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_Resumo

As doengas genomicas (DGs), resultantes de variantes estruturais (SVs) ou
genomicas, apresentam diagnostico clinico complexo. Podem ser simples ou
complexas, equilibradas ou desequilibradas, associadas a doencas conheci-
das ou a patologias ainda nao descritas, constituindo recurso essencial para
a anotagdo do genoma humano. A sua caracterizagao no DGH INSA acompa-
nhou a evolugao tecnolégica, do mapa fisico do genoma e arrays genémicos
a sequenciac@o gendmica (SG), culminando na medicina gendémica de preci-
sao (MGP).

A caracterizagdo de SVs permitiu identificar genes afetados como: ARHGEF®6,
TGFB2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, NECTIN1, FOXC1, ANKS1B, WDR26, YIPF5
e CAMK2B. Os mecanismos patogénicos mais comuns foram a disrupgéo géni-
ca e o efeito de posigéo.

A SG permitiu identificar, 0 espectro completo de variantes genémicas e gené-
ticas, sendo a interpretagdo da patogenicidade o principal desafio. A implemen-
tacao da MGP numa coorte de 28 casos simples e 13 complexos, integrando
dados gendmicos, expressao diferencial, analise de vias, correlacéo fendtipo-
-genotipo e fenotipagem reversa, permitiu o diagndstico de mais de 80% dos
casos, maioritariamente DGs, incluindo patologias ainda ndo descritas e meca-
nismos patogénicos adicionais. Esta abordagem podera ser aplicada a todas as
doencas raras e contribui para encurta a odisseia do diagnostico e para a me-
Ihoria dos cuidados de saude dos doentes.

_Abstract

Genomic disorders (GDs) arise from structural variants (SVs) or genomic
variants, detectable or not by cytogenomic analysis, and pose significant
clinical diagnostic challenges. They can be simple or complex, balanced
or unbalanced, associated with OMIM diseases or previously undescribed
pathologies, and constitute an essential resource for human genome anno-
tation. Their characterization at the DGH has evolved with technological
advances, from the physical genome map and genomic array painting
to genome sequencing (GS), culminating in Precision Genomic Medicine
(PGM).

Characterization of SVs identified the following genes as affected:
ARHGEF6, TGFB2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, FOXC1, NECTIN1, ANKS1B,
WDR26, YIPF5, SPATC1L and CAMK2B. Gene disruption and position
effect were the most frequent pathogenic mechanisms.

The GS enabled nucleotide-resolution detection of the full spectrum
of genomic and genetic variants, with interpretation of pathogenicity
remaining the main challenge. Implementation of PGM in a cohort of
28 simple and 13 complex cases, integrating genomic data, differential
expression, pathway analysis, phenotype-genotype correlation, and
reverse phenotyping, allowed diagnosis in >80% of cases, mostly GDs,
including previously undescribed conditions and additional pathogenic
mechanisms. Short-insert GS captured all pathogenetically relevant
breakpoints and variants. This approach could be extended to all rare
diseases and contributes to improving patient care.

_Introdugéo

As doencas genémicas (DGs) raras resultam de variantes cro-
mossomicas estruturais (CSVs) ou de variagdes no numero de
copias (CNVs), detetaveis ou ndo através de analise citogend-
mica. Estas variantes podem ser simples, com dois pontos de
quebra, ou complexas, com multiplos pontos de quebra, po-
dendo apresentar-se de forma equilibrada ou desequilibrada.
Frequentemente, estdo associadas a doencas mendelianas
e a sindromes clinicas descritas na base de dados OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man), ou a condicdes ainda
nao descritas. O diagnéstico, sobretudo nos casos de CSV
complexas ou de variantes potencialmente relacionadas com
doengas até agora caracterizadas, continua a ser um desafio
quando baseado apenas na avaliagao clinica.

As variantes estruturais (SVs), nomeadamente as transloca-
coes reciprocas equilibradas, constituem recursos valiosos
para a identificagcdo de elementos gendmicos patogénicos
e dos fenotipos associados, contribuindo de forma significa-
tiva para a anotacao do genoma humano mérbido, incluindo
regides codificantes e ndo codificantes. Durante décadas, a
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cariotipagem convencional foi a abordagem de referéncia para
detegao de CSVs e respetivos pontos de quebra, embora com
resolugao limitada (>5 Mb).

