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Introduccion

En el laboratorio de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética vy
Biologia Molecular del INEN se ha implementado exitosamente la tecnologia
NGS de /llumina. Un aspecto crucial en el analisis de los datos generados por
la secuenciacion masiva es la interpretacion de las variantes geneticas
identificadas. En este sentido, la American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) ha desarrollado una guia para la interpretacion de
variantes geneticas, brindando criterios detallados para evaluar Ia
patogenicidad de las mismas (frecuencia en Ila poblacion, uso de
herramientas in silico para predecir el impacto funcional, registro de estudios
funcionales y otras lineas de evidencia). La aplicacion de estos criterios de
clasificacion ayuda a los profesionales de la salud, pacientes y familiares a
tomar decisiones informadas sobre el diagnostico y pronodstico en el marco
del asesoramiento genético adecuado.

En este poster, presentaremos los avances logrados en la implementacion de
un flujo de trabajo multidisciplinario, bidlogo molecular — medico genetista,
resaltando finalmente la importancia de los hallazgos geneéticos relevantes
para el paciente y su entorno familiar. Esta Data enriquecedora del panorama
genetico de la poblacion peruana constituye un respaldo valioso para la toma
de decisiones en salud publica.

Metodologia

El flujo de trabajo inicia con la consulta genetica, asesoria genetica y luego se
procede con la toma de muestra para la extraccion de ADN genomico,
autorizada mediante un consentimiento informado. Se evalua la calidad del
acido nucleico extraido por medio de electroforesis (agarosa al 3%), asi como
por la concentracion determinada por fluorometria. Se requiere ADNg integro
y >50ng totales como input. Finalmente el kit utilizado es lllumina DNA Prep
with Enrichment para la preparacion de librerias.
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Los archivos FASTQ obtenidos para cada muestra son descargados de la
nube de lllumina (BaseSpace) y subidos a la plataforma de SOPHIA
GENETICS. Luego de aplicar el pipeline para el panel se evaluan los
parametros de calidad.

Table 1.1: Overview of datasets.

Sample ID Number of reads Number of  Number of reads Percentage of Along Cycle Quality
Mapped reads  with problematic Mapped reads
mate

200106759-776-S1 3.373.716 3,346,637 44.383 99.19% 2 —
200105760-777-S2 4,493,158 4,463,084 68,550 99.33% S
200105761-778-S3 4,811,448 4,781,902 80,840 99.39% o D
200105762-779-S5 5,345,298 5,312,485 65,273 99.39% &
200105763-780-S6 4,666,538 4,628,457 57,485 99.18% °
200105764-781-S7 4,711,422 4,682,773 76,767 99.39% 5 0
2001065765-782-S8 3,793,304 3,770,449 53,131 09.40% 5 o
200105766-783-S9 32,028,134 3,900,351 47,851 09.29% 2
200105767-784-S10 4,604,654 4,573,697 63,513 99.33% S 9
200105768-785-S11 4,146,452 4,117,310 52,804 99.30% c
200105769-786-S12 4,045,352 4,019,621 41,923 99.36% j * 200105759-776-S1_first
200105770-787-S13 3,702,656 3,681,849 40,333 99.44% a « | © 200105759-776-51_second
200105771-788-S14 3,033,850 3,010,277 24,791 99.22% 5 * 200105760-777-52_first
200105772-789-S15 3,508,820 3,485,685 41,735 09.34% § o | - 200105760-777-52_second

2 200105761-778-S3_first
200105773-790-S16 2,291,670 2,279,067 12,675 09.45% = |
200105774-791-5S17 2,723,372 2,708,053 30,087 99.44% 200105761-778-S3_second
200105775-792-5S18 2,779,602 2,763,622 30,468 99.43% o | * 200105762-779-S5_first
200105776-793-S19 2,549,164 2,534,467 26,447 99.42% 200105762-779-S5_second
200105777-794-520 3,081,948 3,056,462 26,882 99.17% 200105763-780-S6_first
200105778-795-S21 3,154,162 3,136,865 37,707 99.45% S 200105763-780-S6_second
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Table 1.6: Percentage of target regions with certain coverage.

