nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

< 52024
Vb G 1o

W

. £ 3
2iséiie BN O
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_Resumo

As doengas mitocondriais (DM) séo doengas raras, clinica e geneticamente
heterogéneas, de dificil diagndstico, para as quais néo existe uma terapia
eficaz. O desenvolvimento da tecnologia de sequenciagdo de nova gera-
¢do (NGS) revolucionou o diagnéstico molecular deste grupo de doengas,
permitindo a identificagdo de novos genes associados a estas patologias.
Nesta nova era genética, através da utilizacéo da tecnologia de NGS, estu-
damos um grupo de 450 doentes suspeitos de DM, sem etiologia molecu-
lar. A nossa estratégia combinada de NGS, englobou a sequenciagdo de
um painel de 213 genes nucleares associados a DM e do DNA mitocondrial
completo.

Neste estudo, identificamos variantes causais em 134 (30%) doentes anali-
sados, 88 dos quais apresentaram variantes no DNA nuclear e 46 no DNA
mitocondrial, tratando-se na maioria de doentes pediatricos (66%). Neste
grupo de doentes, identificamos 72 variantes patogénicas descritas na lite-
ratura e 20 novas variantes provavelmente patogénicas, assim como 62 va-
riantes de significado indeterminado.

Como laboratério nacional de referéncia para o estudo e investigagao das
DM, demonstramos o contributo da tecnologia de NGS para esclarecer a
etiologia molecular destes doentes, para expandir o espectro mutacional
associado a estas patologias e oferecer um diagndéstico pré-natal e acon-
selhamento genético aos casais em risco.

Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento, Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal
Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética, Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal

_Abstract

Mitochondrial diseases (MD) are rare disorders, clinically and genetically
heterogeneous, making their diagnosis a challenge and with hitherto no
effective therapy options. The development of Next Generation Sequencing
(NGS) technologies has revolutionized the understanding of many genes
involved in the pathogenesis of MD. In this new genetic era, using a NGS
approach, we studied a cohort of 450 Portuguese patients suspected
of MD, and without a molecular etiology. Our combined NGS approach
was first based on analysis of a custom-made targeted mitochondrial
panel of 213 nuclear genes followed by the whole mitochondrial genome.

In this study, we identified disease related variants in 134 (30%) analyzed
patients, 88 with nuclear DNA and 46 with mitochondrial DNA variants,
being most of them pediatric patients (66%). The molecular analysis of this
cohort revealed 72 already described pathogenic and 20 novel probably
pathogenic variants, as well as 62 variants of unknown significance.

As a national laboratory for the study and research of MD, we demonstrated
the power of NGS to achieve a molecular etiology of these patients, to
expand the mutational spectrum associated to MD and to propose a prenatal
diagnosis as well as an accurate genetic counseling for affected families.
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_Introdugéo

As mitocdndrias sdo organelos celulares que desempenham
um papel crucial na fosforilagdo oxidativa, produzindo mais
de 90% da energia celular sob a forma de ATP. Estes organe-
los possuem 0 seu proprio material genético, 0 genoma mito-
condrial (mtDNA), que é constituido por uma molécula circular
de dupla hélice com 16.569 pares de bases. Este genoma é
constituido por 37 genes que codificam 13 polipeptideos, 22
tRNAs e 2 rRNAs. No entanto, as restantes 1500 proteinas
mitocondriais sdo codificadas por genes nucleares (NDNA),
sendo inicialmente traduzidas no citoplasma e posteriormente
importadas para a mitocondria (1-3).

As doencas mitocondriais (DM) sdo uma causa prevalente de
doengas hereditarias do metabolismo, afetando aproximada-
mente 1:5.000 individuos (4). Estas doencas apresentam uma
elevada heterogeneidade genética, uma vez que podem resul-
tar de variantes patogénicas ao nivel do nDNA e do mtDNA,
podendo por este motivo estar associadas a diversos padrdes
de hereditariedade (°). As taxas de morbilidade e mortalidade
entre os individuos afetados variam significativamente devido
a acao concertada entre os dois genomas, sendo geralmente
mais elevadas nos casos de rapida progressao e inicio pedia-
trico (6,

Os tecidos mais afetados sdo 0s que apresentam elevada
dependéncia energética, como o cérebro, o musculo e o co-
racao, pelo que clinicamente os doentes normalmente ma-
nifestam um envolvimento multissistémico, embora certos
doentes tenham apenas o comprometimento de um Unico
sistema, frequentemente o sistema neuroldgico (7:8).

