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Resumo/abstract

A diabetes MODY ¢é una enfermidade monoxénica pouco frecuente dentro de todos os
casos de diabetes, que se caracteriza por una progresiva disfuncion nas células [3-
pancreaticas, por ser independente de insulina e comezar a desenvolverse en idades
moi tempranas. Un diagnéstico molecular pode chegar a supofier un cambio de
tratamento nun paciente, un diagndstico precoz ou un seguimento efectivo da
progresion da enfermidade.

Existen unha serie de xenes implicados na diabetes MODY e diversas institucions
estan identificando variantes relacionadas con esta patoloxia a través da
secuenciacion dun panel de xenes mediante NGS (Next Generation Sequencing). A
NGS esta afianzandose na xenética clinica pois permite a realizacion de diagndstico
molecular a varios pacientes simultaneamente e en moi pouco tempo.

Para este traballo foron seleccionados once pacientes baixo os criterios do Complexo
Hospitalario Universitario de A Coruna para a realizacion dun diagnéstico molecular
para diabetes MODY. Este consistiu na secuenciacibn dun panel de xenes
relacionados coa mesma (ABCC8, GCK, HNF1A, HNF1B, HNF4A, KCJ11, INS)
mediante tecnoloxia NGS. Deste xeito foi realizada unha posta a punto da técnica para
a elaboracién dun Protocolo Normalizado de Traballo (PNT) que se utilizara
rutinariamente no laboratorio e unha analise preliminar das variantes obtidas.

Atoparonse variantes de interese clinico en cinco dos once pacientes (unha patoléxica,
duas probablemente patoléxicas e catro de significado incerto), as cales seran
estudadas posteriormente e confirmadas mediante secuenciaciéon Sanger. A posterior
integracion desta informacion sera clave para complementar o diagnéstico clinico de
cada paciente.

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) is a monogenic disorder with a low
frequency amongst all diabetes cases. Some of the characteristics features of MODY
are the progressive pancreatic B-cell dysfunction, as well as non-insulin dependence,
and early-onset diabetes. A molecular diagnosis may imply a change in the treatment,
an early diagnosis or a better management of the clinical course of this disease.

Several genes are associated with MODY. Some institutions are currently performing
variant detection using a gene panel, one of the applications of the NGS (Next
Generation Sequencing) technology. NGS technologies have enabled a dramatic
transformation in clinical genetics, as they allow molecular diagnoses for many patients
at once and in a short time.

Following the criteria established by the Complexo Hospitalario Universitario de A
Corufa, eleven patients were selected to participate in a molecular diagnosis of
MODY. For this, we sequenced a gene panel (ABCC8, GCK, HNF1A, HNF1B, HNF4A,
KCJ11, INS) using NGS technology. As a result of this pilot study, we set up a
Standard Operating Procedure (SOP), which will be used as a routine in this
laboratory. Additionally, we proceeded with a preliminary variant analysis.

Clinically relevant variants were found in five out of eleven patients: one pathogenic,
two likely pathogenic and four variants of uncertain significance. All of them will be
studied and validated by Sanger sequencing. The subsequent integration of this
information will be key to complement the clinic diagnosis of each patient.



Introducion

MODY: un tipo diferente de diabetes

MODY (Madurity-Onset Diabetes of the Young) é un grupo de enfermidades
monoxénicas relacionadas coa diabetes que se caracterizan por ser autosémicas
dominantes, por non ser dependentes de insulina e porque aparecen na adolescencia
ou en persoas menores de 25 anos. Ata o de agora téfense atopado 13 xenes
relacionados coa diabetes MODY e de ai o establecemento de 13 tipos de diabetes
MODY

As variantes mais frecuentes atépanse nos xenes da glicoquinasa (GCK) (MODY?2) e
no factor nuclear do hepatocito (HNF1A/4A) (MODY 3 e MODY 1). Cando o afectado é
o GCK, os sintomas adoitan ser unha hiperglicemia leve en xaxin e non precisa de
ningun tratamento. En cambio, cando se trata de MODY 3 ou MODY 1, obsérvase
unha progresiva disfunciéon nas células [3-pancreaticas e unha hiperglicemia que pode
desembocar en complicacions microvasculares. O tratamento para estes dous tipo de
MODY adoitan ser sulfonilureas.

A diabetes MODY ¢é pouco frecuente (<1% de todos os casos de diabetes) e moitas
veces esta mal diagnosticada como diabetes mellitus tipo 1 ou 2 xa que certos
fenotipos clinicos coinciden. O diagndstico molecular é, por tanto, necesario nos
pacientes nos que haxa sospeita de MODY, xa que proporciona a posibilidade dun
tratamento 6ptimo, de predicir a progresién da enfermidade, favorecer o diagnéstico
precoz doutras alteraciéns acompanantes a nivel pancreatico ou xenitourinario (MODY
5 e 8) e favorecer o estudo familiar para determinar portadores asintomaticos [1, 2].

O cofiecemento actual sobre os tipos de variantes de certas rexions do xenoma, tanto
de humanos como de organismos modelo, permiten atopar unha relacion xenoma-
fenotipo clinico para certas enfermidades. No eido da Biomedicina, usando esta
informacién, pdédese apoiar e complementar un diagndstico, avaliar o risco dun
paciente de padecer unha enfermidade xenética ou personalizar un tratamento
mediante un diagndstico molecular.

Unha das técnicas que se usa no diagnostico molecular € a secuenciacion de certos
fragmentos de ADN do paciente que se consideran relacionados cos sintomas dunha
enfermidade concreta, comparandoos coas secuencias de referencia que existen (do
xenoma enteiro ou de xenes concretos). A partir desta comparacion detéctanse as
variantes que poden ser patoléxicas [3]. No presente TFG vaise utilizar o termo
“variante” no canto de “mutacion” debido & connotacion negativa que acadou este
termo [4].

A técnica de secuenciacion clasica empregada para detectar variantes é o método
Sanger. Porén, este método presenta certas limitaciéns en termos de rendemento,
escala, tempo e custo:permite secuenciar un unico fragmento (produto de PCR) de
cada vez, cando a cantidade de xenes que se relacionan con enfermidades
xeneticamente heteroxéneas esta a aumentar. Deste xeito xurdiron as tecnoloxias de
secuenciacion de nova xeracion (NGS, Next Generation Sequence), moito mais
potentes ca secuenciacion Sanger, mais rapidas e tamén mais accesibles, o que non
quere dicir que substitian a Sanger, sendén que a complementan [3, 5].

As aplicacions da NGS en clinica poden resumirse en (1) secuenciacion do xenoma
(WGS, Whole Genome Sequencing), na que se secuencia tanto ADN codificante como
0 non codificante (esta opcidon e a menos usada debido 6 exceso de informacion e de



custo); (2) a secuenciacion do exoma (ES, Exome Sequencing), que abrangue s6 as
rexions codificantes do xenoma, € dicir, os exdns, € en (3) secuenciacion de paneis
de xenes, onde se secuencian un grupo de xenes dos que se ten a certeza de que
estan relacionados cunha enfermidade concreta, favorecendo a interpretacion das
variantes [6].

Método Sanger

O método de secuenciacion mais utilizado ata a aparicion da NGS baséase na
reaccion de replicaciéon do ADN na célula: € o método Sanger (1977) ou método
“dideoxi”. Tratase dunha secuenciacion con nucledtidos modificados terminais
(ddNTPs, dideoxinucledtidos trifosfato) que non tefien o grupo hidroxilo no extremo 3'.
A ADN polimerasa non pode engadir mais nucleétidos, finalizando a sintese da febra
complementaria nese punto tras ser incorporado o ddNTP.

O proceso orixinal consiste en sintetizar o ADN por separado en catro tubos, tendo en
cada un a febra molde que queremos secuenciar (previamente clonadas, e polo tanto,
idénticas), co seu cebador, coa ADN-polimerasa, cos catro nuclebtidos en exceso
(dATP, dGTP, dCTP e dTTP), cun tampdén de reaccién, e para cada tubo, unha
pequena cantidade de dideoxi especifico (ddATP, ddGTP, ddCTP ou ddTTP)
marcados radioactivamente (P*?). Deste xeito se, por exemplo, temos a reaccién na
que hai ddTTP, este dideoxinucleétido competira co dNTP, sintetizandose febras de
diferentes lonxitudes de bases.

Unha vez terminada a sintese de ADN, realizase unha electroforese en paralelo nun
xel de acrilamida (cada produto en cadanseu pocillo), observandose un patrén de
bandas coas que se pode ler a secuencia complementaria (de abaixo arriba) [7].

Este método foise perfeccionando 6 longo dos anos, usando fluoréforos no canto de
moléculas radioactivas, realizando as catro reaccions nun mesmo tubo, incrementando
a lonxitude dos fragmentos a secuenciar (de 300 pares de bases (pb) que se
secuencian co método orixinal ata 900-1000 pb), e tamén o niumero de fragmentos que
se poden secuenciar en paralelo nun mesmo secuenciador. Un exemplo destas
innovacions é a secuenciacion automatica por electroforese capilar que permite
Detectar o sinal fluorescente (unido ao cebador ou ao ddNTP) de cada fragmento
mentres a molécula migra por un capilar e é excitada por un laser. O analizador
xenético detecta e interpreta eses sinais fluorescentes proporcionando a secuencia de
ADN do fragmento analizado (Figura 1) [8, 9].
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Figura 1. Comparaciéon da deteccion de bases con nucledtidos marcados radioactivamente
(arriba) e da deteccion de bases marcados con fluoréforos (abaixo). Imaxe tomada e
modificada de [8].

NGS, Next Generation Sequencing

O proxecto Xenoma Humano provocou o desenvolvemento das tecnoloxias NGS de
segunda xeracion ao requirir tanto o abaratamento da secuenciacién como o aumento
da cantidade de informacién obtida por unidade de tempo. No ano 2005, 454 Life
Sciences (que agora pertence a Roche) comercializou o primeiro secuenciador masivo
baseado na reaccién en cadea da polimersasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) de
emulsion e na reaccion de pirosecuenciacion [5].

Hoxe en dia existen varias casas comerciais que ofertan plataformas de secuenciacion
masiva. A empresa lllumina é a que actualmente esta dominando o mercado. lllumina
oferta varias plataformas. Entre elas estan HiSeq, dirixida a un uso en investigacions
onde se precisan altos rendementos e MiSeq, dirixida a laboratorios cunha carga de
traballo menor [3, 10]. De feito, MiSegDx (2013) é unha plataforma de
multisecuenciacion aprobada pola axencia estadounidense FDA (Food and Drug
Administration) dirixida especificamente a uso clinico [10]. A técnica de secuenciacién
que utilizan as plataformas de Illlumina baséase na sintese de novo dos fragmentos de
ADN e a deteccion realizase por medio de sinais fluorescentes. A empresa
ThermoFisher Scientific oferta NGS utilizando outras tecnoloxias, como por exemplo a
secuenciacion por deteccion de cambios de pH na incorporacién de nucleétidos [3,
10].

A NGS, en xeral, sacrifica a secuenciacion de fragmentos longos (comparando coa
secuenciaciéon Sanger) co gallo de proporcionar unha secuenciacién en paralelo de
milléns de fragmentos. Nun principio s6 se podian secuenciar fragmentos de entre 40
e 500 pb, pero 6 longo de estes anos foise centrando o esforzo en obter secuencias de
maior tamano e igual ou maior calidade [5, 9].

As diferenzas entre plataformas residen na quimica utilizada para amplificar e
secuenciar, o tamafo do fragmento secuenciado, o tempo que lle leva realizar a
secuenciacion e a calidade e precision dos datos [6]. Por exemplo, a secuenciacién
baseada en pirosecuenciacion e na medida do pH ten problemas en detectar variantes
en homopolimeros, pero en cambio poden detectar inserciéns e delecions (indels)
mais longas [11].



