, presenting soft-clipped and/or hard-clipped
bases. This procedure permitted identifying breakpoint
events at nucleotide precision. These strategies have
shown to be accurate for targeted gene panel-based next-
generation sequencing (Abel et al. 2014).

Generation of reference and NGS data for
evaluation of analytical performance:

sensitivity, specificity, positive predictive
value, and ability to detect translocations

For calculating sensitivity and specificity, 10 immortal
lymphoblastoid cell lines corresponding to 10 individuals
whose genomes/exomes had been sequenced by the 1000
Genomes and HapMap projects were obtained from the
Coriell Institute: NA20298 (ASW), NAI2872 (CEU),
NA18570 (CHB), HGO00320 (FIN), HGOO110 (GBR),
A18960 (JPT), NAI9020 (LWK), NA19794 (MXL),
HG00740 (PUR) and NA18486 (YRI). Cell lines were cul-
tured according to the protocols provided by Coriell,
their DNAs isolated and mixed in equimolecular
amounts. An NGS library was prepared, captured using
the custom probe and sequenced in a single MiSeq run.
Variants were called as described in the previous section
and the results compared to those expected according to
the genomic information available for these cell lines.

For obtaining the positive predictive value of the test
on FFPE tumor DNA, 82 SNVs and indels previously
identified by the platform in two different tumors with
allelic frequencies, estimated by NGS read count, ranging
from 0.11 to 0.88, were evaluated by PCR and Sanger
sequencing. All variants were analyzed by direct and
reverse sequencing.

We used the same two tumors to calculate sensitivity and
specificity of the test on DNA extracted from FFPE samples.
First, we made three mixtures of pre-captured libraries pre-
pared with DNA from each of the tumors in different pro-
portions: 10% tumor #1 library/90% tumor #2 library; 50%
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tumor #1 library/50% tumor #2 library; and 90% tumor #1
library/10% tumor #2 library. The resulting three library-
mixes were captured with the probe (v4) and sequenced in
three MiSeq runs, and variants were identified. To compare
the results with those expected based on a technology alter-
native to NGS, we used GeneChip Genome Wide Human
SNP Arrays (Affymetrix), hybridized at CeGeN-PRB2-
ISCIII (Santiago de Compostela, Spain), with the aim of
identifying positive and negative variant calls from these
two patients. To maximize the number of variants, instead
of focusing on somatic variants from the two tumors men-
tioned above, we analyzed by SNP arrays germline DNA
from the patients in which the tumors originated. These
germline variants should also be present in the correspond-
ing tumor DNA (unless loss of the variant allele has hap-
pened somatically). To be able to evaluate variants at
different frequencies for sensitivity calculations, we focused
on SNP array-positive variants exclusively present in one of
the two patients, so that all of the variants selected get
diluted when the two libraries are mixed. Thus, we only
considered those variants detected by SNP-arrays in one
patient and not detected in the other. Variants absent from
both patients were considered as negatives for specificity
caleulations. All expected occurrences of the same variant
in any of the library mixtures were taken into account for
sensitivity calculations, whereas all expected absences were
considered for specificity calculations. Finally, the ability of
the NGS platform to correctly call 225 positive variants
with frequencies >0.05, 165 positive variants with frequen-
cies >0.10 and 678 negative variants, was determined.

To test the ability to detect translocations, we obtained
from Horizon Discovery (Cambridge, UK) three paraffin-
embedded positive control glass slides carrying ALK
(HD319), RET (HD640) and ROSI (HD615) transloca-
tions. Considering the frequency of the translocated allele
estimated by the manufacturer for each positive control
and the Qubit quantification, a single DNA mixture was
prepared in which each translocation was estimated to be
present with an allele frequency between 0.04 and 0.05.
An NGS library was prepared, captured with SureSelect
using the v4 probe and sequenced in a single MiSeq run.

Use of variant databases
Somatic variants

Somatic variant analysis is based on the Knowledge Data-
base described by Dienstmann et al. (2014), which is peri-
odically updated. A team of cancer genomicists and
cinicians provide expert feedback on the contents of the
database, including detection of potential errors which are
communicated to its curators. Additions, removals and
edition of the entries of each version of the database are
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identified and subjected to analysis, to detect novel associ-
ations between FDA and/or EMA approved targeted can-
cer drugs and gene variants. If new variants affect genes
not included in the current version of the gene-panel, all
exons and/or selected introns affected by the variants are
added to the following version of the gene panel.

Germline variants

Germline analysis was supported by the HGMD profes-
sional and ClinVar databases. Interpretation of database
information is manually reviewed in the context of
patient’s phenotype, after in-depth analysis of the
literature.

Variant classification and reporting
Somatic variants

For the classification and reporting of therapeutically rele-
vant variants, we followed a methodology based on that
proposed by Dienstmann et al. (Dienstmann et al. 2014),
but focused on variants with allele frequencies below 0.05
in all the population databases evaluated, namely dbSNP,
ExAC, ESP and 1000 Genomes, and that fulfill any of the
following conditions: (1) they were present as somatic
mutations in the COSMIC and/or the International Can-
cer Genome Consortium (ICGC) databases, (2) they were
predicted to have an impact on the sequence of the pro-
teins encoded by the genes they affect. Variants were eval-
uated by in depth literature analysis and filtered so that
only those predicted to have an effect on the function of
the gene or protein which has been related to sensitivity/
response or resistance/no response to an approved tar-
geted cancer drug were reported as clinically relevant. The
information contained in the report was selected to bal-
ance space limitations and clear and unambiguous com-
munication to the clinical team with the most recent
recommendations for classification and interpretation of
therapeutically relevant somatic cancer variants (Ritter
et al. 2016; Li et al. 2017). The level of evidence for
somatic variants with therapeutic relevance is summarized
in the report using the following terms: (1) “Approved/
Rejected by FDA and/or EMA” in the context of a specific
tumor, (2) Recorded in the “NCCN and/or CAP” guide-
lines, (3) “Advanced Clinical-Trial”, referring to pros-
pective clinical trials guided by genomic analyses,
(4) “Preliminary Clinical-Trial”, referring to non-advanced
clinical trials showing preliminary evidence of efficacy or
lack of it (5) “Clinical case”, referring to individual cases
with exceptional responses to targeted therapies in a
specific genomic context and (6) “Preclinical”, referring
to robust but preclinical data which are being explored in

R. Cabanillas et af.

clinical trials. Somatic variants of unknown significance
were also reported in the corresponding section (Fig. S1).

Germline variants

For the classification of germline variants related to
hereditary cancer we defined the following three cate-
gories: (1) (Known) Pathogenic variants: those considered
as disease-causing mutations (DM) by HGMD and related
to hereditary cancer which, under individual up-to-date
review of the literature, were considered to be supported
by solid scientific evidence, and which were absent or
showed germline allelic frequencies below 0.05 in all the
population databases evaluated, namely dbSNP, ExAC,
ESP and 1000 Genomes; (2) Likely pathogenic variants:
those fulfilling the following four conditions: (a) they
were not considered as DM by HGMD, (b) they were
strongly predicted to produce a drastic effect on the
sequence of the protein (premature stop codon, loss of
initiation ATG codon, aberrant splicing or frameshift),
(¢) they affected genes for which germline loss of function
was associated with an increased risk of developing can-
cer, (d) they were absent or showed germline allelic fre-
quencies below 0.01 in any of the population databases
evaluated; (3) Uncertain clinical significance variants:
those fulfilling any of the following conditions: (a) they
were not considered pathogenic, causal of hereditary can-
cer, by HGMD, nor likely pathogenic, and they showed a
maximum allelic frequency below 0.01 in the considered
population databases; or (b) they were considered patho-
genic mutations and related to hereditary cancer (DM:
disease-causing mutation) by HGMD and showed a maxi-
mum allelic frequency below 0.05 in the considered popu-
lation databases, but their association with cancer was
based on insufficient and/or controversial evidence; or
(c) they fulfilled all the criteria of likely pathogenic vari-
ants except for their allelic frequency, which was between
0.01 and 0.05 in the population databases considered.
Variants were reported as shown in Fig. S2 and S3.

Results

Definition of the ONCOgenics gene panel
Somatic gene subpanel (ONCOgenics Tumor™)

We generated a list of cancer genes whose alterations
predict sensitivity or to targeted drugs
approved for the treatment of cancer, irrespective of its
anatomical origin or histology. This panel includes all
coding exons from 97 genes for detection of SNVs,
indels and copy number variants (CNVs), as well as
specific introns from 17 genes to detect selected

resistance
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rearrangements (Table 1). Cancer genes whose somatic
alterations only have diagnostic and/or prognostic dini-
cal value (ie., with no predictive value) are not included
in the somatic subpanel.

Germline gene subpanel (ONCOgenics Germline™)

We selected 148 genes with germline mutations consis-
tently associated with an increased risk of developing can-
cer on a 2-tier system (Table 2). Tier-1 includes 72 genes
considered as predominantly cancer-predisposing, being
cancer the initial presentation or a primary clinical feature
of the syndrome. Genes within Tier-1 are sub-classified
based on whether there exist established guidelines/rec-
ommendations for the management of patients with
germline pathogenic variants in them (Tier-la), or not
(Tier-1b). Tier-2 includes 76 genes associated with cancer
in patients with overt mainly noncancerous syndromic
features. Although both sets of genes are included in the
panel, the latter are only considered reportable in the set-
ting of a syndromic patient being analyzed, thus increas-
ing the clinical sensitivity, while reducing the number of
reported variants that are unrelated to the clinical mani-
festations of the patient.

Translational research subpanel

Sixty four additional cancer-related genes not considered
to be validated targets for approved therapies or not
unambiguously associated with a hereditary cancer predis-
position, but showing preliminary evidence for their
potential relevance in oncology, are included. Coding
exons and/or relevant non-coding regions are targeted by
the panel for research purposes only and their alterations
are not clinically reported, but included in a separate
variant list, if required (Table 3).

Table 1. Tumor gene subpanel (v6).

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

Improved probe performance through
iterative re-design

We initially developed a single custom SureSelect probe
design targeting the genes in our panel (version 1 or v1)
and tested its performance by generating libraries from
tumor DNA extracted from formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tumor tissue and germline DNA from a
single patient. MiSeq sequencing of such libraries produced
total callabilities (percentages of bases covered with a given
base quality, mapping quality and read depth) above 99%
at depths of 10 (DP10), 20 (DP20) and 50 (DP50) reads
(Table S1).

However, we observed differences in the distribution of
reads throughout the target regions. Thus, we detected
173 regions for which callability was poor (i.e. <100% at
DP20), whereas 2672 regions showed 100% callabilities at
DP500, from a total of 6055 regions. With the aim of eve-
ning the sequencing depth throughout all target regions,
we redistributed probe densities in successive versions of
the design. This produced a notable improvement of the
callabilities at the poor regions from 22.40% (v1) to
91.15% (v2) at DP50 (Table S2), although at the cost of a
slight decrease on total callabilities at DP50 and DP100
(Table S1). Further redistribution of probes in v3 and v4
of the design allowed recovering callabilities above 99% at
DP10, DP20 and DP50 in all regions (Table S3).

Sensitivity, specificity, and positive
predictive value of the developed platform
for point mutations and indels

We evaluated the analytical performance of the NGS plat-
form on DNA isolated from both fresh cells and FFPE tis-
sues. The test showed sensitivities and specificities on cell
lines above 99% for the detection of the 2639 variants

Gene list for the detection of single-nudeotide variants, insertions/deletions and copy number variants (97)

ABLT BRCA2 CDKN28 ERBB4 GNATT INPP4B MPL PIK3RZ SH2B3
AKTT CBL CDKN2C FANCA GNAQ JAKT MTOR POLE SMO
ALK CCNDT CHEK2 FBXW7 GNAS JAK2 MYD88 PRKCH SOCS?
AR CCND2 CSFIR FGFR1 HDAC2 JAK3 NFT PTCHT SRC
ARAF CCND3 CSF3R FGFR2 HGF KDR NF2 PTEN STAG2
ARIDIA D274 CTNNBT FGFR3 HRAS KT NRAS RACT STK11
ATM CDK4 DDR2 FGFR4 IDHT KRAS PALB2 RAD5IC 7sCt
ATR CDK6 EGFR FLCN IDH2 MAPZKT PDGFRA RAFT 7sC2
BAPT CDKNITA EPHAZ FLT3 IGFIR MAFP2K2 PIK3CA RET VEGFA
BRAF CDKNIB ERBB2 FRS2 IGF2 MET PIK3CB RICTOR

BRCAT CDKNZA ERBB3 GATA3 IL7R MITF PIK3RT ROST

Gene list for the detection of rearrangements (17)

ALK BCR BRAF ERBB4 FGFR2 FGFR3 JAK2 MET NRG?
NTRK1 PDGFB PDGFRA RAFT RET ROS? TFE3 TMPRSS2
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Table 2. Germline gene subpanel (v6). Genes in bold represent those 35 Tier 1 genes for which there exist established guidelines/recommenda-
tions for management of patients with germline mutations (Tier 1a). The remaining Tier 1 genes form Tier 1h.

Tier-1 genes (72)

APC BRIPT FANCA FANCL MENT NF2 PTCHT SDHA SUFU
ATM CDH1 FANCB FANCM MET NTHLT PTCH2 SDHAF2 TERT
AXINZ CDK4 FANCC FH MLHT PALB2 PTEN SDHB TMEM127
BAPT CDKN1B FANCD2 FLCN MSH2 PDGFRA RADS1C SDHC TP53
BARDT CDKN2A FANCE GREMT MSH6 PMIS2 RADS1D SDHD 75C1
BMPRIA CHEK2 FANCF KIT MUTYH POLDT RB1 StX4 T5C2
BRCA1 EGFR FANCG MAX NBN POLE RET SMAD4 UBE2T
BRCA2 EPCAM FANCI MCIR NF1 POTT RHBDF2 S5TK11 VHL
Tier-2 genes (76)

ALK Dis3t2 FAH KHDC3t PHOX28B RPLTT SEC23B SPINKT wr1

BIM DKC1 FAS KRAS POLH RPL35A SERPINAT STIMT XIAP
BRAF ERCCT FASLG LZTRT PRFT RPLS SH2DIA TERC XPA
BUBIB ERCC2 GPC3 MNXT PRKARTA RPST9 SHOC2 TINF2 XPC

CBL ERCC3 HI9 MTAP PRSST RPS24 SLC25A13 TRIM37

CDKNIC ERCC4 HFE NHFP2 PTPNTT RPS7 SMARCA4 UNCI3D

YD ERCCS HRAS NLRP7 RAFT RTELT SMARCBT WNTT0A

DDB2 EXTT 7K NOPIO RECQL4 RUNXT SOS7T WRAPS3

DICERT EXT2 KCNQIOTT NSD1 RITT SBDS 5052 WRN

Table 3. Translational research subpanel (v6).

Genes (64)

ATP2A2 DLEU7 GAINTI2 KMT2C PAXS PTPRD UNC5C
AXINT DNAAFT GATA2 MAPKT PBRMT RECQL XRCC2
BIK EGLNT HNFIA MDHZ2 PDETIA RNASEL XRCC4
cDC73 EGIN2 HNF18 MRETIA PDPKT SASHT YAPT
CEBFPA ENG HOXBI13 MSRT PIF1 SEMAGA

CRKL EPAST HOXD4 NFKBIZ PLCG2 SFXN4

CTNNAT EPHB2 ILTORB NOTCHT PMST SLBP

CTR9 EPHXT INHBA NOTCH2 PPARG SMAD9

CTRC FAM175A KiF18 NTRK3' PRKCD SRP72

DAPKT FANT KMT2A OGGT PSMC3IP SRY

"Only specific introns to detect selected rearrangements.

(2524 SNVs and 115 indels) contained within the target
region and present at frequencies >0.05. Furthermore,
sensitivity and specificity for the 1679 variants with fre-
quencies >0.1 were both above 99.5% (Table 4). The per-
formance of the analysis for detection of SNVs and indels
on freshly isolated DNA was reproducible on DNA iso-
lated from FFPE tumor tissues. The analytical positive
predictive value was 100% based on 82 variants with fre-
quencies 0.11-0.88 initially detected by the platform in
those two tumors, all of which were later confirmed by
PCR + Sanger (Table $4). Moreover, the sensitivity of the
platform on three mixtures of libraries obtained from two
FFPE tumors was >99% (223/225) for variants previously
detected by SNP-arrays and expected to be present in the
mixtures with frequencies >0.05 and 100% (165/165) for
those with expected frequencies >0.1, under >99.5%
specificity conditions (Tables S5, S6).

Table 4. Sensitivity and specificity of the test on the mixture of cell
lines.

Frequency Sensitivity Specificity
>0.05 99.17% (SNV 99.30%; indel 96.60%) >09.5%
=0.10 99.66% (SNV 99.76%; indel 97.67%) >99.5%
>0.20 99.70% (SNV 99.80%,; indel 96.40%) >99.5%

Performance at highly homologous regions

Genomic areas with high levels of homology to other
parts of the genome represent challenging targets for con-
ventional NGS: it may be very difficult or impossible to
map short sequencing reads originating from those
regions to the correct reference genome position. Man-
delker et al. (2016) have recently generated an exome-
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wide census with three different lists of problematic
highly homologous regions affecting exon sequences: low-
stringency, high-stringency and NGS-dead zones. Low-
stringency and high-stringency zones show high degrees
of homology to other regions of the genome, but with 1—
5 mismatches per 250 nt window. This should facilitate
their sequencing using proper mapping quality filters and
taking into account the information originating from
paired-end reads for mapping purposes. However, NGS-
dead zones are regions >250 nucleotides long identical to
at least another genomic region, and NGS approaches
using inserts <250 nt are unable to accurately sequence
them.

We compared Mandelker’s three lists with the target
regions of our somatic and germline subpanels (v6) and
PMS2 (MIM: 600259) exon 15-3'UTR was the only NGS-
dead zone in them. 8 additional PMS2 exons were repre-
sented in the high-stringency (4 exons) or low-stringency
(4 exons) lists (Table §7). Thus, we used PMS2, a relevant
Lynch Syndrome gene for which our laboratory had pre-
vious experience in its analysis (Borrds et al. 2013), to test
the developed NGS platform on highly homologous
regions.

We focused on variants from five patients whose PMS2
gene had been previously evaluated by Sanger sequencing
after a long-range (LR) PCR strategy designed to distin-
guish the gene from its pseudogenes (Clendenning et al.
2006; Vaughn et al. 2010; Borrds et al. 2013). When the
NGS results were aligned to a whole-genome reference
sequence, all the variants outside exon 15-3'UTR were
correctly detected. However, four false negative calls were
identified, affecting two variants within the exon 15-
3UTR NGS-dead zone (NM_000535.5: ¢.2466T>C and
¢.*92dupA, with two occurrences each) (Table S8 and
Fig. §4).

In the specific case of PMS2, on top of the homology
issue, gene conversion events between its 3’ end (exons
11, 12, 13, 14 and 15-3’'UTR) and that of PMS2CL have
been documented (van der Klift et al. 2010; Vaughn et al.
2010). As a result, any variant potentially present in exons
11 to 15 and detected by approaches that do not make
use of LR PCR might correspond to either the PMS2 or
the PMS2CL locus. Accordingly, a false positive call was
detected in one sample (NM_000535.5: ¢.2466T>C)
(Table S8).

To improve the sensitivity in those PMS2 regions, we
realigned the NGS results with a reference sequence con-
taining the PMS2 locus only. This permitted 100% sensi-
tivity of true PMS2 variants (17/17), although at the
expense of specificity (Table $9). Thus, although this
strategy can be used on NGS-dead zones or regions
affected by gene-conversion, any clinically relevant

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

mutation potentially identified must be confirmed by tar-
get-specific methods (i.e., LR PCR).

These results indicate that the current platform is able
to accurately detect variants in highly homologous regions
outside Mandelker’s NGS-dead zone, as long as they are
not affected by gene-conversion events (ie., outside
PMS2). Thus, the performance of ONCOgenics is
expected to be good on all other genes from the germline
and/or somatic subpanels, whereas variants from exons
11-15 of PMS2, detectable by aligning NGS results to a
reference sequence restricted to the PMS2 locus, must be
validated by alternative, gene-specific approaches.

Ability to detect translocations

We evaluated the ability of the test to detect transloca-
tions affecting ALK, ROSI and RET on a mixture of DNA
obtained from three paraffin-embedded positive control
cell lines, which contained each translocation present in
an allelic fraction between 0.04 and 0.05. Analysis by NGS
using a novel algorithm developed ad hoc for rearrange-
ment identification successfully detected all three translo-
cations and mapped them to nucleotide resolution
(Table S10). Notably, before data analysis, the bicinfor-
maticians involved in this evaluation were unaware of the
5" partners of the ROSI and RET translocations, as well
as of the chromosomal coordinates of all six breakpoints.

External quality assessment of analytical
performance

We participated in the 2016 Oncogene Panel Testing
External Quality Assessment scheme organized by the
BEuropean Molecular Genetics Quality Network (EMQN)
to independently assess the performance of the test. The
scheme evaluated the analysis of eight established cancer
genes with 30 mutations present in total in the four FFPE
samples (one of which, sample #4, was mildly formalin
compromised), with variant frequencies between 0.007
and 0.667 as per ddPCR quantitation (Table. §7). Detec-
tion of mutations with frequencies below 0.025 in these
samples was based on the calling process supporting vari-
ants present in the COSMIC database described above
(see Materials and Methods).

ONCOgenics obtained the maximum score (2.00/2.00),
as all present variants and no false positives were detected
from all samples. Moreover, variant quantitation based
on the NGS platform strongly correlated with the ddPCR
variant frequencies reported by EMQN, even when con-
sidering the formalin compromised sample (R = 0.9952
for samples 1-3; R = 0.9744 for samples 1-4) (Fig. 1 and.
Table 5).

2017 Instituto de Medicina Oncoldgica y Molecular de Asturias, S.A. (IMOMA). Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc. 345

Pagina | 68



Resultados

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

Determination of minimum sample
requirements

According to the “Low Input Sureselect™"” library prepa-
ration protocol, 200 ng of double stranded DNA
(dsDNA), measured by a method able to distinguish it
from single stranded or degraded DNA (such as the
Qubit fluorimetric assay), is the recommended amount of
starting material. This is easy to obtain from blood or sal-
iva samples, but may be a limitation for formalin-fixed
samples. Thus, based on our results with 46 formalin-
fixed samples, we determined the minimum DNA amount
and quality requirements for successful library prepara-
tion (Table SI11).

The Qubit-concentration/NanoDrop-concentration ratio
(Q/N) is an indicator of DNA purity and/or quality, as
spectrophotometric (NanoDrop) measurements are based
on total absorbance at 260 nm whereas fluorimetric mea-
surements are more specific for dsDNA. According to our
series, a minimum of 100 ng of DNA with a Q/N higher
than 0.29 is a good indicator of a DNA sample from
FFPE tissue being of enough quality for library prepara-
tion. Nonetheless, samples with lower DNA amounts or
Q/N ratios should not be discarded, as they allow library
preparation most of the times. Q/N ratios lower than 0.1,
however, predict library preparation failure or libraries
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with very low percentage of sequence on target (7/8 in
our series).

Regarding the minimum tumor content of the sample,
this is set at 20% because, according to Table 4, that
would allow to detect, with >99.5% sensitivity and speci-
ficity, heterozygous somatic SNVs or indels present in
100% of the tumor cells (with a tumor content of 20%
their allele frequencies would be >0.1).

Samples below the 20% tumor cellularity threshold can
be enriched by macro/microdissection. However, we cur-
rently do not have a method for qualifying samples with
Q/N lower than 0.1. In such cases, although library con-
struction may be attempted, testing of a different sample
is recommended.

Finally, in terms of tumor sample type, besides forma-
lin-fixed, paraffin-embedded tissue obtained from exci-
sional biopsies, we have also obtained good quality DNA
and reliable results with small core biopsies and tumor
cells from fine-needle aspirates.

Advantages of parallel tumor-germline
analysis

Analysis of a germline sample in parallel to the tumor
sample is considered desirable by the most recent stan-
dards and guidelines for the interpretation of sequence
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Figure 1. Correlation of variant frequencies detected by ddPCR and ONCOgenics. (A} Correlation between the frequencies of the variants
present in three FFPE samples from the 2016 EQMN Oncogene Panel Testing External Quality Assessment Scheme as reported by EMQN
(quantitated by ddPCR) and the frequencies of the same variants as determined by the NGS panel testing. (B) Same correlation as in (A) but after
considering a fourth FFPE EMQN sample which had been mildly formalin compromised. The Pearson correlation coefficients (R), the P-values
(Pearsan correlation test) and the linear regression equations (y = ax + b) are shown.
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Table 5. Performance of the platform on FFPE samples from the
2016 EMQN Oncogene Panel Testing External Quality Assessment
Scheme. All variants were correctly detected. Percentages show the
frequencies of the wvariants present as reported by EMQN
(quantitated by ddPCR) and the frequencies of the same variants as
determined by the developed NGS platform. Sample #4 was mildly
formalin compromised. Analyses of these samples were performed
with vé.

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

variants in cancer (joint consensus recommendation of
the Association for Molecular Pathology, American Soci-
ety of Clinical Oncology, and College of American Pathol-
ogists) (Li etal. 2017). The relevance of matched
germline testing for somatic mutation identification is
threefold. First, during the processing of sequencing
results, it allows removing systematic errors happening at
low frequencies, which represent considerable noise for

Estimated 5 3 5 2 5
freciardies accurate identification of subclonal or diluted somatic
——————  varjants, as previously demonstrated by us and others
EMQN NGS5 (Puente et al. 2011). Second, it allows unequivocal assign-
(ddPCR) platform £ v li 5 igin (Schrad
Variants present in-each sample %) %) ment of somatic versus germline variant origin (Schrader
et al. 2016). Third, CNV identification is also benefited
FFPE sample #1 from this situation: in addition to the detection of differ-
BRAF (NM_004333.4) ¢.1799T>A; p.V60OE 6 19.24 ences with read distributions from previously sequenced
KRAS (NM_004985.3) ¢.38G>A; p.G13D 16 16.97 samples, the analysis can be complemented with the com-
PIK3CA (NM_006218.2) ¢.3140A>G; 17 15.12 - b T al 1 d
b H1047R parison between paired tumor-normal samples processe
FFPE sample #2 in par.allel. These tl}ree advantage? add up to improe: the
BRAF (NM_004333.4) ¢.1799T>A; p.VEOOE 66.70 67.62 sensitivity and specificity of somatic variant identification.
EGFR (NM_005228.3) ¢.2155G>A; p.G7195 1.10 0.72 To ascertain to which extent variants reported in estab-
EGFR (NM_005228.3) ¢.2235_2249del15; 0.90 0.28 lished tumor-only analyses are of germline origin, we
p.E746_AT750del evaluated the germline of 6 cases from our clinic previ-
igi R ENM—ggsizg Cizsggi p'ngM 1?8 5;1 ously sequenced by Foundation One™ (Frampton et al.
R (NM_005228.3) c. >G; p.L858R ; 95 . W .
EGFR (NM_005228.3) ¢.2582T>A; p.L861Q 070 0.95 2013). fAS pr‘:l‘;ICted" 2Lout dOf a7 <f3 l}f)) v;n;rgs rel;,onrlzeg
PIK3CA (NM_006218.2) ¢.3140A5G; 50 46.87 werezol germiunesorigin, and-tworodinem. had, heen. Linke
p.H1047R to cancer therapies (Table S12). These results are in
FFPE sample #3 agreement with an independent systematic evaluation of
BRAF (NM_004333.4) ¢.1799T>A; p.V60OE 12 12.88 tumor-only versus paired tumor-germline analysis of a
EGFR (NM_005228.3) ¢.2155G>A; p.G7195  23.60 22.44 targeted panel of 111 genes in 58 tumor samples, which
EG’;’;:Q'\;;OS%ZZZ'S‘S) &2205 20l 179 072 concluded that 31% of the variants considered as somatic
p. » e . "
EGFR (NM_005228.3) c2369C>T; pT790M 102 133 m“talt,lons by ihe mmora;miylanalym weres astually of
EGFR (NM_005228.3) ¢.2573T>G; p.L858R 3.40 3.82 germline origin (Jones et al. 2015).
KIT (NM_000222 2) ¢.2447A>T; p.D816V 9 9.75
KRAS (NM_004985.3) ¢.35G>A; p.G12D 5.90 7.97
KRAS (NM_004985.3) ¢.38G>A; p.G13D 15 13.55 Report structure
NRAS (NM_002524.4) c.181C>A; p.Q61K 12 8.55 Reporting of clinical NGS findings has to be succinct and
P’K‘E? ;\%NMfOOGZWS.Z) C1633G>A; 7.80 9.98 aimed at transmitting specifically the relevant results.
p.
PIK3CA (NM_006218.2) ¢.3140A>G; 18 18.36
p.H1047R Somatic analysis
FFPE sample #4 (formalin compromised)
BRAF (NM_004333.4) ¢.1799T>A; p.V60OOE 9.40 4.09 For the somatic analysis (request specifically oriented to
EGFR (NM_005228.3) ¢.2155G>A; p.G719S  26.50 15.87 the identification of therapeutic options for a cancer
EGFR (NM_005228.3) ¢.2235_2249del15; 2.30 1.50 patient) we evaluate and report the genomic alterations
RE746_A750de] related with sensitivity or resistance to approved cancer
EGFR (NM_005228.3) ¢.2369C>T; p.T790M 0.85 0.90 d < : x
: rugs according to the literature (for a more detailed
EGFR (NM_005228.3) ¢.2573T>G; p.L858R 2.40 1.20 d o @ il d hods” and Fi
KIT (NM_000222.2) ¢.2447A5T; p.D816V 9 15.79 escription see “Materials and Methods” and Fig. S1).
KRAS (NM_004985.3) ¢.35G>A; p.G12D 5.50 11.81
KRAS (NM_004985.3) ¢.38G>A; p.G13D 16 16.79 Gerrilive spalvls
NRAS (NM_002524.4) ¢.181C>A; p.Q61K 10 8.84 y
PIK3CA (NM_006218.2) €. 1633G>A; 7.60 4.32 When a germline analysis is requested for identification
REASK of a cancer predisposing hereditary genomic alteration,
PIK3CA (NM_006218.2) ¢.3140A>G; 20 25 : 4 g A
b H1047R we report the findings in three variant categories: patho-
genic, likely pathogenic and variants with uncertain
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clinical significance (for a detailed description see “Mate-
rials and Methods” and Fig. S2). An “Additional com-
ments” section summarizes pertinent negatives and
includes mentions to potentially clinically relevant find-
ings. Further detailed information is provided for each of
the identified variants in the following report pages
(Fig. S3).

Finally, both for the somatic and the germline analysis,
information about the technical performance of the test
on the sample analyzed is included in the report.

Report modalities

When ordering tumor NGS testing, oncologists face com-
plex situations to decide whether or not they should
include parallel germline NGS testing, an issue which
remains unsolved and under debate nowadays (Li et al.
2017). With the aim of fitting all possibilities, the report
modalities of the described platform adapt to five differ-
ent situations depending on the aim of the request, avail-
ability of tumor and/or germline sample and type of
informed consent (Fig. 2):

(1) the request has a therapeutic aim (finding approved
cancer drug-related genomic alterations) and only
tumor sample is available;

(2) the request has a therapeutic aim and both tumor
and germline samples are provided, but no informed
consent for reporting germline cancer predisposing
mutations is available;

(3) as in 2, but an informed consent is available which

covers the disclosure of germline cancer predisposing

mutations;

as in 3, but the request has both therapeutic and

genetic counseling aims;

the request is aimed at genetic counseling, only germ-

line sample is provided and an informed consent is

available covering the disclosure of germline cancer-
predisposing mutations.

(4

L

(5

tal £

The algorithms and report modalities of the platform
adapt to each of these situations:

In (1), those variants in the somatic gene panel most
likely to be tumor-specific are selected based on removing
putative germline alterations frequently found in the pop-
ulation (those with variant frequency >0.05 in any of the
four population databases considered: 1000 Genomes,
ESP6500, ExAC and dbSNP). Genomic alterations below
that threshold and related to approved cancer therapies
according to the updated literature evidence are reported
as clinically relevant. Additionally, if a non-subclonal
alteration is found which, when present in the germline,
is known to cause hereditary cancer, a warning is
included in the “Additional comments” section to call the

R. Cabanillas et af.

clinician’s attention so that the pertinent measures can be
adopted (such as testing for the presence of the specific
alteration on germline DNA after appropriate genetic
counseling consultation).