Na era pré-molecular, o diagnéstico de uma DM dependia tra-
dicionalmente de técnicas invasivas, como a bidépsia muscular,
para a determinacdo da atividade enzimatica dos complexos
da cadeia respiratoria mitocondrial (CRM).

A era molecular da medicina mitocondrial iniciou-se em 1988
com a descoberta da primeira variante patogénica no mtDNA
(9). Atualmente, a tecnologia de sequenciacdo de nova gera-
cao (NGS) tem a capacidade de gerar uma enorme quantida-

de de dados num curto espago de tempo e a um custo mais
acessivel, tornando este método ideal para a anélise de gran-
des grupos de doentes (10.11). Assim, esta tecnologia néo
s permite identificar variantes patogénicas descritas na lite-
ratura, novas variantes provavelmente patogénicas, variantes
de significado indeterminado (VUS), mas também variantes
em genes ainda nao associados a DM (10), Até & data foram
descritas variantes causais associadas a DM em mais de 400
genes, quer mitocondriais, quer nucleares (12).

A aplicagcao desta tecnologia esté a simplificar o diagnéstico
das DM e a permitir oferecer um diagndéstico pré-natal e acon-
selhamento genético as familias afetadas (13:14),

_Objetivo

Identificar a etiologia genética de 450 doentes com suspeita
clinica e/ou bioguimica de doencas mitocondriais utilizando a
tecnologia de sequenciacdo de nova geragao para confirma-
¢ao do diagnostico.

_Doentes e métodos

Este trabalho complementou um estudo anterior de 146
doentes (%) g avaliou as caracteristicas fenotipicas e o es-
pectro genético de 450 doentes com DM em Portugal.

O DNA gendémico foi extraido a partir de sangue periférico
no Bio Robot EZ1 (QIAGEN).

O NGS foi realizado no sequenciador MiSeq (lllumina).
Para capturar os genes nucleares, foi utilizado um painel
personalizado com 213 genes associados a DM, de acordo
com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent Technologies).
Para o mtDNA, fez-se a sequenciacdo do mtDNA completo,
utilizando a metodologia Nextera XT (lllumina).

Os ficheiros FASTQ gerados foram alinhados com o genoma
de referéncia usando, para o nDNA, o software Surecall
(Agilent Technologies) e a detecdo e anotagao das variantes
foi realizada pelos softwares SureCall e WANNOVAR
(https://wannovar.wglab.org/), respetivamente. Relativamente
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ao mtDNA, os ficheiros FASTQ gerados foram alinhados com
0 genoma de referéncia usando o software SeqgMan NGen
(DNAStar) a detecao e anotagéao das variantes foi realizada
com os softwares SeqMan Pro e SeqgMan NGen (DNAStar),
respetivamente.

As variantes foram filtradas tendo em consideracao os se-
guintes critérios: i) o tipo de mutacao, ii) previsoes in silico,
iii) a sua presenca em bases de dados, iv) a frequéncia po-
pulacional e v) heteroplasmia maior que 5% (para variantes
no mtDNA).

As variantes ja classificadas como patogénicas ou com pre-
visbes in silico sugestivas de patogenicidade, foram confir-
madas por sequenciacéo tradicional de Sanger, utilizado o
protocolo BigDye Terminator Cycle Sequencing Version 3.1
(Applied Biosystems) e os resultados da sequenciagao foram
analisados utilizando o sequenciador ABI 3130XL (Applied
Biosystems). Quando disponiveis amostras de outros mem-
bros da familia, foram realizados estudos de co-segregacao.

_Resultados

Este estudo envolveu doentes provenientes de sete hospitais
nacionais, localizados no norte, centro e sul de Portugal. A
idade de inicio da doenca foi muito variavel, dos 4 dias aos
78 anos de vida. Os sintomas neurologicos foram 0s mais
frequentes (42,8%), seguidos dos musculares (12,9%), oftal-
moldgicos (11,9%), cardiacos (11,2%) e auditivos (4,6%).

O grupo pediatrico foi 0 mais representado neste estudo,
com 58% dos doentes estudados (262/450), sendo 0s res-
tantes 42% (188/450) constituidos por adultos. Um total de
29 (6%) doentes faleceram, sendo 23 criangas e 6 adultos,
permitindo a investigagao post mortem um diagnéstico mo-
lecular de 62% destes casos.

Este estudo permitiu identificar uma causa molecular em
30% dos doentes estudados (134/450), dos quais 66% apre-
sentaram variantes no genoma nuclear e 34% no genoma
mitocondrial.