Etapas da NGS

A NGS comprende tres etapas basicas comuns a tédalas plataformas: a preparacion
da mostra de ADN, a secuenciacion e a analise dos datos obtidos.

Preparacion da mostra:

O protocolo de preparacion da xenoteca vai variar dependendo da plataforma e da
aplicacion NGS coa que se vai proceder posteriormente. Basicamente, a preparacion
da mostra pode resumirse na construcion dunha xenoteca de fragmentos de entre 40 e
500 pb a partir do ADN do paciente. A estes fragmentos Unenselles uns adaptadores
no final da febra (nun extremo ou en ambos), os cales tefien dua funcions: unir o ADN
a superficie onde se realiza a amplificacion, e actuar como cebador da ADN
polimerasa que realiza a PCR [6, 10]. Dous exemplos de métodos de amplificacion
son:

e PCR de ponte (bridge amplification), caracteristica da tecnoloxia de lllumina. A
PCR realizase sobre unha superficie sdlida (cela de fluxo, flow cell) cuberta cos
adaptadores (cebadores forward e reverse), que permite a union da febra de ADN
e o comezo da sintese da febra complementaria. Tras unha desnaturalizacion,
eliminase a febra molde quedando a nova febra unida a superficie mediante o
adaptador. Esta curvase e hibrida co adaptador complementario que esta 6 seu
carén, que serve de novo de cebador para a sintese da seguinte febra.
Producese de novo unha desnaturalizacién e as febras separanse, iniciandose un
novo ciclo. Unha vez formado un cluster de febras complementarias entre si
eliminanse cun lavado as secuencias reverse, e os extremos 3’ son bloqueados
para que non sexan degradados. Finalmente Uunese o cebador que se utilizara na
secuenciacion (Figura 2) [12].
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Figura 2. Figura 2. Esquema dos pasos a seguir na secuenciacion de segunda xeracion para
unha tecnoloxia que utilice PCR de emulsién (esquerda) e PCR de ponte (dereita). Imaxe
modificada de [10].



e PCR de emulsién (emPCR, emulsion PCR), utilizada por 454 e lon Torrent. Os
fragmentos de ADN con adaptadores universais 5 ligados uUnense a bdlas
cubertas de adaptadores complementarios, de forma que s6 se une un fragmento
por bodla. Isto conséguese axustando o numero de bodlas necesarias para a
cantidade de fragmentos que se ten. Tras isto, provocase unha emulsién na que
cada microsfera de auga cunha unica bdla queda rodeadas por unha fase oleosa.
Deste xeito, temos pequenos microrreactores onde se realiza unha PCR, servindo
de cebador o adaptador unido & bdla. A cadea de nova sintese despréndese por
un proceso de desnaturalizacion e Unese a un novo adaptador, iniciandose de
novo outra fase de sintese. Deste xeito, cdbrese toda a bdla co fragmento de
ADN amplificado. Logo, millons destas bélas con ADN amplificado depositanse
en nanopocillos individuais dunha placa de pequeno volume na que se procede a
secuenciacién [10, 13].

Ademais da amplificacion, pero antes de proceder 6 secuenciado, pédense realizar
outros procedementos que permitan determinadas aplicaciéns da tecnoloxia NGS. Por
exemplo, se se desexan analizar distintos individuos nunha mesma andlise do
secuenciador, engadense oligonucleétidos especificos (index) que permiten diferenciar
a mostra de cada paciente. Outra modificacién € o chamado enriquecemento, que
consiste en amplificar exclusivamente certas rexiéns do xenoma antes de proceder a
slia secuenciacion NGS [6]. Para isto hai dous sistemas basicos. O primeiro consiste
nunha PCR multiple na que se xeran varias secuencias clonicas (amplicéns) de
determinadas rexions das secuencias estudadas, que se solapan nos extremos. Por
outra banda temos o método de captura mediante hibridacién, no que as secuencias
de diferentes tamafios procedentes da fragmentacion inicial do xenoma uUnense a
determinadas sondas, complementarias e biotinizadas. Posteriormente os complexos
sonda-fragmento son aillados con estreptavidina unida a bdlas para proceder a
secuenciacion [6].

Secuenciacion

Tras obter os fragmentos clonicos de cada febra de ADN séguese coa secuenciacion,
que pode ser levada a cabo de diferentes formas. Unha delas e realizando unha
sintese completa da febra complementaria, caracteristica da tecnoloxia de lllumina e
lon Torrent. En ambolos dous casos, engadase a polimerasa e mailos catros
nucleotidos, seguindo unha orde concreta e ciclos de inundacion (flooding) e lavado. A
diferenza entre estas duas plataformas reside no método de deteccién de uniéon dos
nucledtidos:

¢ lllumina: detéctase a fluorescencia mediante un LED que excita os fluoréforos que
estan unidos 6s nucledtidos (un concreto por nucledétido). Deste xeito, tras cada
lavado, sacase unha fotografia do cuadrante da cela de fluxo (flow cell) onde se
esta a proceder coa secuenciacion, e a informacion visual pasa a ser informacion
dixital da secuencia. Para proseguir co seguinte ciclo de secuenciacion, o
fluordforo eliminase tras cada union (Figura 3) [12].
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Figura 3. Reaccion de sintese da febra complementaria e deteccion de fluordforos da
tecnoloxia de Illlumina. Imaxe tomada de https://www.ebi.ac.uk.

e lon Torrent: utilizase unha secuenciacién semiconductora sobre uns chips con
pocillos baseada na deteccion de cambios de pH (deteccion electroquimica) en
cada pocillo da placa onde se atopan as microesferas. Os nucleétidos non
estan marcados. Como coa union de cada nucledétido se libera un grupo fosfato
e un H', o cambio de pH é rexistrado (coma se dun pHimetro se tratase), e
sabese que nucleotido foi o unido (Figura 4) [13].

[ R N |
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Figura 4. Reaccion de sintese da febra complemetaria e detecciéon dos cambios de pH da
tecnoloxia de lon Torrent. Imaxe tomada de https.://www.ebi.ac.uk.

O explicado anteriormente refirese @ chamada segunda xeracién de NGS. Na terceira
xeracion, vaise obtendo a secuencia dunha molécula a medida que vai engadindo por
complementariedade de bases novos nucledtidos presentes no medio. O proceso
realizase de xeito continuo. A lectura da secuencia realizase polo efecto de unirse a
febra de cada un dos catro nucleétidos: emisién fluorescente na tecnoloxia PacBIO ou
por cambios na corrente eléctrica na tecnoloxia Nanopore [10].

Analise de datos: bioinformatica

Tal como recolle Oliver (2015) [14], cada emision de fluorescencia ou cada cambio de
pH é rexistrado e debe ser convertido nunha secuencia de bases. Dada a cantidade de
lecturas que se realizan de forma simultdnea nun secuenciador e a cantidade de
informacion que se debe procesar e almacenar (da orde de xigas ou mesmo teras), a
bioinformatica ten un papel fundamental neste tipo de secuenciacion.

A analise destes datos dividese en tres fases: primaria, secundaria e terciaria. Para
isto compre establecer unha pipeline ou sucesion de programas informaticos que se
faran cargo das sucesivas etapas da analise.

e Analise primaria: consiste en identificar que bases estan en que posicién das
secuencias obtidas, chamadas lecturas (reads), a partir dos sinais xerados durante
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a secuenciacion. Ademais deste proceso, calculanse estimadores como o Q-score,
tamén cofiecido como Phred quality score, que proporciona unha medida da
fiabilidade, neste caso, desa lectura. Por exemplo, un Q-score de 30 implica unha
lectura erronea desa base 1 de cada 1000 veces. A propia plataforma de
secuenciacion xera un arquivo de texto coa extension .fastq no que se recollen os
datos desa analise primaria.

Analise secundaria: consta do alifiamento das lecturas obtidas cunha secuencia
de referencia (ou na ensamblaxe de novo das mesmas) e da identificacion de
variantes (variant calling). Neste paso da analise, eliminanse os adaptadores das
lecturas, as lecturas de baixa calidade, e se € necesario, tamén se retiran os
oligonucledtidos que identifican a mostra de cada paciente. O arquivo cos datos
sobre o alifamento ven dado nun formato .bam [3].

O numero de lecturas que se alinan coa secuencia de referencia, denominado
cobertura, € unha medida de calidade da identificaciéon de variantes. Dependendo
do obxectivo da secuenciacién, necesitase mais ou menos calidade. Por exemplo,
compre unha cobertura é maior de 30X para a secuenciacion dun exoma, unha
cobertura de alomenos 60X no caso dun panel de xenes, e valores ainda moito
mais altos no caso de mostras mosaico coma pode ser un cancro no que hai
células tumorais e non tumorais (procurase unha maior sensibilidade na analise
para que as variantes tumorais, que se van atopar nun numero mais baixo, se
poidan localizar).

Tras obter o alinamento procédese a identificacién de variantes na secuencia
buscando diferenzas nas bases respecto da secuencia de referencia. Dependendo
do tamafio das lecturas, da plataforma secuenciadora, do protocolo de
secuenciacién, e do obxectivo da secuenciacién, usanse uns programas ou outros,
por exemplo, que detecten variantes debidas a un unico cambio nucleotidico
(single nucleotide variants, SNVs) ou variantes causadas por pequenas insercions
e deleciéns (copy number variants, CNVs), cuns criterios concretos para o filtrado
de variantes.

Neste punto obtense un arquivo .vcf, no que se rexistra informacion técnica diversa
como se a variante é bidireccional, a calidade, de que variante se trata, se é unha
rexion de homopolimeros, detalles sobre a sua localizacion cromosémica (Figura
5).

Basecall demultiplex reads allgnment Aligned variant variants
(BCL) |:> & generate [> (FASTQ) [> [> reads calling [> (VCF)
fastq assembly (BAM)

Figura 5. Pasos que segue unha analise de datos: Basecall (identificacion de bases),
demultiplexing & generate fastq (eliminacion dos index e xeracion do FASTQ,; reads (lecturas),
alignment or asembly (aliiamento ou ensamblaxe), aligned reads (lecturas alifiadas), variant
calling (identificaciéon das variantes), variants (variantes). Imaxe cortesia de Gina De Bonis
(lllumina).

Analise terciaria: consiste en interpretar a informaciéon obtida no arquivo .vcf.
Deste xeito, as6ciase a cada variante un significado bioldxico e establécese unha
prioridade para interpretalas. Realizanse diferentes tipos de anotacions que son
automaticamente engadidas por diversos programas a partir de bases de datos
como Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) ou The Single Nucleotide
Polymorphism Database (dbSNP). Algunhas delas son anotacions sobre a



frecuencia poboacional, necesaria para descartar polimorfismos sen relevancia
clinica.. Outras son anotacions sobre os efectos que ten unha variante no proceso
de traducion da proteina. Tamén temos a opcion dunha analise in silico, coa que
obtemos anotacions que nos aportan diferentes preditores que usan os cambios
nos nucledtidos ou aminoacidos combinados con outra informacion adicional,
como a conservacion da secuencia en termos evolutivos, matrices de substitucion
de aminoacidos, e o impacto na estrutura da proteina causada pola variante. Por
ultimo estan as anotacidns baseadas na evidencia, é dicir, baseadas na literatura
ou noutro tipo de datos histéricos, como as historias familiares.

Interpretacion clinica das variantes

As variantes que se detectan coa secuenciacion e posterior analise informatica
clasificanse desde un punto de vista clinico en cinco categorias: patoloxica,
probablemente patoldxica, de significado incerto, posiblemente benigna e benigna.

Para clasificalas nestas categorias compre integrar informacion de diferentes fontes
(bases de datos especificas da enfermidade, bases de datos onde estean recollidas as
variantes relacionadas cos fenotipos clinicos, frecuencia poboacional, historias
familiares, cadros clinicos, etc.) [4]. E por isto polo que a interpretacién das variantes
ten un marco multidisciplinar no que intervefien especialistas en xenética, profesionais
sanitarios e bioinformaticos.