In (2), we search for genomic alterations in our somatic
gene panel related to available approved therapies in the
tumor sequence, as in (1), but after bioinformatics removal
of germline variants. In parallel, the germline sequence is
also searched for variants with potential therapeutic rele-
vance. This is done to avoid missing them as a result of the
germline subtraction performed during the tumor analysis
(ie., a potential BRCAL1 loss of function mutation present
both in an ovarian cancer and in the germline sequence).
We report all the therapeutically relevant variants as pre-
sent in the tumor and, if any of them, not subclonal, is
known to cause hereditary cancer when present in the
germline, we include the same warning as in (1).

In (3), we perform the same kind of analysis as in (2),
but we explicitly report the presence of hereditary cancer
causing variants when they are found in the germline.

In (4), an analysis similar to that done in (3) is per-
formed, but considering both the somatic and the
whole germline gene subpanels. A report with two sepa-
rate sections is issued, one section for the therapeuti-
cally relevant findings and the other with known or
potential germline cancer-predisposing variants (Cowm-
plete report).

Finally, in (5) the germline panel is analyzed and the
corresponding report is produced. Of note, when germ-
line analyses are ordered, the requestors are given the
option to restrict the report to Tier-la genes: those for
which there exist established guidelines/recommendations
for the management of patients with germline pathogenic
variants.

Clinical application

We evaluated the utility of the test in the clinical setting
by applying it to 39 tumor and 36 germline samples from
different patients.

Somatic findings

Analysis of the tumor samples revealed genomic alter-
ations associated with approved cancer therapies in
89.74% of the analyzed cases (35/39) (Table 6). This yield
is comparable to that reported in the literature (Zhong
et al. 2015), and consistent with our previous experience
with established platforms: analysis of 23 tumors from
our clinic with Foundation One™ or Foundation One
Heme™ had revealed approved therapies in 78% of the
cases (18/23) (Table S13). Remarkably, all the somatic
alterations identified by the Foundation tests associated
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Figure 2. Graphical guide for adaplation of the sample-lo-reporl pipeline. Columns 1 to 5 correspond Lo the different polential situalions

described in the main text. The first three rows ("Aim of request”

, “Available sample” and "Germline informed consent”) represent the

conditions which, combined, deline those 5 silualions. The lasl four rows (“Gene panel evalualed”, “Tumor specific mulalions filter”, “Pulalive
germline variants comments” and “Report type”), represent the combination of solutions taken to adapt the sample-to-report pipeline to each of

those 5 silualions.

with approved targeted therapies were in genes included
in our somatic gene subpanel.

Beyond its specific aims, comprehensive genomic pro-
filing of the tumor can identify potential diagnostic
errors. For instance, one of the analyzed tumors was
labeled as an metastatic adenocarcinoma from a breast
cancer, as it appeared as an isolated mediastinic lymph
node, in a patient who had had a breast primary tumor
12 years before. However, after an EGFR (MIM: 131550)
exon 19 indel was identified by ONCOgenics, pathology
review was performed immunohistochemistry
revealed that it was a primary lung adenocarcinoma. Sub-
sequently, the patient was treated with an EGFR tyrosin
kinase inhibitor (gefitinib), obtaining a partial response,
sustained to date, after 15 months on treatment.

and

Germline findings

Application of the test to 36 germline samples from indi-
viduals with a personal and/or family history of cancer
identified a pathogenic genomic alteration in CDKN2A
(MIM: 600160) (p.V59G) in a patient with familial mela-
noma, and a truncating BRCA2 variant (p.A938Pfs*21) in
a patient with familial breast/ovary cancer (Table 7).
Genomic germline analysis also revealed unexpected clini-
cally relevant findings such us the presence of a

© 2017 Instituto de Medicina Oncoldgica y Molecular de Asturias, S.A. (IMOMA), Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc.

Xeroderma pigmentosum C recessive pathogenic alter-
ation, XPC (MIM: 613208) (p.L763Cfs*) in heterozygosis
in a healthy patient with a family history of breast/ovary
cancer and leukemia, or a mosaic pathogenic mutation in
NFI1 (MIM: 162200) (NFI p.1679Dfs*21, allelic frequency
10.3%) in another healthy patient with a family history of
gastrointestinal cancer, prostate cancer and leukemia. This
mosaic mutation, affecting a polyG tract within a low-
stringency highly homologous region, was validated by
LR PCR followed by Sanger sequencing (Fig. S2 and
Fig. S5).

We also detected several variants listed at the moment
of clinical interpretation of results by HGMD as patho-
genic (discase causing mutation or DM) but, in our view,
with controversial or insufficient support in 41.67% of
the cases (15/36; based on Tier-1 genes only), which is in
agreement with previous observations (Olfson et al. 2015;
Groth et al. 2016). We classified these variants as “DM-
Controversial” and reported them under the “uncertain
clinical significance variants” category, separated from the
robust pathogenic variants.

Discussion

The relevance and number of approved targeted cancer
therapies is continuously growing. Most of them are
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Est. % tum.
Test ID Tumor type Actionable genomic alterations affect. Associated drugs
ONCOE.001 Lung adenocarcinoma KRAS ¢.35G>T; p.G12V 50 100 Everalimus, temsirolimus, trametinib
STK11 ¢.169G>T; p.E57* 50 100 Bosutinib, dasatinib, everolimus,
temsirolimus, trametinib
ONCOE.002 Melanoma CDKN2A ¢.143C>T; p.P4A8L 45 100 Palbociclib
ONCOE.003 Poorly diff. lung None NA None
adenocarcinoma
ONCOE.004 Undiff. renal carcinoma None NA None
ONCOE.005 Lung adenocarcinoma EGFR ¢.2573T>G; p.L858R 100 Afatinib, erlotinib, gefitinib
ONCOE.006 Thyroid anaplastic PIK3CA ¢.1624G>A; p.ES42K 10 30 Everolimus, temsirolimus
carcinoma NRAS ¢.181C>A; p.Q61K 5 20 Trametinib
ONCOE.007 Laryngeal squamous BAPT ¢.1379C>G; p.5460* 95 100 Olaparib, valproic acid’
cell carcinoma FGFRT amplif. NE Pazopanib, ponatinib
ONCOE.008 Lung adenocarcinoma? EGFR ¢.2237_2254del; 75 100 Afatinib, afatinib + cetuximab, erlotinib,
p.E746_5752delinsA gefitinib,
ONCOE.009 Paraganglioma None NA None
ONCOE.010 Thyroid medular RET ¢.2753T>C; p.M918T 50 100 Cabozantinib, sunitinib, vandetanib
carcinoma EPHA2 c.1171G>A; p.G391R 15 40 Bosutinib, dasatinib, everolimus,
temsirolimus
KRAS ¢.35G>C; p.G12A <10 Everolimus/temsirolimus + trametinib,
gemcitabine + trametinib, trametinib
ONCOE.011 Tongue squamous cell EGFR amplif. NE Cetuximab
carcinoma
ONCOE.012 Lung squamous PTEN €.802-2A>T 25 60 Everolimus, claparib, temsirolimus
carcinoma CDKN2A ¢.71G>C; p.R24P 20 50 Palbociclib
NFT €.3299_3300del; p.A110Vs4* 15 40 Everolimus, temsirolimus, trametinib
FGFR2 ¢.758C>G; p.P253R 520 Pazopanib
ONCOE.013 Primary peritoneal ERBB2 amplif. NE Ado-trastuzumab, afatinib, emtansine,
adenocarcinoma lapatinib, pertuzumab, trastuzumab
CDKN2A c.172C>T; p.R58* 40 90 Palbociclib
ONCOE.014 Liposarcoma FRS2 amplif. NE Nintedanib, pazopanib, ponatinib
CDK4 amplif NE Palbociclib
ONCOE.015 Esophageal epidermoid CDKNZA ¢.176T>G; p.V59G 45 100 Palbociclib
carcinoma
ONCOE.017 Lung adenocarcinoma KRAS c.183A>C; p.Q61H 30 70 Everolimus, palbociclib, temsirolimus,
trametinib
STK11 ¢.157_158insG; 40 90 Bosutinib, dasatinib, everolimus,
p.D53Gfs*110 temsirolimus, trametinib
ONCOE.018 Colorectal CD274 amplif. NE Nivolumab, pembrolizumab
adenocarcinoma KRAS ¢.35G>A; p.G12D 45 100 Cetuximab (no response), cobimetinib,
palbociclib, panitumumab (no response),
trametinib
ONCOE.019 Lung acinar FRSZ2 amplif. NE Nintedanib, pazopanib, ponatinib
adenocarcinoma NFT deletion NE Everolimus, temsirolimus, trametinib
CCNDT amplif. NE Palbociclib
CDK4 amplif. NE Palbociclib
ONCOE.020 Mediastinal PTEN €.328C>T; p.Q110* 45 100 Everolimus, olaparib, temsiralimus
choriocarcinoma
ONCOE.021 Lung adenocarcinoma KRAS ¢.37G>T; p.G13C 40 90 Everolimus, palbociclib, temsirolimus,
trametinib
STK11 €290 + 1G>C 45 100 Bosutinib, dasatinib, everolimus,
temsirolimus, trametinib
ONCOE.023 Lymph node BAPT deletion 100 Olaparib, platinum derivatives
metastasis of BAPT C.1769A>T; p.Q590L 100
adenocarcinoma PALB2 deletion 100 Olaparib, platinum derivatives

(Continued)
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Est. % tum.
Test ID Tumor type Actionable genomic alterations affect. Associated drugs
of unknown PALB2 ¢.2590C>T; p.P864S 100
primary site FBXW7 deletion 100 Taxanes (resistance)
75CT deletion 100 Everolimus
7SC2 deletion 100 Everolimus
FLCN deletion 100 Everolimus
PTCH1 deletion 100 Vismodegib
PTCHT ¢.505G>A; p.V169I 100
ONCOE.024 Lung NFT ¢7127-1G>T 30 70 Everolimus, temsirolimus, trametinib
adenocarcinoma NFT ¢.7395-1G>T 30 70
ONCOE.025 Glioblastoma EGFRVIIf variant (exons 2-7 deletion) NE Erlotinib (no response)
multiforme CDKN2A deletion 100 Palbociclib
CDKN2B deletion 100 Palbociclib
ONCOE.026 Muillerian None NA None
carcinosarcoma
ONCOE.027 Lung adenocarcinoma KRAS ¢.38G>A; p.G13D 15 40 Afatinib (no response), cobimetinib, erlotinib
with lepidic pattern KRAS ¢.34G>T; p.G12C 5 20 (no response}, gefitinib (no response),
palbociclib, trametinib
ATM ¢.8851-2_8851-1delAGINSTT 520 Olaparib
ONCOE.028 Germ cell ovarian NF1 deletion NE Cobimetinib, everolimus, temsirolimus,
tumor trametinib
(Sertoli-Leydig CTNNBT ¢.110C>G; p.537C 520 Everolimus + letrozole
cell tumor) CDK6 amplif. NE Palbociclib
ONCOE.029 Colorectal KRAS ¢.35G>A; p.G12D 25 60 Cetuximab (no response), cobimetinib,
adenocarcinoma palbociclib, panitumumab (no response),
trametinib
ONCOE.030 Colorectal KRAS ¢.35G>T; p.G12V 30 70 Cetuximab (no response}, cobimetinib,
adenocarcinoma palbociclib, panitumumab (no response),
trametinib
ONCOE.031 PEComa PDGFRA ¢.2526_2537del; 20 50 Imatinib, regorafenib, sunitinib
p.1843_D846del
ATR deletion NE Olaparib
ONCOE.032 Colorectal FLCN deletion NE Everolimus, temsirolimus
adenocarcinoma PIK3RT deletion NE Everolimus, temsirolimus
ONCOE.034 Small cell lung cancer PTEN deletion 100 Everalimus, olpaparib, temsirolimus
PTEN ¢.867dUpA; p.V2905fs*8 100
BAPT deletion NE Olaparib, panobinostat, valproic acid,
vorinostat
BRCAZ deletion NE Nivolumab, olaparib, pembrolizumab
FLCN deletion NE Everolimus, temsirolimus
PIK3RT deletion NE Everolimus, temsirolimus
ONCOE.035 Colorectal BRAF ¢.1799T>A; p.V60OE 25 60 Cetuximab (no response), dabrafenib +
adenocarcinoma trametinib, panitumumab (no response),
vemurafenib (no response)
ONCOE.036 Nasal CCcnD1 amplification NE Palbaciclib
teratocarcinosarcoma CDKN2A deletion NE Palbociclib
CDKN2B deletion NE Palbociclib
PALB2 ¢.1547delG; p.R516Kfs*45 10 30 Olaparib
ONCOE.039 Rectal NFT 204 +1G>T 70 100 Everalimus, temsirolimus, trametinib,
adenocarcinoma cobimetinib
ONCOT.040 Papillary thyroid cancer BRAF ¢.1799T>A; p.VEOOE 45 100 Vemurafenib, dabrafenib, trametinib,
cobimetinib, dabrafenib + trametinib
PIK3CA ¢.1258T>C; p.C420R 25 60 Everolimus, temsirolimus
PIK3CA ¢.3145G>C; p.G1049R 30 70
(Continued)
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Est. % tum.
Test ID Tumor type Actionable genomic alterations affect. Associated drugs
ONCOT.041 Adenocarcinoma of EGFR ¢.2573T>G; p.L858R 80 100 Erlotinib, afatinib, gefitinib
unknown (+ mutant allele amplification)
primary site (sample
origin: pleura)
ONCOT.043 Ovarian serous papillary NFT ¢.320delC; p.T107Rfs*58 85 100 Everolimus, temsirolimus, trametinib,
carcinoma cobimetinib
ONCOT.044 Mesenteric fibromatosis CTNNBT ¢.133T>C; p.545P 30 70 Imatinib, everolimus + exemestane
ONCOC.001_T Pancreatic adenocarcinoma  FBXW7Z ¢.1013_1016delGAAGINSAAA; 35 80 Everolimus, temsirolimus
p.R338Kfs*4
FBXW7 ¢.1053G>A; p.W351* 35 80
FBXW7 ¢.1095G>A; p.W365* 35 80
KRAS ¢.34G>T; p.G12C 45 100 Trametinib, cobimetinib, palbociclib

"Walproic acid is not an approved cancer drug, but it is a widely used and easily accessible HDAC inhibitor approved for the treatment of neuro-

logical disorders.

?Initial diagnosis: breast adenocarcinoma. Definitive diagnosis: lung adenocarcinoma (after pathology review motivated by NGS results).

approved for one or a very limited number of cancer his-
tologies. However, some have demonstrated effectiveness
against different tumor types as long as they harbor speci-
fic genomic alterations. Using NGS information for the
selection of targeted therapies tailored to individual can-
cer cases is the basis of transversal precision oncology.
The approach presented herein is especially suited for
stage IV patients which have progressed to standard treat-
ment options, when non-standard therapy is considered.
The platform is also adapted by design to situations in
which germline predisposition to cancer development is
in play, either suspected or not. The detection of germline
genomic alterations that cause increased cancer risk allows
to extend personalized patient management to prevention,
early detection and genetic counseling.

Since insufficiently validated tests do represent a threat
to patients, we have devoted a significant effort to demon-
strate that the current platform is ready for clinical use. It
provides reliable results on formalin-fixed paraffin-
embedded tumor tissue, small core biopsies and fine-needle
aspirates, with diagnostic yields comparable to those of
wider platforms and within a clinically useful timeframe
(3 weeks for somatic analysis, 4 weeks for germline analy-
sis). Additionally, the proposed single-test design simplifies
the laboratory workflow, facilitates scaling up, and repre-
sents a good alternative to running a series of multiple sin-
gle-gene companion tests on the often scarce tumor tissue.
Indeed, parallelizing the analysis of multiple markers also
maximizes the rate of actionable somatic findings (89.74%
in our case). All this is in agreement with recent data on
the analytical and the clinical utility of cancer gene panels,
predicting that 80% of patients could benefit directly from
tumor sequencing (Jones et al. 2015; Zhong et al. 2015).

352

The high sensitivity, specificity and positive predictive
value of our test are consistent with the very good perfor-
mance of the bioinformatics tools on which it is based,
initially developed for the Chronic Lymphocytic Leukemia
(CLL) genome project within the International Cancer
Genome Consortium (ICGC). These tools have been
extensively validated in the literature for the identification
of clinically relevant somatic and germline mutations and
have contributed for the CLL project to be the first in the
ICGC to reach the 500 tumor/normal genome pairs goal
(Puente et al. 2011, 2015; Quesada et al. 2012; Fanjul-
Ferndndez et al. 2013; Ramsay et al. 2013). Combining
strong bioinformatics with high coverage (average of
950%), our platform is able to perform sensitive analysis
of clonal heterogeneity, detecting mutant subclones which
may be relevant for drug resistance.

Our analysis and reporting strategy is compatible with
all options regarding sample availability, extension of
informed consent and aim of request (Fig. 2). The pro-
posed approach avoids potential problems generated by
other strategies, such as missing a therapeutically action-
able variant which is present both in the tumor and in
the germline because of its subtraction by the bioinfor-
matics analysis pipeline or failing to report a relevant
hereditary cancer-causing germline mutation when only
tumor DNA is analyzed. Moreover, comprehensive germ-
line analysis also provides the potential for unexpected
identification of mutation carriers of well-known cancer
susceptibility syndromes in families with atypical pheno-
types not meeting the established diagnostic criteria
(LaDuca et al. 2014; Susswein et al. 2016). Future appli-
cations of NGS approaches, such as detection of cancer
patients more likely to respond to immunotherapy, are
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Test ID

Pathogenic mutations

Likely pathogenic
mutations

DM-Controversial mutations

Other VUS

ONCOG.001

ONCOG.002

ONCOG.003

ONCOG.004

ONCOG.005
ONCOG.006

ONCOG.007

ONCOG.008

ONCOG.009

ONCOG.010

ONCOG.011

ONCOG.012

ONCOG.013
ONCOG.014

ONCOG.015
ONCOG.016

ONCOG.017

ONCOG.018
ONCOG.019

ONCOG.020

None

CDKNZA ¢ 176T>G;
pV59G (Het.)

None

None

None
Nene

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None
None

None

None

None

None

None

None
None

None

None

None

None

None

None

None
None

None
None

None

None
None

None

None

None

None

BRCAZ ¢.7008-62A>G (Het.)

FANCA ¢.3348 + 18A>G (Het.)
None

FANCA ¢.3348 + 18A>G (Het)

None

MCIR c.464T>C; p.l155T (Het)
TSC2 ¢.5383C>T; p.R1795C (Het.)

None

KIT c.67 + 4G>A (Het.)

None

ATM ¢.1810C>T;p.PE04S (Het.)
RET ¢.1529C>T; p.AS10V (Het.)

FANCA ¢.3348 + 18A>G (Het.)

None
ATM ¢.1744T>C; p.FS82L (Het.)

None

None
FANCA ¢.3348 + 18A>G (Het.)

None

ATM ¢.998C>T; p.S333F (Het.)
CDH1T ¢.-54G>C (Het.)
BRCA2 ¢ 4258G>T; p.D1420Y (Het.)
PTCHZ ¢.1073G>A; p.R358H (Het.)
SUFU ¢.1018G>T; p.A340S (Het.)
BRCAT c.4883T>C; p.M1628T (Het.)
BRCAZ2 ¢.4258G>T; p.D1420Y (Het.)
FANCM ¢.1667A>G; p.D556G (Het.)
PTCHZ ¢.1073G>A; p.R358H (Het.)
CDHT c.-54G>C (Het)
SDHD c.149A>G; p.H50R (Het.)
None
FANCA ¢.932T>C; p.I311T (Het.)
FANCI ¢.1573A>G; p.M525V (Het.)
MUTYH ¢.1258C>A; p.L420M (Het.)
NFT ¢.7259-17C>T (Het)
ATM ¢.2119T>C; p.S707P (Het.)
AXIN2 ¢.1685C>T; p.P562L (Het.)
BRCAT ¢.2890G>A; p.GI6AR (Het.)
FANCB ¢.2395G>A; p.A799T (Het.)
FANCD2 ¢.3127G>A; p.G1043S (Het.)
ATM ¢.998C>T; p.S333F (Het.)
FANCM ¢.5177C>T; p.P1726L (Het.)
FANCDZ2 ¢.3275A>G; p.H1092R (Het.)
POLDT c.189G>T; p.E63D (Het.)
SiX4 ¢.5501A>G; p.N1834S (Het.)
FANCM ¢.3857G>T; p.512861 (Het.)
MSHE ¢*20_*24del (Het.)
PMS2 c.1688G>T; p.R563L (Het.)
SDHD ¢.34G>A; p.G125 (Het.)
SUFU ¢.1018G>T; p.A340S (Het.)
MLHT ¢.1852_1853delAAINSGC;
p.K618A (Het.)
ATM c.2519A>T; p.D840V (Het.)
FLCN ¢.979G>A; p.A327T (Het.)
ATM c.6067G>A; p.G2023R (Het.)
MET ¢.504G>T; p.E168D (Het.)
SDHD ¢.34G>A; p.G12S (Het.)
POLE ¢.2090C>G; p.P697R (Het.)
BRCAT ¢.3083G>A; p.R1028H (Het.)
None
BARDT €.2212A>G; p.I738V (Het)
BMFPRIA cA78A>G; p.M160V (Het.)
CHEK2 ¢.254C>T; p.P85L (Het)
FANCF ¢.557C>T; p.A186V (Het.)
PALB2 ¢.2590C>T; p.P864S (Het.)
POLDT €.2317G>A; p.A773T (Het.)
SUFU ¢.1018G>T; p.A340S (Het.)
None
BRIPT ¢.584T>C; p.L195P (Het.)
SiX4 ¢.710G=A; p.R237Q (Het.)
SiX4 ¢.4597G>C; p.A1533P (Het.)
ATM ¢.8560C>T; p.R2854C (Het.)
EPCAM ¢.488G>A; p.R163Q (Het.)

(Continued)
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Likely pathogenic

Test ID Pathogenic mutations mutations DM-Controversial mutations Other VUS
ONCOG.021 None None RET ¢.2531G>A p.R844Q (Het.) BARDIT €.2212A>G; p.1738V (Het.)
BRIPT ¢.3275C>A; p.P1092Q (Het.)
MUTYH ¢.950T>C; p.L317P (Het.)
ONCOG.022 None None None ATM ¢.2572T>C; p.F858L (Het.)
FANCA ¢.1870G>T; p.A6245 (Het.)
FANCC c.29G=>A; p.C10Y (Het.)
PTCHZ2 ¢.1073G>A; p.R358H (Het.)
SDHD ¢.34G>A; p.G12S (Het.)
ONCOG.023 None FANCM None ATM ¢.2119T>C; p.S707P (Het.)
€.4005dupA; BAPT ¢.1769A>T; p.Q590L (Het.)
p.V13365fs*8 BRCAT ¢.591C>T; p.C197C (Het.)
(Het.) CDHT ¢.532-18C>T (Het.)
FANCC ¢.77C>T; p.S26F (Het.)
PALB2 ¢.2580C>T; p.P864S (Het.)
PTCHT ¢.505G>A; p.V169I (Het.)
ONCOG.024 NFT ¢.2033dupC; None None FANCA ¢.3099C>A; p.D1033E (Het.)
p.1679Dfs*21 (Mosaic) BRCAT ¢.3929C>A; p.T1310K (Het.)
ONCOG.025 BARDT ¢.1075_1095del; FANCM ¢.3857G>T; p.51286 (Het.)
p.L359_P365del (Het.) MCIR ¢.252C>A; p.D84E (Het.)
cdkn2ai3 c.187G>C; PALB2 ¢.2590C>T; p.P864S (Het.)
p.G63R (Het.) PALB2 ¢.232G>A; p.V78I (Het.)
ONCOG.026 None None None FANCA ¢.3098C>A; p.D1033E (Het.)
ONCOG.027 None None None BRCAT ¢.3708T>G; p.N1236K (Het.)
FANCC c.584A>T; p.D195V (Het.)
FANCI ¢.3812C>T; p.S1271F (Het)
FANCM ¢.4931G>A; p.R1644Q (Het.)
MSH6 ¢.100G>T; p.A34S (Het.)
ONCOG.028 None None SiX4 c.421G>T; BRCA2 ¢.68-7T>A (Het.)
p.G141W (Het)
ONCOG.029 None None None MET ¢.504G>T; p.E168D (Het.)
SDHD ¢.149A>G; p.H50R (Het.)
ONCOG.030 None None ATM ¢.1810C>T; BRCAT c.4039A>G; p.R1347G (Het.)
p.P604S (Het.) 7SC2 ¢.1577G>A; p.S526N (Het.)
ONCOG.031 None None FANCA c.4069_4082del; FANCM ¢.171G>C; p.L57F (Het.)
p.A13571fs*63 (Het.) RET ¢.166C>A; p.L56M (Het.)
ONCOG.032 None FANCL ¢.1051_ None BARDT ¢.1028 C>T; p.T343I (Het.)
1052delAG; NBN ¢.1591A>G; p.I531V (Het.)
p.5351Ffs*2 (Het.) PTCHT ¢.1306G>A; p.D4A26N (Het.)
ONCOG.033 BRCA2 ¢.2806_2809del;  None FANCA ¢.1874G>C; None
p.A938Pfs*21 (Het.) p.C6255 (Het.)
ONCOG.034 None None None APC c.4424C>T; p.A1475V (Het.)
TMEM127 ¢.221A>G; p.Y74C (Het.)
ONC0G.035 None None None VHL ¢.269A>G; p.NSOS
APC ¢.3949G>C; p.E1317Q
ONCOC.001_G None None None SDHD ¢.34G>A; p.G12S

SDHD ¢.149A>G; p.H50R

also foreseeable (Le et al. 2015; Rizvi et al. 2015; Van
Allen et al. 2015; Bouffet et al. 2016).

In spite of the great potential of NGS approaches for
comprehensive mutational profiling of tumor and germ-
line samples, there remain relevant challenges for which
we propose a series of solutions (Gagan and Van Allen

2015):

Selection of the gene panel and clinical

implications

Our somatic approach, focused on genes whose alter-
ations have been related to approved cancer therapies
only, is aimed at making the most of the information
contained in the tumor related to accessible targeted
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cancer drugs. In our experience, and in agreement with
previous publications, the yield of clinically relevant find-
ings is not negatively affected by focusing on a panel of
genes when gene selection is carefully performed (Zhong
et al. 2015). On the other hand, although there exist
much smaller tissue-specific panels with reduced cost
compared to the presented approach, those are not suit-
able for centers interested in transversal precision oncol-
ogy applications. We recognize that, when a promising
tailored therapeutic option is found for a given cancer
patient, unless it is approved for the very indication of
the case, it is most of the times very hard and frequently
impossible to get access to the drug, even for those
approved for other indications (47, 48). However, hope-
fully, in the same way the design of clinical trials is
changing, approval of commercialized medicines for novel
cancer indications and access to off-label drugs is also
likely to adapt to the enormous possibilities of transversal
oncology.

Regarding the germline analysis, most panels, as ours,
include both high-penetrance and moderate-penetrance
genes. This increases the chances of finding causal vari-
ants, at the price of raising the number of total variants
found, many of them of uncertain clinical significance
(VUS) (Lincoln et al. 2015). Performing careful interpre-
tation of VUS is essential to avoid inappropriate changes
on the clinical management of any patient based on the
findings of an incorrectly evaluated variant. Additionally,
by limiting germline reports to Tierla genes, requestors
have the option to restrict the analysis to those genes with
the highest and clearest clinical actionability.

The use of a targeted strategy, as opposed to exome- or
genome-based approaches, while allowing more compre-
hensive and deeper coverages of the regions of interest
(including introns for rearrangement identification which,
in any case, are not covered by the exome), means that
the panel needs to be redesigned and re-validated as new
knowledge about clinically relevant genomic alterations
emerges. This is the reason why we keep in our probe
design Tier-3 genes, with suspected but, so far, not vali-
dated clinical utility and, thus, more likely to be found to
be clinically relevant in the near future than the genes not
included in the design at all. Moreover, the combination
of genes with clinically relevant somatic and/or germline
alterations in our panel also reduces the need for re-
design as, not rarely, a gene previously known as a target
for clinically relevant somatic alterations is found to be a
novel hereditary cancer gene and vice versa.

Target-sequence gaps

We have improved the performance and evenness of our
capture-probe in a way that the fraction of insufficiently

Genomically Driven Cancer Therapy and Counseling

covered target regions is minimized. Currently, the aver-
age fraction of insufficiently covered target-sequence in
our somatic panel is 0.043% (ranging from 0.0002% to
0.11%; n = 13), with an average sequencing depth of 941-
fold (ranging from 353-fold to 1630-fold). Regarding the
germline panel, the average fraction of insufficiently cov-
ered target sequence is 0.016% (ranging from 0% to
0.1%; n = 9), with an average sequencing depth of 959-
fold (ranging from 265-fold to 1534-fold). Thus, we find
it unnecessary to complete the analysis with Sanger
sequencing. Alternatively, we provide a detailed list of the
scarce insufficiently covered positions in the report of
each case (Fig. S1).

Results verification

Current recommendations advise Sanger verification of
dinically relevant variants identified by NGS (Matthijs
et al. 2016; Susswein et al. 2016). In the case of the cur-
rent test, with sensitivities and specificities above 99.5%,
we consider that verification of SNVs and indels might be
skipped, specially for the somatic analysis, when the time
window for clinical application of the results is very
narrow. For the germline analysis, complementary
approaches are likely to provide more accurate results for
certain variant types (ie., exon-focused CGH-arrays for
single-exon CNV detection or LR PCR-based analyses for
target genes with high degree of homology to other parts
of the genome, such as PMS2) (Gray et al. 2015; Retterer
et al. 2015).

Clinical interpretation

In our series of 36 cases analyzed by our germline sub-
panel and considering only genes in Tier-1, 15 cases
(41.67%) had variants that were classified as disease caus-
ing mutations by HGMD but were degraded to DM-Con-
troversial after expert review. This is in agreement with
previous reports (Olfson et al. 2015; Groth et al. 2016).
We recommend performing clinical interpretation by
carefully reviewing those publications supporting the
HGMD and/or ClinVar classifications. When this is not
conclusive, we recommend completing the analysis by
searching available publications in PubMed and Google
Scholar and following the recommendations provided by
the ACMG/CAP guidelines for variant classification
(Richards et al. 2015).

An additional difficulty for clinical interpretation is
dealing with germline pathogenic/likely pathogenic vari-
ants in genes for which the risks associated to deleterious
genetic alterations are not firmly established. We distin-
guish between two different situations:
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.

Pathogenic/Likely pathogenic variants affecting genes
with associated cancer risks matching the personal/family
history of the proband: the presence of the variant can be
considered as an additional risk factor to tailor the pro-
band’s cancer surveillance program (which should be
designed on a case by case basis, under the light of the can-
cer history of the proband and the family).
Pathogenic/Likely pathogenic variants affecting genes
with associated cancer risks not matching the per-
sonal/family history of the proband: the variant can be
considered as a variant of uncertain significance and,
thus, not taken into account.

.

Challenging reporting process

Our reporting strategy shows all the clinically relevant
information in the first page of each report with the aim
of optimizing data visualization and adapting to the situa-
tion and preferences of each patient/requestor (Figs. 2
and S1, S2). For the somatic analysis, this involves dis-
playing the identified alterations together with their asso-
ciated therapeutic options at first sight, followed by the
scientific literature supporting those associations. For the
germline analysis, it involves clearly identifying patho-
genic, likely pathogenic and uncertain significant variants
on the front page, offering a detailed description of each
variant in the subsequent pages. A sufficiently explicit
technical information (including the analyzed genes and
the performance of the test) is also essential for the clini-
cian to understand the relevance of both positive and
negative results.

Conclusions

Clinical application of precision oncology is a reality.
However, we are still taking the first steps, and difficul-
ties, even beyond the actual NGS testing and reporting
procedure, are evident. Platforms such as ONCOgenics
are examples of the core building blocks that will be nec-
essary to scale up the field, able to help clinicians, patients
and families in the meanwhile of this transformation pro-
cess. As proven by the genomic alterations explaining cer-
tain cases of exceptional responders, the potential for any
given cancer patient to benefit from precision medicine is
not just speculative or something to consider for the
future, but evident and for the present.
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Resumen:

La hipoacusia neurosensorial (HNS) es la discapacidad sensorial méas frecuente. La
secuenciacion de nueva generacién (NGS) se ha convertido en la aproximacion
estandar para el diagnoéstico etiologico de la HNS de inicio temprano. Sin embargo, la
seleccion precisa de regiones gendmicas diana (panel de genes/exoma/genoma), el
rendimiento analitico y la interpretaciéon clinica de las variantes siguen
representando los principales impedimentos para su implementacion clinica.