Neste grupo de doentes identificamos 72 variantes patogéni-
cas descritas na literatura, 20 novas variantes provavelmen-
te patogénicas e 62 VUS, segundo os critérios do American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (16), al-
gumas j& previamente descritas pela Unidade de Rastreio
Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional de
Satde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA). (15.17),

Genoma Nuclear
Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

Dos 450 doentes, 51 (11%) dos casos apresentavam variantes
patogénicas no nDNA, das quais 58 ja descritas na literatura
e 14 novas variantes provavelmente patogénicas (grafico 1).

O numero de variantes identificadas em cada gene variou
entre 1% e 3%, no entanto, os genes EARS2 e VARS2 apre-
sentaram o maior numero de variantes, 9% e 7% respetiva-
mente.

Variantes de significado indeterminado

Neste trabalho foram identificadas 54 VUS no nDNA em
37/450 (8%) doentes. Entre estas, 30 foram previamente des-
critas na literatura pela URN-INSA (15.17) sendo as restantes
24 novas variantes (grafico 2).
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Grafico 1: [ Distribuicdo das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no nDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.

PP1
29% (2) NDUFST

20% (2) . NDUFV2
CLNE

2,9% (2)
2.9% (2)
HIBCH
29% (2)
ECHS1 \ \ -
2.9% (2)
@ 15% (1)
SLC19A3 /
44% (3)
SURF1
‘ 2551 ® Subunidades estruturais da OXPHOS
PDHX
15% (1) \ zF 5{%;) ® Fatores de assembly da OXPHOS

= Replicagdo e manutengédo do mtDNA

i POLG » Tradugdo mitocondrial

59% (4)

KIFSA _ SPR
15% (1) "\ 1,5% (1)

ACAD9
2.9% (2)

BCSIL
5.9% (4)

LYRM7

PDHAT "
15% (1)

= Dindmica e homeostasia mitocondrial

= Metabolismo de substratos e cofatores
RRMZ2B
15% (1) = Metabolismo de compostos téxicos

SUCLA2
5% (1) = Qutros

29% (2)
TH2
2,9% (2)
VARsz/ \
7.4% (5) Mmro1
RARSZ/ /

15% (1)

NARS2
2,9% (2 EARS2
@ 6% (6) 2% (2)

Grafico 2: [ Distribuigao das variantes de significado indeterminado no nDNA por genes afetados
e de acordo com seus grupos funcionais.
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Genoma Mitocondrial
Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

A sequenciagdo do genoma mitocondrial revelou variantes
patogénicas e provavelmente patogénicas bem como gran-
des delecoes, em 38 dos 450 doentes (9%). Entre as varian-
tes identificadas, 16 ja tinham sido descritas na literatura,
11 das quais como patogénicas e cinco como provavelmen-
te patogénicas, sendo duas novas variantes. Adicionalmen-
te foram também identificadas quatro delecdes simples de
grandes dimensodes e de diferentes tamanhos.

Os genes que codificam os tRNAs representam o maior
grupo de genes com variantes identificadas, particularmen-
te o MT-TL1 devido a presenca da mutagao m.3243A>G de-
tetada em 11 doentes. As variantes localizadas nos genes
que codificam subunidades da OXPHOS estao equitativa-
mente distribuidas entre eles (grafico 3). A grande maioria
das variantes foi detetada em heteroplasmia com percenta-
gens que variaram entre 0s 5% e 95%.

Grafico 3: [/ Distribuigdo das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no mtDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Variantes de significado indeterminado

A sequenciacao completa do mtDNA revelou oito VUS em
oito individuos distintos (8/450) distribuidas aleatoriamente
por alguns genes estruturais da OXPHOS e pelos genes

MT-TG e MT-RNR2 (grafico 4). Todas as variantes foram
identificadas em heteroplasmia exceto a variante localizada
no gene MT-CO3.