Etica e calidade

Cando se propdn realizar un diagnéstico molecular € necesario que exista un consello
xenético e se lle explique 6 paciente en que consiste e que se poden atopar cando se
realiza este tipo de andlise, facendo fincapé nos achados accidentais (incidental
findings). Os achados accidentais son variantes non relacionados coa enfermidade
obxecto de estudo, pero que aparecen cando se realiza unha secuenciacion do exoma
(ou xenoma). O paciente debe dar sempre o seu consentimento informado e se é
menor de idade, os seus pais ou titores [15].

Antes de realizar un diagndstico molecular é preciso que o laboratorio clinico asegure
a calidade e integridade dos datos e resultados que se obteran. Para isto, por
imperativo legal, requirese a aprobacion dun Procedemento Normalizado de Traballo
(PNT) para a técnica en cuestion. O PNT é un documento escrito onde se describe
detalladamente a serie de operacions e métodos que se deben aplicar para unha
finalidade concreta. O PNT debe estar aprobado pola direccion do laboratorio. Deste
xeito aseguranse as Boas Practicas de Laboratorio (BPL), a uniformidade na
manipulacion das mostras para evitar erros, facilita o seguimento e control de cada
unha das operacions, e posibilita, entre outras cousas, que o persoal do laboratorio
saiba que facer, como e onde [16].



Obxectivos

1. Posta a punto da técnica de secuenciacion de segunda xeracion (NGS)
aplicada a un panel de sete xenes de diabetes MODY para confirmacion dun
diagndstico clinico.

2. Elaboracion dun protocolo normalizado de traballo (PNT) referido a este test
diagnostico de diabetes MODY, dende a preparacion das mostras ata o inicio
do secuenciado.

3. Analise da calidade da secuenciacion realizada para o panel de xenes MODY e
revision inicial das variantes detectadas durante a analise.

Materias e métodos

Para este Traballo de Fin de Grado, foron seleccionados 11 pacientes non
emparentados. Todos os suxeitos cumpriron os criterios de elecciéon definidos polo
Complexo Hospitalario Universitario de A Corufa (CHUAC) para o diagndstico
molecular da diabetes MODY:

¢ Diabetes neonatal e diabetes diagnosticada durante os 6 primeiros meses de
vida.

¢ Diabetes familiar cun proxenitor afecto.

¢ Hiperglicemia moderada en xaxun (99-153 mg/dL), especialmente en persoas
novas ou se se da en varios membros da mesma familia.

e Diabetes asociada a alteracidns extrapancreaticas.

En pacientes diagnosticados de diabetes mellitus tipo 1 replantexar o diagnéstico de
diabetes monoxénica se:

e Hai evidencia de producion de insulina enddxena tras 3 anos de diagndstico da
diabetes (péptido C detectable > 200 nm/L con glicemia > 144 mg/dL)

¢ Anticorpos antipancreaticos negativos, especialmente se a medicidn se realiza
6 diagndstico

En pacientes diagnosticados de diabetes mellitus tipo 2 replantexar o diagnéstico de
diabetes monoxénica se:

o Pacientes non extremadamente obesos ou familiares diabéticos con peso
normal.

e Ausencia de acantosis nigricans [17]

e Etnia de baixa prevalencia de diabetes mellitus tipo 2, como por exemplo a
caucasica.

¢ Non hai evidencia de resistencia a insulina, con péptido C no rango normal.

Elecciéon do panel de xenes e da tecnoloxia axeitada

O panel de xenes seleccionado foi o implementado no Multiplicom MODY MASTR™
(Multiplex Ampilification of Specific Targets for Re-Sequencing), que permite a
deteccion simultanea de variantes nos xenes ABCC8, GCK, HNF1A, HNF4A, HNF1B,
INS e KCNJ11 (Figura 6).
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Figura 6. Localizacion cromosomica aproximada dos sete xenes que compofien o panel
Multiplicom MODY MASTR™ para estudo de diabetes MODY. Elaboracion propia a partir do
ideograma publicado en http:.//www.biologia.uniba.it/rmc/0-internal-images/z-
ideograms/ideograms.html e a aplicacion Genome Data Viewer do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/).

O panel Multiplicom MODY MASTR™ proporciona os reactivos necesarios para a
amplificacion multiple de 118 amplicéns dun tamafio de 280-430 pb en cinco reaccions
multiples diferentes que contefien os cebadores. Estas reaccidns estan axustadas
para acadar a cobertura requirida en todos os amplicéns. Ademais utilizase o kit
complementario de Multiplicom para realizar a identificacion das mostras de cada
paciente (MID lllumina MiSeq Amplification Box e MID 1-48 for lllumina MiSeq®)
(Figura 7). Requirese un termociclador cunha rampa de PCR de entre 1 e 2 °C/s
debido as caracteristicas da PCR multiple. Para a secuenciacion escolleuse un
cartucho de reactivos e unha cela de fluxo do kit de Illlumina MiSeq Reagent Kit v3,
600 Cycles, o cal permite: ter 625 ciclos de secuenciacion, unha saida de datos en 56
horas e un volume de informacién de aproximadamente 15 Gb.
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p5 Tag1 Target Tag 2 p7

MID p5-01 Forward

Figura 7. Esquema dun amplicon. Target: rexion obxectivo da secuenciacion. MIDs:
identificadores da mostra de cada paciente. Os p5 e p7 serven de adaptadores para a
plataforma. Tag: rexions as que se uniran os cebadores para 6 inicio da secuenciacion. Imaxe
tomada de [18].

Co gallo de aproveitar de forma 6ptima capacidade do kit usado de lllumina, o
supervisor do presente TFG decidiu que as 11 mostras para a secuenciacion do panel
de xenes MODY foran acompafadas de 40 mostras a secuenciar para un panel de
xenes relacionados con cancro de mama (BRCA1, BRCA2). Isto implica unha serie de
modificacions no protocolo a hora de realizar a solucién de traballo final que contén as
xenotecas de todos os pacientes.

Preparacion das mostras e da xenoteca
Cuantificacion do ADN das mostras

O ADN xendmico dos once pacientes xa fora extraido polo persoal do laboratorio,
datando a extraccion mais antiga do ano 2015. extraeuse a partir de sangue periférico
. As extraccions atopabanse diluidas en tampén TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH8) e
almacenadas a -20°C.

Cuantificouse o ADN presente nas mostras no espectrofotdmetro NanoDrop™,
estandarizandoas a unha concentracion final de 15 ng/uL nun volume final de 100 pL.
Tras isto axitaronse co vortex e centrifugaronse a 12.000 rpm durante 10 segundos.

Primeira PCR: unién de adaptadores

Tras desconxelar os tubos de MODY MASTR PCR Mix Plex 1, 2, 3, 4 e 5, axitaronse
no vortex e centrifugaronse a 12.000 rpm durante 10 segundos antes de utilizalos. A
Tag polimerasa permaneceu no conxelador ata a hora de usala e 6 sacala
centrifugouse a 12.000 rpm durante 10 segundos.

Preparouse en tubos eppendorf de 1,5 mL a seguinte mestura mestra (Taboa 1) para
cada un dos PCR Mix Plex, marcandoos co numero do tubo de PCR Mix Plex
correspondente.

Reactivo Para 1 mostra (uL) Para 11+1 mostras (uL)
PCR Mix Plex X 10 120
Taq DNA Polymerase 0,075 0,9

Taboa 1. Reactivos e cantidades utilizadas en uL para as mesturas mestras para cada Plex.

Nunha microplaca de LightCycler® 480 marcanse os niimeros das columnas e as letras
das filas. Nos pocillos marcados no esquema (Figura 8) engadense 10 puL da mestura
mestra (Plex) e 5 yL da mostra correspondente.

12



Plex1 Plex2 Plex3 Plex4 Plex5

A 49 739 49 739 49 739 49 739 49 739

B 391 843 391 843 391 843 391 843 391 843

C 451 852 451 852 451 852 451 852 451 852

D 618 618 618 618 618
E 619 619 619 619 619
F 620 620 620 620 620
G 621 621 621 621 621
H 665 665 665 665 665

Figura 8. Esquema do contido da microplaca 12 PCR MODY 16/05/15 para LightCycIer® 480.
Cada cor indica o contido dunha mestura mestra (Plex) especifica. Columnas 1 e 2, Plex1;
columnas 3 e 4, Plex2; columnas 5 e 6, Plex3; columnas 7 e 8, Plex4; columnas 9 e 10, Plex5.
Os amplicons dos 11 pocillos (8+3), repetidos en distintas cores, corresponden as mostras dos
11 pacientes, sempre na mesma orde. Deste xeito, as mostras dispénsanse pola orde fixada en
cadanseu pocillo. Por exemplo, plex 1 do paciente 1 (identificado como “49”): pocillo A1, plex 2
do paciente 1: pocillo B1... plex 1 do paciente 10 (identificado como “843”): pocillo B2.

Centrifugouse a 1.000 rpm durante 3 minutos a 4°C e levouse O termociclador
LightCycler® 480 no que se programou o seguinte perfil: desnaturalizacién inicial a
98°C durante 10 minutos, seguida dunha serie de 20 ciclos compostos por:
desnaturalizacion a 95°C durante 45 segundos, anelamento a 60°C durante 45
segundos e extensién a 68°C durante 2 minutos. Por ultimo, realizouse unha extension
final a 72°C durante 10 minutos baixando a continuacién a 4°C ata a retirada das
mostras.

Rematada a PCR, fixose un control de calidade en xel de agarosa 6 2% para
comprobar que a amplificacion se realizou correctamente.

Unién dos identificadores moleculares (MIDs, Molecular Identifiers)

Desconxelaronse os reactivos necesarios para a union dos MIDs. Axitouse en vortex
cada vial e centrifugouse a 12.000 rpm durante 10 segundos. Prepararonse 2 tubos
eppendorf de 1,5 mL que se diferenciaban en que un ifia o p5-01 e outro o p5-02
(Taboa 2).

Para unha Tubo p5-01 (uL) Tubo p5-02 (uL)

Reactivos mostra (UL)  (para 40+2 mostras) (para 15+1 mostras)
Universal PCR Mix 10 420 160

Amplification Reagent 10 420 160

Mid P5-0X 2 84 32

Taq DNA Polymerase 0,125 5,25 2

Taboa 2. Reactivos e cantidades utilizadas en uL para as mesturas mestras para cada Plex
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Axitaronse brevemente en vortex e centrifugouse cada tubo da mestura de reaccion
mestra a 12.000 rpm durante 10 segundos.

Dispensaronse 21 yL de cada mestura de reaccién mestra a unha nova microplaca por
columnas, seguindo o esquema de cores adxunto (Figura 9). Engadironse 2 uL de p7-
0X adecuado por filas seguindo o esquema e 1 pL do produto da PCR anterior de
cada mostra no seus pocillos correspondentes:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A p7-01 p7-01 p7-01 p7-01 p7-01
B p7-02 p7-02 p7-02 p7-02 p7-02
C p7-03 p7-03 p7-03 p7-03 p7-03
D p7-04 p7-04 p7-04 p7-04 p7-04
E p7-05 p7-05 p7-05 p7-05 p7-05
F p7-06 p7-06 p7-06 p7-06 p7-06
G p7-07 p7-07 p7-07 p7-07 p7-07
H p7-08 p7-08 p7-08 p7-08 p7-08

Figura 9. Esquema do contido da microplaca 22 PCR MODY 16/05/19 para LightCycler® 480. A
cor amarela indica o contido dunha mestura mestra p5-01, mentres qu e a verde refirese a p5-
02. Cada fila corresponde a un p7 diferente. O producto de PCR da microplaca 1°PCR MODY
16/06/16 dispénsase por orde de mostra, coma na micropalaca anterior. Por exemplo, plex 1 do
paciente 1: pocillo A1; plex 5 do paciente 7: pocillo G9.