Hemos desarrollado un nuevo panel NGS con 199 genes asociados a HNS no
sindrémica y/o sindrémica y hemos evaluado su sensibilidad y su especificidad
analitica sobre 1.624 variantes de un solo nucle6tido (SNVs) e indels conocidas
presentes en una mezcla de ADN gendémico de 10 lineas celulares linfoblastoides
previamente caracterizadas. Asimismo, hemos analizado el ADN genémico de 50
pacientes espafioles con HNS presuntamente hereditaria no causada por mutaciones
en G/B2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1.

La sensibilidad analitica de la prueba para detectar SNVs e indels en la mezcla de
ADN de las lineas celulares fue > 99,5 %, con una especificidad > 99,9 %. El
rendimiento diagndstico en los pacientes con HNS fue del 42 % (21/50): 47,6 %
(10/21) con patrén de herencia autosémico recesivo (con mutaciones en los genes
BSND, CDH23, MY015A, STRC [n = 2], USH2A [n = 3], RDX y SLC26A4); 38,1 % (8/21)
con modo de herencia autosémico dominante (con mutaciones en genes ACTG1 [n =
3; 2 de novo], CHD7, GATA3 [de novo], MITF, P2ZRX2 y SOX10) y 14,3 % (3/21) con
herencia ligada al cromosoma X (con mutaciones en los genes COL4A5 [de novo],
POU3F4 y PRPS1). El 46,9 % de las variantes causantes de hipoacusia (15/32) no
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estaban presentes en las bases de datos. El 28,6 % de los casos diagnosticados
genéticamente (6/21) tenian sindromes previamente no detectados (Barakat, Usher
tipo 2A [n = 3] y Waardenburg [n = 2]). El 19 % de los diagnoésticos genéticos (4/21)
fueron atribuibles a grandes deleciones/duplicaciones (delecién de STRC [n = 2];
duplicacién parcial de CDH23; delecién del exén 2 de RDX).

Enla era de la medicina de precision, es imperativo obtener un diagnéstico etiolégico
de la HNS. Con estos resultados hemos contribuido a demostrar que, con la
metodologia adecuada, la NGS puede trasladarse a la practica clinica, impulsando el
rendimiento del diagndstico genético de la HNS al 50-60 % (considerando las
alteraciones en GJBZ2/GJB6), mejorando la precision diagnostica/prondstica,
refinando el asesoramiento genético y reproductivo y revelando sindromes
relevantes no diagnosticados clinicamente.

Aportacion personal al trabajo:
En este trabajo participé activamente en el disefio del panel y en sus periédicas
revisiones. Ademas de realizar gran parte del trabajo experimental y de

interpretacion de datos, contribui a la redaccién del manuscrito y a la elaboraciéon de
la mayoria de las tablas.
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Abstract

Background: Sensorineural hearing loss (SNHL) is the most common sensory impairment. Comprehensive
next-generation sequencing (NGS) has become the standard for the etiological diagnosis of early-onset SNHL. However,
accurate selection of target genomic regions (gene panel/exome/genome), analytical performance and variant
interpretation remain relevant difficulties for its clinical implementation.

Methods: We developed a novel NGS panel with 199 genes associated with non-syndromic and/or syndromic SNHL. We
evaluated the analytical sensitivity and specificity of the panel on 1624 known single nucleotide variants (SNVs) and indels
on a mixture of genomic DNA from 10 previously characterized lymphoblastoid cell lines, and analyzed 50 Spanish
patients with presumed hereditary SNHL not caused by G/82/GJ86, OTOF nor MT-RNRT mutations.

Results: The analytical sensitivity of the test to detect SNVs and indels on the DNA mixture from the cell
lines was > 99.5%, with a specificity > 99.9%. The diagnostic yield on the SNHL patients was 42% (21/50): 47.6% (10/21)
with autosomal recessive inheritance pattern (BSND, CDH23, MYO15A, STRC [n= 2], USH2A [n = 3], RDX, SLC26A4), 38.1%
(8/21) autosomnal dominant (ACTGT [n=3; 2 de novol, CHD?, GATA3 [de novol, MITF, P2RX2, SOX10), and 14.3% (3/21) X-
linked (COL4A5 [de novol, POU3F4, PRPST). 46.9% of causative variants (15/32) were not in the databases. 28.6% of
genetically diagnosed cases (6/21) had previously undetected syndromes (Barakat, Usher type 2A [n= 3] and
Waardenburg [n = 2]). 19% of genetic diagnoses (4/21) were attributable to large deletions/duplications (STRC
deletion [n = 2]; partial CDH23 duplication; RDX exon 2 deletion).

Conclusions: In the era of precision medicine, obtaining an etiologic diagnosis of SNHL is imperative. Here,
we contribute to show that, with the right methodology, NGS can be transferred to the clinical practice, boosting
the yield of SNHL genetic diagnosis to 50-60% (including GJ/B2/GJB6 alterations), improving diagnostic/prognostic
accuracy, refining genetic and reproductive counseling and revealing clinically relevant undiagnosed syndromes.

Keywords: Hereditary, Hearing loss, Precision, Diagnostics, NGS, Gene panel
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Background
Congenital profound deafness affects ~ 1 in 1000 live births
and an additional 1 in 1000 children will suffer from hear-
ing loss (HL) before becoming adult [1]. Up to 60% of con-
genital/early-onset sensorineural HL (SNHL) is caused by
genetic factors and often appears in the absence of a family
history for deafness. Although alterations in the GJ/B2
and GJB6 genes (DNFBI locus) account for a large
proportion of cases in different populations (10—
40%) [2, 3], many cases remain undiagnosed after
GJB2/GJB6 testing. This is not surprising given the ex-
treme genetic and phenotypic heterogeneity of HL, with
more than 400 syndromes that include HL as a feature
and more than 100 genes associated with nonsyndromic
SNHL [1]. With next-generation sequencing (NGS) technol-
ogy, it has become feasible and affordable to routinely se-
quence a large number of genes per patient [4]. Therefore,
genetic diagnosis of SNHL has evolved from single-mutation
Sanger sequencing to comprehensive multi-gene testing, and
NGS has become the new standard of care [5].
Accordingly, once a case of newborn SNHL is con-
firmed, testing for congenital cytomegalovirus infec-
tion and NGS are recommended [6]. Obtaining a SNHL
genetic diagnosis has a number of advantages for patients
and parents [7]: it provides information about genetic her-
itability; it helps diagnosing or excluding syndromic causes
of HL to better define medical and educational needs; it can
also provide information about the evolution of the HL and/
or of its associated syndromic features, improving prognos-
tic accuracy; and it can prevent other unnecessary and costly
testing [5]. Furthermore, a genetic diagnosis can contribute
to prevent triggers such as aminoglycosides in mitochondrial
mutation carriers [8], or even to improve treatment selec-
tion, including future mutation-driven clinical trials [9, 10].
In order to implement targeted NGS into the clin-
ical practice, there is an urgent need to solve a num-
ber of issues such as the selection of the most efficient
gene panel, the achievement of high analytical specificity
and sensitivity, and the establishment of pipelines able to
unambiguously define the clinical impact of genetic vari-
ants [11]. Therefore, the aims of this study are: (1) to
present the development and validation of a NGS-based
approach for the genetic diagnosis of patients with heredi-
tary syndromic and non-syndromic SNHL; (2) to pinpoint
and resolve the main problems associated with the intro-
duction of targeted NGS into routine deafness diagnostics;
(3) to evaluate the panel’s performance and diagnostic
yield; and (4) to initiate a comprehensive catalogue of the
Spanish genome-wide SNHL variation spectrum.

Methods

Purpose of test

The aim of the performed test (OTOgenics™) was to de-
tect the molecular basis of individual clinical diagnoses
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of sensorineural or mixed hearing loss after non-genetic
causes had been explored and not identified.

Design of panel content: Rationale for inclusion of
specific genes

Genes associated with prelingual, postlingual and adult-on-
set sensorineural or mixed HL, either symmetric or asym-
metric, irrespective of the pattern of inheritance, and
including both syndromic and non-syndromic forms, were
considered. To generate a preliminary gene list, the profes-
sional version of the Human Gene Mutation Database
(HGMD) was queried to identify genes associated to HL,
using as search keywords a list of phenotypes potentially re-
lated to hearing defects (Additional file 1). The resulting
gene list was manually curated by analysis of the literature
and information available in the databases (HGMD,
OMIM, PubMed, GeneReviews, and the Hereditary Hear-
ing Loss Homepage; last accessed 19/09/2017) to identify
those fulfilling the following criteria: I) the gene had been
associated to sensorineural and/or mixed HL phenotypes
(as opposed to exclusively conductive HL), II) there existed
published evidence supporting the gene-phenotype associ-
ation in at least two independent families and III) at least
one of the existing publications demonstrated convincing
cosegregation of phenotype with gene variants. Based on
the curation results, a tiered classification system was de-
vised as previously proposed by Abou Tayoun et al. [11].
Genes with strong/moderate association with HL (fulfill-
ing criteria I, IT and III described above, and correspond-
ing mainly to Evidence level 3 according to Abou Tayoun
et al. [11]) formed tier 1, while genes with weak/prelimin-
ary association (fulfilling criterion I, but not criteria II
and/or III, and corresponding mainly to Evidence level 2
according to Abou Tayoun et al. [11]) were grouped in tier
2. The panel evolved with revision of newly published lit-
erature, yielding versions v1, v2 and v3 (Additional file 2,
Additional file 3 and Table 1, respectively). v1-2 were
used during the research and development phase of the
study, whereas v3 was considered the first clinical-grade
version of the panel. 32 cases were analyzed with v1, 13
with v2 and 5 with v3 (Additional file 4).

Sample types

4 ml of peripheral blood in conventional EDTA-tubes
or > 200 ng of germline genomic DNA (quantitated by a
fluorimetric method) were required per patient.

Sample preparation and evaluation of genomic DNA
integrity

Germline genomic DNA was isolated as previously de-
scribed [12] and calculation of its DNA integrity number
(DIN) was performed using the Genomic DNA ScreenTape
Assay on a TapeStation 4200 system (Agilent Technologies,

Pagina | 86



Resultados

Page 3 of 17

Cabanillas et al. BMC Medical Genomics (2018) 11:58

sso| Bupreay [ensduniosuas,

¥TTLEO0WN
£9d1

€£91ZT0WN
TLIAX

£70p5 L0TWN
NIHM
£500900° WN
1sIm
TEEEO0TWN
YZHSN
VLLVELLTWN
BDIHSN
£60£500°WN
DIHSN
T1660PLTWN
¥v3dsL
T1rI6E01007WN
d9014L
T87T8TLL00TWN
Ny¥dL
TTTOPZ0WN
ESSYINL
T961LPITWN
WL

£091Z007WN
INL
E0LL0€07WN
SSSYIWL
L'8EPFOE LO0TWN
FELWIWL
F19700"WN
DiL

T1698ELTWN
2wWL
€£18700"WN
Zdfi
£580007WN
Y8WWIL
TTTPS00TWN
Vid3i
L'£01661 100" WN
¥Zaio8L
1'9/86€0100WN
PINAS
TO0LESLTWN
Jyis
TLOZSELTWN
SYiVdS
£1769007WN
0iX0S
#'890£00”WN
ZIYNS
TTEERIOTWN
XdiS
T6TTTEO WN
ONYLITS
E60PEE0TWN
EVZSITS

7666861 WN
SY9201S

¥ LP0E007 N
V6375
£PE0TE0TWN
LivrIs
¥5/85L1TWN
XIS

¥ LESHZOT AN
YIS
£EELP00TWN
LVEEDTS
L 1000 WN
PY920TS
9669007 WN
T¥61075
THLEGEL W
8YLIDTS
£7865007WN
s
5895500 WN
9INIdYIS
£1987607WN
12vy3s
£6064107WN
Lanwy
£906Z00 WN
xay
£0887007WN
1E12:4
1'9Z05L LOOWN
OYdid
£PEBTO0WN
LiINdLd

TIEPZIOTWN
JEYN3S

760 1LEE0TWN
L1dNd
TEPOLLTIO0 WN
XiaN

95965107 WN
ELVINGN

£49LT007WN
1Sdyd
T00£Z007WN
£4¥N0d
/0000 WN
vIENOd
S6T6LL0TWN
9TX3d
£/87000° WN
9X3d

L'SZ0LE LLOOTIAN
£X3d
T0E9E00WN
£X3d
T8LE000TWN
ZX3d
79950007 WN
IX3d

1'€9Z56 1 LOOTWN
£0zZad
£950£507WN
SIHAOOd
£45P1817WN
EXvYd
TELBRLITWN
xX¥ed

L0Z6Z 107N
TSL-AW
L0Z6Z 107 DN
EIRI
L0Z6T 107 DN
Vi-t
1'0Z6Z 107 DN

£0D-1N

E165EL1TWN
010
16972421007 AN
ole¥Te]
T8YTr6 LN
J010
ETLIPLTWN
Y010
7860 LN
Z1d950
0955107 WN
1vdo
/568700 WN
EJYIN
£9970007WN
dJaN
S897T0TWN
ZSYYN
E£6£TIL0TWN
VSLOAN
£0970007WN
VLOAW
£6661007WN
S0/
FEERLLOTWN
VEOAN

£975700WN
TNOW
£56E8E1TWN
ISYY N
¥09E500 WN
Eri
668000 WN
LA

E6TLPT0WN
VEHAW
SELHZ00TWN
6HAW
1'0Z6Z10 DN
ISL-LW
L'0Z6ZL0 DN
1AW
1'0Z6ZL07 DN
Hi-dtW
1'0Z6ZL07ON
Hi-tW
1'0Z6ZL07 DN
LUNY-LW
1'0Z6Z107 DN
1001
£080861 WN
£94sw
£8¥7000” WN
JUW
1715620 4N
963N
E5TI6ELTWN
1dSYW
TE098E0100TWN
zanEAvn

£6£87007WN
Z¥INOH

L 7£5501 1007 WN
EXWH
L'6155007WN
IXWH
TBTEIIOTWN
fa}: 11451

780£51 LO0TWN
1WOLYT
T5TSH00TWN
Y7
9T19pPLITWN
1gHX07
EPISTI0TWN
EXHT
£8Y5T8LWN
STd3HT
EOPESLOTWN
587
£00.7007WN
PONDXY
78120007 WN
LONDY

¥ LZZ00"WN
OLINDXY
56120007 WN
LINDXH

1'6300€1 LOOTWN
bY:12

166661 100" WN
1yan
£71P000TWN
vaLIASH

1'915080 1007 WN
TYIX¥0
¥881Z107WN
ixod

¥ 17L000™WN
Zy404
TOLLEZOTWN
14494

EpPIT00"WN
L1aX0H
¥ZTS5007WN
LYXOH
1090007 WN
JOH
£807TL0TWN
ZS¥YH
T9/¢080100° WN
f2:m)¢.00]
E516VZ07WN
TIHYD
FI6TELOTWN
WSO
¥'€8£9007WN
940
T600¥Z0™WN
£90
SP00F00™ WN
zam
T19ZEELTWN
£diD
1'S6ZZ001007 WN
EVLIVD
TZEP0801007WN
04d

79859007 WN
INTES
ETLLPLOTWN
asonvd

S P00 WN
85d3
FELTZEQTWN
EQOWTI

£80ZP10TWN
ddSa@
L'Z15Z70L00" WN
EHdVIT

7959 107N
Daa
8881007 WN
WAYD

TILKTBLITWN
9002
£E58100WN
£V6700
€7581007WN
Z¥6702
€4¥81007WN
SV¥rI00

T6TPBLOTWN
1dag

£E691007WN
ZgiN9dLV

£€891007WN
Z92dLy

TOLLLZOTWN
1A0av

#THNS Yy uopeposse Aeujwp.desm yum ssush (saush gr)  JalL

¥ 1000 WN
£4404
TLPTS00TWN
€404
0017007 WN
PYAT
§'€05000” WN
LVA3
£T5HH00TWN
9953
TSLPLE0TWN
NdS3
E£TLLTTOTWN
Z185d3
£5110007WN
yNa3
THEOLOTWN
ENG3
£T607007WN
ISHD3
1'€280€ L LOO™WN
LLWNG
¥6175007WN
tHdVIG
5/886107WN
o1gvia

£70£Z01007WN
6SaNIT
TEOPPO0 WN
SYNIG
£ES90E0WN
Lixaa
£000520"WN
£13¥20
70890807 WN
TvYiLi70D
£758L007WN
11435 en]
¥158L007WN
V670D
FS6F0007WN
VP10
¥Z600007WN
PY¥70D

¥ 160000 WN
EVPI0D
Prr8L00TWN
LYTI00
7980100 WN
HJ0D
T8L8PLLTWN
INYTD

7710900 WN
dd12
TTOPPLTWN
vINGTD
580000 WN
DINDTD
€0£0100WN
YINDTD
#88£800 1007 WN
zasn
EEBE900TWN
4:{n]
€08LL107WN
LGHD
EE1T6E0100TWN
SLWvIVID
SPTIZZOWN
ETHAD
TSEEBLLTWN
0852020
€0Z£000WN
GLYNDYD
T99E910"WN
Zdavd
T9LLLS0TWN
ansg

FEEERO0TWN
Jvyg
¥8TERO0WN
71508
L' LP6ELLO0TWN
1edvDd
£T691007WN
1811941V
¥967Z51 WN
EVidLY
£E8T1007WN
iSidv
¥ LT0PS0TWN
HANY
FOTLS10TWN
ISWTY
£80TP00"WN
sy
6117607 WN
ingoagvy
£P191007WN
1910V
£1011007WN
aov

TTLPTHOL00”WN
ZigHay

#THNS Yum uojeposse ajesspous/Buoils yym saualb (sausb p51) | Ja1L

(en) pued ,,$21uSBO | O 3Y3 Ul papnpul sausb 7 sy pue | J3l] L 3jgel

Pagina | 87



Resultados

Cabanillas et al. BMC Medical Genomics (2018) 11:58

Santa Clara, CA, USA), following the manufacturer’s
instructions.

Library preparation, target enrichment and sequencing
Library preparation was performed on genomic DNA phys-
ically sheared by ultrasonication on a Covaris $2 instrument
(Covaris, MA, USA). For library construction and gene
target enrichment by hybrid capture, the SureSelectXT
protocol was followed, as previously described [12]. This
approach has a series of advantages over other library con-
struction and target enrichment methods. Thus, libraries
from randomly fragmented DNA show higher complexities
than PCR-based ones, enabling the identification and re-
moval of PCR duplicates (important for the accurate identi-
fication of low frequency variants present in mosaic
patients) [13]. Additionally, capture probes, although labori-
ous to use, are more tolerant to mismatches than PCR
primers, circumventing issues of allelic dropout (underrep-
resentation or absence of an existing allele in the library)
caused by polymorphisms in the hybridization sequence
that can be observed in amplification-based assays [13]. Fi-
nally, capturing and sequencing at least all coding exons of
every targeted gene, and not just hotspots, facilitates creat-
ing background references for CNV calling. Sequencing
was performed on a NextSeq500 sequencer (Illumina,
CA, USA), following the manufacturers specifications.
The optimized NGS diagnostic pipeline (OTOgenics™) tar-
gets the coding exons and intron-exon junctions of 199
genes (v3) (Table 1).

Bioinformatics for variant identification and annotation
NGS results were processed using the bioinformatics soft-
ware HD Genome One (DREAMgenics, Oviedo, Spain),
certified with IVD/CE-marking. The pipeline has been
adapted from the one previously described as part of the
ONCOgenics NGS platform [12], the performance of
which has been externally evaluated through participation
in the Oncogene Panel Testing schemes organized by the
European Molecular Genetics Quality Network (EMQN),
obtaining satisfactory results (maximum genotyping score)
for three consecutive years (2015, 2016 and 2017). The ana-
lysis workflow was at follows:

FASTQ read generation, alignment and duplicate removal
FASTQ reads were generated from base call files (BCL)
produced by the Illumina NextSeq500 sequencing platform
using the bel2fastq2 v2.19 Conversion Software (https://
support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/

bel2fastq-conversion-software.html). Raw FASTQ files were
evaluated using quality control checks from FastQC (http://
www.biocinformatics. babraham.ac.uk/projects/fastqc/)  and
Trimmomatic was employed to remove low quality bases,
adapters and other technical sequences. Each FASTQ file
was aligned to the human reference genome (GRCh37/
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hgl9 before 2017; GRCh38/hg38 afterwards) using BWA-
mem [14] generating sorted BAM files with SAMtools [15].
Reads from the same libraries were then merged and op-
tical and PCR duplicates were removed using Picard

(http://broadinstitute.github.io/picard/).

SNV/Indel identification

SNVs and indels were identified using a variation of Sidrén
algorithm, previously described [16], with the following pa-
rameters: total read depth > 6, mutated allele count >3, vari-
ant frequency > 0.1, base quality >20, mapping quality >30.
Stricter criteria (total read depth > 10, mutated allele count
>4) were applied before the selection of reportable variants.
Manual inspection was then carried out to discard false
positives and avoid missing true variants not meeting those
criteria (i.e long indels with underestimated frequencies).

CNV identification

The detection of CNVs was performed with an adapted ver-
sion of the exome2cnv algorithm, incorporating a combin-
ation of read depth and allelic imbalance computations for
copy number assessment. The algorithm employs a back-
ground of pooled samples processed using the same captur-
ing protocol and sequencing technology [12, 17]. For
increased sensitivity in the detection of large homozygous
deletions, genomic regions with no sequencing coverage in
an individual sample, but showing proper coverages in the
remaining samples, were identified.

Variant annotation

Variants were annotated using several databases contain-
ing functional (Ensembl, CCDS, RefSeq, Pfam), popula-
tional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, ExAC) and
disease-related (Clinvar, HGMD professional) informa-
tion, as well as 12 scores from algorithms for prediction
of the impact caused by nonsynonymous variants on the
structure and function of the protein (SIFT [18], Poly-
Phen2 [19], PROVEAN [20], Mutation Assessor [21],
Mutation Taster [22], LRT [23], MetaLR, MetaSVM [24],
FATHMM, FATHMM-MKL [25] and M-CAP [26]), and
1 score (GERP++) for evolutionary conservation of the
affected nucleotide [27].

Analytical sensitivity and specificity

The analytical sensitivity and specificity of our panel to de-
tect SN'Vs/indels was calculated using the v3 probe set to
evaluate 1624 total variants (1503 SNVs + 121 indels) with
allelic frequency > 0.1, following a procedure similar to that
previously described [12]. Briefly, 10 immortal lymphoblas-
toid cell lines, corresponding to 10 individuals whose ge-
nomes/exomes had been sequenced by the 1000 Genomes
and HapMap projects, were obtained from the Coriell Insti-
tute: NA20298 (ASW), NA12872 (CEU), NA18570 (CHB),
HG00320 (FIN), HG00110 (GBR), A18960 (JPT), NA19020
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(LWK), NA19794 (MXL), HG00740 (PUR) and NA18486
(YRI). Cell lines were cultured according to the protocols
provided by Coriell, their DNAs isolated and mixed in equi-
molecular amounts. An NGS library was prepared, cap-
tured using the custom probe and sequenced in 20% of a
NextSeq500 MidOutput run (2x75 sequencing cycles).
Variants were called as described in the previous section
and the results compared to those expected according to
the genomic information available for these cell lines.

Interfering highly homologous regions

Regions with < 100% callability at DP20 (i.e. with less than
100% of the target bases covered by >20 reads) in >50% of
v3 cases were considered as potential conflictive regions
(Additional file 5). Those showing high homology to at least
another region of the GRCh38 human reference genome
are listed in Additional file 6. Realignment of the NGS re-
sults with reference sequences containing only the panel
genes affected by these conflictive regions was performed,
as previously described for the PMS2 gene [12], followed by
validation, using gene-specific analyses (ie. Long-Range
PCR followed by Sanger sequencing) of putative patho-
genic/likely pathogenic SNV and indel variants [28].

Variant filtering, interpretation, classification and
diagnostic yield

Database resources to evaluate gene variants included
HGMD professional, OMIM, PubMed, dbSNP, 1000 Ge-
nomes Project, ESP, ExAC, and ClinVar. A minor allele fre-
quency (MAF) cut-off of 5% was applied to variants
considered as pathogenic (DM) by HGMD or as patho-
genic/likely pathogenic by ClinVar, as well as to those vari-
ants predicted to create a null allele (nonsense, frameshift
causing premature STOP codons, canonical splicing-site
disruption, ATG-loss and complete exon deletions/duplica-
tions). A MAF cut-off of 1%, as suggested by Shearer et al.
[29], was applied to all other variants predicted to affect the
sequence/expression of the protein (for protein-coding
genes) or of the RNA (for non-coding genes).

Clinical classification of all variants from v1 and v2 cases
was performed as described [12]. For v3 cases, only variants
that could potentially explain the SNHL phenotype of the
probands, based on zygosity of the variant, presence of add-
itional variants on the same gene and mode of inheritance
of the audiologic phenotypes associated to the gene, were
further considered. After that, variants were clinically classi-
fied according to the American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) guidelines as pathogenic (class 5),
likely pathogenic (class 4), uncertain significance (class 3),
likely benign (class 2) and benign (class 1) [30]. Class 3-5
variants were thoroughly curated searching the literature
and databases for clinically relevant data. Class 3—5 variants
were reported for tier 1 genes. To reduce the interpretation
burden of tier 2 genes, only class 45 variants affecting
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genes whose associated putative phenotype matched the
patient’s phenotype were evaluated and reported.
Diagnostic yield (generally described as the likeli-
hood that a test or procedure will provide the infor-
mation needed to establish a diagnosis) was defined as the
percentage of tested patients with pathogenic/likely patho-
genic variants capable of explaining their HL phenotype.

Variant validation

Pathogenic/likely pathogenic variants considered respon-
sible for SNHL were validated by approaches alternative to
NGS. SNVs/indels were validated by PCR + Sanger sequen-
cing. For validation and breakpoint identification of the par-
tial CDH23 duplication (exons 11-15) and the RDX exon 2
deletion multiple PCR reactions were performed. STRC
CNVs were validated with a qPCR assay able to distinguish
STRC from the pSTRC pseudogene [28] as well as by
MLPA (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands; cat.#
P64-DIS). Primers used in validation PCRs are described in
Additional file 7). Segregation was determined in 8/8
(100%) relatives with available biospecimens.

Reportable range

Reportable variants had to be supported by >4 independent
reads, with a total read depth > 10, belonging to genes from
Tier 1 (consistently associated) and showing allelic frequen-
cies in the sample > 0.1. Variants considered responsible or
likely responsible for the phenotype of the patient addition-
ally needed to have been validated by a method alternative
to NGS to be considered reportable. Occasionally, a variant
from a Tier 2 gene fulfilling all other criteria could be re-
portable, as long as the phenotype of the patient was com-
patible with the phenotype considered in the existing
publications supporting the gene-phenotype association of
the Tier 2 gene.

Reference range

Only variants consistent with the mode of inheritance of
the auditory phenotypes associated with the gene they
affect (for instance, biallelic variants on a gene with a reces-
sive phenotype) were evaluated according to ACMG/AMP
guidelines and their resulting clinical classification was re-
ported [30]. For those classified as pathogenic, likely patho-
genic or VUS, additional information supporting their
clinical classification was provided. Those classified as be-
nign or likely benign were considered to lay within the ref-
erence range of results and, thus, no further details about
them were provided. The remaining variants (not consist-
ent with the mode of inheritance of the auditory pheno-
types associated with the genes they affect) were included
in the reports for informative purposes but were not con-
sidered responsible for the patient’s phenotype.
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Sample tracking

A series of 6 SNPs on Tier 1 genes, with population MAFs
between 0.463 and 0.483, were selected for sample tracking:
rs10864198 on ULISH2A (MAF = 04531; ExAC); rs7598901
on ALMS1 (MAF = 0.4736, 1000 Genomes); rs2228557 on
COL4A4 (MAF =04657; ExAC), 1s7624750 on OPAI
(MAF = 04683; ExAC), 1s734312 on WFS1 (MAF = 0.4633;
ExAC), and rs2438349 on ADGRVI (MAF = 0.4830; ExAC).
The genotypes identified by the NGS pipeline were com-
pared to those obtained from the corresponding TagMan
qPCR  genotyping assays (cat # C__31803731_10,
C_29307975_10, C_11523965 10, C__ 2715859 10,

C_ 2401729 1 and C_ 16236492 10, respectively; Ap-
plied Biosystems, CA, USA) run on a 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA).
All samples showed coincident genotypes for all SNPs on

both platforms.

Patient population

Between September 2014 and March 2017, 50 consecutive
patients (21 male, 29 female) with syndromic/non-syn-
dromic SNHL were selected after excluding non-genetic
causes and causative variants in the DFNB1 (GJB2/GJB6),
OTOF and MT-RNRI loci, considered the most frequent
causes of hereditary deafness in Spain [7, 31]. Consent
was obtained from patients or their parents. The study
was approved by the Comité de Etica de Investigacién del
Principado de Asturias (research project #75/14). The ages
at SNHL onset ranged between 0 to 47 years (median:
12 years). 20 cases (40%) were congenital. To identify syn-
dromic SNHL, a clinical geneticist evaluated the patients.
2/50 patients were diagnosed (pre-test) of Alport and
CHARGE syndromes. Other 3 patients presented with po-
tentially syndromic complications, without fulfilling cri-
teria for known syndromes.

Results

Panel validation

Performance of targeted NGS

Mean coverage of tier 1 genes was 445x for v1, 515x for v2
and 1121x for v3, and 98.87, 99.56 and 99.95% of their tar-
get bases were covered by 20 or more reads, respectively
(these calculations exclude the STRC and OTOA genes due
to their high homology to other genomic regions). The
minimum, average and maximum coverage (average read
depth of all target bases of the gene) and callabilities (% of
the target bases of the gene with minimum read depths of
10, 20, 50 and 100 reads per each target base of the gene)
for every tier 1 and tier 2 gene on samples analysed with
OTOgenics v3 is shown in Additional file 5. In v3 cases, re-
gions from tier 1 genes with less than 100% coverage with a
minimum of 20 reads (DP20) and specific positions within
those regions affected by such limitation were included in
each individual patient’s report.
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Analytical sensitivity and specificity

Prior to its use in the diagnostic setting, the clinical ver-
sion of the panel (v3) was evaluated for sensitivity and
specificity on a genotyped mixture of 10 lymphoblastoid
cell lines. 1617/1624 variants with allele frequency > 0.1
were detected (1497/1503 SNVs and 120/121 indels),
yielding a sensitivity of 0.9957 (>99.5%). Additionally,
1,034,047/1034817 true negative positions of the target
region were called by the platform as not bearing SNVs
or indels, representing a specificity of 0.9992 (> 99.9%).

Orthogonal validation of sequencing results

All variants considered responsible for the SNHL pheno-
types of the probands (Table 2) were successfully validated
by approaches alternative to NGS. These included 25 in-
stances of SNVs or indels (validated by PCR and Sanger
sequencing) and 4 CNVs: 1 heterozygous partial duplica-
tion of CDH23 (exons 11-15), 1 homozygous deletion of
RDX exon 2 (both validated by breakpoint-specific PCR)
and 2 homozygous STRC whole gene deletions (validated
by qPCR and MLPA). Apart from these, 4 samples had
heterozygous STRC CNVs (3 deletions and 1 duplication)
all of which were validated by qPCR and MLPA (Add-
itional file 8). These results indicate that our CNV calling
procedure is highly specific.