Antes da conclusdo do Projeto Genoma Humano e do
desenvolvimento das tecnologias de sequenciagdo de nova
geracdo (NGS), a caracterizacdo das CSVs baseava-se
principalmente na hibridacao fluorescente in situ (FISH), com
sondas de dimensao variavel. (1) Apés o desenvolvimento
dos microarrays cromossomicos, em amplices genémicos
de derivados e microarray painting. (2)

Na auséncia de resolugéo nucleotidica dos pontos de quebra
e de perfis genémicos abrangentes capazes de integrar
CNVs, variantes de nucleotideo Unico (SNVs) e pequenas
insercdes/delecdes (indels), a interpretacdo clinica das
SVs ¢ limitada. A introducdo de diferentes bibliotecas de
sequenciagao gendmica (SG) - incluindo de insertos longos
(i), pares mate-pair (mp) e insertos curtos (si) - possibilitou
a detecdo em larga escala de variantes estruturais com
resolucédo nucleotidica, abrindo caminho ao desenvolvimento
da medicina genémica personalizada (MGP). (3-5)

_Objetivo

Este trabalho descreve a evolugdo da investigagdo em doencgas
genomicas (DGs) no Departamento de Genética Humana do
INSA, antes e ap6s a disponibilizacdo da sequéncia completa
do genoma humano e da sequenciacéo genomica (SG). Esta
linha de investigacdo teve como objetivo contribuir para a
anotacdo do genoma morbido, através da identificacdo de
elementos genémicos patogénicos, culminando na abordagem
atual de medicina gendémica de preciséo baseada em SG, que
encurta a odisseia do diagnostico e contribui para a melhoria
dos cuidados de salde de individuos com DGs e das respetivas
familias.

_Material e métodos

Para a implementacdo da MGP foi estudada uma coorte
composta por 41 probandos e respetivos familiares com
diagnéstico clinico de DGs, caracterizados predominantemente
por alteragbes do neurodesenvolvimento e anomalias
congénitas, com ou sem dismorfismos craniofaciais. Estas
condicdes estavam associadas a variantes estruturais simples
(n=28) ou complexas (n=13).

A analise gendmica incluiu trés tipos de bibliotecas de sequen-
ciacéo - li, mp e si - complementadas com a sequenciacao
de mRNA e IncRNA obtidos a partir de sangue periférico.
Os métodos utilizados seguiram protocolos padronizados,
de acordo com as instrucdes dos fabricantes. A informacao
detalhada sobre as metodologias encontra-se resumida na
tabela 1 e descrita nas publicagdes referenciadas.

_Resultados e discussao

A investigagdo desenvolvida acompanhou 0s avangos
tecnoldgicos, evoluindo da identificacdo de genes candidatos
através de abordagem baseada no mapeamento fisico para
as estratégias assentes na SG e na medicina personalizada.

Investigacdo de genes candidatos baseada no mapeamento
fisico

Na era do mapa fisico gendémico, 0s pontos de quebra nos
cromossomas envolvidos em rearranjos associados a doenga
foram mapeados por FISH, recorrendo a cromossomas
artificiais e a amplicdes de PCR de longo alcance, especificos
para cada marcador STS (Sequence Tagged Sites) (figura 1A).
A identificacao com resolugao nucleotidica foi realizada por
sequenciacao de Sanger (tabela 1). Com esta abordagem foi
possivel identificar os seguintes genes:
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— ARHGEF6 (OMIM *300267) - Identificado como interrompido
no IVS 10 pelo ponto de quebra em Xg26, sendo responsavel
pela perturbagdo do desenvolvimento intelectual ligada ao X
tipo 46 (XLID46; OMIM #300436). (6)

— TGFB2 (OMIM *190220) - Identificado como provavelmente
sujeito a um efeito de posicdo no ponto de quebra em 1941,
resultante da translocacao familiar t(1;7)(q41;p21) associada a
Anomalia de Peter familiar. Por seu turno, o gene interrompido
pelo ponto de quebra em 7p21 foi 0 HDAC9 (OMIM *6065438),
atualmente associado a sindrome auriculo-condilar autossémica
dominante (AD), tipo 4 (ARCND4, OMIM #620457). (1)

— GLI2 (OMIM *165230) — Num feto com ectrodactilia, foi
identificada uma translocacao t(2;11)(q14.2;914.2)dn, com o
ponto de quebra na regido intergénica entre INHBB (OMIM
“147390) e GLI2. Este ultimo esta associado a sindrome AD
Culler-Jones (CJS, OMIN #615849), caracterizada, entre outros
por polidactilia pds-axial dos pés, e a HPE9 (OMIM #610829).
O mecanismo proposto foi um efeito de posicao sobre GLI2,
com impacto na regulagdo espécio-temporal. (7)

Posteriormente, a separacdo dos cromossomas derivados por
citometria de fluxo, seguida da amplificagdo dos mesmos e
do mapeamento dos pontos de queba através de pintura de
microarrays cromossémicos, facilitou o0 mapeamento destes
CSVs (figura 1B e tabela 1).