Centrifugouse a 1.000 rpm durante 3 minutos a 4°C e levouse 6 termociclador
LightCycler® 480 co seguinte perfil: desnaturalizacién inicial a 98°C durante 10
minutos, seguida dunha serie de 20 ciclos compostos por: desnaturalizacion a 95°C
durante 45 segundos, anelamento a 64°C durante 45 segundos e extension a 68°C
durante 2 minutos. Por ultimo, realizouse unha extension final a 72°C durante 10
minutos baixando a continuacion a 4°C ata a retirada das mostras.

Para comprobar se amplificou correctamente, realizouse unha electroforese en xel de
agarosa 6 2%.

Mestura das reaccions multiples dunha mostra de ADN individual

Os produtos da segunda PCR mesturanse nas seguintes cantidades para formar unha
xenoteca con todos os amplicons das cinco PCR multiples de cada paciente. Por
tanto, para cada individuo mesturaronse nun novo pocillo 5,3 yL dos amplicons da
Plex1; 2 uL dos amplicons da Plex2; 2,5 uL dos amplicéns da Plex3; 1,6 uL dos
amplicéns da Plex4 e 19 pL dos amplicéns da Plex5.
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Purificacion das xenotecass de amplicons

Seguindo as instruciéns do Multiplicom, procedeuse & purificacion dos produtos de
PCR utilizando o kit comercial Agencourt® AMPure® (Beckman Coulter). O protocolo
baséase en tres fases: union selectiva dos produtos de PCR a bdlas paramagnéticas e
separacion destas nun campo magnético, lavado das bodlas para eliminacién de
contaminantes e elucion final dos produtos de PCR.

Prepararonse once tubos de 0,2 mL e pipetearonse 30 uL de cada mostra nos seus
respectivos tubos. Axitouse o reactivo Agencourt® AMPure® XP en vértex para
resuspender as bélas magnéticas e prepararonse 10 mL de etanol 6 70%.

A cada tubo coa mostra engadironselle 24 pL de Agencourt® AMPure® XP,
mesturandoo ben e deixandoo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Logo,
pasouse a unha placa magnética durante dous minutos, e pipeteouse o sobrenadante,
quedando as bdlas cara un lado do tubo. Tras isto, engadironse 200 uL do etanol 70%
e procedeuse a unha incubacién durante 30 segundos a temperatura ambiente.
Pipeteouse o etanol e engadironselle outros 200 pL do etanol 70%, incubando
novamente a 30 segundos e eliminandoo posteriormente.

Tras sacar os tubos da placa magnética, engadironselles 40 yL de auga ultrapura a
cada un, mesturando ben. Col6canse os tubos de novo na placa magnética durante 1
minuto, e transfirese o sobrenadante a tubos de 0,2 mL.

Repetiuse o proceso de purificacion, engadindo desta vez 32 uL de Agencourt®
AMPure® XP por tubo e 20 uL de auga ultrapura no ultimo paso.

Axuste da concentracion de ADN de cada mostra para a secuenciacion.

Para cumprir os requirimentos do cartucho do kit V3 de lllumina, cuantificaronse as
xenotecas purificadas no espectrofotémetro NanoDrop™ e no fluorimetro Qubit® 3000
co gallo de axustalas o maximo posible a 15 ng/uL. Logo, as xenotecas de cada
mostra a 15 ng/uL mesturanse nun unico tubo para levalo a unha concentracion de 4
nM, seguindo a ecuacién da Figura 10.

Concentracion da mostra [E—f] % 10°

656,6 X tamafio medio dos amplicons

Concentracién da mostra [nM] =

Figura 10. Férmula utilizada para o calculo da concentracion da mostra en nM, onde o valor da
concentracion requerido no numerador é o obtido na cuantificacion, e o tamafio medio dos
amplicons con adaptadores e MIDs é de 454 pb.

Axuste do volume de ADN para a secuenciacion

Xa que para aproveitar a capacidade do cartucho se decidiu secuenciar os xenes de
BRCA1 e BRCA2 de 40 pacientes diferentes, utilizouse a ferramenta de calculo
aportada por Multiplicom (http://www.multiplicom.com/calculatorfiles/) para calcular o
volume de cada xenoteca, MODY e BRCA (esta ultima tamén estandarizada a 4 nM)
para obter as coberturas minimas requiridas para ambos paneis. No caso de MODY, o
minimo requirido de cobertura por amplicén é 300X, mentres que no de BRCA, de 50X
por alelo. Polo tanto, mesturaronse 60 uL da xenoteca de BRCA con 40 uL da de
MODY.
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Secuenciacion
Preparacion dos reactivos de secuenciacion

A desconxelacion do cartucho de reactivos realizouse nun bafio de auga quente
mentres o tampon de hibridacién HT1 do kit MiSeq Reagent desconxelouse a
temperatura ambiente. Asi mesmo, desconxelaronse a libreria con adaptadores
ligados PhiX Control (derivada co xenoma do virus bacteriéfago PhiX e utilizada como
control nas secuenciacions lllumina) e mailos R1 (Read 1 Custom Primer Mix), | (Index
Custom Primer Mix) e R2 (Read 2 Custom Primer Mix) do kit Amplification Box usado
anteriormente. Estas mesturas de cebadores contefien os oligonucleétidos que se
utilizan para comezar a sintese da febra complementaria. Axitaronse en vortex e
centrifugaronse a 12.000 rpm durante 10 segundos.

En tres tubos de 1,5 mL engadense 597 pyL de HT1 e completandose o primeiro con 3
HL de R1, o segundo con 3 pL de | e o terceiro con 3 uL de R2. Eses 600 pL seran
introducidos no depdsito adecuado no cartucho de reactivos xa desconxelado
(Figurail).

A mestura de xenotecas diluiuse a 11 pM mesturando, por esta orde, 5 yL de mestura
de xenotecas con 5 uyL de NaOH 0,1N. Estes 10 uyL deixaronse 5 minutos a
temperatura ambiente para desnaturalizar, pasandoos logo a xeo para parar a
reaccion. A continuacion engadironse 990 uL de HT1. Desta ultima diluciéon colléronse
550 pL e mesturaronse con 450 yL de HT1 nun novo tubo.

O PhiX Control 10 nM diluiuse a 20 pM mesturando 2 uL de PhiX, 2 yL de EBT
(Elution Buffer with Tris), e 5 yL de NaOH 0,1N. Novamente deixouse 5 minutos a
temperatura ambiente e pasandoo despois a xeo). A esta Ultima mestura,
engadironselle 990 uL de HT1.

Para a solucion de traballo que se incorpora no cartucho de reactivos no seu depdésito
correspondente (Figura 11), mesturaronse 950 pL de dilucion de xenotecas a 11 pM e
50 uL de PhiX 20 pM (PhiX é 5%). Por ultimo axitouse en vértex.
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Figura 11. Cartucho de reactivos de uso tnico. Consta dunha serie de 22 depdsitos, dos que
17 deles atépanse pre-enchidos con reactivos precisos para a secuenciacion nunha cela de
fluxo. Por exemplo, no deposito 8 hai formamida. Antes de comenzar a Ssecuenciacion, as
librerias da mostra carganse no deposito 17. No depdsito 18 pipetéase o R1, no depdsito 19
cargase o | e no depdsito 20 engadirase o R2. Tomado de [19].



Instalacion dos reactivos no secuenciador e introduciéon do manifesto

Antes de colocar no MiSeq o cartucho de reactivos cargado, a cela de fluxo e a botella
de tampon PR2 nos seus compartimentos, compre cargar un ficheiro de texto cofiecido
como manifesto (Manifest file) no que se recolle informacion necesaria para a analise
a realizar, i.e. a secuencia de referencia, as posiciéns dos amplicons e os tamafios dos
cebadores e as rexions que se van secuenciar dos paneis de BRCA e de MODY..
Ademais, cargase outro arquivo cos MIDs que corresponden a cada paciente.

A continuacion procédese co secuenciado, controlado polo propio software do equipo,
o MCS (MiSeq Control Software), que —entre outros parametros— aporta informacion
sobre a cobertura da secuenciacion.

Todos os pasos seguidos durante a etapa de preparaciéon da mostra e secuenciacion
estan anotados e explicados con detalle no PNT (Anexo 1). Deste xeito, a persoa que
realice estas partes do test diagnéstico de MODY ha contar con todas as directrices
que aseguren un manipulado de mostras homoxéneo.

Analise das secuencias

A analise primaria é secundaria é realizada polo programa instalado na plataforma
MSR (MiSeq Reporter). Cos arquivos .fastq xerados pasamos a realizar de novo unha
andlise secundaria e a terciaria, coa axuda da plataforma SophiaDDM® de
SophiaGenetics® Sophia Genetics (http://www.sophiagenetics.com/home.html) é unha
empresa suiza centrada nas analises bioinformaticas no eido da xendmica clinica.
Actualmente 150 hospitais europeos utilizan os seus servizos a hora de proporcionar
diagndstico molecular. A empresa ten patentado algoritmos como PEPPER™ (para a
deteccion de SNPs e indels), MOKA™ (para analise de CNVs) e MOSKAT™ (para a
anotacion de variantes). A plataforma SophiaDDM® permite subir os datos obtidos no
laboratorio do cliente e son devoltos coas analises contratadas en cuestion de horas.

Deste xeito xerouse un informe sobre a calidade da lectura das bases e do alifiamento
para as 11 mostras no seu conxunto e para as cada unha delas de forma individual. A
maiores, a plataforma filtrou as variantes atopadas segundo diferentes criterios, como
por exemplo, a eliminacién das variantes con frecuencia inferior 6 20% (no caso de
indels) ou do 25% (no caso de SNPs) por mostra xa que se trata dun analise dunha
lifia xerminal na que as variantes reais terian aproximadamente un 50% de
posibilidades de deteccion (nun heterocigoto) e un 100% no caso dun homocigoto. Os
falsos positivos eliminaranse seguindo outros criterios, por exemplo, a deteccién desa
variante na maioria dos pacientes, xa que corresponden a individuos de distintas
familias. Esta plataforma integra tamén informacién de preditores (por exemplo,
PolyPhen, PhyloP), de bases de datos poboacionais (por exemplo, Genome 1000), de
bases de datos de variantes con relevancia clinica (ClinVar), de SNPs (dbSNPs), etc.
[4]. Os resultados devoltos por Sophia Genetics aportan, ademais, detalles como a
posicién cromosémica de cada variante, se se trata dun exén, intrén ou rexiéon non
transcrita, cal foi secuencia de referencia utilizada, o cambio aminoacidico na proteina
se existise.

Co gallo de caracterizar axeitadamente cada variante de interese, realizanse procuras

adicionais tanto en bases de datos que non utiliza a plataforma como na literatura
cientifica.
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Resultados
Calidade da secuenciacion e do alihnamento

Durante a secuenciacion, o total das mostras (para BRCA e MODY) obtiveron un Q-
score maior de 30 nun 80,4 % das lecturas, e estas estan recollidas en 12,16 Gb.

Respecto as secuencias para MODY, o total de lecturas foi de 4.559.250 (unha media
de 414.477 por mostra) cunha calidade por ciclo maior para as lecturas forward que
para as reverse (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion da calidade das lecturas. A calidade das lecturas forward é superior a
30 Q-score, véndose un pico a mais de 35 Q-score; a calidade das lecturas reverse distriblese
entre 15 e aproximadamente 40 Q-score.

Todas as secuencias que non pasaron o filtro de calidade foron eliminadas. Das que si
0 pasaron, a maioria das lecturas son de tamafos de entre 250 e 400 pb. Son estas,
por tanto, as que se alifian as secuencias de referencia, sufrindo algunhas delas un
proceso adicional de eliminacién de bases de menor calidade nun dos extremos ou
nos dous (soft clipping) para facilitar o alifamento. Das 11 mostras, as lecturas
alinadas coas rexions marcadas do xenoma son de media o 92,44%. As lecturas
alinadas presentaron un Q-score de alinamento superior a 40 (Figura 13).
Promediando as secuencias alifadas dos 11 pacientes, un 96,22% delas presentaron
cobertura de 500X ou superior. Polo tanto, todas as rexidons de interese mostran niveis
altos de cobertura, ainda que estes sexan desiguais entre elas (Figura 14).
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Figura 13. Distribucion da calidade do aliiamento. A maioria de lecturas tefien un Q-score de
alinamento superior a 40, formando un pico.
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Figura 14. Coberturas dos xenes ABCC8, GCK, HNF1A, HNF4A, INS e KCNJ11. A
heteroxeneidade das coberturas por rexions dos xenes (en azul) mostrase en rosa.