Performance at interfering highly homologous regions

Genomic regions with high sequence homology cause mis-
alignment of sequencing data and represent a major chal-
lenge for short-read NGS technologies. Out of the 199
genes included in the v3 panel, STRC, OTOA, ESPN and
KCNEI contain a total of 22 interfering highly homologous
regions (as defined in the Methods section), most of which
overlap with those previously identified by Mandelker et al.
[32] (Additional file 6). To avoid missing clinically relevant
variants present in those target regions, the panel NGS
reads from all samples were realigned to reference se-
quences containing only the STRC, OTOA, ESPN and
KCNEI lodi, as previously described by us for the PMS2
gene in a cancer panel [12]. This approach revealed that all
samples might potentially carry a pathogenic variant in the
STRC gene: ¢4057C> T, p.GIn1353* (coincident with the
reference sequence for exon 20 from the pSTRC pseudo-
gene). To unequivocally discriminate the origin of this vari-
ant, LR-PCR specific for the STRC gene followed by Sanger
sequencing was performed as described [28]. This approach
discarded the potential genic origin of the variant in 28/50
samples; not enough DNA was available from 1 sample and
no LR-PCR product was obtained from 21. Of note, the
average genomic DNA Integrity Number (DIN) of the 28
samples with successful LR-PCR was significantly higher
than that of the remaining 21 samples (8.71 vs 7.21; p-value
=1.8x107% Student’s T test), suggesting that DNA degrad-
ation precluded LR-PCR. Alternative approaches would be

Pagina | 90



Resultados

Cabanillas et al. BMC Medical Genomics (2018) 11:58

needed to discard or confirm the genic origin of the variant
in those 21 samples.

Analysis of causative variants and diagnostic yield

Of 50 cases with severe-to-profound SNHL not caused by
G/B2/GJB6, OTOF or MT-RNRI mutations, a genetic justi-
fication for their HL phenotype was found in 21 (42%) after
identifying 31 pathogenic/likely pathogenic variants in 16
genes: ACTGI, BSND, CDH23, CHD7, COL4AS, GATA3,
MITE MYOISA, P2RX2, POU3F4, PRPS1, RDX, SLC26A4,
SOX10, STRC and USH2A (Tables 2 and 3). Three more
cases had recessive variants of uncertain significance in ho-
mozygosis (affecting the LOXHDI and SLC26A4 genes) or
in hemizygosis (affecting the OTOA gene: 1 SNV + hetero-
zygous whole-gene OTOA deletion), which were suspicious
of pathogenicity, but did not fulfill ACMG criteria and,
thus, were not counted nor reported as positives (Table 4).
Had they been counted, the diagnostic yield would have
been 48% (24/50).

In our cohort, 47.6% (10/21) of the unambiguously
molecularly diagnosed patients had autosomal recessive
(AR) inheritance patterns, 38.1% (8/21) autosomal dom-
inant (AD), and 14.3% (3/21) were X-linked (Table 2).
The molecular basis of deafness was found in 44.4% (20/
45) of the cases with symmetric SNHL, whereas only 1
of 5 cases with asymmetric SNHL was genetically diag-
nosed (Waardenburg syndrome caused by a MITF muta-
tion) (Tables 2 and 3).

The most common SNHL causative genes in our pre-
screened population were ACTGI (3 patients), LISH2A (3
patients) and STRC (2 patients). Interestingly, 2 of 3 patho-
genic variants in ACTGI were de novo, as well as 1 GATA3
and 1 COL4AS pathogenic variants.

CNYV analysis identified causative variants in 4 of the 21
molecularly diagnosed patients (19%): 2 with a homozygous
complete STRC deletion, 1 with a previously unreported
partial CDH23 duplication (exons 11-15) in compound
heterozygosity with a second pathogenic variant (missense),
and 1 with a homozygous RDX exon 2 deletion. One of the
patients with a homozygous causative STRC deletion was
also a carrier of a heterozygous substitution in TECTA, pre-
viously reported in the literature as a dominant pathogenic
variant (¢.3107G > A; p.Cys1036Tyr) [33]. However, revalu-
ation of this variant according to ACMG guidelines reclas-
sified it as a variant of uncertain significance (it only
fulfilled ACMG pathogenicity criteria PP1 and PP3).

In total, 451 variants, of which 406 were unique, in 121
distinct genes were identified in the full cohort of 50 pa-
tients: 394 variants in 97 genes were identified in tier 1.
Tier 2 added 57 variants that contributed to the overall in-
terpretation burden. No tier 2 variant was considered re-
sponsible for the SNHL phenotype (Fig. 1).

199/394 (50.5%) and 45/57 (78.9%) of the identified tier

1 and tier 2 variants, respectively, were absent from the
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databases (HGMD professional and ClinVar). Fifteen of
them (all from tier 1), were classified as pathogenic or
likely pathogenic and responsible for the SNHL phenotype
of the patient (Fig. 1). Globally, those 15 variants were con-
sidered responsible for the SNHL phenotype in 13 cases.
As a result, 61.9% of the genetically diagnosed cases (13/21)
were explained by variants not described in the databases
(Fig. 2 and Table 2). Moreover, of 25 non-redundant vari-
ants classified as pathogenic (DM) by HGMD for hearing-
related phenotypes, after looking for plausible published
support in the literature, solid evidence could only be found
for 13 of them (52%) (Additional file 9). Of the 12 variants
considered DM by HGMD but, in our view, without
enough supporting evidence, 3 (25%) were also considered
as Pathogenic/Likely pathogenic by at least one ClinVar
submitter (Additional file 9). To deal with these limitations,
an average of 40 min of expert review was dedicated per
variant. With an average of 9 variants per case, this repre-
sents 360 min (6 h) per case. These results highlight the im-
portance of manual interpretation and curation for clinical
classification of variants, even for those considered as (po-
tentially) disease causing by reputable databases.

Increase of clinical sensitivity by analysis of syndromic
genes on apparently non-syndromic SNHL

28.6% of the genetically diagnosed cases (6/21) had a previ-
ously unrecognized syndrome: Barakat (1 patient), Usher
type 2A (3 patients) and Waardenburg (2 patients) (Table
2). These unexpected syndromic findings not only in-
creased the diagnostic yield, but they provided diagnostics
of utmost clinical relevance. Additionally, 6 patients carried
pathogenic variants in genes associated with syndromic and
non-syndromic conditions (Table 2): 1 had variants associ-
ated with Pendred syndrome and DENB4, 1 with Bartter
syndrome type IV and DFENB73, 1 with Usher syndrome
1D and DFNBI2 and 3 with Baraitser-Winter type 2 and
DENA20/DFNA26. These patients will need close

follow-up in case syndromic features develop.

Discussion

Hearing loss is one of the most genetically heterogeneous
disorders known. 60% of cases are believed to be of gen-
etic origin and 30% of them syndromic [34]. Due to its
high diagnostic yield [35, 36], the newest ACMG guide-
lines include NGS testing in the standard SNHL diagnos-
tic algorithm [1], whereas the use of non-genetic tests
should be considered case-by-case, usually as a comple-
ment to genetic testing. However, except for the preemi-
nent relevance of GJB2 mutations, little is known about
the frequency of SNHL variants in Europeans [9, 37].

Qur results contribute to define the mutation spectra in
the Spanish population, underlining the SNHL genetic het-
erogeneity, as the causative variants of 21 patients affected
16 different genes. The genes most commonly altered in
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our pre-screened population were ACTGI (1= 3), USH2A
(n=3) and STRC (n = 3). Although variants in L/SH2A and
STRC are often reported as common causes of SNHL [28,
37-40], the identification of ACTGI as the most frequent
causative gene in our cohort is surprising.

ACTGI variants are responsible for DFNA20/DFNA26
and type 2 Baraitser-Winter syndrome. None of our 3 cases
has syndromic features to date, and all of them had early-
onset profound SNHL, expanding the phenotypic spectrum
of ACTG1, usually associated to post-lingual and progres-
sive SNHL [41, 42], to prelocutive SNHL. Since none of the
3 causative variants had been described and 2 of them were
de novo, a targeted hot-spot mutation assay or an AR ori-
ented gene panel (the 2 de novo mutations took place in
patients without familial background, simulating a recessive
pattern) would have missed them. Therefore, the preva-
lence of ACTGI pathogenic variants could be higher, and
its expression pattern more variable, than previously
thought [43].

Our 381% rate of syndromic SNHL (8/21, including 2
syndromes diagnosed before and 6 after NGS genetic test-
ing) is within expected rates. In contrast, our 38% incidence
of AD and 14% of X-linked SNHL are higher than expected
[44]. This might reflect the consequences of pre-screening,
which excluded the most common AR (G/B2/GJB6 and
OTOF) and mitochondrial (M7-RNRI) mutations [2, 31,
45)]. However, since in our patients 50% (4/8) of causative
dominant variants were de novo (2 in ACTGI, 1 in GATA3;
and 1 in COL4AS, Table 2) it might also be the conse-
quence of using an unbiased NGS panel, able to identify
unexpected de novo variants. Despite the limited size of
our cohort, our de novo detection rate is strikingly similar
to that reported recently in whole-exome sequencing
(WES) studies for different clinical indications (37—68%)
[35, 46].

A technical difficulty encountered for the implementation
of a clinical-grade test was the presence of highly homolo-
gous pseudogene background for some of the target genes
included in the panel (Additional file 6), especially STRC
and OTOA. The measures proposed to deal with this prob-
lem (gene-restrictive realignment of sequencing results and
validation of putative causative variants by gene-specific
methods) should reduce misdiagnosis. Moreover, the STRC
gene, one of the largest contributors to AR SNHL [28, 47,
48], is also a common site for large deletions [28], and
CNVs can be refractory to general NGS approaches. As dis-
played in our population, where 19% of cases (4/21) were
justified by CN'Vs, large genetic rearrangements are increas-
ingly recognized as a common cause of genetic hearing loss,
accounting for 13-19% of all causative variants [5, 48-50].
Therefore, CNV analysis should be a requirement for all pa-
tients undergoing genetic testing for SNHL. In this regard,
our 100% validation rate of NGS-detected STRC CNVs by
qPCR and MLPA is encouraging (Additional file 8).
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Diagnostic rates of up to 60% are expected in patients
with suspected AR congenital deafness. This percentage
strongly declines for AD hearing loss, especially with the in-
crease in the age of onset [5, 48]. In our series, as in most
of published studies [5, 48, 51], prior to comprehensive
genetic testing, patients were prescreened for common
deafness mutations (in our cohort, G/B2/GJB6, OTOF and
MT-RNRI, selected for their high prevalence in Spain [7,
31]). Mutations in the GJ/B2 gene are among the most fre-
quent causes for congenital hearing loss. The prevalence of
its biallelic pathogenic mutations among non-syndromic
SNHL cases ranges geographically from 0% to over 50% [3,
52-54]. Recent analyses show a worldwide and European
prevalence of around 13%, increasing in <5 year-old pa-
tients [2, 3]. In our laboratory, GJB2/G/B6, OTOF and
MT-RNRI prescreening of 180 patients identified the cause
of deafness in 34 (18.9%) (unpublished results). This figure,
combined with the 42-48% diagnostic rate of our panel in
pre-screened patients (48% considering as causative the
highly suspicious variants of Table 4), allows us to estimate
that combining prescreening with our panel will lead to a
diagnosis in about 53—58% of patients.

Our 42-48% detection rate is slightly higher than the
average reported with NGS-panels: 41% (10-83%) for a
mix of pre-screened and not pre-screened patients [5, 9,
28, 48, 51]. Proper target region coverage and bioinfor-
matics approaches shouldn’t be underestimated for maxi-
mizing clinical sensitivity. Additionally, the inclusion of
syndromic genes, revealing ‘hidden syndromes; increased
the diagnostic yield. The 6 a priori clinically unrecognized
syndromes in our cohort diagnosed after genetic testing
(Table 2), representing 28.6% of the genetically diagnosed
cases, are a proof of concept of how NGS is changing
medicine. In fact, undiagnosed syndromes in families with
apparently non-syndromic SNHL are increasingly re-
ported [55-58], expanding the phenotypes associated with
SNHL-syndromes [35]. Moreover, 6 patients in our series
had pathogenic variations in genes associated with both
syndromic and non-syndromic HL: CDH23 (Usher syn-
drome 1D and DFNB12), ACTGI (Baraitser-Winter syn-
drome type 2 and DFNA20/DFNA26), BSND (Bartter
syndrome type IV and DNFB73) or SLC26A4 (Pendred syn-
drome and DFNB4) (Table 2). Close follow-up of these pa-
tients is mandatory, since syndromic features may develop.

The clinical interpretation of genomic findings is a
cornerstone of NGS diagnostic pipelines. Beyond deaf-
ness, a recent study indicated that as many as 30% of all
disease-causing genetic variants cited in the literature
may have been misinterpreted [59]. In our cohort, man-
ual interpretation of variants required an average of 6 h/
case, dedicated to in-depth review of the databases and
scientific literature, under the perspective of the patient’s
phenotype and family history, which is imperative for ac-
curate variant interpretation [11, 60].
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Table 3 Clinical characteristics of cases without causative mutations
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Case ID  Phenotype Suspected inheritance  Time of deafness
pattern onset
OTO.017 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Congenital
OTOQ21 Bilateral sensorineural deafness. Nystagmus, strabismus, delay in psychomotor development AR Congenital
and autism spectrum disorder
OTO.024 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.025 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.026 Unilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTOQ27 Bilateral non-syndromic senserineural deafness AR Congenital
OT0.028 Bilateral non-syndromiic sensorineural deafness AR Childhood
OT0.029 Unilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Congenital
OTO.030 Unilateral sensorineural deafness. Connective tissue problems, digestive problems, urinary AR Childhood
reflux and knee hypermobility
OTO.032 Unilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Congenital
OTO.034 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.035 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.038 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Unknown
OTO.040 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.042 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Congenital
OTO.044 Bilateral non-syndromiic sensorineural deafness AR Congenital
OTO.045 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Congenital
OTO.046 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.049 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR Adulthood
OTO.052 Bilateral sensorineural deafness. Lobe of the auricular pavilion with grooves. Polysyndactyly in AR Congenital
hands and feet. Hypospadias
OTO.053 Bilateral non-syndromiic sensorineural deafness AR Childhood
OTO.036 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AR/AD Childhood
OTO039 Bilateral non-syndromic senserineural deafness AR/AD Adulthoed
OTO.020 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Childhood
OTO.022 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Congenital
OTO.031 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Childhood
OTO.037 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Adulthood
OTOQ47 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Childhood
OTO.048 Bilateral non-syndromic sensorineural deafness AD Childhood

To date, several studies using NGS for genetic diagnosis
of deafness have been published, involving either gene
panels or WES [5, 61]. When WES is ordered, sequenced
regions not only include genes of interest (“targeted dis-
ease-specific panels” such as the one presented in this
paper), but also all exons of all genes in the genome. Al-
though WES avoids the need for specific gene panel enrich-
ment, a literature-based selection of the genes involved in
the pathology is anyway required for results intepretation.
‘WES increases the requirements for sequencing resources,
complicates the analysis and normally provides insufficient
coverage of key target regions [29]. Moreover, WES carries

increased chance of secondary findings (variants identified
in genes unrelated to the primary medical reason for testing
[62]), which introduce noise into the genetic counseling
procedure. A comparison of a disease-focused panel versus
WES for inherited eye diseases found improved accuracy
and performance of the disease-specific panel, a finding that
can be translated to hearing loss panels [63]. For these rea-
sons, disease-focused genetic tests have become the stand-
ard when evaluating hearing loss [64]. However, WES does
have an advantage: the ability to identify alterations in genes
not definitely associated with the disease yet. To minimize
this disadvantage, a tiered approach was implemented: tier
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Tier 1 variants: 394
Not in
DBs:
199/394 In DBs:
(49.5%) 195/394
s (50.5%)
15/32 (53.1%)
(46.9%),

\
\
\
\
\
5
\

Causative variants: 32

Fig. 1 Presence/absence of total and causative variants in databases. Circles represent total numbers of tier 1 (left) and tier 2 {right) variants {not
1o scale), their presence in the HGMD professional and/or ClinVar databases (in DBs) or their absence from both databases (not in DBs) at the
moment of case evaluation, and the distribution of the 32 variants considered causative of HL within these categories

Tier 2 variants: 57
In DBs: ";‘; :‘
8/57 .
(21{196) 45/57

(78.9%)

1 includes all genes consistently associated with SNHL,
whereas tier 2 includes genes without sufficient clinical val-
idity to be included in clinical testing. Non-systematic
reporting of tier 2 genes reduces the uncertainty and sim-
plifies the genetic counseling procedure. However,

8/21

(38.1%) 11/21

(52.38%)

2/21
(9.52%)

Cases explained by variants in DBs
[ Cases explained by variants not in DBs
Cases explained by 1 variant in DBs + 1 variant not in DBs

Fig. 2 Genetically diagnosed cases explained by variants present in
and absent from databases. Sectors represent the percentage of
genetically diagnosed cases explained by variants present in {in DBs)
or absent from (not in DBs) the HGMD professional and/or ClinVar
databases at the moment of case evaluation

meanwhile, it facilitates fast pipeline incorporation of clinic-
ally validated genes, as soon as confirmatory discoveries are

published.

Conclusions

Qur results underscore the importance of a compre-
hensive approach with careful gene selection to the
genetic diagnosis of SNHL. Here, we contribute to show
that, with the right methodology, NGS can be transferred
to the clinical practice, boosting the yield of SNHL genetic
diagnosis to 50-60% (including GJ/B2/GJ/B6 alterations),
improving diagnostic/prognostic accuracy, refining genetic
and reproductive counseling and revealing clinically rele-
vant undiagnosed syndromes. Lowering cost and increas-
ing quality of WES and whole-genome sequencing (WGS)
will probably prompt substitution of physical gene panels
by non-targeted approaches. However, WES/WGS results
are likely to be filtered through in-silico gene panels, based
on a meticulously curated gene selection, such as the
gene-set of the current panel. Thus, the methodology im-
plemented on the present study is expected to be useful in
the years to come. Since comprehensive genetic testing
using NGS should be the standard of care for gen-
etic evaluation of patients with SNHL, hereditary deaf-
ness should become a paradigm on the raising field of
precision medicine. In this context, we expect that the use
of the current platform, or others developed on the know-
ledge presented herein, will help to bring to the clinical
arena the advantages of predictive and preventive SNHL
genetic testing.
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Resumen:

En la publicacién “The potential presence of the highly similar paralogue gene
KCNE1B blurs the genetic basis of KCNE1-LQTS patients”, Pantou y col. discutian las
dificultades para la deteccidn de variantes patogénicas en KCNE1 que se derivan de
la existencia de KCNE1B, un pseudogén del gen KCNE1 anotado por primera vez en
la version GRCh38 del genoma humano. En su trabajo, ademas, aportaban indicios
de que KCNE1B podia ser el resultado de un artefacto durante el ensamblaje y
anotacién de GRCh38, pero concluian que eran necesarios estudios adicionales para
confirmar esta posibilidad. Puesto que KCNEI es un gen asociado a hipoacusia
sindrémica (sus mutaciones causan el Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen tipo 2) y,
por tanto, forma parte del panel 0TOgenics™, hemos recopilado evidencia basada
en las secuencias de mas de 70 individuos de diferentes origenes étnicos que apoya
consistentemente la posibilidad de que el supuesto pseudogén KCNE1B, ausente en
la versién GRCh37 del genoma humano, sea en realidad un artefacto introducido en
la versién GRCh38 del genoma humano.

Aportacion personal al trabajo:
Este trabajo, relacionado con el proyecto de diagndstico molecular de la sordera

hereditaria, al ser KCNE1 uno de los genes incluidos en el panel OTOgenics™,
participé en el analisis de los datos y colaboré en la redaccion del texto.
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To the Editor:

In regard to the Viewpoint by Pantou ct al. “The potential
presence of the highly similar paralogue gene KCNEI B blurs
the genctic basis of KCNEI-LQTS patients” [1]. we have
collected the following evidence in our laboratory, strongly
supporting the possibility that the pseudogene KCNEIB,
absent from the GRCh37 version of the human genome, is an
artifact introduced in GRCh38:

We have evaluated the genotype of the rs1805127 SNP on
58 deat patients analyzed with the OTOgenics Next
Generation Sequencing (NGS) capture panel [2]. This
SNP was selected because the reference nucleotide for
KCNEI (T) is different from the reference nucleotide for
the paralogue position of the KCNEIB pscudogene (C),
according to GRCh38 (Supplementary Fig. 1). Considering
together all reads potentially originating from KCNE! or
KCNEIB, all patients show variant reads/total reads ratios
of 0, 0.5 or 1, as it would be expected for the existence of a
single locus with two alleles, instead of two paralogue loci
with four alleles. If KCNEIB was not an artifact, since the
sequences surrounding 151805127 are identical between
KCNEI and the corresponding paralogue KCNE!B region,
reads originating from all four alleles would be mapped
together and KCNE! heterozygous patients with a ratio of
0.25 should be identified (Supplementary Table 1).

Supplementary information The online version of this asticle (https:/
doi.org/10.1038/s41431-019-0502-6) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

P Juan Cadifianos
jcb@imoma.es

! Instituto de Medicina Oncolégica y Molecular de Asturias

(IMOMA) S. A., Oviedo, Spain
> DREAMgenics S. L., Ovicdo, Spain

We have evaluated a daughter-father-mother trio in which
the father and the daughter are heterozygous for the
1574315445 KCNEI SNV, while the mother is wild type.
PCR was performed using primers that, according to
GRCh38, should not be able to distinguish between KCNE!
and KCNEIB (Supplementary Fig. 1). Sanger sequencing of
the obtained PCR products shows heterozygous peaks with
identical heights for both alleles from the father’s and the
daughter’s DNAs, which is not compatible with a variant
affecting only one of four alleles. Although the father could
be homozygous for the variant in the KCNE! locus (which
could explain the similar height of both peaks in his sample
if KCNEIB was 1eal), the mother is wild type and, therefore,
the daughter could not possibly inherit two variant alleles
from her parents (Supplementary Fig. 2).

‘We have PCR amplified the regions containing the positions
for rs1805127 and rs1805128 SNPs on DNA from
lymphoblastoid cell lines from ten individuals representing
ten different ethnic origins from four continents in the same
conditions unable to distinguish KCNE! from KCNEIB. In
all cases. Sanger sequencing of the PCR product shows
clear wild type or heterozygous genotypes for rs1805127
(with peaks of identical heights for the alternative and
reference KCNE/ alleles in heterozygotes) and homozygous
KCNE] reference (C/C) genotypes for rs1805128, with no
sign of the reference KCNEIB (T) allele (Supplementary
Table 2 and Supplementary Fig. 3).

In our opinion, these data, together with those presented
by Pantou et al., strongly suggest that KCNEIB is an artifact
that should be reviewed and curated. This would reduce the
probabilities of false negative results caused by misalign-
ment of variant reads originating from the true and clinically
relevant KCNE!I locus to the KCNEIB region of the
GRCh38 reference genome.
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Resumen:

En la era de la medicina de precision, la caracterizacion genémica de los pacientes
con ceguera es esencial. Por este motivo, hemos evaluado las consecuencias del
andlisis genético sobre el diagnostico etiolégico de la pérdida de vision
potencialmente hereditaria y su impacto en el manejo clinico de los pacientes. Para
ello, hemos analizado a 100 pacientes espanoles no sindrémicos y sindrémicos con
un diagnéstico clinico de ceguera causada por alteraciones en la retina, la coroides,
el vitreo y/o el nervio optico. El estudio se bas6 en la aplicacién de un panel de
secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) (OFTALMOgenics™), desarrollado y
validado dentro de este trabajo, que incluye hasta 362 genes previamente asociados
con estas patologias.

Hemos identificado la causa genética de la ceguera en el 45 % de los pacientes
(45/100). El 28,9 % de los casos diagnosticados genéticamente (13/45) fueron
sindrémicos y, de ellos, en el 30,8 % (4/13), antes de las pruebas genéticas, las
caracteristicas extraoftalmoldgicas se habian pasado por alto y/o no se habian
relacionado con la discapacidad visual, incluyendo casos con sindrome de Mainzer-
Saldino, Bardet-Biedl, mucolipidosis y MLCRD. En dos casos adicionales se habia
propuesto ceguera sindrémica previamente, pero sin diagnostico especifico, y un
paciente con sindrome de Heimler habia sido diagnosticado erréneamente como
sindrome de Usher antes del estudio. En el 33,3 % de los pacientes diagnosticados
genéticamente (15/45) se identificaron variantes causantes de ceguera en genes
para los que existen ensayos clinicos que estan evaluando el potencial curativo de la
terapia génica.

El estudio genético proporcioné informacién clinicamente relevante en una gran
proporcion de pacientes, identificando potenciales opciones terapéuticas o
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sindromes previamente no diagnosticados en el 42,2 % de los casos diagnosticados
genéticamente (19/45).

Aportacion personal al trabajo
Mi contribucion a este trabajo consisti6 en la realizacién de gran parte del trabajo

experimental y en el analisis e interpretacidn de los resultados obtenidos. Ademas,
participé en la redaccién del manuscrito.
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ABSTRACT.

Purpose: In the era of precision medicine, genomic characterization of blind
patients is critical. Here, we evaluate the effects of comprehensive genetic
analysis on the etiologic diagnosis of potentially hereditary vision loss and its
impact on clinical management.

Methods: We studied 100 non-syndromic and syndromic Spanish patients with a
clinical diagnosis of blindness caused by alterations on the retina, choroid,
vitreous and/or optic nerve. We used a next-generation sequencing (NGS) panel
(OFTALMOgenics™), developed and validated within this study, including up to
362 genes previously associated with these conditions.

Results: We identified the genetic cause of blindness in 45% of patients (45/100). A
total of 28.9% of genetically diagnosed cases (13/45) were syndromic and, of those, in
30.8% (4/13) extraophthalmic features had been overlooked and/or not related to
visual impairment before genetic testing, including cases with Mainzer-Saldino,
Bardet-Biedl, mucolipidosis and MLCRD syndromes. In two additional cases—
syndromic blindness had been proposed before, but not specifically diagnosed, and one
patient with Heimler syndrome had been misdiagnosed as an Usher case before testing.
33.3% of the genetically diagnosed patients (15/45) had causative variants in genes
targeted by clinical trials exploring the curative potential of gene therapy approaches.
Conclusion: Comprehensive genomic testing provided clinically relevant insights
in a large proportion of blind patients, identifying potential therapeutic
opportunities or previously undiagnosed syndromes in 42.2% of the genetically
diagnosed cases (19/45).

Key words: genomic diagnostics — hereditary — inherited retinal dystrophies — next-generation
sequencing — panel sequencing — precision ophthalmology — vision loss
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Introduction

The approval of Luxturna®, the first
gene therapy for an inherited condition
to reach the climc in the USA and
Europe, has made reality the promise
of a cure for genetic blindness (Russell
et al. 2017). Although only patients
with visual impairment caused by a
defective RPEG5 gene can benefit from
this therapy, advanced clinical trials
involving several forms of blindness
caused by mutations in other genes are
under way. In them, patient’s eligibility
depends on the fact that his/her dis-
ease-causing gene matches the target of
the particular therapy. Thus, by hold-
ing the key to therapeutic intervention,
molecular diagnostics of genetic blind-
ness has reached the top of clinical
applicability.

Inherited retinal dystrophies (IRDs),
characterized by the degeneration of
photoreceptor and retinal pigment
epithelial cells, are the main cause of
genetic blindness. With a worldwide
prevalence of about 1/4000, retimtis
pigmentosa (RP) is the commonest
IRD (Verbakel et al. 2018). Besides
the handicapping effects of wvisual
impairment, between 20% and 30%
of patients with RP have an associated
non-ocular condition, ranging from
mild morphologic changes to life-
threatening pathologies. With more
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than 250 genes described as responsible
for syndromic and/or non-syndromic
forms of the disease, the genetic hetero-
geneity of IRDs is overwhelming.
Phenotypic heterogeneity is also char-
acteristic of many IRD genes (Costa
et al. 2017). As a result, the clinical
testing approaches used for IRD diag-
nosis  (electroretinography, optical
coherence tomography, funduscopic
examination, fundus autofluorescence,
dark adaptation or visual field testing)
are not usually able to predict the
causative gene in a given patient
(Hafler 2017).

Although the features mentioned
above have historically hampered the
clinical genetics of IRD, molecular
diagnostics has demonstrated its utility
for multiple aspects of patient manage-
ment long before the availability of
gene therapies. Thus, in paediatric
patients, genetic diagnosis may dictate
visual prognosis and guide educational
and/or supportive plans for the pro-
band (Jauregui et al. 2018). Correct
IRD molecular diagnosis can also
uncover associations with syndromes
that manifest with disabling systemic
disease, leading to early interventions
that facilitate improved outcomes
(Werdich et al. 2014). This is especially
relevant, because many syndromic
patients present initially to the oph-
thalmologist long before they are seen
by the paediatrician with systemic
symptoms (Sadagopan 2017).

Therefore, since 2012, the American
Academy of Ophthalmology Task
Force recommends genetic testing
when clinical findings suggest that a
known Mendelian disorder may affect
the patient (Stone et al. 2012). How-
ever, comprehensive genetic testing of
IRDs is not feasible by traditional
Sanger sequencing techniques, as these
are not suited for analysing hundreds
of genes per patient. With the advent of
next-generation sequencing (NGS),
extensive IRD molecular diagnosis
has become possible, even for patients
whose clinical diagnosis and inheri-
tance pattern are uncertain after oph-
thalmologic evaluation (Lee & Garg
2015).

Here we: (1) present the develop-
ment and validation of an NGS-based
panel for the comprehensive genomic
diagnosis of blind patients with IRDs
andfor optical nerve disorders; (2)
evaluate its chinical performance and
diagnostic yield in a series of 100

Spanish patients; and (3) illustrate,
with real-life data, how the availability
of a molecular diagnosis frequently
reveals unnoticed syndromes/pheno-
typic expansions and opens the door
to personalized therapeutic opportuni-
ties.

Material

Purpose of test

The performed test (OFTALMOgen-
ics™) was aimed at detecting the
molecular aetiology of individual clin-
ical diagnoses of syndromic/non-syn-
dromic IRDs andfor optic nerve
disorders.

Panel content design: criteria for inclusion
of specific genes

Genes associated with blindness caused
by alterations in the vitreous, choroid,
retina and optic nerve, including both
syndromic and non-syndromic forms,
were considered.

First, the Human Gene Mutation
Database (HGMD) was queried using
a list of phenotypes potentially related
to ophthalmologic defects (Table S1) to
generate a preliminary gene list. This
was manually curated to identify genes
fulfilling the following criteria: (I} gene
defects cause alterations in any of the
four ocular structures previously men-
tioned; (II} published evidence sup-
ports the gene-phenotype association
in at least two independent families;
and (III) at least one publication
demonstrates convincing cosegregation
of phenotype with gene variants. Then,
a tiered classification system was
devised. Genes with strong/moderate
association with blindness (criteria I, IT
and IIT described above) formed tier 1,
while genes with weak/preliminary
association (criterion I, but not criteria
II and/or IIT} were grouped in tier 2.
The panel evolved with revision of
newly published literature, yielding
versions v1, v2, v3 and v4 (Tables S2—
S4 and Table 1, respectively). v1 and
v2 were used in the research and
development (R&D) phase of the
study, while v3 was used both during
the R&D phase and as the first version
of the clinical panel. v4 is the current
optimized clincal version. Each patient
was tested with only one of the four
different versions: 20 cases were anal-
ysed with v1, 19 with v2, 55 with v3 (16

during the R&D phase and 39 in the
clinical phase) and 6 with v4
(Table S5).

Sample types

Four millilitre of peripheral blood in
conventional EDTA-tubes, 1.5 ml of
saliva in Danagen saliva collection
containers  (Danagen-Bioted, S.L.,
Badalona, Spain) or >200 ng of germ-
line genomic DNA (quantitated by a
fluorimetric method) were required per
patient.

Library preparation, target enrichment
and sequencing

Library preparation was carried out as
previously described for the OTOgenics
NGS platform (Cabanillas et al. 2018),
except for library capture, that was
performed with the OFTALMOgen-
ics™ probes. The OFTALMOgenics™
NGS pipeline targeted the coding
exons and intron-exon junctions of
278 genes (v1) (Table S2), 290 genes
(v2) (Table S3), 297 genes (v3)
(Table S4) or 362 genes (v4) (Table 1).

Bioinformatics for variant identification

and annotation

Next-generation sequencing —results
were processed using the bioinformat-
ics software Genome One Core
(DREAMgenics, Oviedo, Spain), certi-
fied with CE/IVD-marking. The pipe-
line has been adapted from those
previously described as part of the
ONCOgenics and OTOgenics NGS
platforms (Cabanillas et al. 2017;
Cabanillas et al. 2018). The workflow
of bioinformatics analysis that includes
the FASTQ read generation, align-
ment, duplicate removal, variant iden-
tification, filtering and annotation has
been previously described (Cabanillas
et al. 2018).