Sample ID 25x 50x 100x 200x 500x 1000x Coverage Coverage
10% quantile
200105759-776-51 99.01% 9857% 97.74% 96.29% 84.02% 11.45% 417x
200105780-777-S2 99.09% 98.85% 98.15% 97.04% 92.44% 49.08% 571x
200105761-778-53 99.08% 98.86% 98.20% 97.26% 93.57% 61.58% 630x
200105762-779-S5 99.19% 98.94% 98.39% 97.52% 94.33% 70.70% 685x
200105763-780-56 99.16% 98.85% 98.19% 97.21% 92.72% 51.33% 5756x
200105764-781-57 99.06% 98.77% 98.10% 97.04% 93.17% 59.29% 606X
200105785-782-S8 99.06% 98.68% 97.89% 96.61% 88.78% 26.61% 477X
200105766-783-59 99.02% 98.72% 97.92% 96.79% 89.62% 29.52% 493x
200105767-784-510 99.13% 98.88% 98.14% 97.16% 9287% 52.11% 585x
200105788-785-S11 99.07% 98.76% 98.02% 96.93% 91.29% 38.39% 532x
200105769-786-512 99.04% 98B.73% 97.96% 96.78% 90.16% 32.35% 504x
200105770-787-S13 98.47% 97.80% 96.94% 95.68% 88.14% 2851% 460x
200105771-788-514 98.32% 97.63% 96.61% 94.87% 77.06% 5.02% 353x
200105772-789-5S15 98.36% 97.75% 96.79% 95.38% 84.77% 17.21% 409x
200105773-790-516 98.09% 97.14% 96.00% 93.32% 59.15% 0.42% 277X
200105774-791-S17 98.09% 97.44% 96.38% 94.36% 72.12% 1.75% 328x
200105775-792-518 98.21% 97.47% 096.46% 94.46% 75.55% 2.21% 341x
200105776-793-519 98.10% 97.34% 96.36% 94.05% 67.65% 0.77% 307X

onTarget flankTarget offTarget_HighCov offTarget_LowCov
42.25% 37.01% 6.69% 14.06%
42.40% 38.93% 7.37% 11.30%
43.09% 38.61% 6.98% 11.32%
43.25% 37.96% 7.48% 11.32%
42.36% 36.68% 6.79% 14.17%
37.91% 7.08%
37.88% 7.15%

200105759-776-S1

200105760-777-S2

200105761-778-S3
200105762-779-Sb
200105763-780-56
200105764-781-57
200105765-782-S8

43.56%
43.01%

11.46%
11.97%

Los criterios de filtrado utilizados para los archivos completos de variantes
fueron: i) Frecuencia en GenomAD <0.05 ii) Variantes sinénimas, inframe,
missense, frameshift, nonsense, no start, no stop, site splicig, intronic, UTR y
CNVS (mayor de 50pb). iii) ClinVar Pathogenicity iv) Fraccidon de variante:
=215 v) Profundidad: 30 Los criterios en la clasificacion de variantes se rigen a
las estandarizadas por la ACMG 2017 y pueden ser categorizadas como:
Patogénicas (P), probables patogenicas(PP), variantes de significado
incierto(VUS), probables benignas (PB) y benignas(B).

Gene A  Coding consequence c.DNA Depth  VFR ref alt

ERCCZ SYMIONYMOUS 1323G=A 3 43.7C
FANCM SYMONYMOUS c.5919C:G i 40.2 C
PRF1 Missense 2110 13 832G

[P RADSIC SYMONYMOUS c.11284:G 825 A
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Resultados

Las variantes se filtran utilizando como primer criterio su frecuencia al€lica
en la poblacion revisada en la base de datos de GenomAD . Las variantes
clasificadas como benignas y probables benignas son las mas abundantes
asi como las de significado incierto.

El porcentaje de variantes patogenicas en el universo de 870 casos
evaluados a la fecha indica un 15% de pacientes con al menos una variante
de este tipo relacionada con el fenotipo de la enfermedad genética.

Por otro lado, el tipo de variante mas frecuente encontrada es la missense
(cambio de aminoacido), siendo la variante nonstart la menos encontrada.
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Conclusiones

- Se ha determinado el numero y distribucion de variantes geneticas en
poblacion peruana, considerando que INEN recibe pacientes de todo el
territorio nacional.

- Consolidamos un modelo de flujo de trabajo Bidlogo molecular-Médico
Genetista que permite agilizar la resolucion de casos y elaboracion de
informes medicos oportunos.

- El analisis de las variantes geneticas en un equipo multidisciplinario
permite una clasificacion precisa y enriguece la experiencia profesional,
ademas expande el enfoque para la resolucion de casos complejos.

- La contribucion de los hallazgos en pacientes evaluados en el consultorio
de genética permite establecer el diagnostico definitivo de cancer: cancer
hereditario, cancer familiar y cancer esporadico, haciendo posible el
manejo de precision del paciente de manera personalizada y planificando
estrategias de prevencion en la familias.
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