Esta abordagem permitiu identificar os seguintes genes
afetados (tabela 1):

— TRPST (OMIM *604386) - Primeiro caso descrito de
sindrome trico-rino-falangica, tipo | (TRPSI, OMIM #1903501)
associada a 1(8;13)(923.3;g21.31)fam. Propbs-se como
mecanismo patogeénico a relocacao de um elemento regulador
em cis proveniente da regido do cromossoma 13 para a regiao
5 do TRPST, conduzindo a sua sobre-expressao. A gravidade
e expansao fenotipica no doente indice permanecem por
esclarecer. (2)

— PGK1 (OMIM *311800) - Foram necessarias analises
moleculares e funcionais detalhadas para demonstrar que
o fenotipo anteriormente atribuido a t(3;14)(026.33;q12) e a
disrupgao do NUBPL (OMIM *613621) se devia, na realidade, a
uma nova SNV no gene PGK1 (ENSTO0000373316.5: ¢.358G>A,
p.E120K), causadora de deficiéncia de PGK1 (OMIM #300653).
Este caso evidencia as dificuldades do diagnostico clinico de
uma forma grave da deficiéncia e a complexidade em distinguir
as manifestacdes diretamente associadas a deficiéncia de PGK1
daquelas resultantes da evolugéo clinica da doenca. (8)

— OAF (OMIM *621070) e NECTINT (OMIM *600644) - Foi
identificada uma translocacgao equilibrada t(11;18)(g23.3;q11.2)dn,
num individuo com anomalias oculares e défice neuroldgico
(disgenesia queratolenticular e ectopia lentis). O ponto de quebra
em 119283.3 resulta numa redugao da expressao deste regulador
transcricional OAF. Ja a NECTINT ligada a defeitos oculares
congénitos e localizada 500 kb a montante deste ponto de
quebra, apresenta niveis de expressao aumentada. (9)

— FOXC1 (OMIM *601090) - O cromossoma 6 em anel [r(6)],
que resulta numa microdelecdo de 1880 kb em 6p25.3,
esta associado a disgenesia do segmento anterior e outras
anomalias. O fenotipo observado é principalmente atribuivel
a haploinsuficiéncia de FOXC1. (10)
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Tabela 1:

Case

t(X;21)(q26;p11)dn

t(1;7)(q41;p21)fam

1(2;11)(q14.2;q14.2)dn

1(8;13)(923.3;921.31)fam

1(3;14)(926.33;q12)fam

t(11;18)(q23.3:q11.2)dn

r(6)(p24925)

t(12:17)(q23.1:921.33)dn®

t(1:3)(q24.11;p25.3)dn?
t(16;17)(q24;q21.3)dn?

1(2;19)(p13;q18.1)dn®

t(17;19)(p13;p13.3)
1(5;9)(q31.3;p13)
t(4;21)(p14;921.3)

1(7;22)(p13;q18.1)dn

11 CSVs simples,
5 inversdes simples,
1 cromossoma supranumerario

Variantes estruturais associadas a doengas genémicas descritas nos dltimos 25 anos.

Metodologias

Patologia

Baseada em mapeamento fisico

FISH, Sequenciacdo Sanger

Citogenética, FISH

Citogenética, FISH
Isolamento de der, Pintura
de array

Isolamento de der, Pintura
de array, WES, Estudo
funcional

FISH, Isolamento de der,
Estudos de expressado em
humanos e murganhos,
TADs

CMA

liGS, Sequenciagdo Sanger

liGS, Sequenciagdo Sanger
liGS, Sequenciagao Sanger
liGS, Sequenciagdo Sanger

MGP — SVs, CNVs, SNVs, ind
liGS, Sequenciagdo Sanger,
Array CGH, WES

liGS, siGS; Sequenciagao
Sanger

liGS, SIGS, Sequenciagéo
Sanger

mpGS, Sequenciacao
Sanger

siGS, liGS, RNA-Seq,
Anélise fenotipica
comparativa e reversa

@Variantes identificadas no decurso de diagndéstico pré-natal convencional;
A infertilidade é atribuivel a translocagédo, enquanto a perturbagéo do desenvolvimento intelectual resulta disrupgéo da disrupcao de CAMK2B;
¢Corresponde a uma trans-heterozigotia fenotipica digénica, decorrente da disrupgdo de ODAD2 em associacdo com uma SNV em CFTR;