Copy-number variants (CNVs) were
systematically assessed as described in
Cabanillas et al. (2018). Detection was
performed with an adapted version of
the exome2cnv algorithm, incorporat-
ing a combination of read depth and
allelic imbalance computations. The
algorithm employs a background of
pooled samples processed using the
same capturing protocol and sequenc-
ing technology (Valdes-Mas et al. 2012;
Cabanillas et al. 2017). To improve
sensitivity for large homozygous
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deletions, genomic regions with no
sequencing coverage in an individual
sample, but showing proper coverages
in the remaining samples, were identi-
fied (1.e. homoz. BBS4 exon 1 deletion).

Estimation of analytical sensitivity,
specificity and accuracy

The methodology for calculation of
analytical sensitivity and specificity for
SNVs and Indels has been described
(Cabanillas et al. 2018). Accuracy was
estimated based on the same dataset
and it was expressed as the aver-
age -+ standard deviation of the abso-
lute value of the difference between the
expected and the observed allelic fre-
quencies of each variant.

Multiplex  Ligation-dependent  Probe
Amplification (MLPA)

Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification analysis was performed
using MRC-Holland (Amsterdam, The
Netherlands) probe sets targeting five
genes EYS (cat. # P328), PRPF3I,
RHO and RPEG5 (cat. # P235) and
USH2A (cat. #'s P361 and P362) on 31
patients without causative variants,
following the manufacturer’s instruc-
tions.

Variant interpretation, classification and
diagnostic yield

Clinical classification of variants from
vl and v2 cases was performed as
described (Cabanillas et al. 2017). For
v3 and v4 cases, variants that could
potentially explain the vision loss phe-
notype of the probands, based on
zygosity of the variant, presence of
additional variants and mode of inher-
itance, were further considered. After
that, variants were clinically classified
according to the American College of
Medical Genetics and  Genomics
(ACMG) guidelines as described
(Richards et al. 2015; Cabanillas et al.
2018). Diagnostic yield was defined as
the percentage of tested patients with
pathogenic/likely pathogenic varants
capable of explaining their IRD phe-
notype.

Variant validation

Pathogenic/likely pathogenic SNVs
and indels were wvalidated by
PCR + Sanger sequencing. For

validation and identification of the
breakpoints flanking the BBS4 exon 1
deletion multiple PCR reactions were
performed. Primers used in validation
PCRs are described in Table S6.

Patient population

Between September 2014 and May
2019, 100 consecutive patients (47
male, 53 female) with syndromic/non-
syndromic IRDs were selected after
excluding non-genetic causes. Consent
was obtained from patients or their
parents. The study was approved by
the Comité de Etica de la Investigacién
del Principado de Asturias (research
project #74/14).

Results

Performance of targeted NGS

Mean coverage of tier 1 genes was 453x
for v1, 383x for v2, 347x for the 16
R&D phase cases performed with v3,
910x for the 39 clinical cases performed
with v3 and 1056x for v4. 99.08%,
99.58%, 98.39%, 99.86% and 99.74%
of their target bases were covered by
>20 reads, respectively. The minimum,
average and maximum coverage (aver-
age read depth of all target bases of the
gene) and callabilities (% of the target
bases of the gene with minimum read
depths of 10, 20, 50 and 100 reads per
each target base of the gene) for every
tier 1 and tier 2 gene on samples
analysed with OFTALMOgenics™ v4
1s shown in Table S7. In clinical cases,
regions from tier 1 genes with less than
100% coverage >20 reads (DP20) and
specific positions within those regions
affected by such limitation were
included in each individual patient’s
report.

Analytical sensitivity, specificity and
accuracy

A genotyped mixture of 10 lym-
phoblastoid cell lines was evaluated to
determine the analytical sensitivities,
specificities and accuracies of the clin-
ical versions of the panel (v3 and v4).
For w3, 1277/1286 wvariants with
expected allelic frequency >0.1 (1208/
1216 SNVs and 69/70 indels) were
detected, what gives a sensitivity
>0.993 (>99.3%). The v3 version of
the platform did not call any SNV or
indel in 936684 of the 937048 positions
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of the probe design region known to
not be affected by these type of vari-
ants, yielding a specificity of 0.9996.
(936684/937048; >99.95%). The accu-
racy of v3 for determining the allelic
frequencies of SNVs and indels with
expected allelic frequencies >0.1 was
0.03 £ 0.06 (Table S8). The sensitivity,
specificity and accuracy of v4, calcu-
lated as described above for v3, were
0.9917, 0.9995 and 0.033 + 0.055,
respectively (Table S9).

associated Pretest syndrome,

phenotype hidden syndrome
syndromic
Non-syndromic
Pretest syndrome
Non-syndromic

Gene-

inheritance or non-
pattern

AR

asymmetry, heating loss
and neurological
atrophy plus syndrome

Fundus favimaculatus
disorders)

Gene-associated
Stargardt disease type 1
Syndromic retinitis
pigmentosa (ocular
Optic atrophy 1 Optic

phenotype

Orthogonal validation of sequencing
results

Likely pathogenic; NA = not available; np = not

, PP3, BAI
PM6_P,

PS4, PMI, PM?2,

All variants considered responsible for
the IRDs phenotypes of the probands
(Table 2) were successfully validated
by approaches alternative to NGS.
These included 48 instances of SNVs
or indels (validated by PCR and Sanger
sequencing) and 1 CNV: 1 homozygous
deletion of BBS4 exon 1 (validated by
breakpoint-specific PCR).

PVSI_S, PM2
PMI, PM2,

PM3_VS,
PM3_S, PMS, PP3

PS3_P, PS4,

PVS1, PM2, PM3
PP3

Fulfilled ACMG
PVS1, PM2

Likely benign; LP

Absent/Absent
Absent/Absent

Clasificacién
zygosity classification HGMD/ClinVar  pathogenicity eriteria

DM/LP
DM/LB

P
P:

Performance at challenging regions:
RPGR ORF15

Vasiant ACMG
Het. Het. PLP
Homozygous; LB

Het.
Het.

Certain regions in the genome repre-
sent a major challenge for short-read-
ing NGS technologies. Of the genes
included in the OFTALMOgenics
designs, RPGR poses the highest diffi-
culties. RPGR encodes several iso-
forms, but only isoform C
(NM_001034853), also known as
RPGR ORFI5, is highly expressed in
the retina and, consequently, involved
in the pathogenesis of retinitis pigmen-
tosa (Vervoort et al. 2000). Several
regions of RPGR ORFI5 bear low
sequence  complexity, causing a
decrease in base quality at the end of
NGS reads. This, combined with the
highly repetitive nature of the RPGR
ORFI5 reference sequence, leads to low
mapping quality, limiting NGS-based
RPGR ORFI15 analysis. As a result,
many laboratories analyse RPGR
ORFI5 using traditional Sanger
sequencing (Chiang et al. 2015). Being
aware of these difficulties, and as we
observed that 92.7% of R&D cases
(51/55) showed regions with less than
100% of their bases covered by >20
reads, we increased sequencing cover-
age and dedicated a larger number of
capture probes to this conflictive region
in the design of the panel, reaching
100% of the RPGR target region cov-
ered by 20 or more reads in v4 cases

€3386G>T, p.(Argl129Len)

c.6006-2A>G
€292G>A, p.(Asp9SAsn)

Allele variant
c.1847 + 1G>T

Hemizygous; Het = Heterozygous; Hom

Gene
ABCA4
PRPS1I
OPAI

(15 years)
(8 years)
(15 years)

inheritance Age at
diagnosis
Youth

Pretest

X-linked dominant.

Not reported AD/ AR Childhood

Not reported AD/ AR Childhood
Not reported AD'

Previous
Pretest phenotype genetic study pattern

Pathogenic; XD

dystrophy

deafness,
epilepsy

diabetic
OFTALMO.098 Optical and

retinopathy,
macular atrophy

with perimacular

flecks

Possible macular
OFTALMO.097 Retinitis

pigmentosa,

AD = autosomal dominant; AR = autosomal recessive; Hem

Table 2. (Continued)

Case ID

OFTALMO.095 Macular atrophy
provided; P

T Family history of eye disease.
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(Table S10). Of note, one of the cases
in our series had a causative variant
detected by the NGS pipeline in RPGR
affecting  ORFI15 (NM_001034853.1:
¢.2284delG; p.(Glu762Lysfs*53); cor-
responding  with  ¢.1905 + 379delG
according to the main NM_000328.2
RPGR RefSeq), demonstrating the
ability of the test to identify these
challenging mutations.

Analysis of causative variants and

diagnostic yield

Of 100 cases with low vision caused by
alterations in the wvitreous, choroid,
retina and/or optic nerve, a genetic
cause for their vision loss phenotype
was found in 45 (45%) after identifying
49 different pathogenic/likely patho-
genic variants in 26 genes (Fig. 1,
Table 2 and Table S6). Causative
mutations were found in 31.2% (5/16)
of cases in which the existence of a
previous genetic study, with negative
results, had been reported before
OFTALMOgenics testing (Table 2
and Table S11). No causative mutation
could be identified in 55 patients (55%)
(Table S11). These are likely to be a
pool of patients without a genetic
aetiology, with mutations in genes not
included in the panel or with mutations
in genes included in the panel but not
detectable by the methodology used.
The commonest causative genes in our
population were ABCA4 (8 patients),
PRPH2 (4 patients) and USH24 (4
patients). 1 pathogenic variant in
IMPDH]I was de novo (after confirma-
tion of maternity and paternity). The
post-test inheritance patterns of the
molecularly diagnosed patients were
autosomal recessive (AR) in 75.5%
(34/45) of cases, autosomal dominant
(AD) in 17.8% (8/45), and X-linked in
6.5% (3/46) (Fig. 2 and Table 2).
CNV analysis identified a causative
variant in 1 of the 45 molecularly
diagnosed patients (2.2%): a homozy-
gous BBS4 exon 1 deletion in a patient
with suspected Bardet-Biedl syndrome
(retinitis  pigmentosa, mild mental
retardation, polydactyly in hands and
feet, genital hypoplasia, renal dys-
plasia, obesity and hypertension). As
no heterozygous CNVs were detected
by our NGS platform, we analysed by
MLPA a group of five genes included
in our panel and previously described
to be affected by pathogenic deletions/
duplications (including USH2A, EYS,

PRPF31, RHO and RPE65) on a
subset of 31 cases without a genetic
diagnosis from our series. This analysis
identified no homozygous or heterozy-
gous alterations (Table S13).

Two of the 49 causative vanants
(ABCA4 ¢.5882G>A and CEP290
¢.384_387delTAGA) are present in
one control population each with allele
frequencies above 0.005, the threshold
we used for the application of the BA1
(benign-standalone} ACMG criterion
to recessive variants: 0.005054 (613/
121302) in ExAC for ABCA4
¢.5882G>A and 0.01074 (122/11360)
in GO-ESP for CEP290 ¢.384_387del-
TAGA. Their respective GnomAD
frequencies are 0.00350 (110/31396)
and 0.00003 (1/31362), below the BA1
threshold and compatible with disease
incidence in the general population.
Moreover, the 0.01074 (122/11360) fre-
quency  reported for  CEP290
¢.384_387delTAGA in GO-ESP does
not match those of the same variant in
other databases mentioned by dbSNP,
all with higher numbers of alleles
analysed [0.000056 (14/249068) in
GnomAD_exome, 0.000104  (13/
125568) in TOPMED and 0.00074
(58/78700) in PAGE_STUDY] and is
suspiciously high for a truncating vari-
ant in a gene in which inactivating
mutations have consistently been
shown to be pathogenic. Taking these
data altogether and considering that,
otherwise, both of these variants meet
ACMG criteria for pathogenicity, we
propose that they should be part of the
exclusion list for application of the
BA1 criterion, to avoid false negatives
caused by automatic filtering based on
allele frequency.

In total, 1081 variants in tier 1 genes
and 119 variants in tier 2 genes were
identified and evaluated in the full
cohort of 100 patients. 476/1081
(44%) and 81/119 (68.1%) of the iden-
tified tier 1 and tier 2 variants, respec-
tively, were absent from the HGMD
professional and ClinVar databases
(hereafter ‘clinical databases’). No tier
2 variant was considered responsible
for the IRD phenotype. Eighteen of the
variants absent from the clinical data-
bases (all from tier 1) were classified as
pathogenic or likely pathogenic and
responsible for the IRD. Globally,
those 18 variants were considered
responsible for the IRD phenotype in
18 cases. As a result, 40% of the
genetically diagnosed cases (18/45)

were explained by variants not
described in the clinical databases
(Table 2). In addition, 31 non-redun-
dant varants were identified that
explained positive cases: 30 of these
were classified as pathogenic (DM) by
HGMD and/ or pathogenic/ likely
pathogenic by ClinVar for ophthalmo-
logical phenotypes, and 1 (4BCA4
¢.6718A>G, p.(Thr2240Ala)) absent in
ClinVar and ‘questionable’ (DM?) in
HGMD for a phenotype of retinal
dystrophy (Table 2). We found 363
variants of wuncertain significance
(VUS) that appeared a total of 412
instances considering all patients
(Table S12). These results highlight
the importance of manual interpreta-
tion and curation for the clinical clas-
sification of vanants.

Increased clinical sensitivity and specificity
by jointly analysing non-syndromic and
syndromic genes

For 7 of the 45 patients in which a
genetic diagnosis was obtained, the
phenotypes associated with the genes
affected by causative variants either did
not match the pretest clinical features/
diagnoses or corresponded to syn-
dromes not previously diagnosed in
the proband’s personal and familial
medical records (hereafter ‘hidden syn-
dromes’; Table 2):

Two patients, male and female, both
with a pretest diagnosis of non-syn-
dromic RP, shared the same homozy-
gous mutation in IFTI40 (c.874G>A,
p.(Val292Met)). The IFT140 gene had
been associated with recessive syn-
dromic (Mainzer-Saldino and Jeune
syndromes) (Perrault et al. 2012; Sch-
midts et al. 2013) and non-syndromic
phenotypes (RP80 and Leber Congen-
ital Amaurosis) (Xu et al. 2015). Post-
test clinical assessment of the male
patient revealed renal hypertension
and two collapsed vertebrae, both sings
compatible with Mainzer-Saldino syn-
drome (RP, renal and skeletal dys-
plasia). Thus, a hidden syndrome
explained the phenotype. The clinical
diagnosis of the female remained as
non-syndromic RP post-test. Interest-
ingly, in our two cases, the same
variant (IFT140 ¢.874G>A; p.(Val292-
Met)) was associated with a syndromic
and a non-syndromic phenotype.

A male patient with a pretest diag-
nosis of RP was affected by a homozy-
gous pathogenic variant in BBSI

Pagina | 117

Acta OpuTHALMOLOGICA 2020 —

9 —



Resultados

— Acta OputHALMOLOGICA 2020

— 10

(c.1169T>G, p.(Met390Arg)). BBSI
alterations have been associated with
recessive non-syndromic (Estrada-Cuz-
cano et al. 2012; Sharon & Banin 2015)
and syndromic RP (Bardet-Biedl syn-
drome -RP, diabetes-linked obesity,
polydactyly, kidney abnormalities and
intellectual disability-). Upon post-test
revaluation of the case, the patient was
found to have pancreas divisum and
unilateral postaxial polydactyly emerg-
ing from the fifth toe (right foot).
However, no intellectual disability,
nor renal or hormonal alterations were
detected.

A female patient with a pretest
diagnosis of RP had a novel canonical
splicing mutation in MCOLNI (c.878-
1G>A) in homozygosis. MCOLNI
inactivation has only been associated
with type 4 mucolipidosis, character-
ized by neurologic and ophthalmologic
abnormalities (Boudewyn & Walkley
2019). Post-test clinical review of the
case revealed that the patient had
psychomotor delay, intellectual disabil-
ity and a corneal lesion with microcys-
tic epithelial oedema, suggestive of
corneal dystrophy.

A male with nystagmus, macular
atrophy, typical RP, retinal ischaemia,
complete optic nerve atrophy and men-
tal retardation that had not been clin-
ically matched to any specific syndrome
pretest, had a heterozygous pathogenic
KIF1l varant (c.2548-2A>G). This
gene has been associated with exuda-
tive familial vitreoretinopathy and with
microcephaly with or without chori-
oretinopathy, lymphedema or mental
retardation (MLCRD), both dominant
phenotypes (Robitaille et al. 2014).
Post-test revaluation of the case con-
firmed that the phenotype matched
MLCRD syndrome.

A male patient with a clinical diag-
nosis of Usher syndrome was found to
be affected by two likely pathogenic
compound  heterozygous  variants
affecting the PEX! gene (c.1548delT,
p.(Leu517Cysfs*2)  and ¢.3077T>C,
p.(Leul026 Pro)). The PEXI gene has
been associated with peroxisome bio-
genesis disorders types 1A and 1B, as
well as with Heimler syndrome, all with
recessive inheritance (Ratbi et al. 2015).
Heimler syndrome combines the hear-
ing loss and retinal dystrophy pheno-
types typical of Usher syndrome with
enamel hypoplasia of the secondary
dentition and nail abnormalities, which
may be overlooked. Therefore, genetic

assessment increased the specificity of
the diagnosis.

Finally, a female patient with hear-
ing loss, diabetes and RP without a
specific syndromic diagnosis pretest
was affected by a missense, likely
pathogenic, heterozygous PRPS! vari-
ant (¢.292G>A, p.(Asp98Asn)). Patho-
genic variants in this gene have been
associated with three X-linked condi-
tions involving blindness: Charcot-
Marie-Tooth disease type 5, Arts syn-
drome and syndromic retinitis pigmen-
tosa (ocular asymmetry, hearing loss
and neurological alterations). The lat-
ter has only been described in females
with missense variants and shows a
dominant mode of inheritance (Fior-
entino et al. 2018).

Aside from these seven cases,
another female patient with a pretest
diagnosis of non-syndromic RP and a
blind sister had two compound
heterozygous variants affecting 4RL6
[p.(Lys14Profs*15), pathogenic and
p.(Glyl167Arg), likely pathogenic]. This
gene has been associated both with
non-syndromic RP and with Bardet—
Bied] syndrome. Clinical review of the
family post-test revealed that, while the
patient had no extraophthalmic mani-
festations, her sister was born with an
extra toe that was later removed by
surgery. Although the sister has not
been genetically analysed so far, this
likely represents another case of a
single genotype causing syndromic
and non-syndromic hereditary blind-
ness, in this case within the same
family.

In total, 28.9% of the genetically
diagnosed patients (13/45) had syn-
dromic visual impairment (Table 2).
Of those, 30.8% (4/13) had a previ-
ously unrecognized (hidden) syndrome:
Mainzer-Saldino (1 patient), Bardet—
Bied] type 1 (1 patient), mucolipidosis
type IV (1 patient} and MLCRD (1
patient). Likewise, 23.1% (3/135) had
different syndromic manifestations, but
they did not have a specific clinically
diagnosed syndrome before the test
was performed: Usher type 2A (2
patients) and syndromic retinitis pig-
mentosa caused by mutations in the
PRPS1 gene (1 patient). Additionally,
one patient with Heimler syndrome
according to the test results had previ-
ously been imprecisely diagnosed as an
Usher case based on clinical features
(2.2%; 1/45) (Table 2). In contrast, of
the 55 patients without a genetic

diagnosis, only 5 (9.1%) had poten-
tially syndromic features (Table S11).
These findings demonstrate that com-
prehensive genomic diagnosis not only
increases diagnostic performance (sen-
sitivity and specificity), but also pro-
vides information with high climcal
relevance.

Genomic diagnosis identifies potential gene
therapy options for a considerable
proportion of IRD patients

Thirteen gene therapy clinical trials
aimed at compensating genetic defects
responsible for hereditary blindness of
patients genetically diagnosed by our
platform were open as of November
2019 or had been open for a period of
time during this study (Table 3). Of the
genes targeted by these clinical trials,
ABCA4 is the one altered by variants
responsible for blindness in most
patients of our series (8 patients),
followed by USH2A4 (2 patients),
CHM (2 patients), MYO7A4 (2 patients)
and RPGR (1 patient) (Table 3). In
total, 33.3% of the genetically diag-
nosed patients (15/45) and 15% of the
genetically evaluated patients (15/100)
could have potentially benefited from
therapeutic approaches with curative

potential in this time window
(Table 3).
Discussion

Out of the different outputs of this
work, the most appealing one is prob-
ably the confirmation of the utility of
comprehensive genomic diagnosis of
blind patients for the identification of
potential therapeutic options matching
their genetic profile in a relatively large
proportion of them. Nonetheless, the
advantages of testing hundreds of
blindness genes in parallel reach far
beyond therapeutic guidance. Thus, in
the diagnostic setting, because the
complex genetic heterogeneity of reti-
nal dystrophies makes very hard pre-
dicting the genetic alteration based on
the climical characterization of the
patient only, and mutation of a single
gene may cause a broad range of
different clinical manifestations, com-
prehensive testing is particularly useful
(Hafler 2017).

In fact, the ability to perform phe-
notype-agnostic testing is providing a
growing body of evidence in support of
the concept of phenotypic expansion,
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night blindness

Bardet-bied|

Usher
syndrome

Joubert
syndrome

Familial
exhudative

Senior-loken
syndrome

Retinitis
punctata albescens

Congenital stationary

Leber congenital

Atrophic macular
degeneration

Macular
dystrophy

amaurosis Saldino-mainzer

syndrome

Choroidal
dystrophy

Retinitis pigmentosa

Fundus

Stargardt
disease

Cone or cone-rod
dystrophy

Retinitis pigmentosa
syndromic

Optic atrophy
OPA1

Arts syndrome

Fig. 1. Genes considered responsible for hereditary visual impairment in our cohort and their associated phenotypes. Ellipses represent phenotypes
(black characters) involving vision loss caused by alterations in the retina. vitreous. choroid and/or optic nerve and consistently associated to defects
in the genes (blue characters) they contain. For genes with causative alterations affecting more than one patient in our cohort. the number of affected
patients is shown in brackets below. Phenotype acronyms: CMTXS5: Charcot-Marie-Tooth disease, X-linked recessive, 5: MLCRD: microcephaly,

lymphoedema, chorioretinal displasia syndrome.

by means of the identification of dis-
ease-causing mutations in genes not
previously related to the proband’s
clinical phenotype (Bowne et al. 2011;
Nishiguchi et al. 2014; Consugar et al.
2015). This approach can also tackle
the diagnostic dilemmas appearing
when phenotypic variability is observed
within the same family, a common
situation in inherited retinal dystro-
phies (Consugar et al. 2015). More-
over, as phenotypes evolve over time,
comprehensive testing reduces the pos-
sibility that the causative gene is not
evaluated because the proband’s symp-
toms do not match the phenotype
associated to it at the moment of
testing. Finally, as visual impairment
may be the presenting symptom of a
systemic syndrome, an accurate molec-
ular diagnosis may be critical for iden-
tifying a so far not revealed and wider
health problem. Apart from its infor-
mative value with regard to prognosis,
because some of these syndromes can
cause significant morbidity, prompt
identification and referral for systemic
assessment and monitorization may
secure early intervention and a better
outcome (Werdich et al. 2014).

A total of 15.6% (7/45) of the
patients for which a genetic diagnosis
was obtained in our study corre-
sponded to cases whose clinical diag-
noses pretest did not match the
phenotypes associated with the affected
genes at the time of reporting the
results to the requesting clinician,
involving the following genes: BBSI,
IFTI40 (2x), KIF11, MCOLNI, PEX1
and PRPSI. Post-test reassessment
revealed that four of these cases repre-
sented hidden syndromes [cases with
BBS1, IFT140 (1 of the 2 cases), KIFI1
and MCOLNI causative variants]. Of
the remaining three, one of them is a
case of phenotypic expansion (the sec-
ond IFTI140 case), other had been
diagnosed as syndromic pre-test, but
without a specific diagnosis (the
PRPSI case) and the remaining one
corresponded to misdiagnosis of a
Heimler syndrome (caused by a PEX/
variant) as an Usher syndrome. These
results reinforce the utility of using
phenotype-agnostic panels for the
genomic diagnosis of vision loss.

The two IFTI40 cases from our
series, caused by the same mutation,
showed very different phenotypes: the

male had a phenotype matching
Mainzer-Saldino syndrome whereas
the female had non-syndromic RP.
Similarly, the non-syndromic patient
with two causative variants affecting
ARL6 had a sister (not genetically
tested) with polydactyly, which is
strongly suggestive of Bardet-Biedl
syndrome. These are clear examples of
phenotypic heterogeneity that further
reinforce the difficulty to predict the
affected genes from clinical assessment
and, as a result, the convenience of
using comprehensive gene panels.

So far, the clinical application of
NGS to the molecular diagnosis of
hereditary blindness has followed two
main paths: exome sequencing and
panel sequencing. While exome
sequencing has the advantage of being
able to identify variants in any gene
(thus not depending on gene selection
and being able to discover novel genes
not previously related to vision loss),
this advantage is actually more useful
in the research setting than in the
clinical setting, where a solid molecular
diagnosis, based on existing published
gene-phenotype associations and able
to guide patient management, is

11

Pagina | 119



Resultados

Acta OpatHALMOLOGICA 2020

(1e0praLyd
(FE[RS) 2wen) YZHSN  snoBAzosaley punoduro)y ‘DPRPEGOTT ™ [(PudesisAD)d (1<09L7 2 a4 LI0T/s0f8T 850'0WTV.LIO
93 JO €[ UOXY UI SWORTININ 01 0 J WM S199fang (oudesisho)d
T LSTOSLEOLDN/MOYS/Z10/a0S SepnEomIp//sdny  UI B[Z-¥0) JO AIQEI[OL PUT L2JBg jBnEAy 0} APIUS  SnoBAZOzey punoduwrogy 1<D9L7T0 [ TOIEWDY ' IDP0E6™  VIHSN 4 910¢/11/20 WOOWTYLIIO0
U0 102j3p 228 0} NP (UOISIA UE LORONPaF 2AfSsa1501d)
TT 1TL96E00-9T0220LDD/Em/wod T eomy 18//:sdny 1 SERTIY Wi 2[doad 0] [BRL AdEYL auan
“AOdY Aq PISTE) BOWIWSL SHIURIY PAVIX BIM
T 0559 [£E0.LON/MOYS/Z30/A0S SEEREoRIP//Sdny  $102[qng Ul YOI~ [ MID-dARAY VE 0 A0vots pue A1ofes SnoBAZIwRH (€5, is4Teon0) d ‘OPPrsze e (SI4¥0) W 9100/l 620°0WTY140
(SOTITX) Bsowmwdig surmay
) €119 TTE0LON/MOYS/Z10/A03 S[erm o/ :sd iy PAYUI-X 10y AdRIAYL QUAL) [EURAY JO [BHL [OND ¥ O
(DY) To1eM3Ng 25BJ 1D BSOWRWSL] SHRHY
T LPSTSTEOLIN/MOYS/Z10f A0S STEIAEOMIR// 5Ny (dTX) PSOIRWSL] SRIURY PAUR-X 10] AdRIYL QuaD)
€1 9441 WOIPUAS FATS() M, PAEROSSY snoBAzowoy (A LeersTE) d “I<D L6572 . 910T/v0/v0 SI0OWTVLIO
BT 790505 TO.LON/40Y3/239/A05 S[EER[EOMD/f:5d1Y  BSOJURWSL SHIUHY YILM SWRNEJ W 698[THAVS JO APTIS SnoSAzowoy (TE4spord600TPIY ) "DI2PST000  VLOAW W 9100/20/1E LICOWTY1d0
(IYLS) BrwRrepioIon)
€ T10967E0LIN/MOYS/Z10/A03 S[EIAEOMIR// 5Ny JO JUUNERLL A 30f [JAU-TAVY JO A19JES Pue Aoeomd
PrRIaPIOIOY)
(A 19ELLOTOLDN/M0Ys/zio/a0S S[eEREomIR/fsdny 30§ AdeaayL sUaD) [BURIY JO [BEL [POMI) [2q7] v2dQ vy (1 un)d ‘L<Dope2 W 910T/voloe 020°0WTY140
T4 SEIESSTOLIN/MOUS/Z30/A08 STerm RO/ :sd1y TEHL [EORAD) AJBIYL 9UAD) BRURIRPIOIOY) sTogAzZIwaH WHD
ANTWED)
% 989L0SE0.LON/MOUS/ZI0/ A0S STPLR[EOMER/[:sdy  BruRIapI0IOY)) 30f AdBIYL 9WRD) [PURAY JO APIIS AIRJES ¥
(FOILSTOS) PHULIIPIOION]) JO JUAUNEAL 20} 10§
I3 SOTP8SE0LIN/MOYS 710/ A0S STEERBOMR/f:sdUY  [dAY-TAVY JO d-mo[[0 ADEoWg PUE AJofEs Waa)-5u0] {pusydrrsosnoy)d “I1opy1ST-d W 910z/50/L0 800'0WTV.LIO
SUDHEINJA 2uaf) (BIURIIPIOIOY) AHD WM S1oelqng
T LOSTPETOLIN/MOYs/Z10/A03 sTerAeofup//:sduy UEINHOU-ZAYY 40 APIiS UOHB[EOSH 950(] PUE A1ofBS
sno3Azoralay punoduro) D<YT:90097 /(n2T621183v)d “1<098e€D a4 6102/v0/30 S60'0WTV.LIO
(oresrémyd
suogAzozaiay punodurery y<0T885 0 {(uSTemn)d ‘1<0T860 W 6107/50/5C 760'OWNTYLId0
(ErvorzorLy d
sno54zoralay punoduroyy “Y<08787°9 [(1PINEIOIRL) d “1<D950£ D W L102/80/vT 9L0'0TYIIO0
suoS&zowoy WIDT96T4D) d <7885 4 L10T/sof6r TLOOWTYI0
@aT6e1187y)d
Sno54z03019y pUnodurosy “1<098£e® {(03d0pInaT)d D<IE85D W L10Z/10/1E £90°0NTVII0
Gsterunyd
“L<DEV6E ™ KPPISOIIEA 89 11BA) &
sno3Azozalay punodaro) ‘D10DDIDIYIDDLLORPSSIS #hisD W 90T/0/T 120°'0WIVIIO0
[11/vE-TT1£20-010T UOREIAZA(] TRMOTIN SIPTESITIS SIOSAZOwo R (A0S 1734D) d ‘Y <D 611972 4 910e/70/%0 S100WTY1d0
T [T yoreas-1ofne 11si8a1s B BOFUID s sy WM STURRE] UL 65IZPYS JO APTUS EII/1 3584 ¥ SUOSAZOWOR (dr106737y)d ‘1<0808°  vYDAY A 9102/70/5 WOOWTY1d0
aseyg S[TEIRP [BLT} O1 SYUI[ Gap, AQR BN [BOMUD AKuso3rz SUOHEINW 2AHEBSTED) auen  Xag 1rodaz a1 OWTVIIO
Joarq

UMOTS 218 G[(7 I19qUISAON PUR APMJs Y} JO 11e1s
a1y ueemeq yurod ewos e usdo 10 uedo Afyueiino s[eLL] *ApPMIS ST} ur pesouserp A[jeoneusd sjuened jo sseupurjq Arejpaiey 10§ 2jqrsuodsar spegep Funoe11oo e pawre sjew) [eoruro Adeiety) suss) ¢ BT

12

Pagina | 120



Resultados

D
&
@
(s
M )
a8 o
(xz2)
RWRIAPIOIOND Ny

% 5
PRew, Ao
(4 N
CEP290 LA

RN
"dh\
«* f“n
Mﬂ
EYS
DHDDS
ceme
% g

Fig. 2. Modes of inheritance of the genetic conditions considered responsible for hereditary vision
loss in our cohort. From outer to inner rings, affected genes, associated phenotypes and modes of
inheritance are shown. The area of each sector is proportional to the number of cases represented
within it. For genes with causative alterations affecting more than one patient. the number of
affected patients is shown in brackets. AD: autosomal dominant; AR: autosomal recessive; X-
linked recessive. 5: LCA: Leber congenital amaurosis;: MLCRD: microcephaly. lymphoedema.
chorioretinal displasia syndrome: RP: retinitis pigmentosa; SM: Saldino-Mainzer syndrome; XD:

X-linked dominant; XR: X-linked recessive.

required. In fact, this advantage is
deemed to be less and less relevant
with time, as a recent study shows that
the discovery of novel genes associated
to recessive IRD approaches saturation
(Patel et al. 2018). As a result, up-to-
date panels including both genes with
strong/moderate  association  with
inherited blindness and recently dis-
covered candidate genes, as the one
presented herein, should minimize this

theoretical ~advantage of exome
sequencing.
Consugar et al. concluded that

focusing the sequencing and interpre-
tation efforts in a panel with a limited
subset of genes consistently associated
with blindness phenotypes outperforms
exome-based sequencing strategies
(Consugar et al. 2015). This outperfor-
mance was based on improved detec-
tion rates (attributable to a probe
design better tailored to genes associ-
ated with IRD, as probes for aprox.