En todos os pacientes houbo unha rexion con baixa cobertura (cunha media de 9X),
dun tamano de 21-22 pb que corresponde 6 exén 4 do xene HNF1B, entre as
posicions 36.091.903 e 36.091.925 da secuencia de referencia NM_000458 (Figura
15).
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Figura 15. Cobertura do xene HNF1B. As coberturas por rexions dos xenes (en azul) mostrase
en rosa. A lina vermella indica unha rexioén de baixa cobertura.
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Analise das variantes

En canto &s variantes obtidas, a plataforma SophiaDDM® recofiece unha media de 185
por mostra, das cales un 78% non pasan os filtros de frecuencia minima da variante,
ou alihan féra das rexions obxectivo do estudo. O 22% restante son variantes retidas e
inspeccionadas.

Respecto das variantes retidas, os xenes que mostran mais variantes son o ABCC8 e
o0 HNF1A, cun promedio de 12 e 11 variantes por mostra, respectivamente. Os xenes
que amosan menor nimero de variantes son GCK, HNF4A e KNCJ11, cun promedio
de duas variantes por mostra.

Das variantes retidas nos 11 pacientes, escéllense aquelas que poden presentar
interese clinico. Alguns dos criterios que se aplican sobre as devanditas variantes son
[4, 20]:

¢ Que a variante estea recollida en bases de datos en revision continua (curated)
(por exemplo, ClinVar) e xa posua un significado clinico.

e Sendo a diabetes MODY unha enfermidade pouco frecuente, unha frecuencia
poboacional alta permite descartar a variante como patoxénica e clasificala
como polimorfismo.

¢ Que a variante se atope en exons ou rexions intronicas de splicing proximas 6s
exoéns confire mais relevancia que se se atopa en rexions intronicas alonxadas
dos exons ou en rexions non transcritas (UTR).

e Se unha variante aparece en todos o0s pacientes analizados pode ser o
resultado dun artefacto xerado na secuenciacion ou durante a PCR. Asimesmo,
hai que valorar se a variante pode representar un polimorfismo comun no grupo
poboacional ao que pertencen os pacientes (frecuentemente coa mesma orixe
étnica), ou se a secuencia de referencia utilizada representa unha variante de
baixa frecuencia poboacional, sendo a variante obtida na analise un
polimorfismo.

¢ Os valores dos diferentes preditores in silico.
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Todos estes criterios débense manexar con coidado, e ningun exclie a outro. Tras a
inspeccién da informacion aportada pola por Sophia Genetics® e aplicacion destes
criterios temos que:

Mostra 49: (1) no xene HNF1A detéctase a seguinte variante non sinénima
(missense) no exon 2, NM_000545:¢.391C>T (p.Arg131Trp), clasificada pola
plataforma como patoléxica. Esta recollida en ClinVar como patoléxica e tal
categoria recibe apoio dos preditores. Polo tanto determinase como variante
patoldxica.

Mostra 391: (2) no xene HNF1A detéctase a seguinte variante non sinénima
(missense) no exén 1, NM_000545:c.293C>T (p.Ala98Val), clasificada pola
como probablemente patoléxica. Conta cunha baixa frecuencia a nivel
poboacional e é apoiada polos preditores. Non obstante, esta recollida como
benigna en ClinVar. (3) No xene KNCJ11 detéctase a seguinte variante non
sinébnima (missense) no exoén 1, NM_000525: c.808C>G (p.Leu270Val),
clasificada pola plataforma como probablemente patoldxica. Conta cunha baixa
frecuencia a nivel poboacional e é apoiada polos preditores. Non obstante, esta
recollida como benigna en ClinVar. Ambas as duas determinanse finalmente
como variantes benignas.

Mostra 451: (4) no xene GCK detéctase a seguinte variante non sinénima
(missense) no exdon 7: NM_000162:¢c.683C>G (p.Thr228Arg), clasificada pola
plataforma como como probablemente patoléxica. Non esta rexistrada en
ningunha base de datos das utilizadas por SophiaDDM®, pero é apoiada polos
preditores. Existe unha variante recollida coa mesma secuencia de referencia
(versién 3) e na mesma posicion, coa diferenza de que se substitie unha C por
unha T (NM_000162.3:c.683C>T; p.Thr228Met). Esta foi rexistrada como
patoléxica en ClinVar, o que fai sospeitar de que a variante que se atopou
tamén o pode ser. Debido a isto, determinase como variante probablemente
patoldxica.

Mostra 618: non aparecen variantes de interese clinico.

Mostra 619: (5) no xene HNF1B detéctase a seguinte variante indel no exén 4:
NM_000458:¢.835_836delTCinsA (p.Ser279Thrfs*48), que é clasificada pola
plataforma como patoléxica. Non se atopa rexistrada en ningunha base de
datos das utilizadas por SophiaDDM®. O cambio de pauta de lectura provoca
unha proteina truncada (Figura 16), podendo dar lugar a unha perda de
funcionalidade da mesma. Por todo iso, determinase como variante
probablemente patoldxica.

Mostra 620: non aparecen variantes de interese clinico.
Mostra 621: non aparecen variantes de interese clinico.

Mostra 665: (6) no xene HNF1A detéctase unha variante indel no exén 4:
NM_000545: c.863_864insC (p.Pro289Alafs*28), a cal non esta recollida en
ningunha base de datos usada por SophiaDDM®. O cambio de pauta de lectura
daria lugar a unha proteina truncada. Ainda asi, tanto o baixo valor da
frecuencia da variante na mostra, un 23,06%, como que aparece esta mesma
variante noutros sete pacientes (e neles cunha frecuencia ainda mais baixa),
aumenta a probabilidade de que esta variante sexa un artefacto da
secuenciacion ou da PCR.
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e Mostra 739: (7) no xene HNF1A detéctase a seguinte variante non sinénima
(missense) no exén 3: NM_000545:¢.697G>C (p.Val233Leu), clasificada pola
plataforma como probablemente patoldxica e apoiada polos preditores. Non
esta rexistrada en ningunha das bases de datos usada pola plataforma de
analise. (8) No xene KNCJ11 detéctase a variante NM_000525: ¢.808C>G
(p-Leu270Val) non sinénima (missense) no exon 1, que é clasificada pola
plataforma como probablemente patoldxica. Conta cuns valores de frecuencia
poboacional baixos e € apoiada polos preditores. Non obstante, esta recollida
en ClinVar como benigna. Por todo isto, a primeira variante clasificase como
variante de significado incerto, 6 non atopar literatura publicada nin datos xa
rexistrados que a apoien, mentres que a segunda constitie un caso semellante
ao da mutacion (3) e queda clasificada como unha variante benigna.

e Mostra 843: (9) no xene HNF4A detéctase unha variante non sinénima
(missense) no exén 8: NM_001030003:¢.917A>G (p.Tyr306Cys). (10) No xene
INS detéctase unha variante na rexiéon 3' UTR, NM_000207: c.*31G>A; 11).
(11) No xene ABCC8 detéctase a variante indel NM_000352:¢.2292-36_2292-
34delCTTinsTTC nun intrén. A plataforma de analise detecta a primeira como
probablemente patoldxica, apoiado polos preditores, e as duas ultimas como
de significado incerto. Ningunha das tres esta recollida nas bases de datos
usadas pola plataforma de analise. Non se atopa literatura publicada nin datos
xa rexistrados que a apoien e, nos dous ultimos casos, tampouco se ten a
certeza de que afecten a proteina codificada. Por tanto, a clasificacién queda
como variantes de significado incerto para os tres casos..

o Mostra 852: non aparecen variantes de interese clinico.

Proteina de referencia

1 MVSKLTSLQQ ELLSALLSSG VTKEVLVQAL EELLPSPNFG VKLETLPLSP GSGAEPDTKP

€1 VFHTLTNGHA KGRLSGDEGS EDGDDYDTPP ILKELQALNT EEAAEQRAEV DRMLSEDPWR
121 AAKMIKGYNQ QHNIPQREVV DVTGLNQSHL SQHLNKGTPM KTQKRAALYT WYVRKQREIL
181 RQFNQTVQSS GNMTDKSSQD QLLFLFPEFS QQSHGPGQSD DACSEPTNKK MRRNRFKWGP
241 ASQQILYQAY DRQKNPSKEE REALVEECNR AECLORGVSP SKAHGLGSNL VTEVRVYNWF
201 ANRRKEEAFR QKLAMDAYSS NQTHSLNPLL SHGSPHHQPS SSPPNKLSGV RYSQQGNNEI
261 TSSSTISHHG NSAMVTSQSV LQQVSPASLD PGHNLLSPDG KMISVSGGGL PPVSTLTNIH
421 SLSHHNPQQS QNLIMTPLSG VMAIAQSLNT SQAQSVPVIN SVAGSLAALQ PVQFSQQLHS
421 PHQQPLMQQS PGSHMAQQPF MAAVTQLQNS HMYAHKQEPP QVSHTSRFPS AMVVTDTSSI
541 STLTNMSSSK QCPLQAM*

Proteina predita coa secuencia da variante

1 MVSKLTSLQQ ELLSALLS5G VTKEVLVQAL EELLPSPNFG VKLETLPLSP GSGAEPDTKP

€1 VFHTLTNGHA KGRLSGDEGS EDGDDYDTPP ILKELQALNT EEAAEQRAEYV DRMLSEDPWR
1Z1 AAKMIKGYMQ QHNIPQREVVY DVTGLNQSHL SQHLNKGTPM KTQKRAALYT WYVRKQREIL
121 RQFNQTVQSS GNMTDKSSQD QLLFLFPEFS QQSHGPGQSD DACSEPTNKK MRRNRFKWGP
241 ASQQILYQAY DRQKNPSKEE REALVEECNR AECLQRGVTP PKPTAWAPTW SLRSVSTTGL
301 QTAGRRRHSG KSWPWTPIAP TRLTA*

Figura 16. Proteina codificada polo xene HNF1B da secuencia de referencia (NM_000458.3), e

proteina truncada codificada pola secuencia do xene coa variante (NM_000458.3):
€.835_836delTCinsA). Imaxe xerada en mutalyzer.nl.
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Discusion

A secuenciacion do panel de xenes MODY dos 11 pacientes mostra unha calidade que
cumpre con éxito os requisitos marcados por Multiplicom e lllumina para unha correcta
secuenciacién e analise primaria e secundaria dos datos: (1) un 96,22% das lecturas
que pasaron os filtros de calidade de identificacién de bases e de alinamento e (2)
presentan unha cobertura de 500X, superior & de 300X recomendada por rexion de
interese por Multiplicom. A cantidade de lecturas xeradas de boa calidade suple a
caida de cobertura nas lecturas reverse, a cal pode deberse a un problema no equipo
de secuenciacion debido ao consumo dos reactivos nos ultimos ciclos de
secuenciacion.

A cobertura desigual entre todas as rexiéns non afecta a calidade do analise, xa que
as lecturas de cada rexidon son abundantes e con boa cobertura. Multiplicom intenta
subsanar este problema marcando o volume necesario de cada Plex por cada mostra.
Faise necesaria unha revisién das rexions que amosan menor cobertura, localizar en
que Plex se recollen os cebadores para amplificalas na primeira PCR e con isto tomar
unha decision sobre se se realiza un axuste de volumes no PNT para obter mais
cobertura das rexidns amplificadas en menor cantidade.