9 Manuscrito em processo de revisdo

XLID46 (OMIM #300436)

Anomalia de Peter

Ectrodactilia

TRPSI (OMIM #190350)

Deficiéncia de PGK1 (OMIM
#300653)

Anomalias oculares e défice
neurolégico

ASGD3 (OMIM #601631)

Baseada na SG e na MGP

Sindrome de haploinsuficiencia
do ANKS1B

SKDEAS (OMIM #617616)
KBGS (OMIM #148050)

Assintomatico

SIHIWES (OMIM #617159)

Infertilidade

Infertilidade

Infertilidade; MRD54
(OMIM #617799)°

Alteracoes do
neurodesenvolvimento e
Anomalias congénitas

Gene(s) candidatos / efeito

ARHGEF6 - disrupgao do
gene

TGFB2 - efeito de posicéo

GLI2 - efeito de posicao

TPRS1 - efeito de posigao

PGK1 ¢.358G>A, p.E120K

OAF - disrupgéo; NECTIN1
- efeito de posigao

FOXC1 - delegao

ANKS1B - disrupcdo do gene

WDR26 - disrupgao do gene
ANKRD11 - disrupcéo do gene

NA

els, expansdes de repeticdes e genoma mitocondrial

CHD4 - ¢.4442delG,
p.(G1481Vis*21)

YIPF5 - efeito de posi¢cao

SPATC1L - efeito de posicao

CAMK2B - disrupgao do gene

trans-heterozigosidade ©
variantes genéticas

WES - Sequenciagéo do exoma completo; CMA - Anélise de microarray cromossémico; dn - de novo; fam - familar; FISH - Hibridacao in situ Fluorescente;
Array CGH - Hibridacdo Genémica Comparativa por Array; der - cromossoma derivado; liGS - sequenciagéo genémica de insertos longos;
siGS - sequenciacdo gendmica de insertos curtos; mpGS - sequenciacao made-pair; CNV - Variagdo do nimero de cépias; RNA seq - sequenciacdo de RNA; NA - nao aplicavel.

Ref.

(11)

(147)
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Figura 1:

Mapeamento por FISH com base no mapa fisico genémico
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Mapeamento por isolamento dos derivados e microarrays
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Figura 2: [} Exemplos de mecanismos patogénicos.

A. Efeito de posi¢cido cromossémica sobre o SATB2

Identificagdo dos pontos de quebra por diferentes abordagens.

A) Mapeamento por FISH com base no
mapa fisico genémico.

A.1) Caridtipo parcial da
t(11;18)(g23.3;911.2)dn.

A.2) Mapeamento do ponto de quebra
no cromossoma 11 por FISH utilizando
o clone RP11-784K23.

A.3) Esquema do mapa fisico da regiao
com marcadores STS e clones BAC
utilizados em FISH.

B) Mapeamento por isolamento de
derivados e microarrays.

B.1) Cromossomas derivados isolados
por citometria de fluxo. As setas
indicam os grupos de cromossomas e
os derivados, separados principalmente
de acordo com os tamanhos dos
mesmos.

B.2) Ideograma do cromossoma
der(11), com os pontos de quebra
indicados por setas.

B.3) Identificacdo dos pontos de
quebra (losango) com amplicon
genémico do der(11) de 175,8 Mb,
utilizado como sonda para chromosome
painting.

C) Sequenciagdo gendmica.

C.1) Ideograma do der(6).

C.2) Pares de leitura que definem o
ponto de quebra ao nivel da sequencia
genomica, com a sequencia de juncédo
em negrito, enquanto a posicao do
ponto de quebra esta indicada por
dois-pontos duplos (::).

C.3) Localizacao do ponto de quebra
ao nivel nucleotidico e designacao de
acordo com o sistema ISCN 2020.
C.4) Disrupcao do ARID1B no intrao 12.

A) Efeito de posigdo cromossomica
em SATB2. Mapa fisico da regiao com
genes codificantes e ndo codificantes,
pontos de quebra da t(1;2) e da inv(2)
identificados neste estudo e os
previamente publicados.

B) Transcritos quiméricos entre o exao
13 de ZYG11A e 0 exao 1b de IncRNA
AC190330.1, presumivelmente nao
funcionais.