10% of the regions targeted by their
panel were missing from commercially
available exome capture kits) and
reduced turnaround times. Time reduc-
tion does not only apply to laboratory
geneticists, but also to clinicians, as
exome sequencing demands from them
additional time for the informed con-
sent process (including discussions
about incidental secondary findings),
for interpreting laboratory reports and
for reviewing results (many of which
refer to conditions they are likely not
familiar with) with patients (Biesecker
& Green 2014; Gillespie et al. 2014). A
more recent study, aimed at evaluating
the performance of exome sequencing
in the clinical context, concludes that
the current standard of 120x average
read depth may be insufficient for
consistent breadth of coverage across
all relevant genes (Kong et al. 2018).
Our test includes genes with all
modes of inheritance in a single gene

panel. An advantage of this is the
possibility of detecting dominant de
novo or incomplete penetrance muta-
tions in families with apparent recessive
patterns of disease transmission. In
total, in our series, 6 of the 45 cases
(13.3%) with a genetic diagnosis have
causative variants in genes associated
with dominant phenotypes and, how-
ever, do not have a family history of
IRDs (Table 2). Of note, a recessive
IRD panel would not have detected
these dominant causative variants.

As any diagnostic technique, panel
sequencing has its difficulties and lim-
itations. The ability of our panel to
detect SNVs and indels with high
analytical sensitivity and specificity
has been validated in this study. How-
ever, certain variant types, such as
trinucleotide expansions and CNVs,
as well as those affecting highly homol-
ogous or repetitive regions, can be
missed. Nonetheless, these limitations
are not exclusive of panel sequencing,

but extensive to other NGS
approaches, such as exome or, to a
lower extent, genome sequencing

(Bamshad et al. 2011: Schrijver et al.
2012). One relevant IRD gene affected
by such limitations is RPGR, specifi-
cally in its ORFI5 variant isoform
(Audo et al. 2012). Although we ini-
tially observed difficulties in the cap-
ture, sequencing and/or alignment of
sequences from this region, optimiza-
tion of our capture probe has allowed
us to overcome them in the current
clinical version of the panel (v4)
(Table S10).

The ability of our methodology to
detect CNVs from panel data has
previously been evaluated for a panel
of 199 deafness-related genes (Caban-
illas et al. 2018). In that case, our NGS
pipeline was able to correctly detect all
homozygous and heterozygous whole
gene CNVs previously found by gPCR
and MLPA affecting STRC (a partic-
ularly challenging gene because of its
highly homologous STRCPI pseudo-
gene). However, detection of partial
gene deletions/duplications by NGS is
even more challenging. The lack of
homozygous or heterozygous dele-
tions/duplications in the five genes we
evaluated by MLPA in a subset of 31
patients without a genetic diagnosis
from our current blindness series is
encouraging. However, we do not rule
out the possibility that these and other
patients from this study without a
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genetic diagnosis have causative vari-
ants in genes that were investigated,
either because of the aforementioned
limitations or because the regions
affected by the variants were not
included in the design and, thus, were
not captured and sequenced.

It is also possible that some of the
patients from the current study tested
with the earlier versions of the probe
have causative variants in genes
included in the later versions. These
are not likely to represent a large
fraction of the cases, though, as all
causative variants in our series affected
genes present in all panel versions.
Nonetheless, a limitation of the panel
approach is that, if no causative vari-
ants are detected in the patient and a
new disease-associated gene is discov-
ered, that gene cannot be retrospec-
tively evaluated from the available
sequence. As mentioned before, exome
data could provide this information
with no extra sequencing.

The gene most frequently found to
be responsible for the visual impair-
ment phenotype in our series is 4 BCA4
(8/46 cases, 17.4%) followed by
USH2A and PRPH2 (4/46 cases,
8.7%, each), CNGBI (3/46, 6.5%)
and CHM, IFT140, MYO74 and RPI
(2/46, 4.3%, each). The remaining 18
cases (40%) were each caused by vari-
ants in one of 18 different genes (Figs 1
and 2). The high prevalence of ABCA4,
USH2A and CHM vanants 1s in agree-
ment with a recent and large retrospec-
tive analysis done by Motta et al. that
evaluated 549 patients with IRD
genetic testing in Brazil (Motta et al.
201R). Of the other four genes high-
lighted by Motta and collaborators as
very prevalent disease-causing genes
(CEP290, CRBI, RPGR and CHM),
three of them (CEP290, RPGR and
CHM) are also affected by causative
mutations in our series, although not
recurrently (Figs 1 and 2).

Of the 100 cases evaluated in our
series, 15 (15%) could potentially ben-
efit from clinical trials aimed at cor-
recting their genetic defects, including
those affected by mutations in ABCA4
(8 cases), USH2A (2 cases), CHM (2
cases), MYO74 (2 cases) and RPGR (1
case). Thus, our results suggest that
potential eligibility from a gene-correc-
tive clinical trial with curative purposes
is not a rare possibility for IRD
patients. Moreover, this data, com-
bined with the four cases in which a

14

hidden syndrome was revealed, indi-
cate that the proportion of genetically
diagnosed patients in which compre-
hensive genetic testing identified clini-
cally relevant insights was at least
42.2% (19/45).

Genetic diagnosis 1s the key eligibil-
ity criterion for climcal trials and
treatments based on gene therapy.
With the advent of CRISPR/Cas9
technologies the possibility to correct
not just the mutated genes but also
their specific pathogenic variants has
become a reality. This is the case of the
CEP290 ¢.2991 + 1655A>G intronic
mutation, targeted by the EDIT-101
investigational new drug for type 10
Leber congenital amaurosis (Maeder
et al. 2019). In this scenario, compre-
hensive  genomic  characterization
should soon be a must in the clinical
management of blind patients. Hope-
fully, a substantial proportion of the
ongoing clinical trials will boost the
approval of more therapies that, com-
bined with appropriate genomic test-
ing, will provide life-changing options
for those affected by such highly dis-
abling conditions.
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Discusion

La medicina de precisién se basa en la integracién de los aspectos genéticos y
ambientales de la enfermedad para individualizar la prevencidn, el prondstico, el
diagndstico y el tratamiento, ponderando especialmente todos los datos moleculares

disponibles para la toma de decisiones en la practica clinica.

En los ultimos afios, los estudios moleculares convencionales, consistentes
habitualmente en el andlisis de un Unico gen, estan siendo reemplazados por la
evaluacién simultanea de decenas/cientos de genes implicados en una patologia.
Mediante esta aproximacién, basada en la secuenciacién de nueva generacién (NGS), la
obtencién de informacién molecular es mas rapida y costo-efectiva que el analisis por
separado de cada uno de los genes diana, permitiendo obtener rendimientos
diagnoésticos muy superiores a los alcanzables mediante las metodologias

convencionales.

Diagnostico gendmico del cancer (Articulo I)

El aprovechamiento de los datos moleculares de cada paciente para afinar la
prevencion, el diagndstico, prondstico y/o tratamiento del cdncer ha conseguido
impulsar un cambio de paradigma en el manejo clinico oncolégico. La NGS ha
proporcionado nuevas alternativas a la oncologia clinica, desde la seleccién de terapias
dirigidas contra las alteraciones que impulsan el desarrollo de un tumor hasta el
asesoramiento genético en casos de cancer familiar. Por este motivo, se considera
esencial la integracién de plataformas de diagnéstico NGS validadas en la practica

clinica oncolégica.

El planteamiento de partida de este proyecto considerd que analizar al mismo
tiempo las alteraciones genéticas somaticas, exclusivas del tumor, y las alteraciones
germinales, presentes en todas las células del individuo, es lo ideal desde un punto de
vista cientifico-académico y, ademas, permitiria al oncélogo disponer de toda la
informacion molecular clinicamente relevante a la hora de tomar decisiones

fundamentales para combatir la enfermedad.
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El articulo I de la presente Tesis Doctoral describe el desarrollo de una
plataforma de diagnéstico NGS destinada a detectar (1) alteraciones gendémicas
somaticas asociadas con la respuesta a terapias dirigidas aprobadas contra el cancer y
(2) mutaciones de la linea germinal que predisponen a neoplasias hereditarias. El panel
descrito, en su primera version clinica (v6), constaba de un total de 215 genes
asociados a cancer: 97 para la selecciéon de terapias dirigidas y 148 asociados con
predisposicion hereditaria al cancer (con 30 genes informativos para ambas
aplicaciones). El panel incluye intrones seleccionados de 17 genes afectados por
reordenamientos asociados con al menos una terapia dirigida. Su aplicacién esta
indicada para pacientes con enfermedad en estadio IV que han progresado a opciones
de tratamiento estandar y/o para aquellos con una potencial predisposicion
hereditaria al desarrollo de cancer. El analisis de 39 muestras tumorales y 36 muestras
germinales permiti6é identificar terapias dirigidas potencialmente asociadas a las
alteraciones presentes en el tumor en un 89,74 % de los casos (35/39), asi como

alteraciones germinales asociadas con cancer hereditario en un 5,5 % de los casos

(2/36).

El panel esta siendo objeto de revision y optimizacién continua. El redisefio de
sondas ha permitido obtener valores de callability a DP20 (porcentaje de nucle6tidos
diana que tienen 20 lecturas o mas) superiores al 99,5 % en todos los casos. Detecta
variantes de un solo nucleétido (SNV) e inserciones/deleciones (indels) con
sensibilidad y especificidad superiores al 99,5 % (para variantes con frecuencia alélica
> 0,1), asi como variantes de numero de copia (CNV) y reordenamientos. Los
programas de control externo de calidad a los que se ha sometido el panel anualmente
desde 2016, organizados por la Red Europea de Calidad de Genética Molecular
(European Molecular Genetics Quality Network, o EMQ@N), han corroborado

sistematicamente su idoneidad para el diagndstico molecular del cancer.

Ademas del propio disefio quimico del panel, el analisis de los resultados de
secuenciacién NGS también ha sido desarrollado y mejorado para superar las
dificultades que entrafia esta metodologia. Por ejemplo, el genoma de referencia

contiene diversas regiones que presentan altos niveles de homologia entre si y la
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correcta identificacién de variantes genéticas en estas regiones representa un desafio
para las metodologias de NGS mas utilizadas en la practica clinica, basadas en lecturas
individuales de 75-300 nucledtidos. En el afio 2016, Mandelker y col. realizaron un
inventario de este tipo de regiones!88. De entre los genes incluidos en el panel
ONCOgenics™, la inica regiéon gendémica que fue considerada altamente problematica
en ese trabajo esta localizada en el gen PMS2188, Este gen tiene un pseudogén cercano
denominado PMS2CL, cuyas secuencias codificantes de los exones 11 al 15 presentan
un 98 % de identidad de secuencia con PMS2. Esto complica el alineamiento preciso de
las lecturas generadas por el secuenciador y, en consecuencia, la identificaciéon de

variantes en esos exones189,

Durante la evaluacion del panel ONCOgenics™, realizamos el andlisis de 5
pacientes en los que el gen PMS2 habia sido previamente evaluado por PCR de largo
alcance, capaz de amplificar especificamente PMSZ2 (distinguiéndolo de PMS2CL)
seguida de secuenciacion de Sanger!90-192, Los resultados obtenidos indicaron que
ONCOgenics™ es capaz de detectar correctamente las variantes que no afectan los
exones 11-15 de PMS2, mientras que puede detectar con una sensibilidad del 100 % las
variantes que afectan a esos exones mas problematicos. Sin embargo, al igual que
sucede con otras técnicas de diagnéstico, la aproximaciéon seguida para lograr la
maxima sensibilidad compromete la especificidad. Por esta razén, las variantes
identificadas que afectan potencialmente a los exones 11-15 de PMS2 deben ser
validadas mediante aproximaciones alternativas especificas que permitan distinguir

entre el gen y su pseudogén.

Detectar y reportar en paralelo tanto alteraciones somaticas asociadas con la
respuesta a terapias contra el cincer como alteraciones germinales que predisponen a
neoplasias hereditarias tiene ventajas para el paciente y para su manejo clinico. Por un
lado, evita ignorar la presencia de mutaciones germinales relevantes que causan cancer
hereditario, algo que puede ocurrir con relativa frecuencia si solo se analiza el ADN
tumoral. Asimismo, un adecuado planteamiento bioinformatico impide la substraccién
no supervisada de variantes germinales terapéuticamente accionables presentes tanto

en el tumor como en la linea germinal. La inclusién del analisis de la linea germinal en
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cada caso también brinda la posibilidad de identificar portadores no sospechados de
mutaciones que causan sindromes de susceptibilidad al cancer bien conocidos en
familias con fenotipos atipicos, que no cumplen con los criterios de diagndstico
establecidos110193, Asimismo, la identificacién fidedigna de variantes somaticas (al
distinguirlas mejor de las germinales), puede permitir una prediccién mas precisa de

la probabilidad de respuesta a la inmunoterapial94-19,

Mas alla de sus objetivos principales (identificacién de biomarcadores
terapéuticos), el perfil gendmico completo del tumor puede identificar posibles errores
en el diagndstico clinico. Por ejemplo, uno de los tumores analizados por la plataforma
ONCOgenics™ habia sido inicialmente clasificado como un adenocarcinoma
metastdsico de un cancer de mama, ya que se manifestd como un ganglio linfatico
mediastinico aislado que fue sometido exclusivamente a analisis citolégico y habia sido
identificado en una paciente que habia tenido un tumor primario de mama 12 afios
antes. Sin embargo, la identificacién por ONCOgenics™ de la indel p.E746_S752delins,
localizada en el ex6n 19 de EGFR y caracteristica de adenocarcinomas pulmonares,
motivd la reevaluacién anatomopatolégica e inmunohistoquimica del tumor y su
reclasificacion definitiva como adenocarcinoma primario de pulmoén. En consecuencia,
posteriormente, la paciente fue tratada con un inhibidor de la tirosina quinasa de EGFR
(gefitinib), obteniendo una respuesta parcial al tratamiento, que se sostuvo durante 21
meses. De igual modo, el andlisis genémico de la linea germinal también reveld
hallazgos clinicamente relevantes e inesperados, como la presencia de la alteraciéon
patogénica en mosaico NF1 p.1679Dfs*21 (frecuencia alélica 10,3 %) en una paciente
sana con antecedentes familiares de cdncer gastrointestinal, cAncer de prostata y

leucemia.

Los reordenamientos cromosdmicos desempefan un papel importante en el
proceso de tumorigénesis, representando aproximadamente el 20 % de la morbilidad
en el cancer humano!%. En los ultimos afios se estan desarrollando cada vez mas
farmacos cuyas dianas son genes de fusiéon producidos como consecuencia de
translocaciones. En algunos casos, como en los que implican a las quinasas de

receptores neurotroficos (genes NTRK1, NTRK2 y NTRK3), los intrones implicados en
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esas translocaciones son tan extensos que requeririan una gran cantidad de sondas
para lograr capturarlos por completo y obtener una calidad de secuencia adecuada
como para identificar los puntos de corte200, Una alternativa para mejorar el
rendimiento diagnostico en esas regiones complejas es afiadir al analisis de ADN el
analisis de ARN dirigido, orientado a secuenciar los cDNAs que codifican las proteinas

de fusion que implican a esos genes201,

Las recomendaciones actuales aconsejan la verificacién mediante PCR y
secuenciacidn Sanger (para CNVs e indels) u otras metodologias, como el MLPA (para
grandes deleciones/duplicaciones), de las variantes clinicamente relevantes
identificadas por NGS193.202, Sin embargo, previsiblemente la NGS se llegara a establecer
como técnica gold-standard y, en consecuencia, no sera necesaria la validacién de
resultados detectados por secuenciacién masiva mediante metodologias alternativas.
De hecho, en andlisis somaticos no es practico hacer dicha validacién porque, en
muchos casos, las frecuencias alélicas de las variantes detectadas estan por debajo del
limite de deteccion de la secuenciacion Sanger y de otras tecnologias convencionales y
porque, ademas, el tiempo de respuesta es lo suficientemente critico como para no
justificar un retraso en la entrega de resultados debido a la validacion. En esos casos,
una vez establecido que un determinado panel somatico tiene sensibilidad y
especificidad adecuadas, ya no es necesario hacer la validacién de cada variante. En el
caso de los paneles germinales, en cambio, debido a que las variantes tienen frecuencias
de 0,50 1, a que el tiempo de respuesta no es tan apremiante y a que las consecuencias
de los resultados no solo afectan al probando, sino también a sus familiares, realizar la
validacion mediante metodologias alternativas ain es recomendable. Ademas, ese
proceso de validacién de la variante en el probando permite la verificaciéon del test

necesario para la realizacion de estudios genéticos dirigidos en sus familiares.

La interpretacién clinica de los resultados genémicos es uno de los desafios
mads importantes para lograr la generalizacion de la aplicacion clinica de las tecnologias
NGS. Las variantes somaticas identificadas en un tumor funcionan como una firma
molecular que puede proporcionar informacién en cuanto al diagndstico, prondstico o

una posible terapia dirigida. En los dltimos afios, con la publicacién de un nimero
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creciente de proyectos de secuenciacién del genoma de multiples tumores, se ha
generado una gran cantidad de informaciéon gendémica consolidada en un ndmero
creciente de bases de datos publicas que sirven como repositorios para facilitar la
interpretacion clinica de estas alteraciones?3. En cuanto a las variantes germinales, su
interpretacion esta estandarizada segtn las recomendaciones proporcionadas por las
directrices ACMG/AMP publicadas en 2015, cuya aplicacién aun requiere de una
importante intervencion humana que debe incluir la revisién cuidadosa de las
publicaciones que respaldan las clasificaciones en ClinVar, HGMD, Pubmed y/o Google

Scholar.

El informe es una parte esencial de cualquier prueba de laboratorio y debe
contener toda la informacién necesaria de manera clara, sencilla y concisa para que el
especialista que solicita el estudio interprete los resultados sin apenas dificultad. Una
representacion incompleta o poco clara de los datos puede conducir a errores clinicos
y al manejo incorrecto del paciente. Por este motivo, y debido a que las implicaciones
de los estudios somaticos difieren de las de los estudios germinales, la separacién de
los informes de ambos andlisis es la alternativa mas adecuada para simplificar los
informes y conseguir una mejor comprensién que redundard en un mejor manejo

clinico del paciente con cancer.

A pesar del gran potencial de los enfoques de NGS en oncologia, siguen
existiendo desafios en el andlisis integral y exhaustivo del perfil mutacional de
muestras tumorales y germinales. Por ejemplo, en muchos casos, la inclusiéon de un
numero elevado de genes en el andlisis somatico desencadena la identificacién de
variantes gendmicas que, a pesar de haber sido asociadas con terapias que estan
aprobadas para el tratamiento de algun tipo de cancer en la literatura cientifico-médica,
no lo estan para el tipo de cancer que presenta el paciente y solo son accesibles a través
de ensayos clinicos. Este fue el caso en 34 de los 35 casos en los que se identificaron
alteraciones asociadas a potenciales terapias. Ademas, cuando el nimero de genes
diana del analisis somatico es muy elevado, para conseguir las profundidades de
secuencia necesarias para detectar con confianza mutaciones somaticas subclonales o

presentes en muestras con alto contenido de ADN normal, la cantidad de secuencia
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necesaria se dispara, lo que incrementa los costes. Asimismo, aunque, como se muestra
en la figura 2 del articulo I, es posible establecer una sistematica para manejar las
distintas combinaciones de indicacién de estudios moleculares, tipos de muestras
disponibles y alcance de los consentimientos informados a la hora de plantear un
analisis conjunto tumoral/germinal, esta aproximacion no deja de representar una
mayor dificultad para el oncélogo que el planteamiento de cada tipo de andlisis por

separado.

Siendo conscientes de estas limitaciones, desde la publicacién del articulo I de
la presente Tesis Doctoral se ha desdoblado y simplificado la plataforma ONCOgenics™
para ajustarla a las necesidades diversas de oncoélogos y genetistas. Asi, se han
desarrollado dos nuevos paneles: por un lado un panel tumoral, denominado
ONCOgenics™ Tumorfecus, que analiza variantes puntuales, CNVs y reordenamientos en
19 genes seleccionados porque sus alteraciones son reconocidas por las agencias
reguladoras de los medicamentos (EMA y FDA) como biomarcadores de respuesta a
farmacos antitumorales y porque las terapias a las que se asocian son habitualmente
accesibles [Anexo A]; por el otro, un panel germinal, denominado ONCOgenics™
Germlinefocus, con 45 genes asociados consistentemente con la predisposicion a
neoplasias hereditarias y seleccionados en base a la utilidad clinica de la deteccién de
sus alteraciones [Anexo B]. La seleccidn de genes a analizar en este ultimo panel esta
abierta, llegando a ser posible el andlisis desde 1 a los 148 genes del panel original,
incluyendo preselecciones de mini-paneles virtuales en funcién de los antecedentes

personales y familiares de cancer del paciente.

Idealmente, con el paso del tiempo, se produciran avances tanto en los aspectos
tecnoldgicos (ej. abaratamiento de los costes de secuenciacién que permita obtener
secuencias genémicas completas de muestras tumorales a grandes profundidades)
como en la interpretacion bioinformatica y clinica de los resultados, que permitan
realizar andlisis gendmicos integrales del tumor y de la linea germinal en paralelo en
cada caso, con el objetivo de que todos los pacientes oncolégicos puedan beneficiarse
de las enormes implicaciones que la informacion genética tiene para el manejo de su

enfermedad.
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Las enfermedades que afectan a los érganos de los sentidos se denominan
enfermedades neurosensoriales y, en una proporcién muy superior a la del cancer,
tienen un componente hereditario determinante en su desarrollo, es decir, se deben a
alteraciones genéticas que pueden transmitirse de padres a hijos. Ademas de la
evidente utilidad de la identificacién de esas mutaciones para aportar un adecuado
asesoramiento reproductivo tanto a los individuos afectos como a sus familiares, la
identificacion de la causa ultima de la enfermedad tiene consecuencias relevantes para
el manejo clinico de una gran proporcién de los pacientes diagnosticados
genéticamente. En la presente Tesis Doctoral hemos desarrollado y aplicado dos
nuevas plataformas de analisis NGS para el diagnostico genémico de la sordera y la
ceguera, cuyos resultados, presentados en los articulos II, IIl y IV y discutidos a

continuacion, demuestran la enorme utilidad clinica de estas herramientas.

Diagndstico genomico de la hipoacusia hereditaria (Articulos I1 y III)

La pérdida auditiva es uno de los trastornos hereditarios conocidos mas
heterogéneos genéticamente. El elevado nimero de genes involucrados en esta
patologia representa un desafio para la identificacion de alteraciones genémicas
causales, necesaria para lograr su diagnoéstico molecular203, Debido al gran rendimiento
diagnostico de la NGS en esta area, tanto las guias del ACMG especificas para la
evaluacién clinica y el diagndstico etiolégico de la hipoacusia, como las
recomendaciones espaiiolas de la CODEPEH la incluyen en el algoritmo de diagnoéstico

estandar de la hipoacusia neurosensorial (HNS)118 134,

En el articulo II de la presente Tesis Doctoral se ha desarrollado un panel que,
en su primera version clinica (v3), constaba de 154 genes consistentemente asociados
a sordera hereditaria neurosensorial y/o mixta, sindrémica y/o no sindrémica, y 45
genes candidatos. 76 de estos genes se habian asociado tinicamente a formas no
sindrémicas de sordera, 88 se habian relacionado exclusivamente con sordera en el
contexto de trastornos sindrémicos y 35 estaban asociados tanto con formas

sindrémicas de la enfermedad como con hipoacusia no sindrémica. El panel es revisado
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y optimizado de manera continua (la versién mas reciente es la v5, que incluye 262

genes [Anexo C].

Una caracteristica fundamental de cualquier panel diagndstico es que sea capaz
de obtener secuencia de la suficiente calidad en la maxima cantidad posible de
nucleétidos diana. El redisefio de sondas ha permitido obtener valores de callabiliy a
DP20 superiores al 99,5 % de manera rutinaria. Gracias a esto, la sensibilidad analitica
de la prueba para detectar SNVs e indels con frecuencias alélicas superiores a 0,1 fue
mayor del 99,5 %, con una especificidad por encima del 99,9 % en la v3. También se ha
demostrado la capacidad del panel para detectar especificamente CNVs y alteraciones
en genes con pseudogenes, entre los cuales se encuentran STRCy OTOA. En relacién con
otros genes del panel 0TOgenics™ con secuencias con muy alto grado de homologia en
otras regiones del genoma de referencia, en el articulo III de la presente Tesis Doctoral,
tras el andlisis de mas de 70 individuos de diferentes origenes étnicos, hemos obtenido
evidencias que apoyan consistentemente la posibilidad de que el pseudogén KCNE1B,
ausente en la version GRCh37 del genoma humano, sea en realidad un artefacto

introducido en la versién GRCh38.

En el articulo II se analizaron 50 pacientes con HNS presuntamente hereditaria
no causada por mutaciones en GJB2/G/B6, OTOF ni MT-RNRI. El rendimiento
diagnostico obtenido en esta cohorte de pacientes pre-cribados fue del 42 % (21/50).
Teniendo en cuenta los fenotipos de hipoacusia hereditaria asociados a los genes
considerados responsables de sordera en esta cohorte, un 47,6 % (10/21) mostraron
patrén de herencia autosémico recesivo, un 38,1 % (8/21) autosémico dominante y un
14,3 % (3/21) ligado al cromosoma X. El 28,6 % de los casos diagnosticados
genéticamente (6/21) tenian sindromes previamente no detectadosy el 19 % (4/21)

fueron atribuibles a grandes deleciones/duplicaciones [Figura 6].

Nuestros resultados han contribuido a definir el espectro de alteraciones
genéticas responsables de la hipoacusia en la poblacién espafiola, resaltando la
heterogeneidad genética caracteristica de la pérdida auditiva neurosensorial.

Identificamos variantes genéticas consideradas responsables de hipoacusia en 16
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genes diferentes que explicaban el fenotipo de 21 pacientes. Los genes alterados mas
habitualmente fueron ACTGI1 (n = 3), USHZA (n = 3) y STRC (n = 3). Aunque, segtn la
literatura, tras GJ/BZ, los genes mas frecuentemente alterados en HNS hereditaria son
USHZ2Ay STRC, en nuestra cohorte de 50 pacientes ACTG1 explicala sordera en el mismo

numero de casos que cada uno de estos (n=3)204205,
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Figura 6. Modos de herencia y cardcter sindrémico/no sindrémico de las
patologias genéticas consideradas responsables de la pérdida auditiva hereditaria
en nuestra cohorte de pacientes sin mutaciones en GJB2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1.
De los anillos externos a los internos, se muestran los genes afectados, los fenotipos
asociados y sus modos de herencia. El drea de cada sector es proporcional al niimero de
casos representados dentro de él. Para los genes con alteraciones causales que afectan a
mas de un paciente, el nimero de pacientes afectados se muestra entre paréntesis. AD:
autosémico dominante; AR: autosdmico recesivo; XD: dominante ligado al X; XR: recesivo

ligado al X; HNS: hipoacusia neurosensorial. Usher, Waardenburg, Barakat, CHARGE y
Alport representan los sindromes homoénimos.
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Las variantes de ACTG1 son responsables de DFNA20/DFNA26 y del sindrome
de Baraitser-Winter tipo 2. Hasta el momento, ninguno de nuestros pacientes con
mutaciones en ACTG1 ha manifestado caracteristicas sindrémicas y todos mostraron
HNS profunda de inicio temprano (prelocutiva), lo cual expande el espectro fenotipico
de ACTG1, cuyas mutaciones se asocian generalmente a HNS postlingual y
progresiva206.207, Ninguna de las 3 variantes de ACTG1 consideradas responsables de
sordera hereditaria en nuestra cohorte inicial se habia descrito previamente y 2 de ellas
eran de novo. Por tanto, la deteccion de estas variantes se habria visto comprometida si
se hubieran utilizado metodologias como la deteccion de mutaciones frecuentes
previamente descritas (panel hot-spot) o como el andlisis exclusivo de genes asociados
a sordera recesiva (que, por definicién, dejaria de detectar mutaciones dominantes
surgidas de novo, ya que la ausencia de historia de sordera en las familias de los
pacientes en los que ocurren induce a pensar que su modo de herencia es recesivo). Por
estas razones, la prevalencia real de variantes patogénicas en ACTG1 podria ser mas

alta y su patrén de expresién mas variable de lo que se pensaba previamente208,

La proporcién de HNS sindrémica en nuestra cohorte es del 38.1 % (8/21), lo
cual estd dentro de las tasas esperadas. En cambio, el 38 % de casos con modo de
herencia AD y el 14 % con HNS ligada al cromosoma X son valores superiores a lo
descrito previamente2%9. Esto podria ser consecuencia de que los pacientes analizados
habfan sido cribados previamente para excluir las causas AR mas frecuentes
(especialmente las mutaciones en G/B2/GJB6, pero también las que afectan a OTOF) y
las alteraciones mitocondriales en MT-RNR167.210, E] 50 % de las variantes patogénicas
dominantes detectadas (4/8) surgieron de novo, es decir, estaban presentes en
pacientes sin antecedentes familiares de hipoacusia (2 en ACTG1, 1 en GATA3 y 1 en
COL4A5) (Tabla 4). A pesar del tamafio limitado de nuestra cohorte, nuestra tasa de
deteccién de novo se encuentra dentro del rango observado en estudios recientes de
secuenciacién de exoma completo (WES) realizados sobre pacientes con distintas

patologias hereditarias (37-68 %)67.211,
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Tabla 4: Variantes de novo

Fenotipos
Fenotipos audiolégicos

ID caso Gen Variante CIa.Z)gIc;Gcwn audiolégicos  observados
asociado al gen en pacientes
(pre-test)
0T0.007 COL4A5p (;1?0512157‘3523;1 :‘IE’Z 4 Patogénica Sindrome de Alport SmdAﬁglri e
0T0.019 GATA3 c.1018A>C; Probablemente Sindrome de HNS bilateral
' p.(Asn340His) patogénica Barakat no sindréomica
0T0.023 Hipoacusia no
' sindrémica
c.548G>A; Probablemente HNS bilateral
ACTGI p-(Arg183GlIn) patogénica Qlsht et/ Dl:‘NAZE')no sindrémica
' / Sindrome de
Baraitser-Winter
0T0.041 Hipo(:;czlsi.a no
sindrémica
c.848T>C; Probablemente HNS bilateral
ACTG1 p.(Met283Thr) patogénica (DFNAZ20/ DFNA26)no sindrémica
/ Sindrome de
Baraitser-Winter

El rendimiento diagndstico descrito para técnicas NGS en pacientes con
sospecha de sordera congénita AR se aproxima al 60 %133, Como se ha mencionado
previamente, en nuestra serie, en consonancia con las principales recomendaciones del
manejo clinico del paciente con hipoacusia, los casos evaluados con el panel NGS habian
sido preseleccionados descartando aquellos con mutaciones en los genes previamente
descritos como responsables mayoritarios de HNS hereditaria en nuestra poblacién
(G/B2/GJB6, OTOF y MT-RNR1135212), Durante el proceso de preseleccién de pacientes
para el analisis NGS, la evaluacién de estos genes tuvo un rendimiento diagndstico del
18,9 % (datos no publicados). Esta cifra, combinada con una tasa de diagndstico
estimada en el 42-48 % para nuestro panel en pacientes pre-cribados (el valor de 48 %
resulta de considerar como potenciales causantes de hipoacusia 3 variantes
sospechosas que en el momento de la publicacion del articulo II no cumplian suficientes
criterios de patogenicidad: 2 SNVs en homozigosis en los genes LOXHD1 y SLC26A4y 1
SNV en hemizigosis que afectaba el gen OTOA), sugiere que la aplicacién de nuestro
panel a una poblacién no cribada podria identificar la causa de la hipoacusia en el 53-

58 % de los pacientes. Este valor es comparable al 56 % descrito recientemente por
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Costales y colaboradores en otro trabajo en el que participd nuestro laboratorio y que
consideraba 27 pacientes no cribados previamente y analizados mediante el panel

OTOgenics™ [Anexo D]?213.