A rexion do xene HNF1B que non supera a cobertura requirida atépase alonxada do
exén e por tanto non é probable que interveha no proceso de splicing. Por iso non
suporia, en principio, unha rexidn interesante na analise. A baixa cobertura puido
deberse a un erro no manifesto ou a un problema de desefio dos cebadores da casa
comercial.

A vista dos resultados, a posta a punto da técnica de NGS para diabetes MODY foi
realizada con éxito e mellorara cos axustes antes citados.

Interpretacion clinica de variantes

A interpretacién clinica de variantes supdn a integracion de moitas fontes de
informacién das que se debe facer un uso cauto. Nesta primeira clasificacion das
variantes de interese clinico realizada pola plataforma de analise SophiaDDM®
utilizaronse sé os preditores, bases de datos, e informacion técnica aportada por
SophiaDDM®, e revisouse seguindo diversos criterios para manexar a informacion.

Nun dos once pacientes detéctase unha variante patoléxica no xene HNF1A e noutros
dous hai variantes probablemente patoloxicas, unha delas no xene GCK e outra no
HNF1B. Nun cuarto e quinto pacientes detéctanse nun unha variante de significado
incerto no xene HNF1A, e no outro tres, nos xenes HNF4A, ABCC8 e INS, das cales
as duas ultimas non se atopan en exons, coma nos casos anteriores, senon nun intrén
e na rexion 3’'UTR. Nos restantes seis pacientes non se atoparon variantes de interese
clinico, pois duas delas son benignas e outra poderiase tratar dun artefacto.

Todas e cada unha das variantes rexistradas, desde as patoldéxicas ata as benignas,
incluido o posible artefacto, hanse validar mediante secuenciacion Sanger e requiriran
dunha posterior revision bibliografica e dunha andlise dos rexistros e das bases de
datos nas que aparecen. Ademais, a clinica dos pacientes (i.e, o fenotipo) debe
concordar coas variantes obtidas, podendo ter neste grupo de pacientes, por exemplo,
un caso de MODY 3 (HNF1A), un de MODY 2 (GCK) e outro de MODY 5 (HNF1B).
Estes tres tipos de MODY son os mais abundantes, cunha prevalencia do 30-50% nos
dous primeiros casos e dun 5% no terceiro [1]. Ademais, a maior proporciéon de
variantes dase nos exéns e 2 e 4 do xene HNF1A e nos exéns 7 e 9 do GCK [21], o
cal concorda co atopado o presente TFG. As variantes de HNF1B adoitan ser de novo
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e provocan sintomas extrapancreaticos como fallos ou malformacions nos riles [1].

Deste xeito, se a variante patoloxica e as probablemente patoloxicas son tal e
concordan co cadro clinico e se se consegue dar significado clinico as variantes de
significado incerto, os pacientes verianse beneficiados a hora de proporcionarlles un
tratamento o6ptimo (por exemplo, sulfonilureas no caso do MODY 3, ou ningun
tratamento para o MODY 2) [1, 22]. Asimesmo, abririase a posibilidade de estudar
tamén 6s familiares de primeiro grao, que tefien un 50% de probabilidades de herdar a
mutacion. A maiores, poderia realizarse un test preditivo en individuos asintomaticos
para descartar a variante patoloxica ou regular a glicemia cun diagndstico precoz ou
cun tratamento éptimo para portadores da variante [22].
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Conclusions/conclusions

Estableceuse un PNT para o diagndstico molecular de diabetes MODY. Este PNT
inclue a preparacion da mostra e secuenciacion mediante NGS e garante as boas
practicas no laboratorio, a homoxeneidade de manipulacion e o seguimento do
procedemento.

Detectouse dunha variante patoloxica no xene HNF1A (NM_000545:¢c.391C>T) nun
dos once pacientes analizados, duas variantes probablemente patoloxicas, unha no
xene GCK (NM_000162:c.683C>G) e outra no xene HNF1B (NM_000458:
¢.835_836delTCinsA) en dous dos once pacientes. Atoparonse catro variantes de
significado incerto en dous dos once pacientes. Estas sete variantes son, por tanto,
susceptibles de comprobacion posterior facendo uso de fontes de informacion
adicionais.

En caso de verificar definitivamente a caracterizacién inicial das variantes patoloxicas
e as probablemente patoloxicas, e que estas concorden coa clinica do paciente,
haberia a posibilidade de axustar os seus tratamentos, de estudar familiares
susceptibles de ser portadores e de realizar un diagndstico precoz no caso de que o
paciente tivese descendentes.

A Standard Operating Procedure (SOP) for molecular diagnosis of MODY was
established. This SOP included sample preparation and the NGS technology, ensuring
the Good Laboratory Practice (GLP), a uniform handling and the monitoring procedure.

Following the selection criteria, some clinically relevant variants were detected: one
pathogenic variant in the HNF1A gene (NM_000545:¢.391C>T) in one out of eleven
patients; two likely pathogenic variants: one of them in the GCK gene
(NM_000162:c.683C>G) and the other one in the HNF1B (NM_000458:
c.835_836delTCinsA) but in a different patient; two other individuals carried four
variants of uncertain significance (three and one, respectively). These seven variants
will be verified and more evidence must be provided to support the variant association
with the disease.

If our preliminary classification of pathogenic and likely pathogenic variants is finally
validated, and if these variants are consistent with the clinical phenotype of the patient,
there will be the possibility to change the patients’ treatments, to detect carriers
amongst the patient's relatives and the early diagnosis of the patients’ progeny.
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Mostra

O utilizar ADN extraido de mostras de sangue humano periférico, as mostras idéneas deben cumprir cos parametros listados a continuacién. O
ADN humano debe ser preparado recentemente ou almacenado entre 4° e 8° C ou en conxelador en tampoén TE 1X pH8.
Antes de utilizalo, dilia o ADN a unha concentracién de 15 ng/uL nun volume final de 100 pL en auga de calidade para bioloxia molecular.

Parametros e limites Método de deteccion
Concentracion ADN 2= 20 ng/pK Medicions no Nanodrop™

0D260/280 = 1,8

s ™
Pureza 0D260/230 = 1.8 Mediciéns no Nanodrop
Intearidade ADN de peso molecular alto, non hai Xel de agarosa 6 1% o equivalente utilizando ~50 ng de cada
9 degradacion visible mostra de ADN xunto cun estandar de tamafio no carril axeitado
Tampoén TE 1X
Equipo
Reactivos 000001 - Test para o diagnostico molecular de diabetes MODY.

Kits de Multiplicom distribuidos por Genycell:
¢ MODY MASTR™ (MR-0100.024)
e MID lllumina MiSeq® Amplification Box (ML-2204.240)
e MID 1-48 for lllumina MiSeq® (ML-0204.240)

Kits de Illlumina
e MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box1 (MS-102-3003)
e MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box2 (MS-102-3003)
e PhiX Control v3
e HiSeq Install Accessories Box

(Todos os reactivos deben manterse a -20°C no Conxelador 2, agas MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box2, que se garda en Neveira 2)

043585 Buffer TE 1X (Neveira 4).

073068 Agencourt® AMPure® XP (Neveira 4)

058433 Etanol 100% (temperatura ambiente)

046360 AUGA GRADO BIOLOXIA MOLECULAR (temperatura ambiente)

CONSERVACION E ESTABILIDADE
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* Non utilice os reactivos mas al6é da data de caducidade.

+» Conserve todos os reactivos do kit nun conxelador de -15°C a -25°C.

» Todos os compofientes do kit (abertos e selados) permaneceran estables ata a data de caducidade se estan pechados e almacenados de
forma apropiada.

* Os reactivos poden someterse a cinco ciclos de conxelacién/desconxelacién sen afectar 6 seu rendemento, sempre que se mantefian en xeo
mentres se desconxelan. Se se necesitan mais de cinco ciclos de conxelacion/desconxelacion, o reactivo debe ser alicuotado adecuadamente
en tubos etiquetados a primeira vez que se desconxele e almacenados debidamente por un maximo de catro ciclos de
conxelacién/desconxelacion.

 Inmediatamente despois de utilizalos, todos os reactivos sobrantes deben almacenarse a temperatura recomendada.

PRECAUCIONS

* Todos os recipientes deben etiquetarse debidamente para evitar confusions.

* Non volva a utilizar o material de laboratorio desbotable.

» Non mesture reactivos de kits diferentes a non ser que os compofientes tefian o mesmo numero de lote.

« Utilice unha punta de pipeta libre de ADN/ADNasa en cada paso do pipeteo. Recoméndase as puntas desbotables, resistentes 6 aerosol,
empacadas en forma estéril.

» A contaminacion da mostra de ADN pode constituir unha fonte importante de erro. Polo tanto, recoméndase encarecidamente que as
actividades pre- e post-PCR se realicen en recintos separados e que se observen en todo momento as boas practicas de laboratorio e os
procedementos para PCR.

» Débese utilizar s6 unha mostra de ADN de alto peso molecular (> 30 kb) que fora correctamente extraida e almacenada. Débese establecer
exactamente a concentracion do ADN.

+ Utilice unicamente pipetas monocanal e multicanal que estean debidamente calibradas para evitar pipetear volumes incorrectos.

* O pipeteo incorrecto pode constituir unha fonte importante de erros e pddese evitar aplicando rigurosamente las seguintes regras: (1) destape
os recipientes inmediatamente antes de pipetear; (2) tape os recipientes inmediatamente despois de pipetear (no caso de que as tapas non
estean unidas 0s recipientes, utilice tapas novas cada vez que peche os recipientes).

* Para evitar contaminacion cruzada, recoméndase encarecidamente aplicar rigurosamente as seguintes regras a cada paso: (1) asegurese de
que a mesa de traballo contén s6 os reactivos necesarios para o paso seguinte; (2) tape os recipientes inmediatamente despois de pipetear (no
caso de que as tapas non estean unidas 6s recipientes, utilice tapas novas cada vez que peche os recipientes); (3) retire los recipientes da mesa
de traballo cando xa no sexan necesarios.

INSTRUCCIONES PARA O USO DE MODY MASTR™

» Mantefia os reactivos sempre en frio antes de utilizalos, a non ser que se especifique o contrario. Despois de utilizalos, devolva inmediatamente
os reactivos 6 conxelador a temperatura recomendada.

« Evite incluir mostras etiquetadas co mesmo MID (combinacién) na mesma serie de secuenciacion xa que sera imposible distinguir unha doutra.

Control

Interno

Calibrador

Non se realiza
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Método operativo

Grupos de 16 mostras

Mostra | Identificacion | Mostra | Identificaciéon Reactivo Lote
1 9 MODY MASTR™
2 10 MID for lllumina MiSeq Primer box 1-48
3 11 MID for lllumina MiSeq Amplification Box
4 12 Agencourt® AMPure® XP
5 13 MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box1
6 14 MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box2
7 15 PhiX Control v3
8 16 HiSeq Install Accessories Box

Preparacion da mestura de reaccién da 1 PCR
Traballarase en zona PrePCR.

Por cada analise débese preparar unha mestura de reaccién que contefia cada unha das cinco reaccidéns multiples de PCR, inmediatamente
antes de utilizala.

e Saque do conxelador os cinco tubos MODY MASTR PCR Mix Plex do kit MODY MASTR™ e permita que se desconxelen
completamente en neveira. Axite exhaustivamente cada vial nun vortex e centrifugue a 12.000 rpm durante 10 segundos antes de
utilizalos.

e Saque a Taq ADN Polymerase do conxelador xusto antes de utilizala e centrifugue a 12.000 rpm durante 10 segundos.

En tubos eppendorf de 1,5 mL rotulados como Mix 1, 2, 3, 4 e 5 engada 10 yL de PCR Mix Plex e 0,075 pyL de Tag DNA polymerase (tubo de
tapa vermella). As cantidades das mesturas faranse sempre para N mostras + 2. Para 16 mostras (+2) pipetéase 180 uL de PCR Mix Plex e 1,35
pL de Taq.