Mb  PLCL1
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Linc01923 LincACO19330.1  LincAC18717 #SATB2
inv(2)1e8075848 Ml Nezss 188257810
] [] A A
(12 123) 1(2,15;8,10) t(2;11)(2l11)t(28)
B. Transcrito quimérico entre o ZYG11A (exﬁo 13) e AC190330.1 (exdo 1b)
der(2) “J_IJ._L_L__-JJ_ILLU
N 8 © T 2 :52‘
LncRNA ENST00000637390 or AC190330.1 ZYG11A NM_001004339 {
P R e 1.
P TS P~ |
T Soseer
Transcripto de fusdo INcRNA AC190330.1 Exon 1b 198,695,951

GTGCAGATAAAACTAAGATTCCTTTTATTCTCTTTCCCCAAATTGTTGTTGAATTTGTGCTCAAGGACTGATTGTGGGAAAAGTTGCATTCTctgtcata
3’AGTTCCTGACTAACACCCTTTTCAACGTAAGAgacagtatb’
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Medicina genémica personalizada baseada em sequenciagcéo
gendmica

Com as metodologias de SG que aplicamos, o nimero médio
de CSVs e CNVs por caso, nas bibliotecas liGS, mpGS e siGS,
foi de 371389 e 1632, respetivamente, num total de 1851 CSVs
e 17732 CNVs entre todos os individuos analisados; enquanto
0 numero médio de SNVs e indels nas bibliotecas siGS e mpGS
foi de 4162 milhdes e 3808 milhdes, respetivamente. Devido
sobretudo & anotagédo ainda insuficiente do genoma humano
moérbido, a sobreposicao fenotipica de variantes genémicas
e genéticas distintas que co-segregam no mesmo individuo e
a potenciais efeitos cumulativos, a principal dificuldade atual
nao se encontra na identificacdo destas variantes, mas sim na
interpretacao da sua patogenicidade e relevancia clinica.

A abordagem desenvolvida integrou dados gendmicos e
de expressd@o genica diferencial, analise de vias KEGG de
interacdes moleculares, fenotipagem abrangente - incluindo
a comparagao sistematica dos fenotipos clinicos -, bem
como dados genomicos convergentes e a correlacdo
fendtipo—gendtipo, culminando na confirmagao através de
fenotipagem reversa.

Dos 28 probandos analisados, 19 foram diagnosticados
com doencas descritas na OMIM e cinco apresentaram
patologias humanas ainda nao descritas. Dois tergos dos
casos diagnosticados correspondem a DGs, enquanto 0s
restantes foram atribuidos a variantes genéticas do tipo SNV
e indels ou a outros mecanismos.

Os mecanismos patogénicos identificados (figura 1C, 2A e 2B)
incluem: i) disrupcao génica causada por pontos de quebra;
ii) efeitos de posicdo, incluindo o causado por uma inversao
criptica; iii) transcritos quiméricos ou de fusao presumivelmente
nao funcionais; iv) trans-heterozigotia digénica composta por
diferentes tipos de variantes; e v) efeito de posicéo associado
a inativacao nao aleatéria, com expanséao da inativacao para a
regido autossémica. (11:14)

Entre os casos complexos, cinco foram reclassificados, tendo
inicialmente sido considerados citogeneticamente simples; 0s
restantes foram confirmados como complexos. Estes casos
apresentaram, na sua maioria, desequilibrios gendmicos,
envolvendo multiplos tipos de variantes cromossomicas,
diferentes pontos de quebra e genes afetados. Dada a sua
complexidade e os potenciais efeitos cumulativos, a correlacédo
fendtipo-gendtipo revelou-se particularmente desafiante.

_Conclusoes

Os objetivos deste trabalho consistiram em identificar genes
candidatos associados a doengas e 0s respetivos mecanismos
patogénicos, contribuindo simultaneamente para a anotagao
do genoma humano moérbido e para a otimizacao dos cuidados
de saude de individuos com DG e dos seus familiares.

Através da abordagem de MGP, implementamos a identificagao
do espectro completo de variantes estruturais e pegquenas
variantes genéticas, subjacentes aos fendtipos observados,
elucidamos 0s seus mecanismos moleculares e avaliamos a
utilidade diagnostica de uma abordagem integrativa, incluindo
RNA-Seq.

Os resultados demonstram que a abordagem de MGP
proporciona uma taxa de diagnostico elevada das DGs
(acima de 80%), reduz a "odisseia diagnostica” e contribui
para a anotacé@o funcional das regides codificantes e ndo
codificantes do genoma morbido. Para além disso, a estratégia
implementada é aplicavel a outros grupos de patologias,
nomeadamente doencas raras nao diagnosticadas.
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