La tasa de deteccion del 42-48 % se encuentra en el promedio reportado para
otros paneles NGS aplicados a pacientes con hipoacusia: 41 % (10-83 %), un rango
amplio obtenido a partir de estudios que incluyen tanto casos previamente cribados
como no cribados?33214, Uno de los motivos que contribuyen a ese rendimiento es la
inclusién de genes sindrémicos, los cuales permiten revelar "sindromes ocultos”, es
decir, sindromes que no habian sido diagnosticados clinicamente antes de la

realizacién del estudio genético.

La sordera es una manifestaciéon presente en 300-400 sindromes diferentes,
algunos de ellos muy poco frecuentes, en los que la gravedad de la audicién varia?15. La
extrema heterogeneidad genética y la expresividad variable de estos fenotipos
sindrémicos representan grandes desafios para su evaluacion clinica, lo cual dificulta
la identificacion de un sindrome sin un estudio genético que lo soporte216217, En
nuestra cohorte, hemos identificado sindromes ocultos en 6 pacientes (Waardenburg
tipo 2A (x1), Waardenburg tipo 2E (x1), Usher tipo 2A (x3) y Barakat (x1)), lo cual
representa el 28,6 % (6/21) de los casos diagnosticados genéticamente. Ademas, en
otros 6 individuos se identificaron variantes patogénicas en genes asociados tanto a
fenotipos sindrémicos como no sindrémicos: 1x CDH23 (sindrome de Usher 1D y
DFNB12), 3x ACTG1 (sindrome de Baraitser-Winter tipo 2 y DFNA20 / DFNA26), 1x
BSND (tipo de sindrome de Bartter IV y DFNB73) o 1x SLC26A4 (sindrome de Pendred
y DFNBA4).

En el supuesto de que en estos ultimos pacientes se confirmara la presencia de
fenotipos sindrémicos, la proporcién de pacientes con sindromes ocultos podria
ascender hasta el 57,1 % (12/21). En estos casos, un seguimiento cercano resulta
fundamental para identificar potenciales alteraciones extra-audiolégicas, que se

podrian desarrollar en cualquier etapa de la vida. Por lo tanto, el diagnéstico temprano
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y preciso de la pérdida auditiva sindrémica puede aportar informacién muy relevante,

y no disponible de otro modo, de cara al pronoéstico y del manejo clinico del paciente.

La interpretacion clinica de los hallazgos genémicos es un componente critico
para un diagndstico genético preciso. Las discrepancias en la interpretaciéon y
clasificacién de variantes pueden tener serias implicaciones para la atencién al
paciente?18, Un estudio relativamente reciente indic6 que hasta el 30 % de todas las
variantes genéticas causantes de enfermedades descritas en la literatura podrian
haberse interpretado erréneamente2!®. Los resultados obtenidos en la cohorte de
hipoacusia hereditaria, incluida en la presente Tesis Doctoral, fueron interpretados
manualmente en base a las directrices ACMG/AMP publicadas en 2015, una serie de
instrucciones generales, aplicables a cualquier patologia hereditaria mendeliana, que
tienen como objetivo la clasificacidn de las variantes genéticas utilizando la evidencia
disponible en el momento del andlisis, bajo la perspectiva del fenotipo del paciente y

de sus antecedentes familiares8?,

En 2018 se publicaron las “Especificaciones de las directrices ACMG/AMP para
la interpretacién de variantes genéticas asociadas a hipoacusia”. En estas
especificaciones, elaboradas por el Panel de Expertos en Hipoacusia Hereditaria de
ClinGen, de los 28 criterios ACMG/AMP publicados en 2015 se eliminaron 4, se
detallaron 21 y se mantuvieron sin cambios 3220, La revision de las 3 variantes de
significado incierto identificadas en casos de nuestra cohorte considerados “no
resueltos” y mencionados con anterioridad, para cuya evaluacién, en el momento del
estudio genético, no se disponia de informacién suficiente, nos ha permitido reclasificar
como probablemente patogénica la variante LOXHD1 c.3571A>G, p.Thr1191Ala,
identificada en nuestra cohorte inicial en un paciente con hipoacusia neurosensorial y
que posteriormente hemos vuelto a detectar en homozigosis en otra paciente no
relacionada, con un fenotipo similar. Incluyendo este caso, el rendimiento diagndstico
del panel OTOgenics™ ascenderia al 44 % en la cohorte inicial y al 55 % en pacientes
no cribados. Esto demuestra que la estandarizacion, el refinamiento y la adaptacién de
los criterios ACMG/AMP de interpretaciéon de variantes genéticas a cada patologia

aumenta la resolucién de la clasificacion de variantes, lo cual, en ultima instancia,
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deberia conducir a una mayor tasa de diagnéstico y, en definitiva, a una mejor atencién

a los pacientes.

En la actualidad se estan aplicando principalmente dos tipos de test basados en
NGS para el diagndstico genémico de las enfermedades hereditarias: los paneles de
genes y la secuenciacién de exoma completo. En el caso de la sordera hereditaria, la
secuenciacidn del exoma completo, al abarcar un ndmero de genes diana casi 100 veces
superior al de los paneles (considerando aprox. 20.000 vs. aprox. 200), requeriria
recursos de secuenciacién mucho mayores para obtener coberturas similares en las
regiones gendmicas de interés. En la practica, la cobertura de los exomas no alcanza a
la de los paneles, lo cual puede provocar coberturas insuficientes en regiones clave y,
en consecuencia, la no detecciéon de variantes clinicamente relevantes. Ademas, la
mayor cantidad de secuencia requerida para la secuenciacién de exomas encarece los
costes de secuenciacion y complica el analisis bioinformatico221. Por ultimo, el andlisis
de exoma completo genera un mayor niumero de hallazgos secundarios (aquellos que
causan patologias no relacionadas con el fenotipo objeto de estudio) que dificultan el

procedimiento de asesoramiento genético?22.

No obstante, la secuenciacion del exoma completo tiene una ventaja con
respecto ala secuenciacion de paneles: la capacidad de identificar alteraciones en genes
que, en el momento del andlisis, no se han asociado con la enfermedad. Estas
alteraciones podrian servir para explicar el fenotipo del paciente si, en estudios
posteriores, se demuestra la asociacién consistente del gen afectado con el fenotipo
objeto de estudio. Para minimizar esta desventaja, durante el desarrollo de los paneles
OTOgenics™ implementamos un enfoque con dos grupos de genes: genes
consistentemente asociados con HNS (tier 1) y genes candidatos (tier 2). Las variantes
identificadas en los genes candidatos no se incluyen en el informe sistematicamente,
sino solo en aquellos casos en los que, en base a la evidencia disponible y a la
coincidencia entre el fenotipo del paciente y el asociado al gen afectado, podrian
explicar la hipoacusia. Esta solucién de compromiso tiene como objetivo maximizar el
rendimiento diagnoéstico del panel sin complicar el procedimiento de asesoramiento

genético.
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Los resultados obtenidos en nuestra cohorte subrayan la importancia de un
enfoque integral con una cuidadosa seleccidn de genes para el diagndstico genético de
la HNS. De este modo, la NGS puede transferirse a la practica clinica, aumentando el
rendimiento del diagnéstico genético de la hipoacusia al 50-60 % (incluyendo las
alteraciones GJB2/GJB6), mejorando la precision diagnéstica/prondstica, refinando el
asesoramiento genético y reproductivo y revelando sindromes no diagnosticados

clinicamente con implicaciones relevantes para los pacientes.

Diagndstico gendmico de la ceguera hereditaria (Articulo 1V)

De una manera similar a lo observado en la hipoacusia, en el caso de la ceguera
hereditaria la compleja heterogeneidad genética de la enfermedad hace muy dificil
predecir la alteracion responsable del fenotipo del paciente basdndose Gnicamente en
su caracterizacién clinica. Asimismo, las mutaciones de un solo gen pueden causar un
amplio abanico de manifestaciones diferentes. Por estas razones, los andlisis que
abordan el estudio de un gran nimero de genes en paralelo son especialmente utiles

para el diagndstico gendémico de la ceguera hereditarialss.

En cuanto al manejo clinico de la enfermedad, 1a amplia superposiciéon genética
entre la retinosis pigmentaria (RP) y otros tipos de distrofias retinianas hace que su
tratamiento sea extremadamente complicado y, aunque se han probado
aproximaciones terapéuticas utilizando diversos agentes farmacolégicos como factores
neurotréficos, antioxidantes o agentes antiapoptdticos, la mayoria no estan dirigidos a
la causa de la RP y, por tanto, no se ha conseguido demostrar su eficacia clinica?23. Sin
embargo, con la irrupcién de la terapia génica, enfocada directamente a compensar o
corregir la deficiencia genética responsable de la enfermedad, en los dltimos afios se ha
producido un cambio de paradigma que hace imprescindible disponer de un

diagnéstico genético preciso.

En el articulo IV de la presente Tesis Doctoral se ha desarrollado un panel que,
en su primera version clinica (v3) incluia 255 genes consistentemente asociados a

ceguera hereditaria y 42 genes candidatos. 130 de estos genes se habian relacionado
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exclusivamente a formas no sindrémicas de ceguera, 135 se habian asociado con
ceguera sindrémica y 32 estaban implicados tanto en formas sindrémicas de la
enfermedad como en ceguera no sindrémica. Al igual que el resto de los paneles
desarrollados en nuestro laboratorio, este también es revisado y optimizado de manera
continua (en la actualidad se estd empleando la v5, con 369 genes [Anexo E] y el
redisefio de sondas ha permitido obtener valores de callability a DP20 superiores al
99,5 %, mejorando el rendimiento en regiones en el genoma que, por sus
caracteristicas, representan un desafio para la NGS. Esta situacion ocurre con el gen del
panel RPGR, en concreto con su isoforma ORF15, que por la baja complejidad de la
secuencia y por su naturaleza altamente repetitiva plantea dificultades en la
secuenciacién. Con el incremento del nimero de sondas de captura dedicadas a esta
region, hemos conseguido aumentar la calidad y cantidad de datos aprovechables de
secuenciacidn de este gen. Al igual que en los paneles ONCOgenics™ y OTOgenics™, la
sensibilidad y la especificidad de la plataforma para detectar SNVs e indels fueron muy

elevadas (>99,5 % y >99,9 %, respectivamente).

Utilizando el panel desarrollado, se analizaron 100 pacientes con ceguera
presuntamente hereditaria causada por alteraciones en las siguientes estructuras
oculares: vitreo, coroides, retina y/nervio 6ptico. El rendimiento diagnostico obtenido
fue del 45 % (45/100). Teniendo en cuenta los fenotipos de ceguera hereditaria
asociados a los genes considerados responsables de ceguera en esta cohorte, un 73,3 %
(33/45) mostraron patrones de herencia autosémicos recesivos, un 17,8 % (8/45)
autosémicos dominantes y un 8,9 % (4/45) ligados al cromosoma X. El 28,9 % de los
casos diagnosticados genéticamente (13/45) fueron sindrémicos y, de ellos, en el 30,8
% (4/13) las caracteristicas extraoftalmolégicas se habian pasado por alto y/o no se
habian relacionado con la discapacidad visual antes de las pruebas genéticas, incluidos

casos con sindrome de Mainzer-Saldino, Bardet-Biedl, mucolipidosis y MLCRD [Figura

7].
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Figura 7. Modos de herencia y cardcter sindrémico/no sindromico de las
patologias genéticas consideradas responsables de la pérdida de visiéon
hereditaria en nuestra cohorte. De los anillos externos a los internos, se muestran los
genes afectados, los fenotipos asociados y los modos de herencia. El 4rea de cada sector es
proporcional al niimero de casos representados dentro de él. Para los genes con
alteraciones causales que afectan a mas de un paciente, el nimero de pacientes afectados
se muestra entre paréntesis. ACL: amaurosis congénita de Leber; AD: autosémico
dominante; AR: autosémico recesivo; MLCRD: sindrome de microcefalia, linfedema y

displasia coriorretiniana; RP: retinosis pigmentaria; SM; sindrome de Saldino-Mainzer; XD:
dominante ligado al X; XR: recesivo ligado al X.

Los resultados obtenidos han contribuido a definir el espectro de alteraciones

genéticas responsables de la ceguera hereditaria en la poblacién espafiola, resaltando
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su heterogeneidad genética y su expresividad variable. Se identificaron variantes
genéticas consideradas responsables de la ceguera en 27 genes diferentes que
explicaban el fenotipo de 45 pacientes. Los genes alterados mas habitualmente fueron

ABCA4 (n = 8), PRPH2 (n=4), USH2A (n = 4),y CNGB1 (n = 3).

Las variantes consideradas responsables de la ceguera fueron SNVs o indels en
44 /45 casos diagnosticados genéticamente. En el caso restante, la plataforma identificé
una delecién en homozigosis del exén 1 de BBS4. Con el fin de evaluar en mas
profundidad el rendimiento de la plataforma para la deteccién de CNVs, se llevé a cabo
un andlisis MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) de 5 genes en los
que se han descrito deleciones/duplicaciones causantes de ceguera hereditaria con una
frecuencia relativamente elevada (USHZ2A, EYS, PRPF31, RHO y RPE65) en 31 pacientes
en los que el panel NGS no habia identificado la causa genética de la ceguera. Este
analisis no identificé deleciones/duplicaciones adicionales, lo cual sugiere que la
potencial no detecciéon de CNVs no es una causa relevante de pérdida de rendimiento

diagnostico del panel en nuestra cohorte.

El 15,6 % (7/45) de los pacientes para los que se obtuvo un diagnéstico
genético en nuestro estudio correspondi6 a casos cuyos diagnosticos clinicos previos
al estudio mediante el panel no coincidian con los fenotipos asociados a los genes
afectados en el momento en el que se notificaron los resultados al médico solicitante,
esta situacién afecté a los genes: BBS1, IFT140 (2x), KIF11, MCOLN1, PEX1 y PRPS1. La
reevaluacidn clinica de los pacientes posterior al estudio revelé que 4 de estos casos
representaban sindromes ocultos (casos con variantes patogénicas en BBS1, I[FT140 (1
de los 2 casos), KIF11 y MCOLN1). De los tres restantes uno de ellos era un caso de
expansion fenotipica (el segundo caso con alteraciones en IFT140), otro habia sido
diagnosticado de ceguera sindrémica, pero sin filiar (caso con mutacién patogénica en
PRPS1) y el restante correspondi6 a un sindrome de Heimler (causado por mutacién en
PEX1) que habia sido diagnosticado clinicamente como sindrome de Usher. Estos
resultados refuerzan la utilidad del uso de paneles independientes del fenotipo para el

diagndstico gendémico de la pérdida de vision.
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Los dos casos de nuestra serie con alteracién en el gen IFT140 eran portadores
de la misma variante patogénica, pero mostraron fenotipos muy diferentes: uno de
ellos era un hombre cuyas manifestaciones coincidian con las del sindrome de Saldino-
Mainzer y el otro era una mujer con RP no sindrémica. En una situacién similar se
encontraba una paciente afecta de RP no sindrémica portadora de dos variantes en
heterozigosis compuesta en el gen ARL6, ya que tenia una hermana (sin estudio
genético) con polidactilia, lo que sugiere fuertemente un diagndéstico de sindrome de
Bardet-Biedl. Estos son ejemplos claros de heterogeneidad fenotipica que refuerzan la
dificultad de predecir los genes afectados a partir de la evaluacién clinica y, como
resultado, la conveniencia de utilizar paneles genéticos amplios para el diagnostico de

la ceguera hereditaria.

El panel desarrollado permite analizar en un solo test todos los genes asociados
en la literatura con el fenotipo de ceguera hereditaria tanto sindrémica y no
sindrémica, como con cualquier modo de herencia. Una ventaja de este abordaje es la
posibilidad de detectar variantes de novo o con penetrancia incompleta en familias con
patrones de transmisién de la enfermedad aparentemente recesivos. Esto ocurre en
uno de nuestros pacientes con retinosis pigmentaria no sindrémica, en el cual se
identificé la variante patogénica IMPDH1 (c.933C>G, p.(Asp311Glu)) y se confirmé que
habia surgido de novo (ausente en los padres; paternidad y maternidad confirmadas).
En nuestra cohorte, también habia cuatro pacientes con variantes heterozigotas
dominantes en PRPH?2 consideradas responsables de su pérdida de visién. Dos de estos
pacientes, uno heterozigoto para la variante PRPHZ c.660_665del y el otro para la
variante PRPHZ p.Tyr141Serfs*12, no presentaban antecedentes familiares de
enfermedad oftalmolégica, lo que es consistente con la penetrancia incompleta
caracteristica de los fenotipos asociados a este gen o, alternativamente, podria deberse
a la ocurrencia de novo de las variantes (en estos casos no disponiamos de muestra de
progenitores para poder hacer esa comprobacién). En conjunto, en nuestra serie, 6 de
los 45 casos (13,3 %) con un diagndstico genético tenian variantes causales en genes
asociados con fenotipos dominantes y, sin embargo, no tenian antecedentes familiares
de distrofias hereditarias de retina (DHR). Cabe destacar que un panel recesivo no

habria detectado estas variantes dominantes.

Pagina | 146



Discusion

Hasta ahora, al igual que ocurre en otras patologias con las mismas
caracteristicas, la aplicacién clinica de la NGS al diagnéstico molecular de ceguera
hereditaria ha seguido dos caminos principales: la secuenciacién de exoma y la
secuenciacién mediante paneles de genes. En una comparacion entre la aplicacién un
panel y la utilizacién de WES para el diagnéstico de la ceguera hereditaria, Consugar y
col., basandose en las tasas de deteccion y en los tiempos de respuesta de ambas
metodologias, concluyeron que centrar los esfuerzos de secuenciacion e interpretacion
en un panel de genes consistentemente asociados a un fenotipo de ceguera superaba a
las estrategias de secuenciacién basadas en exoma80. Un estudio mas reciente, dirigido
a evaluar el rendimiento de la secuenciaciéon de exomas en el contexto clinico, concluy6
que el estandar actual de profundidad de lectura promedio en exomas, de 120x, puede
ser insuficiente para obtener la cobertura necesaria en todos los genes relevantes para
el diagnostico?24. En la practica, la cobertura de los exomas no alcanza a la de los
paneles, lo cual provoca coberturas insuficientes en regiones clave y, en consecuencia,
la no deteccidén de variantes clinicamente relevantes. En nuestra cohorte, por ejemplo,
se identificaron dos variantes en heterozigosis compuesta en el gen CEP290 en un
paciente en el que un analisis de exoma previo, realizado en otro laboratorio, solamente
habfa detectado una de las dos alteraciones. La profundidad media de lecturas del gen
CEP290 en nuestro panel en este estudio fue cercana a 1000x, muy superior a la

profundidad media habitual de los analisis basados en secuenciacion del exoma.

El gen responsable del fenotipo de discapacidad visual en un mayor niimero de
casos de nuestra cohorte fue ABCA4 (8/46 casos, 17,4 %) seguido de USHZA y PRPHZ
(4/46 casos, 8,7 %, cadauno), CNGB1 (3/46,6,5 %),y CHM, IFT140, MYO7Ay RP1 (2/46,
4,3 %, cada uno). En los 18 casos restantes (40 %) se identificaron variantes causales
en 18 genes diferentes (ARL6, BBS1, BBS4, CEP290, CERKL, DHDDS, EYS, FAM161A,
IMPDH1, KIF11, MCOLN1, OAT, OPA1, PEX1, PROM1, PRPS1, RHO y RPGR) [Figura 7). La
alta prevalencia de las variantes en ABCA4, USH2A y CHM coincide con lo publicado en
un anadlisis retrospectivo reciente realizado por Motta et al. en el que se evaluaron
genéticamente 549 pacientes brasilefios con DHRZ?%5. De los otros cuatro genes
considerados mas frecuentemente mutados (CEP290, CRB1, RPGR y CHM), en tres de
ellos (CEP290, RPGR y CHM) también identificamos alteraciones patogénicas en nuestra
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serie, pero en un nimero muy inferior de pacientes. Esta ausencia de recurrencia
detectada en nuestro estudio es probablemente debida al tamafio de la muestra
analizada (100 casos totales, con 45 positivos). Tres de los otros cuatro genes
prevalentes de nuestro estudio (CNGB1, PRPH2 y MYO07A) causan enfermedades en
multiples pacientes del estudio de Motta y col. Asimismo, 7 de los 18 genes cuyas
mutaciones son responsables de la enfermedad de un tnico caso (BBS1, CEP290, CERKL,

PROM1, PRPS1, RHO y RPGR) también son la causa genética de la DHR en su serie22s,

La terapia génica retiniana es una alternativa muy prometedora en el
tratamiento de diferentes formas de ceguera hereditaria, principalmente debido a que
la barrera hemato-ocular hace que la retina sea un tejido inmunoldgicamente
privilegiado, en el que con pequefias cantidades del vector viral se consigue una
respuesta terapéutica potente. Asimismo, la naturaleza hermética del ojo reduce el
riesgo de diseminacion generalizada del vector administrado localmente y, por tanto,
los efectos sistémicos no deseados?26-228, De los 100 pacientes evaluados en nuestra
serie, el 15 % (15/100) podrian beneficiarse potencialmente de ensayos clinicos
destinados a corregir sus defectos genéticos, entre los cuales se encuentran los
afectados por mutaciones en ABCA4 (8 casos), USHZA (2 casos), CHM (2 casos), MYO7A
(2 casos) y RPGR (1 caso). Nuestros resultados sugieren que la identificacién de un
ensayo clinico potencial basado en terapia génica con fines curativos es una posibilidad
relativamente probable para los pacientes con DHR. Ademas, estos datos, combinados
con los 4 casos en los que se reveld un sindrome oculto, indican que la proporcién de
pacientes diagnosticados genéticamente en los que el andlisis genémico exhaustivo

identific6 informacién clinicamente relevante fue de al menos el 42,2 % (19/45).

Disponer de un diagnéstico genético es determinante en la eleccidon de ensayos
clinicos y tratamientos basados en la terapia génica. Esta alternativa es 6ptima para
DHRs recesivas. Sin embargo, para las DHRs dominantes, la terapia de suplementacion
génica no siempre es pertinente, porque la haploinsuficiencia no es la tinica causa de la
enfermedad. Los mecanismos que causan la enfermedad en ese caso a menudo son de
ganancia de funcion o de dominancia negativa, por lo que requieren enfoques

terapéuticos alternativos, como la tecnologia CRISPR/Cas9, que ya esta siendo
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evaluada en ensayos clinicos?29. Esta técnica de edicién del genoma proporciona la
posibilidad de corregir y/o revertir el efecto de variantes patogénicas especificas y ha
aumentado la esperanza de obtener tratamientos curativos en una proporcién cada vez
mayor de pacientes con ceguera hereditaria. Es el caso del fairmaco EDIT-101, cuya
capacidad para revertir el efecto de la variante patogénica intrénica CEP290 c.2991 +

1655A>G, causante de amaurosis congénita de Leber tipo 10, esta siendo evaluada23°.

Aligual que lo descrito enlos articulos 1 y Il para el cAncer y la sordera, nuestros
resultados demuestran que la caracterizacién gendémica es imprescindible para un
correcto manejo clinico de la ceguera hereditaria. Ademas de los beneficios derivados
de un correcto diagnéstico, las opciones terapéuticas ya disponibles y los multiples
ensayos clinicos que estan siendo desarrollados con finalidad curativa representan
opciones reales para cambiar la vida de las personas con ceguera hereditaria, una de
las patologias mas incapacitantes que, hasta la fecha, la medicina no habia sido capaz

de corregir.
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Conclusiones

Se ha desarrollado un panel NGS (ONCOgenics™) que permite analizar, en
un mismo test, tanto genes cuyas alteraciones se han asociado a terapias
aprobadas para el tratamiento del cancer como aquellos implicados en

cancer hereditario.

La aplicacion del panel ONCOgenics™ contribuye a mejorar el manejo
clinico del paciente con cancer y de sus familiares, pues puede
proporcionar informacién util para su tratamiento, para su seguimiento,
para la prevencion de segundos tumores primarios y para el

asesoramiento genético a sus familiares.

Se ha desarrollado un panel NGS (OTOgenics™) que permite analizar, en
un unico test, los genes asociados a sordera neurosensorial y mixta,

sindrémica y no sindrémica.

La aplicaciéon del panel OTOgenics™ a 50 pacientes espafioles con
sospecha de hipoacusia hereditaria y sin mutaciones en GJB2, G/B6, OTOF
y MT-RNR1 ha identificado la causa genética de la sordera en el 42 % de

los casos.

Se estima que el rendimiento diagndstico del panel OTOgenics™ en
pacientes de nuestra poblacién con sospecha de hipoacusia hereditaria no

cribados previamente seria del 50-60 %.

La aplicaciéon del panel 0TOgenics™ ha detectado sindromes ocultos en el
29 % de los casos diagnosticados genéticamente y mutaciones de novo en

el 37,5 % de los casos con modo de herencia autosémico dominante.

Se ha desarrollado un panel NGS (OFTALMOgenics™) que permite
analizar, en un solo test, los genes asociados a ceguera hereditaria, tanto
sindrémica como no sindrémica, causada por alteraciones en el vitreo, la

coroides, la retina y el nervio dptico.
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El andlisis de 100 pacientes espafioles con ceguera mediante el panel
OFTALMOgenics™ ha identificado la causa genética de la enfermedad en

el 45 % de los casos.

Entre los casos  diagnosticados  genéticamente  mediante
OFTALMOgenics™, en el 33,3 % la ceguera esta causada por mutaciones
en genes que son objeto de ensayos clinicos de terapia génica con
potencial curativo, mientras que el 89 % de los casos presentan

sindromes ocultos.

Los paneles ONCOgenics™, OTOgenics™ y OFTALMOgenics™ tienen
sensibilidades y especificidades analiticas compatibles con su aplicacion

clinica.

Los resultados obtenidos con los paneles 0TOgenics™ y OFTAMOgenics™
y, especificamente, su capacidad para detectar tanto mutaciones de novo
en familias con herencia pseudorecesiva, como sindromes ocultos,
demuestran la utilidad de analizar, en un mismo test, todos los genes
asociados con estas patologias, independientemente del caracter
sindrémico o no sindrémico y de los modos de herencia de los fenotipos a

los que se asocian.
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Anexo A: Genes analizados en ONCOgenics ™ Tumorfocus

GENES (16 genes)
ALK BRAF BRCA1 BRCA2 CDK4 EGFR ERBB2 KIT
KRAS MET NRAS PDGFRA PIK3CA TP53* TSC1 TSC2
REORDENAMIENTOS (4 genes)

ALK PDGFB RET ROS1

*El gen TP53 no se ha asociado a terapias dirigidas aprobadas para el tratamiento del cancer, pero su analisis puede ofrecer informacion gendmica

complementaria.
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Anexo B: Genes analizados en ONCOgenics™ GermlineFocus

ONCOgenics™ Germline Focus Core (45 genes)

APC ATM BAP1 BARD1 BMPR1A BRCA1 BRCA2 BRIP1 CDH1
CDK4 CDKN2A CHEK2 EPCAM FH FLCN GREM1 MAX MET
(deleciones) (duplicaciones)
MLH1 MSH?2 MSH6 MUTYH NBN NF1 PALB2 PMS2 POLD1
POLE PRSS1 PTEN RAD51C RAD51D RET SDHA SDHAF2 SDHB
SDHC SDHD SMAD4 STK11 TMEM127 TP53 TSC1 TSC2 VHL
ONCOgenics™ Germline Focus Mama-Ovario-Prdstata (21 genes)
ATM BARD1 BRCA1 BRCA2 BRIP1 CDH1 CDKN2A CHEK2 EPCAM
(deleciones)
MLH1 MSH?2 MSH6 NBN NF1 PALB2 PMS2 PTEN RAD51C
RAD51D STK11 TP53
ONCOgenics™ Germline Focus Pancreas-Melanoma-HNSCC* (18 genes)
APC ATM BAP1 BMPR1A BRCA1 BRCA2 CDK4 CDKN2A EPCAM
(deleciones)
MLH1 MSH2 MSH6 PALB2 PMS2 PRSS1 SMAD4 STK11 TP53
ONCOgenics™ Germline Focus Colon-Gastrico (17 genes)
APC BMPR1A CDH1 CHEK2 EPCAM GREM1 MLH1 MSH2 MSH6
(deleciones) (duplicaciones)
MUTYH PMS2 POLD1 POLE PTEN SMAD4 STK11 TP53
ONCOgenics™ Germline Focus Lynch (5 genes)
EPCAM MLH1 MSH?2 MSH6 PMS2
(deleciones)
ONCOgenics™ Germline Focus Paraganglioma-Feocromocitoma-Renal (15 genes)
FH FLCN MAX MET NF1 RET SDHA SDHAF2 SDHB
SDHC SDHD TMEM127 TSC1 TSC2 VHL

*HNSCC: Head and neck squamous cell carcinoma (Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello)
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Anexo C: Genes incluidos en la v5 del panel de hipoacusia hereditaria OTOgenics™

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDROMICOS (86 genes)

ABHD12 ACTB ALMS1 AMMECR1 ANKH AP1B1 AP1S1 ATP1A3 ATP6V0OA4 ATP6ViB1 BCAP31 BCSIL

CEP78 CHD7 CISD2 CLCNKA CLCNKB  CLPP CLRN1 COL2A1 COL4A3 COL4A4 COL4A5 COL9A1
DCAF17 DDX11  DNMT1  ECHS1 EDN3 EDNRB  EYAl FDXR FGF3 FGFR3 FTO GATA3
HNRNPK HOXA1  HOXB1 HSD17B4  KCNE1 KCNJ10  KCNQ1 KDM6A  KMT2D LARS2 LHX3 LRP2
MT-TK NDP PAX3 PEX1 PEX2 PEX26 PEX3 PEX5 PEX6 PISD POGZ PTPN11
SALL1 SERAC1  SLC19A2 SLC33A1 SLC52A2 SLC52A3 SLITRK6 SNAIZ S0X10 SPATAS TIMMSBA TRPV4

USHZ2A XYLT2

CACNA1D

COL11A1 COLEC11

HARS2
MITF
RMND1
USHI1G

CANDIDATOS - SINDROMICOS (48 genes)

AP3D1 ATP6ViIB2 BMP4  CASK CDK10 CDK8 COL94A2 COQ6 DPF2 ELOVL1 ERAL1 EX0SC2
FGFR1  FGFRZ GPC4 GSTP1 GTFZIRD1  LOXL3 MAF MAFB MARS2 MRPS2  MT-CO3  NDUFA13
PANX1 PIK3R4 PLOD3 PMP22 POLD1 PSIP1 PTPRD  SCHIP1 SEMA3E  SIX5 SLC4A11  SLC9A1

TK2 TMEM67 TP63 TUBB4B  TWIST1 UNC45A

FAM149B1  FBLN1

NTRK3

SMARCB1 TBL1XR1

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - NO SINDROMICOS (61 genes)

CABP2 CCDC50 CDH23 CEACAM16 C(CLDN14 COCH DIABLO DIAPH1 EPS8L2 ESPN ESRRB GIPC3 GJB6
GRHL2 GRXCR1 GSDME HGF ILDR1 KCNQ4 LHFPL5 LMX1A LOXHD1 LRTOMT MARVELD2 MIR96 MPZL2 MSRB3
MT-RNR1 MYH14 MYO15A MYO3A OPA1 OSBPL2 OTOA OTOF 0TOG OTOGL P2RX2 PCDH15 PDZD7 PJVK
PLS1 POU3F4 POU4F3  PTPRQ RDX SERPINB6 SLC17A8 SMPX STRC SYNE4 TECTA TjP2 TMEM132E
TMIE TMPRSS3 TPRN TRIOBP TSPEAR
CANDIDATOS - NO SINDROMICOS (35 genes)
ADCY1 ATP2B2 BDP1 CCS CD151 CD164 CDC14A CLIC5 COL4A6 COL9A3 CRYM DCDC2 DIAPH3  DSPP
ELMOD3 EPS8 GRXCR2 HMX2 HMX3 HOMERZ2 MCM2 MT-TA MT-TE PNPT1 PPIP5K2 REST RIPOR2 ROR1
S1PR2 SLC22A4 SLC26A5 SLC44A4 TMPRSS5 TNC WBP2
CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDROMICOS/NO SINDROMICOS (26 genes)
ACTG1 ADGRV1 AIFM1 BSND CIB2 COL11A2 EYA4 GJB2 GPSM2 KARS MT-CO1 MT-TH  MT-TL1 MT-TS1
MYH9 MYO06 MYO7A NARS2 NLRP3 PRPS1 SIX1 SLC26A4 TBC1D24 USH1C WEFS1 WHRN
MYH9 MYO6 MYO7A NARS2 NLRP3 PRPS1 SIX1 SLC26A4 TBC1D24 USH1C WEFS1 WHRN
CANDIDATOS - SINDROMICOS/NO SINDROMICOS (6 genes)
FOXI1 KITLG MT-TS2 PTPN1 RAI1 YWHAH
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PALABRAS CLAVE Resumen

Hipoacusia Introduccién: La hipoacusia neurosensorial (HNS) es el déficit sensorial més prevalente en
neurosensorial; nuestro medio. La secuenciacién gendmica de nueva generacién (NGS) permite obtener un
Secuenciacion de diagnostico etioldgico en un alto porcentaje de pacientes. Nuestro estudio piloto muestra los
ADN; resultados de la aplicacién sistematica de la NGS en una Unidad de Hipoacusia Infantil, asi como
Niflos sus implicaciones en el manejo clinico de los pacientes y sus familiares.