Reactivos Volume para 1 mostra Volume para 16 (+2) mostras
MODY MASTR PCR Mix Plex 10 uL 420uL
Tag DNA Polymerase 0,075 uL 1,35 uL

Axite brevemente nun vortex durante 2-3 segundos e centrifugue cada tubo eppendorf Mix da mestura de reaccidon mestra a 12.000 rpm durante
10 segundos (a axitacion nun vortex neste paso € esencial para obter una amplificacion exitosa).

Preparar unha placa de LightCycler branca. Pintar con rotulador as zonas que van a ocupar as distintas mesturas mestras: columnas 1 e 2, Mix
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1; columnas 3 e 4, Mix 2, columnas 5 e 6, Mix 3; columnas 7 e 8, Mix 4, e columnas 9 e 10, Mix 5. As columnas 11 e 12 deben estar baleiras.
En cada pocillo da placa depositanse 10 yL dos tubos Mix correspondentes.

Engadir 5 yL de ADN diluido (15ng/uL) dunha mostra a cada pocillo correspondente seguindo o esquema:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mix1 Mix2 Mix3 Mix4 Mix5

A 1 9 1 9 1 9 1 9 1 )
B 2 10 2 10 2 10 2 10 2 10
C 3 11 3 11 3 11 3 11 3 11
D 4 12 4 12 4 12 4 12 4 12
E 5 13 5 13 5 13 5 13 5 13
F 6 14 6 14 6 14 6 14 6 14
G 7 15 7 15 7 15 7 15 7 15
H 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16

Deste xeito, a mostra 1 esta en A1, A3, A5, A7 e A9;a2enB1,B3,B5 B7eB9(...),a15en G2, G4, G6, G8 e G10 e a 16 en H2, H4, H6, H8 e
H10.

A microplaca sélase cun filme e marcase como MODY 1% PCR+data nun lateral.
12 PCR: incorporacion dos adaptadores

A partir deste punto, as microplacas nunca se sacaran da zona PostPCR (salvo en centrifugacions e sempre xa pechadas co seu filme) e
traballarase con pipetas desta area.

Centrifugar en Eppendorf 5810R a 1.000 rpm durante 3 minutos a 4°C.

Acender o Lightcycler 480 e seguir os pasos:
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En Overview: new experiment

En Templates: Multiplicom BRCA run protocol 1

Marcar Start Run

Gardar en Experiments co nome: MODY+data

Danos un aviso de que non estamos cuantificando (The next experiment content no acquisitions): Aceptalo

O finalizar non pode permanecer mais dunha hora a temperatura ambiente. Tras 1:45:05, a PCR remata e inmediatamente pasase 6 conxelador
se non se continla co seguinte paso.

Control de amplificacién da 12 PCR:

e A continuacion do termociclado realizase un paso de control de calidade. Cargar 5 pL de cada produto de PCR e 5 uL de colorante
(Orange) a un xel de agarosa 6 2% que contefia 10 yL/mL de RealSafe (observe coidadosamente todas as instrucions de seguridade),
para comprobar a presenza de amplicéns. Incluir un marcador de tamafios por lifia (opcional).

e A amplificacion exitosa detéctase como unha banda visible pero dispersa entre os 250 e 450 pb.

Neste paso, se é necesario, pddense gardar as placas seladas no conxelador a -20°C.
Dilucions dos amplicons da 1 PCR
Dilucién final de 1/1000.

e Primeira dilucién: nunha microplaca de Lightcycler cunha pipeta multicanal axeitada engadir 19 yL de auga 6s 80 pocillos das 10
primeiras columnas. Seguidamente, coa pipeta multicanal adecuada engadir 1 pL da placa MODY 12 PCR+data a placa. Este paso faise
de columna a columna na mesma posicion ca na outra placa. Minuciosamente comprobar visualmente que cargamos e depositamos
adecuadamente a mostra. Esta placa marcase nun lateral como MODY Dil1+Data. Selamos firmemente la placa co seu filme.
Centrifugamos na Eppendorf 5810R a 1.000 rpm 3 minutos a 4°C.

e Segunda dilucién: nunha microplaca de Lightcycler cunha pipeta multicanal axeitada engadir 49 yL de auga 6s 80 pocillos das 10
primeiras columnas. Seguidamente, coa pipeta multicanal adecuada engadir 1 yL da placa MODY Dil1+Data. Este paso realizase de
columna a columna na mesma posicidon ca na outra placa. Minuciosamente comprobar visualmente que cargamos e depositamos
adecuadamente a mostra. Esta placa marcase nun lateral como MODY Dil2+Data. Selamos firmemente la placa co seu filme.
Centrifugamos na Eppendorf 5810R a 1.000 rpm 3 minutos a 4°C.

Neste paso, se é necesario, pddense gardar as placas seladas no conxelador a -20°C.
22 PCR: incorporacién dos MID para o Miseq de lllumina

Desconxele a placa de MODY Dil2+data correspondente, e centrifiguea a 1.000 rpm durante 3 minutos a 4°C.
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Desconxele na neveira os reactivos seguintes que se atopan no conxelador 2:
e Do kit MID for lllumina MiSeq Primer box 1-48 os cebadores MID p5-01, p5-02, p5-03, p5-04, p5-05, p5-06, p5-07, p5-08 € os p7-01 e p7-

02.

e Do MID for lllumina MiSeq Amplification box a Universal PCR MIX; a Taq DNA polymerase deste kit (tapa vermella) sacase do
conxelador xusto antes de utilizala e centrifugase a 12.000 rpm durante 10 segundos.
e Do MODY MASTR utilizado para a primeira PCR, o Amplification Reagent (AR2, tapa laranxa).

Axite en vortex cada vial vigorosamente e centrifugue a 12.000 rpm durante 10 segundos antes de utilizar.

Prepare 2 tubos eppendorf de 1,5 mL marcados como Mix01 e Mix02. En cada tubo prepare a seguinte mestura, tendo en conta que cada
mestura se diferenza por ter un p5-0X diferente (Mix01 contera o p5-01 e Mix02 contera o P5-02). As cantidades a usar son as correspondentes

a N mostras (x5) + 2. Para 16 mostras:

Reactivos

Universal PCR-Mix
Amplification Reagent (AR2)
MID p5-0X primer

Taq DNA polymerase

Volume para 1 mostra Volume para 16 mostras
10 uL 420uL

10 yL 420uL

2 uL 84 uL

0,125 uL 5,25 uL

Axite brevemente nun vortex durante 2-3 segundos e centrifugue cada tubo eppendorf Mix da mestura de reaccidon mestra a 12.000 rpm durante
10 segundos (a axitacion nun vértex neste paso € esencial para obter una amplificacion exitosa).

Dispensar 21 uL de cada Mix a unha nova placa de LightCycler por columnas seguindo o esquema de cores adxunto (p5-01 na columnas 1, 3, 5,
7, 9; p5-02 nas columnas 2,4,6,8,10). Dispensar 2 yL de p7-0X por filas seguindo o esquema:
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p7-01
p7-02
p7-03

p7-04

p7-05
p7-06
p7-07

IO MM OolOo|w|>

p7-08

Coa pipeta multicanal axeitada dispense 1 pL de cada pocillo da placa MODY Dil2+data, transferindo as mostras columna a columna. Asegurese
a cada pipeteo que carga e dispensa a mostra correctamente.

A microplaca sélase cun filme e marcase como MODY 2% PCR+data nun lateral.
Centrifugue a microplaca en Eppendorf 5810R a 1.000 rpm 3 minutos a 4°C.
Acender el LightCycler 480, e seguir os pasos:

En Overview seleccionar New experiment.

En Templates seleccionar Multiplicom BRCAillumina MID. Marcar Apply Templates.

Marcar Start Run.

Gardar en Experiments como MODYMID+data.

Danos un aviso de que non estamos cuantificando (The next experimetn content no acquisitions): Aceptalo

O finalizar non pode permanecer mais dunha hora a temperatura ambiente. Tras 1:43:45, a PCR remata e inmediatamente pasase 6 conxelador
se non se continda co seguinte paso.

Control de amplificacién da 22 PCR;
e A continuaciéon do termociclado realizase un paso de control de calidade. Cargar 5 pyL de cada produto de PCR e 5 pL de tincion
(Orange) a un xel de agarosa 6 2% que contefia 10 yL/mL de RealSafe (siga coidadosamente todas as instrucions de seguridade), para
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comprobar a presenza de amplicéns. Incluir un marcador de tamarios por lifia (opcional).
¢ A amplificacion exitosa detéctase como unha banda visible pero dispersa entre os 350 e 550 pb.

Neste paso, se é necesario, pddense gardar as placas seladas no conxelador a -20°C.

Mestura das reaccions multiples dunha mostra ADN individual

Utilizando unha pipeta multicanal axeitada mesture os produtos da 22 PCR da microplaca MODY 2°PCR+data. As columnas 1, 3, 5,7 e 9
mestiranse na columna 11. As columnas 2, 4, 6, 8 e 10 mestiranse na columna 12. Comprobar que a carga e a dispensacién da mostra son
correctas e homoxéneas. As cantidades son:

Columnas Volume
1e2 5,3 uL
3e4 2,2 uL
5e6 2,5uL
7e8 1,6 uL
9e10 19 uL

Neste paso, se é necesario, pddense gardar as placas seladas no conxelador a -20°C.

Purificacion das librerias de amplicéns

Preparar tantos tubos de 0,2 mL coma mostras marcados co numero de identificacion correspondente a cada paciente. Pipetear 30 uL da
mestura de cada pocillo 6 seu tubo correspondente, sendo a A11 para o tubo mostra 1, B11 para o tubo mostra 2, (...) G12 para o tubo mostra
15 e H12 para o tubo mostra 16.

Saque o reactivo Agencourt® AMPure® XP da neveira e axiteo en vortex para resuspender as bdlas magnéticas que sedimentaron; prepare 10
mL de Etanol 6 70% sempre antes de utilizalo. A continuacion siga os seguintes pasos:

1. Engadir 24 yL Agencourt® AMPure® XP 6s 30 pyL da xenoteca de amplicons e mesturar cunha pipeta 10 veces. Deixar as mostras
incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos.

2. Colocar os tubos nun separador de bolas magnéticas para separar as bdlas da disoluciéon e deixar a temperatura ambiente durante 2
minutos. Asegurarse de que as bolas magnéticas se separan cara un lateral do tubo.

3. Pipetear a solucién limpa de cada tubo sen tocar as bolas magnéticas e eliminala.

4. Sen sacar da placa magnética, engadir 200 uL de etanol 70% recén preparado en cada tubo e incube durante 30 segundos a
temperatura ambiente. Pipetear o etanol sen tocar as bdélas magnéticas e eliminalo.

5. Repitese 0 paso anterior e deixe que as perlas se sequen.
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6. Sacar os tubos da placa magnética e engadir 40 uL de auga de calidade para bioloxia molecular a cada tubo; mesturar cunha pipeta 10
veces.

7. Colocar os tubos nun placa magnéticas durante 1 minuto para separar as bolas da solucion.

8. Transferir o eluinte a un tubo novo debidamente etiquetado co nimero de identificacion da mostra.

9. Engadir 32 uyL de Agencourt® AMPure® XP 6s tubos e mesturar cunha pipeta 10 veces. Deixar as mostras incubando a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

10. Repetir os pasos 2 a 5.

11. Sacar os tubos da placa magnética e engadir 20 pL de auga de calidade para bioloxia molecular a cada tubo; mesturar cunha pipeta 10
veces.

12. Colocar os tubos nun placa magnética durante 1 minuto para separar as bolas da solucién.

13. Transferir o eluinte a un tubo novo co numero de identificacion da mostra; este contera a xenoteca purificada.

As xenotecas de cada paciente gardanse nunha gradilla e conxélanse, a -20°C, cunha etiqueta de nome MODY Furificacions+data.
Cuantificacion do ADN das librerias de amplicons: NanoDrop e Qubit
Desconxele as mostras, axiteas en vortex brevemente durante 2-3 segundos e centrifigueas a 12.000 rpm durante 10 segundos.