Gréfico 4: [ Distribuigdo das variantes de significado indeterminado no mtDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.
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_Discusséo

Até 2016, a sequenciacéo tradicional de Sanger foi utiliza-
da para rastrear as variantes mais comuns do mtDNA bem
como um grupo especifico de genes nucleares associados a
apresentacoes clinicas especificas e/ou défices enzimaticos
dos complexos da CRM. Com os avancgos tecnolégicos, a
abordagem molecular utilizada no laboratério da URN-INSA
passou a incluir a tecnologia de NGS para a sequenciagao
de um painel de 213 genes nucleares associados a DM e
do genoma mitocondrial completo. Inicialmente aplicamos
esta estratégia a um grupo de 146 doentes com suspeita
de DM, mas que nao dispunham do diagnéstico molecular

confirmatoério, como referido na nossa publicacdo anterior
(15,17), Posteriormente, alargamos esta abordagem a mais
304 doentes suspeitos de DM, o que possibilitou um estudo
mais abrangente de 450 doentes. Esta investigagdo permi-
tiu-nos obter um diagnéstico molecular em 134/450 doentes
(30%), 88 no nDNA e 46 no mtDNA, identificando um total de
154 variantes: 126 (82%) no genoma nuclear e 28 (18%) no
genoma mitocondrial. Salientamos que, 72 eram variantes
patogénicas descritas na literatura, 20 eram novas variantes
e 62 eram VUS. As variantes no nDNA e mtDNA foram identi-
ficadas maioritariamente em criangas e em adultos, respeti-
vamente, o que esté4 de acordo com a literatura (18:19),
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Neste estudo um dos fatores que influenciou a menor per-
centagem de doentes com variantes no mtDNA foi a idade,
uma vez que 58% dos doentes estudados eram criancas,
nas quais uma variante causal no nDNA é mais provavel.

Com base nestes resultados propomos um algoritmo para
as DM apresentado na figura 1.

Figura 1: Algoritmo de diagnéstico para suspeita de doenga mitocondrial.

SUSPEITADE DOENGA
MITOCONDRIAL

com base em dados clinicos, metabélicos ou de neuroimagem

Painel de genes nucleares associados a doengas i do mtDNA
mitocondriais
T I
i ¥V i { M v

Sem Variantes
variantes de patogénicas
interesse
clinico

Variantes Delegdes simples vUS
patogénicas de grandes
dimensdes
% [7
he!::toapl/ans?:ia / Baixa % de het::‘:pl/aas?:ia / Baixa % de
Homoplasmia heteroplasmia Homoblasmia heteroplasmia

Biopsia
Muscular

I Biopsia I Biopsia Biopsia
Deplegao / Delegdes Défices dos Muscular Muscular Muscular
multiplas do mtDNA complexos da CRM Jr & l!

Défices dos

o .
Alta % heteroplasmia complexos da CRM

Alta % heteroplasmia

~
Sequenciagdo Di ico genético de "
do Exoma ¢ N
doenga mitocondrial

Completo -
'[ |l EstudosF ionai '

Di ico genético d
doenga mitocondrial

|l EstudosF ionait I

Atualmente, 0 sangue é a amostra de primeira linha para baixa, podendo n&o ser representativa do limiar de expres-
efetuar o painel de genes nucleares e a sequenciagao do sa0 da variante em estudo (20),

genoma mitocondrial completo. Apesar do tecido muscular ) , B
) L . o Salientamos ainda que deverao ser efetuados estudos de
ser rico em mitocondrias, a analise da bidpsia muscular, B . ) , o
_ , , segregacéao familiar para confirmar as variantes patogénicas
por se tratar de um procedimento invasivo, deve apenas , o ,
) B . e/ou VUS, assim como, estudos funcionais em zebrafish,
ser considerada quando a apresentacao clinica sugere a ) o ) »
5 B para determinar a patogenicidade das VUS identificadas.
presenca de uma grande delecao ou deplecao do mtDNA.

Pode ainda recorrer-se a biopsia muscular numa fase mais O alargamento deste trabalho a um maior grupo de doentes
avancada da investigacao para confirmar a patogenicidade permitiu aumentar a percentagem de diagnostico definitivo
de uma VUS, tornando-se assim relevante efetuar o estudo de DM de 25% para 30%. No entanto, os 316 doentes (70%)
bioquimico da CRM. O tecido muscular é igualmente im- que permaneceram sem caracterizagdo molecular deverdo
portante para determinar o nivel de heteroplasmia quando continuar a ser investigados através da anélise do exoma-
a percentagem de mtDNA mutado detetada no sangue é clinico/total.
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_Conclusoes

O presente estudo realca o espectro genético das doencas
mitocondriais (DM) na era da sequenciacao de nova geracao
(NGS), permitindo um avanco significativo na caracterizacao
molecular destes doentes de dificil diagndstico.

Os resultados do centro de referéncia para o estudo e investi-
gacado das DM do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, permitiram esclarecer a etiologia molecular de 30% dos
doentes estudados, alargar o espectro mutacional associado
a estas patologias e oferecer em alguns casos um diagnostico
pré-natal e aconselhamento genético aos casais em risco.
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