Material y método: Se incluy6 a 27 pacientes diagnosticados de HNS entre 2014 y 2017 en los
que se descartd una causa ambiental. EL test genético consisti6 en un panel de genes analizados
mediante NGS (panel OTOgenics™). Este panel ha sido disenado para incluir genes asociados
con hipoacusia neurosensorial 0 mixta, de inicio precoz o tardio, sindrémica y no sindrémica,
independientemente de su patron de herencia.

Resultados: Se obtuvo un diagnéstico genético en el 56% (15/27) de los pacientes (62% en el
caso de las HNS bilaterales); 5/27 (19%) presentaron variantes patogénicas en el gen GJB2 y
el resto variantes patogénicas o probablemente patogénicas en otros genes asociados con HNS
aislada (PR2X2, TECTA y STRC), con HNS sindrémicas (CHD7, GATA3, COL4A5, MITF y SOX10) o
con HNS sindrémicas y no sindromicas (BSND, ACTG1y CDH23).

Discusién: EL diagnéstico etiolégico de la HNS supone un desafio en la prictica clinica. Nuestra
serie demuestra que es posible implementar el diagnéstico genético en la rutina asistencial y
que esta informacién tiene implicaciones pronésticas y terapéuticas.
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Clinical utility of next-generation sequencing in the aetiological diagnosis
of sensorineural hearing loss in a Childhood Hearing Loss Unit

KEYWORDS
Sensorineural hearing
loss;

DNA sequencing;
Children

Abstract

Introduction: Sensorineural hearing loss (SNL) is the most prevalent sensory deficit in our envi-
ronment. Next generation genomic sequencing (NGS) enables an aetiological diagnosis in a high
percentage of patients. Our pilot study shows the results of the systematic application of NGS
in a Childhood Hearing Loss Unit, as well as its implications for the clinical management of
patients and their families.

Material and method: We included 27 patients diagnosed with SNL between 2014 and 2017, in
which an environmental cause was ruled out. The genetic test consisted of a panel of genes
analyzed by NGS (OTOgenicsTM panel). This panel has been designed to include genes associated
with sensorineural or mixed hearing loss, early onset or late, syndromic and non-syndromic,
regardless of their inheritance pattern.

Results: A genetic diagnosis was obtained in 56% (15/27) of the patients (62% in the case of
bilateral SNL). Of the patients, 5/27 (19%) presented pathogenic variants in the GJB2 gene
and the rest pathogenic and / or probably pathogenic variants in other genes associated with
isolated SNL (PR2X2, TECTA and STRC), with syndromic SNL (CHD7, GATA3, COL4A5, MITF and
SOX10) or with syndromic and non-syndromic SNL (BSND, ACTG1 and CDH23).

Discussion: The aetiological diagnosis of SNL is a challenge in clinical practice. Our series
demonstrates that it is possible to implement genetic diagnosis in the care routine and that this
information has prognostic and therapeutic implications.

© 2019 Sociedad Espafiola de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello. Published by
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Introduccion

La hipoacusia afecta aproximadamente a un 30% de la
poblacién en algiin momento de sus vidas'. La hipoacusia
neurosensorial (HNS) de inicio precoz es una de las enfer-
medades hereditarias mas frecuentes en nuestro medio’.
Aproximadamente, 2/3 de las HNS infantiles tienen una
etiologia genética, habitualmente no sindréomica y sin ante-
cedentes familiares. En la era de la medicina de precision,
intentar obtener un diagndstico etioldgico de la HNS de ini-
cio precoz es imperativo, siendo los estudios genéticos la
prueba con mayor rendimiento diagndstico’. La prevalen-
cia de la enfermedad y la implantacién de los programas de
deteccion precoz de la hipoacusia, unidos al desarrollo expo-
nencial experimentado en los Ultimos afios por las técnicas
de secuenciacion del ADN, convierten a la otorrinolaringo-
logia en una especialidad con potencial para liderar esta
nueva forma de ejercer la medicina: preventiva, predictiva,
personalizada y participativa.

Hacer un diagndstico precoz de la pérdida auditiva tiene
un gran impacto en el curso clinico del paciente y en
su desarrollo vital, permitiendo una intervencién o moni-
torizacidén tempranas®. Obtener un diagndstico etioldgico
tiene multiples ventajas: 1) puede proporcionar informa-
cién sobre el prondstico de la hipoacusia, individualizando
asi el seguimiento; 2) permite identificar sindromes ocultos,
anticipandose a sus manifestaciones, bien previniéndolas
o bien paliando sus consecuencias, mejorando la calidad
de vida de los pacientes; 3) permite evitar la realiza-
cién de pruebas diagndsticas innecesarias, conteniendo el
gasto médico y minimizando los riesgos para el paciente;

4) proporciona informacion sobre las diferentes opciones
reproductivas, todas ellas con el objetivo comun de evitar
transmitir la enfermedad a futuros descendientes®’, y 5) en
determinados casos, fundamentalmente sindromicos, faci-
lita la seleccion del tratamiento mas adecuado. Asimismo,
en un futuro cercano, un diagndstico genético sera impres-
cindible para lograr la inclusion de pacientes en ensayos
clinicos de terapia génica, farmacoldgica o celular, dirigidos
a corregir su anomalia molecular especifica®.

El diagndstico genético de la HNS ha supuesto un gran
reto, dada la extrema heterogeneidad genética de la
patologia®''. Las nuevas tecnologias de secuenciacion del
ADN (next generation sequencing [NGS]), que permiten ana-
lizar simultaneamente, en plazos y costes compatibles con
la practica asistencial, cientos de genes, se han convertido
en el nuevo estandar para obtener un diagnéstico etioldgico
de la hipoacusia hereditaria' 3.

Tanto la guia del afio 2014 para la «Evaluacion clinica
y el diagndstico etioldgico de la hipoacusia» del Cole-
gio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG)?,
como las recomendaciones espafiolas del afio 2015 para el
«Diagnéstico etioldgico de la sordera infantil», de la Comi-
sion para la Deteccion Precoz de la Hipoacusia (CODEPEH)™,
recomiendan incorporar el diagnéstico genético precoz-
mente en los protocolos para el diagnéstico de la sordera.
Este consistira o bien en un estudio secuencial en el que se
analicen en primer lugar los genes GJB2 y GJB6, y, en los
casos negativos, en un segundo tiempo, un panel de genes
mediante NGS, o bien directamente en el analisis de un
panel de genes en los casos en los que se considere indi-
cado.

Como citar este articulo: Costales M, et al. Utilidad clinica de la secuenciacién de nueva generacion en el diagnos-
tico etioldgico de la hipoacusia neurosensorial en una Unidad de Hipoacusia Infantil. Acta Otorrinolaringol Esp. 2019.
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El propdsito de este articulo es mostrar los primeros
resultados de la implantacion en la practica clinica de la
NGS en una Unidad de Hipoacusia Infantil, haciendo espe-
cial hincapié en su potencial utilidad para el manejo de los
pacientes.

Material y método
Pacientes

Se incluy6 a 27 pacientes diagnosticados de HNS o hipoacusia
mixta en la Unidad de Hipoacusia Infantil del Hospital Uni-
versitario Central de Asturias entre los afios 2014y 2017. En
el 56% (15/27) de los pacientes la HNS se diagnostico tras no
haber pasado el cribado neonatal. ELl 44% restante (12/27) se
remitié posteriormente a la Unidad, por detectarse la hipoa-
cusia a una edad mas avanzada o por haber nacido en otra
comunidad auténoma. En ninglin paciente, se identificé una
causa ambiental que pudiera justificar su pérdida auditiva.
Todos ellos fueron evaluados por un especialista en genética
clinica, ante la sospecha de una etiologia hereditaria.

Para etiquetar la pérdida auditiva se siguid la clasifica-
cién de la ACMG?.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion del Principado de Asturias (proyecto de inves-
tigacion #75/14).

Panel genético

Tras obtener 4ml de sangre periférica en tubos EDTA y
extraer el ADN gendmico, se procedid a secuenciar un
panel de genes mediante NGS (panel OTOgenics™, IMOMA,
Espana). Este panel ha sido disefiado para incluir genes
asociados con HNS o hipoacusia mixta, de inicio precoz o

Tabla 1 Genes incluidos en el panel version 2

tardio, sindromica o no sindromica, independientemente de
su patrén de herencia. La metodologia utilizada en el panel
ha sido publicada previamente por Cabanillas et al.'. La pri-
mera version empleada del panel incluia 165 genes: 76 genes
implicados en HNS sindromicas, 62 genes en HNS no sindro-
micas y 27 genes relacionados con ambos tipos. La segunda
version incluia 184 genes: 84 asociados con HNS sindromica,
73 relacionados con HNS no sindrémica y 27 genes descritos
en ambos tipos (tabla 1).

La interpretacion clinica y clasificacion final de las
variantes genéticas se obtuvo tras el analisis tanto de
las bases de datos (HGMD professional [Qiagen], ClinVar
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/], OMIM [https://
www.omim.org/], PubMed [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/], proyecto 1000 Genomes [https://www.genome.
gov/27528684/1000-genomes-project], ESP [https://esp.
gs.washington.edu/drupal/] y  ExAC [http://exac.
broadinstitute.org/about]) como de la bibliografia dis-
ponible en cada caso. Las variantes se clasificaron segln los
criterios de la ACMG? como patogénica (P) (clase 5), pro-
bablemente patogénica (PP) (clase 4), significado incierto

(clase 3), probablemente benigna (clase 2) y benigna
(clase 1).
Resultados

Caracteristicas clinicas y audiolégicas de los
pacientes

El 74% (20/27) de las HNS se clasificaron como congénitas.
La media de edad al diagndstico fue de 2,6 afios, con un
rango de entre los 0 y los 10 afios de edad.

Los detalles clinicos relevantes se detallan en la tabla
2; 19/27 (70%) pacientes no presentaban antecedentes

Genes consistentemente asociados en la literatura cientifico-médica con hipoacusia neurosensorial o mixta

ABHD12  BSND CLRN1 DIAPH1 GJB3 KCNJ10 MSRB3  NARS2  PEX1 SERAC1  STRC USH1G
ACTB CABP2 COCH DNMT1 GJB6 KCNQ1 MT-CO1  NDP PEX2 SERPINB6 SYNE4 USH2A
ACTG1 CACNA1D COL2A1 EDN3 GPSM2  KCNQ4 MT-RNR1 NLRP3  PEX3 SiX1 TBC1D24  WFS1
ADGRV1  CCDC50 COL4A3 EDNRB  GRHL2  LARS2 MT-TH OPA1 PEX5 SLC17A8 TECTA

AlFM1 CDH23 COL4A4 ESPN GRXCR1 LHFPL5 MT-TK OSBPL2 PEX26 SLC19A2  TIMMBA

ALMST CEACAM16 COL4A5 ESRRB  HARS2  LHX3 MT-TL1  OTOA  POU3F4 SLC26A4 TJP2

ANKH CHD7 COL9A1  EYA1 HGF LOXHD1 MT-TSt  OTOF  POU4F3 SLC33A1 TMC1

AP1S1 CiB2 COL11A1 EYA4 HOXA1  LRP2 MYH9 OTOG  PRPSt SLC52A2 TMIE

ATP1A3  CISD2 COL11A2 FGF3 HOXB1 ~ LRTOMT  MYH14  OTOGL PTPN11 SLC52A3 TMPRSS3
ATP6V1B1 CLCNKA DDX11 FGFR3  HSD17B4 MARVELD2 MYO3A P2RX2 PTPRQ  SLITRK6 TPRN

BCAP31  CLCNKB DFNA5  GATA3  ILDR1 MASP1 MY06 PAX3 RAF1 SMPX TRIOBP

BCS1L CLDN14 DFNB59  GIPC3  KARS MIR96 MYO7A  PCDH15 RDX SNAIZ TSPEAR

BRAF CLPpP DIABLO  GJB2 KCNE1T  MITF MYO15A PDZD7 RMND1 SOX10  USH1IC

Genes candidatos con evidencia preliminar a favor de su asociacion con hipoacusia neurosensorial o mixta

ADCY1
ATP2B2
ATP6Y1B2
BDP1

COL4AG6
COL9A2
COL9A3
coQs

CRYM
DCDC2
DIAPH3
DSPP

ELMOD3

EPS8

FAM65B

FBLNT

FGFR1  HMX2 MT-TA
FGFR2  HMX3 MT-TE
FoXI1 HOMER2  MT-TS2
GRXCR2 MT-CO3 PNPT1

SEMA3E SLC4A11 SLC26A5

SIX5

SLCIAT

TK2

TMEM132E TNC
TMPRSS5  TP63

Resaltados los genes que mostraron variantes patogénicas/probablemente patogénicas en nuestros pacientes.
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familiares de hipoacusia. Entre los 8/27 (30%) que si los pre-
sentaban, en 1 fue de primer grado, en 2 de segundo grado,
en 4 de tercer grado y uno tenia varios familiares afectos
mal definidos en la historia clinica.

Veintidds de veintisiete (81%) casos no presentaban
antecedentes familiares de otro tipo; 5/27 (19%) tenian
antecedentes familiares de otra enfermedad relevante.

Segln la clasificacidn de la ACMG?:

- 19/27 (70%) HNS bilaterales simétricas, 3/27 (11%) bila-

terales asimétricas y 5/27 (19%) unilaterales.

19/27 (70%) HNS prelocutivas, 1/27 (4%) hipoacusia mixta

prelocutiva; 7/27 (26%) HNS poslocutivas.

- Dentro de las simétricas: 16/27 (59%) severas o profun-
das; 3/27 (11%) leve-moderada/moderada. Asimétricas:
2/27 (7%) moderadas en un oido y severas en el oido con-
tralateral y 1/27 (4%) leve en un oido y profunda en el
contralateral.

- Hasta el momento, salvo las detectadas poslocutiva-
mente, y que, por tanto, han variado, el resto se
mantienen estables.

En la evolucion: 9/27 (33%) pacientes implantados; 12/27
(44%) con protesis auditivas adaptadas; 5/27 (19%) en segui-
miento; 1/27 (4%) no consta porque le controlan en otra
comunidad autonoma. La decision de implantar uni o bila-
teralmente se tomd de manera individualizada en cada caso,
en funcion de las indicaciones del momento y de las carac-
teristicas del paciente. Las caracteristicas clinicas de los
pacientes se encuentran en la tabla 2.

Variantes genéticas patogénicas y probablemente
patogénicas identificadas

Se obtuvo un diagnéstico genético en el 56% (15/27) de los
pacientes. En concreto, en el 62% de las HNS bilaterales
(13/21) y en el 40% de las unilaterales (2/5). EL 19% (5/27)
presenté variantes P en el locus DFNBT (genes GJB2 y GJB6)
y el resto variantes P o PP en otros genes: PR2X2 y STRC aso-
ciados con HNS no sindrémica; CHD7, GATA3, COL4A5, MITF
y SOX10 asociados con hipoacusias sindromicas, y BSND,
ACTG1y CDH23 asociados con ambas.

EL 67% (10/15) de las variantes encontradas presentaron
un patrén de herencia autosdémico recesivo (AR) y el 33%
(5/15) un patrén autosdémico dominante (AD). Se hallaron
variantes consideradas causantes del fenotipo de hipoa-
cusia en 14/19 pacientes con hipoacusia bilateral y en
1/5 con hipoacusia unilateral (mutaciéon en MITF causante
del sindrome de Waardenburg). Ademas, se identificaron 3
variantes P/PP de novo: ACTG1 (no descrita previamente en
la literatura), GATA3 y COL4A5.

Correlaciones genotipo-fenotipo

Clasificamos nuestros resultados en funcion de la alteracion
genética identificada y su fenotipo en 3 grupos (tabla 3):

1) HNS sindromicas sospechadas pretest: 7% (2/27) de los
casos diagnosticados genéticamente (probandos 6 y 9).

2) HNS sindromicas no sospechadas pretest («sindromes
ocultos»): 11% (3/27) de los casos diagnosticados

genéticamente encajan en esta clasificacion (probandos
2,4y 11), pues las alteraciones genéticas identificadas
solo se asocian con HNS sindrémicas. Adicionalmente,
otro 11% (probandos 3, 5y 10) presentan alteraciones
genéticas que se pueden asociar tanto a HNS sindro-
micas, como no sindromicas. La evolucion clinica de
los pacientes, siendo conscientes de las potenciales
complicaciones que podrian desarrollar, nos permitira
clasificarlos en uno u otro grupo en el futuro. En todos
ellos, la hipoacusia fue la Unica manifestacion clinica
identificada pretest.

HNS aisladas no sindrémicas: 26% (7/27) de los casos diag-
nosticados (probandos 1, 7, 8, 12, 13, 14y 15).

(%)

Discusion

Alrededor de los 4 afios de edad, la plasticidad neuronal
esta practicamente finalizada. De ahi la importancia de una
estimulacion lo mas precoz posible para conseguir un ade-
cuado desarrollo tanto cognitivo, como de la comunicacion
oral'. Obtener un diagnéstico etioldgico resulta sumamente
importante, pues tiene multiples ventajas para el paciente
y sus familiares’. Los resultados de nuestro estudio piloto
no solo demuestran que actualmente la NGS permite inte-
grar el diagndstico genético en la practica clinica, si no que
proporcionan ejemplos de los beneficios derivados de este
diagndstico. Asimismo, nuestra serie, a pesar de su tamafio
limitado, refleja con fidelidad las caracteristicas genéticas
de las hipoacusias hereditarias (heterogeneidad genética,
expresividad variable, penetrancia incompleta), caracte-
risticas que, clasicamente, han supuesto un reto para las
tecnologias de secuenciacion convencionales (secuenciacion
Sanger). Mas alin, nuestros resultados nos proporcionan una
primera aproximacion a la «epidemiologia molecular» de
nuestra poblacion con HNS de inicio precoz, informacion que
resulta de vital importancia para su prevencion, diagnostico
y tratamiento.

El rendimiento diagnéstico del panel OTOgenics™ en
nuestra cohorte ha sido del 56% (15/27). Los 12 casos
potencialmente genéticos en los que no se ha iden-
tificado ninguna variante responsable de la hipoacusia
siguen a dia de hoy sin diagnéstico etioldgico. Esto podria
deberse a una causa ambiental no identificada o a las
limitaciones propias de la tecnologia empleada (grandes
deleciones/duplicaciones, reordenamientos, variantes en
regiones gendmicas no implicadas hasta la fecha en HNS,
etc.). El rendimiento diagnodstico se incrementa cuando
evaluamos exclusivamente los casos con HNS bilateral,
alcanzado el 59% (13/22).

En nuestra serie, el tipo de herencia difiere de lo descrito
en la literatura, identificando un 67% de casos con herencia
ARy un 33% herencia AD. Puesto que mas de la mitad (3/5) de
los casos AD fueron causados por variantes de novo (GATA3,
ACTG1 y COL4AS5), el hecho de haber utilizado un panel
agnostico capaz de identificar variantes de novo inespera-
das justifica estos resultados'®. Esta informacion resulta de
vital importancia, pues en ausencia de antecedentes fami-
liares de hipoacusia a priori se podria haber sospechado un
patron de herencia AR v, sin embargo, se debe tener en
cuenta que en nuestro medio las mutaciones de novo son
una causa relativamente frecuente de HNS.

https://doi.org/10.1016/j.otorri.2019.05.005
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Una de las cuestiones fundamentales a la hora de plani-
ficar una estrategia para afrontar el diagndstico etioldgico
de la HNS es conocer el porcentaje de casos que pueden ser
explicados por mutaciones en los genes que conforman el
locus DFNBT (GJB2 y GJB6). Dependiendo de esta frecuen-
cia, se justificard o no la realizacion de un cribado previo
al empleo de tecnologia NGS, mediante el analisis de estos
genes con métodos convencionales (secuenciacion Sanger de
GJB2 y PCR especificas de grandes deleciones frecuentes de
GJB6). Variantes P en este locus pueden ser responsables
de hasta el 50% de los casos de HNS de inicio precoz. Sin
embargo, su prevalencia es muy variable segun la poblacion,
oscilando entre el 0 y el 60%. La variante P GJB2 c.35delG
es la causa mas frecuente de HNS autosdmica recesiva en
la poblacién caucasica'''®. En nuestra poblacién tenemos
una frecuencia del 18,5% de casos explicados por mutacio-
nes en el locus DFNB1, lo que, a priori, justificaria realizar
un pretest previo al analisis mediante un panel de genes'.

Una de las caracteristicas de las HNS hereditarias que
afade dificultad a su diagnostico y tratamiento es la expre-
sividad variable de las mismas”*®'. En nuestra serie
encontramos varios ejemplos que reflejan esta caracteris-
tica, empezando por el gen GJB2. Se han descrito distintos
grados de hipoacusia alin con un misma alteracion genética y
determinadas alteraciones de este gen también pueden ser
causantes de DFNA3A (HNS con herencia AD) y de sindromes
de mayor o menor gravedad®?.

Ademas de su utilidad para el asesoramiento genético
y la planificacion familiar, en ocasiones los beneficios del
estudio genético van mas alla, proporcionandonos informa-
cion inesperada (hallazgos secundarios). Asi, el probando 8
present6 una variante P en heterocigosis en el gen KCNET
heredada por via paterna, que se ha asociado a sindrome de
QT largo. Los portadores silenciosos de mutaciones P pre-
sentan un riesgo de eventos cardiacos. Debe considerarse
el tratamiento con betabloqueantes, evitar farmacos que
prolonguen el intervalo QT y corregir posibles anomalias
electroliticas®.

Otro ejemplo de medicina predictiva son los sindromes
ocultos. Se identificaron 3 sindromes ocultos (probandos 2,
4y 11, genes SOX10, GATA3 y MITF) y otras 3 alteraciones
genéticas que se podrian asociar tanto a HNS sindrémi-
cas, como a no sindrémicas (probandos 3, 5y 10, genes
CDH23, ACTG1 y BSND), condicionando todos estos diagnos-
ticos genéticos el manejo clinico de estos pacientes.

Una cuestion que debemos tener en cuenta a la hora de
evaluar los resultados de un estudio genético basado en NGS
es la relativa a las limitaciones inherentes a esta tecnolo-
gia y si en el test realizado se han tomado las precauciones
necesarias para minimizarlas. Este es el caso del gen STRC,
identificado como responsable de la HNS del probando 15. La
similitud entre STRC y STRCP1 (su seudogén) es excepcional,
ambos son homélogos en el 98,9% (en exones e intrones) e
idénticos en> 99% (Unicamente secuencia codificante), por
este motivo, el analisis de este gen representa un gran desa-
fio para las metodologias estandar de NGS. Las dificultades
metodoldgicas necesarias para evitar la interferencia que
pueden generar los seudogenes podrian justificar la hiptesis
actual de que STRC es uno de los genes mas contribuyentes
a la HNS autosémica recesiva?.

Finalmente, nuestros resultados ponen de manifiesto
que los estudios genéticos pueden aportar informacion

clinicamente relevante también en el caso de HNS unilate-
rales, si bien en nuestro estudio piloto su rendimiento es
inferior al obtenido en las HNS bilaterales (40% versus 62%).
La HNS unilateral ha cobrado mayor importancia desde la
aprobacion del screening neonatal de sordera, ya que antes
era un problema infradiagnosticado. Se cree que tiene una
prevalencia de 1,7/1.000. Hoy en dia se sabe que la pérdida
de binauralidad puede tener implicaciones negativas en el
desarrollo del lenguaje y de la expresion, en el compor-
tamiento y en los méritos académicos. Frecuentemente,
las HNS unilaterales se han asociado a malformaciones del
oido interno, por lo que se recomienda siempre realizar una
prueba de imagen, asi como un estudio genético?! %3,

El estudio genético que realizamos en este trabajo piloto
supuso un coste aproximado inferior a los 2.000 € por
paciente, incluida la parte técnica mas la interpretacion y
el informe de los resultados. Aproximadamente se dedican
unas 10 h a la elaboracién del informe que incluye: la inter-
pretacion de los datos y la comparacion de los mismos con los
datos previos publicados en las bases de datos. La secuen-
ciacion gendémica es una técnica rentable en términos de
coste-beneficio en la poblacién pediatrica, ya que ha incre-
mentado la tasa de diagndstico a un 16-79% y ha disminuido
el coste un 11-64% respecto a la via diagnéstica estandar’*.

Nuestro estudio piloto no solo demuestra que es posi-
ble y atil la implementacion del diagndstico genético en
la préactica clinica, sino también que realizar una primera
aproximacion agnostica y sistematica a las bases genéticas
de nuestra poblacion de pacientes con HNS reporta ventajas
clinicamente relevantes. Estos resultados deberan ser vali-
dados y ampliados en cohortes mas numerosas en las que
el objetivo al que debemos aspirar es alcanzar un diagnos-
tico etiologico en el 100% de los pacientes con HNS de inicio
precoz.

Conclusiones

- Lasecuenciacion de un panel de genes mediante tecnolo-
gia NGS ha permitido establecer un diagnéstico genético
en el 56% de los casos evaluados (59% en el caso de
HNS bilaterales), confirmando los test genéticos como la
prueba con un mayor rendimiento diagnostico en la HNS
de inicio precoz.

- En nuestra poblacion, el porcentaje de variantes P en los
genes GJB2 y GJB6 se acerca al que justificaria realizar un
cribado previo a la secuenciacion NGS mediante el analisis
de estos genes con tecnologia convencional.

- La HNS de causa genética identificada en nuestra muestra
cumple con las caracteristicas propias de las sorde-
ras hereditarias (heterogeneidad genética, expresividad
variable y penetrancia incompleta).
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ANEXos

Anexo E: Genes incluidos en la v5 del panel de ceguera hereditaria OFTALMOgenics™

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDROMICOS (129 genes)

ABCC6 ABCD1 ABHD12  ADAMTS18 ADGRV1 ALMS1  ALPK1  ATP1A3  ATP8A2 BBS10 BBS12 BBS4  BBS5 BBS7 BBS9 C12o0rf65
CC2D2A  CDH23 CDH3 CEP78 CEP164 CEP41 CISD2 CLN3 CLN5 CLN6 CLN8 CNNM4 COL11A1 COL18A1 COL4A3 (COL4A4
COL4A5  COL9A1  CP CPLANE1 CSPP1  CTC1 DNAJC5 ECHS1 EX0SC2 FDXR FGF8 FGFR1  FKRP FLVCR1 GALC GGCX
GJA1 GNPTG GRN HARS1 HESX1  HMX1 IDS IDUA INVS KIAA0586 LAMA1 LOXL3 LZTFL1 MCOLN1 MECR MFN2
MKKS MKS1 MT-ATP6 MT-ND1 MT-ND4 MT-ND6 MTTP MVK MYO7A NFIX NOD2  NPHP1 NPHP3 NPHP4 NR2F1 P3H2
PANK2 PAX2 PCDH15  PEX1 PEX6 PEX10 PEX12  PEX13 PEX2 PEX26 PEX3 PEX5  PEX7 PGK1 PHYH PNPLA6
PPT1 PRPS1 RNU4ATAC RPGRIPIL SCAPER SDCCAG8 SLC19A2 SLC25A46 SPG11  SPG7 SRD5A3 SSBP1  TBCE TCTN2  TIMM8A TMEM138

TMEMZ216 TMEMZ231

WHRN

TMEM237 TMEMé67  TPP1 TRIM32 TTC21B TTPA TTR USHI1C USH1G VCAN VPS13B WDR19 WDR34 WFS1

CANDIDATOS - SINDROMICOS (62 genes)

ADAMTSL1 AFG3L2

AP3B2  AQP4 ARMC9  ARSG ATAD3A ATP13A2 B3GALNTZ BBIP1 BMP4 BRAT1 C5AR2  CASK CDK10 CIB2

COL4A6 COL9A2 (COL9A3 DNAJC17 DTHD1 EMC1 EPRS ESPN FDX2 FIBP GALNS GNS GRID2 HIKESHI IFT74  IFT80
KARS KCTD7 LAMA5 LRRC32 MAG MFF MIR204 MRPS34  MT-TP MT-TS2 NDUFA13 PDZD7 PIK3R4 PNPT1 POGZ PSIP1
RAB11B RDH11 SDHA SLC25A1 SLC52A2 SON TINF2 TUBA8 TUBB4B TUBGCP4 TUBGCP6 WDPCP WDR60 ZNF423
CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - NO SINDROMICOS (117 genes)
ABCA4 ADAMY9  AGBL5 AIPL1 ARHGEF18 ARLZ2BP ATFé6 ATOH7 BEST1 CI1IQTNF5 PCARE CA4 CABP4 CACNAIF CACNA2D4 CAPN5
CDHR1 CERKL CHM CNGA1 CNGA3 CNGB1 CNGB3 CRB1 CRX CYP4V2  DHDDS DHX38 DRAMZ2 EFEMPI1 ELOVL4 EYS
FAM161A FZD4 GNAT1 GNATZ2 GPR179 GRK1 GRM6 GUCA1A GUCY2D IDH3B IMPDH1 IMPG1 IMPG2 KCNJ13 KCNV2 KiZ
LCAS LRAT LRIT3 LRP5 MAK MAPKAP3 MERTK NEUROD1 NMNAT1 NRL NYX OAT OPA3 0oTX2 PAX6 PDE6A
PDE6B PDE6C PDE6G ~ PDE6H PLK4 POC1B PRCD PROM1 PRPF3 PRPF31  PRPF4 PRPF6  PRPF8 PRPH2 RAB28 RAX2
RBP3 RBP4 RD3 RDH12 RDHS5 REEP6 RGR RGS9 RGS9BP RHO RIMS1 RLBP1 ROM1 RP1 RP1L1 RP2
RPE65 RPGR RPGRIP1 RS1 RTN4IP1  SAG SEMA4A SIX6 SLC24A1 SLC7A14 SNRNP200 SPATA7 TIMP3 TMEM126A TOPORS TREX1
TRPM1 TSPAN12 TTLL5 TULP1 ZNF408
CANDIDATOS - NO SINDROMICOS (23 genes)
ACBD5  AHR AQP4 CDH16 CFH CTNNA1 FSCN2 GDF6 GNB3 GUCA1IB IFT43 IFT88 ILK ITM2B KIAA1549 NEK2
NXNL1 PITPNM3 PRDM13 RP9 SPP2 UNC119 ZNF513
CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDROMICOS/NO SINDROMICOS (35 genes)
ACO2 AHI1 ARL6 BBS1 BBS2 CFAP410 (C8orf37 CEP250 CEP290 CLRN1 COL2A1 CTNNB1 CWC27 HGSNAT HKI1 IFT140
IFT172 INPP5E  IQCB1 JAG1 KIF11  KLHL7 MFRP MFSD8 NDP NDUFS2 NR2E3 OFD1 OPA1 PCYT1A POMGNT1 RCBTBI1
SLC38A8 TTC8 USHZA
CANDIDATOS - SINDROMICOS/NO SNDROMICOS (3 genes)
ADIPOR1 IFT81 TEAD1
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