Cuantifiqueas no espectrofotdmetro NanoDrop e a partir das cuantificaciéns obtidas realice unha dilucién aproximada de 15 + 2 ng/uL nun
volume final de 20 pL en novos tubos identificados co nimero de paciente. Estes tubos vanse cuantificar no fluorometro Qubit.

Tendo as cuantificacions do Qubit de cada mostra, Iévanse a unha concentracion aproximada de 4 nM (1,19 ng/pL) utilizando a férmula:

Concentracion da mostra [ﬁ—f] % 10°

656,6 X tamafio medio dos amplicons

Concentracion da mostra [nM] =

Sendo neste caso o tamafo medio dos amplicéns de 454 pb. Notese que as mostras se diluiron en duas etapas ata acadar a concentracién
desexada entre 1,2 e 1,8 ng/pL.

Libreria de amplicons MODY

Axitanse brevemente no voértex os tubos de cada mostra con concentracions de aproximadamente 4 nM (1,19 ng/uL) e centrifiganse a 12.000
rpm durante 10 segundos.

Nun tubo de tamafo axeitado rotulado como pool1 engadense 15 pL de cada un dos tubos de mostra de cada paciente e cuantificase no Qubit.

A cantidade de ADN final do pool MODY debe axustarse o maximo posible a 1,19 ng/uL (4 nM). Para iso utilizase a formula:
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Concentracion da mostra [ﬁ—f] % 10°

Concentracion da mostra [nM] = — . —
656,6 X tamafio medio dos amplicons

Sendo neste caso o tamafio medio dos amplicons de 454 pb.

C,o X = Cf X Vf , sendo C,, concentracion inicial; Vy, volume inicial; C;, concentracion final; e V;, volume final.

Nun tubo de tamafio axeitado rotulado como pool MODY+ X nM engada a cantidade de mostra calculada do tubo pool? e engada auga ata
acadar o volume final desexado. Cuantificar no Qubit.

Se non se axustase a cantidade de ADN a 4nM a primeira vez que se dilue, volva a aplicar a formula e repita a cuantificacion.
O tubo pool MODY+ X nM gardase na neveira.

Lavado do lllumina MiSeq

Realice un lavado de mantemento un dia antes de proceder o secuenciado (como maximo, cinco dias antes)

Asegurese de cargar unha cela de fluxo xa usada no instrumento.

Na pantalla Home, seleccione Perform Wash.
Na pantalla Perform Wash, seleccione Maintenance Wash.
O software eleva automaticamente os dispensadores do refrixerador de reactivos.

Solucién de lavado:
e Prepare a dilucién de 5 mL Tween 20 e 45 mL de auga (obtendo Tween 20 6 10%).
e En 475 mL de auga engada 25 mL da dilucién anterior e mesture o contido volteando 5 veces (obtendo Tween 20 6 0,5%)
e Encha os depésitos do cartucho de lavado coa dilucion. Os 350 mL restantes Usanse para a botella de lavado (H.O Wash).

Introduza o cartucho de lavado e maila botella de lavado no secuenciador:

e Abra a porta do compartimento de reactivos e a porta do refrixerador de reactivos e extraia e baleire o cartucho de lavado usado nun
lavado anterior.
Introduza o cartucho de lavado no refrixerador de reactivos ata que chegue 6 tope. Peche a porta do refrixerador de reactivos.
Levante o mango do dispensador situado fronte a botella de PR2 (ou a botella de lavado e a botella de residuos, Waste) ata que quede
blogqueado no seu sitio e substitia a botella de PR2 da secuenciacion anterior (ou a botella de lavado dun lavado anterior) pola botella de
lavado con Tween 0.5% recén preparado.

e Retirar a botella de residuos, baleirala e recolocala no seu lugar.
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e Baixe o mango do dispensador e peche a porta do compartimento dos reactivos.

Contintiase cos seguintes pasos:
e Seleccione Next. Comeza o primeiro lavado (Step 1 of 3).
o O rematar (aproximadamente tras 20 minutos) retire a botella de lavado e o cartucho, elimine o contido e volva a enchelos coma se fixo
anteriormente coa soluciéon de lavado. Introduzaos no compartimento de reactivos e seleccionase Next para continuar co segundo
lavado (Step 2 of 3).
e Co terceiro lavado procédese de igual forma ca nos anteriores (Step 3 of 3); con este ultimo finaliza o lavado de mantemento.

Tanto a botella de lavado coma o cartucho de lavado e a cela de fluxo déixanse no secuenciador para evitar que entre aire no sistema e se
sequen os dispensadores.

Preparacion do pool de traballo e do cartucho de reactivos.

e Saque do MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box1 o HT1 (Hybridization buffer) e desconxéleo na neveira. Saque o cartucho de reactivos
e desconxéleo nun bafo con auga quente, a cal non debe sobrepasar a lifia debuxada nos laterais do cartucho, durante 60-90 min. Unha
vez estea desconxelado, voltear varias veces asegurandose de que todos os reactivos estan desconxelados e non hai precipitados nos
depositos 1, 2 e 4 (numerados no cartucho). Deixar na neveira ata o seu uso.

e Saque o NaOH 1N e o EBT do kit HiSeq Install Accessories Box.

e Saque os tubos R1, | e R2 do kit MID for lllumina MiSeq Amplification box e desconxéleos. Antes de usalos, axitar en vortex 2-3
segundos e centrifugue 12.000 rpm durante 10 segundos.

e Saque o PhiX Control v3 10 nM e desconxéleo. Antes de usalo, axitar en vértex 2-3 segundos e centrifugar a 12.000 rpm durante 10
segundos.

Dilia 20 yL de NaOH 1 N en 180 yL de auga de calidade para bioloxia molecular nun tubo de 0,2 mL e invirta o tubo marcado como NaOH
varias veces para mesturar ben. Obtera asi 200 L de NaOH 0,1 N.

En tubos eppendrof de 1,5 mL marcados como R7, | e R2 engada 597 pL de HT1 e 3 pL dos tubos correspondentes; axiteos en vortex 2-3
segundos e centrifugueos a 12.000 rpm durante 10 segundos.

Desnaturalizaciéon do Poll Mody+nM a 4nM e do PhiX Control v3 10 nM:

e Tubo A: nun tubo eppendorf de 1,5 mL rotulado como A engada 5 L da dilucion de aproximadamente 4nM (Pool MODY+nM) e 5 uL de
NaOH 0,1 N. Deixe desnaturalizar durante 5 min a temperatura ambiente. Pasado ese tempo, introdlzao en xeo para parar a reaccion
de desnaturalizacion. Engada 990 pL de HT1, obtendo 1 mL de pool a 20pM e déixeo en xeo.

e Tubo B: nun tubo eppendorf de 1,5 mL rotulado como B engada 2 yL de PhiX Control v3 10 nM, 3 yL de EBT e 5 yL de NaOH 0,1 N e
déixeo desnaturalizar durante 5 min a temperatura ambiente. Pasado o tempo, introdizao en xeo para parar a reaccion de
desnaturalizaciéon. Engada 990 uL de HT1, obtendo 1 mL de PhiX a 20pM e déixeo en xeo.

e Prepare un tubo eppendorf rotulado como 77pM. Engada 450 uL de HT1 e 550 uL do contido do pool/ das mostras a 20 pM, obtendo asi
1 mL de poola 11 pM.

e Nun tubo eppendorf marcado como Solucion traballo, engada 950 uL de pool das mostras a 11pM e 50 yL de PhiX a 20pM, axiteo en
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vortex e déixeo en xeo ata a sua utilizacion.
Cargar o cartucho de reactivos

Saque o cartucho de reactivos da neveira e proceda a cargar 600 yL de cada un dos tubos seguintes nos seus depdsitos correspondentes,
rompendo o selo metalico cunha punta de pipeta de 1 mL antes de introducir o contido.

Tubos Depésito do cartucho de reactivos
Solucién traballo 17
R1 18
/ 19
R2 20

Neste punto deben estar introducidos no MiSeq todos os arquivos que se precisan para a realizacion do secuenciado: o arquivo onde se recollen
os MIDs de cada paciente e o manifesto onde se recollen a secuencia de referencia, as posicions dos amplicons e os tamafos dos cebadores,
todo nas suas carpetas correspondentes no equipo para que este as poida detectar.

Comezar carreira:
Siga os seguintes pasos no secuenciador

e Na pantalla Home, seleccione Manage Instrument.
e Seleccione Reboot para reiniciar o software do sistema.
¢ Na pantalla Home, seleccione Sequence: abrirase unha serie de pantallas que lle ditaran os pasos a seguir para iniciar a configuracion
do experimento:
BaseSpace Option: premer Next.
Load Flow Cell: cargar cela de fluxo.
1) Utilizando luvas sen pé e cunhas pinzas de plastico, agarre a cela de fluxo pola base plastica do seu contedor (que ven no kit MiSeq
Reagent Kit v3, 600 Cycles Box2, xunta coa botella de tampdn PR2).
2) Co gallo de retirar o exceso de sales, lavea cunha pipeta Pasteur e auga, tanto do cristal coma do plastico, e séquea cunha toallifia
para limpar lentes sen pelusa, tendo especial coidado nas xuntas e no cristal.
3) Limpe de novo so6 o cristal cunha toalliia para limpar lentes sen pelusa empapada en alcol; asegurese de que non hai pegadas nin
outras manchas.
4) Seque o exceso de alcol cunha toallifia para limpar lentes sen pelusa.
5) Levante a porta do compartimento da cela de fluxo e pulse o botéon de apertura situado a dereita do peche da cela de fluxo;
asegurese de que a platina da cela de fluxo non esta sucia (de estalo, limpea cunha toallifa empapada en alcol).
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6) Coloque a cela de fluxo sobre a platina agarrandoa polos extremos e presione suavemente o peche da cela para cerralo. Soara un
clic que indicara que xa esta na sua posicion e péchase o compartimento da cela.

7) Prema Next.

Load Reagents: cargar reactivos

1) Abra o compartimento dos reactivos, levante o0 mango do dispensador situado fronte a botella de lavado e substitiaa pola botella
PR2 do kit MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles Box2, previamente volteada para mesturar ben o seu contido. Baleire a botella de
residuos e volva colocala. Baixe o mango do dispensador e peche a porta do compartimento dos reactivos.

Abra a porta do refrixerador de reactivos e extraia o cartucho de lavado; substitiao polo cartucho de reactivos xa cargado ata que
chegue 6 tope. Peche as portas do refrixerador e do compartimento de reactivos.

3) Prema Next.

Review: prema Next.

Pre-Run Check: o equipo comproba o experimento. Cando finalice prema Start run.

2)

Lavado post-secuenciado

Solucién de lavado:
e Prepare a dilucion de 5 mL Tween 20 e 45 mL de auga (obtendo Tween 20 6 10%)
e En 475 mL de auga engada 25 mL da dilucién anterior e mesture o contido volteando 5 veces (obtendo Tween 20 6 0,5%)
e Encha os depo6sitos do cartucho de lavado coa dilucién. Os 350 mL restantes Usanse para a botella de lavado (H.O Wash).

Introduza o cartucho de lavado e maila botella de lavado no secuenciador unha vez rematada a secuenciacion. Prema Start Wash:
e Abra a porta do compartimento de reactivos e a porta do refrixerador de reactivos e extraia o cartucho de reactivos. Substituao polo
cartucho de lavado.
e Introduza o cartucho de lavado no refrixerador de reactivos ata que chegue 6 tope. Peche a porta do refrixerador de reactivos.
Levante o mango do dispensador situado fronte a botella de PR2 e a botella de residuos ata que quede bloqueado no seu sitio e
substitia a botella de PR2 pola botella de lavado con Tween 0.5% recén preparado.
Retire a botella de residuos, baléirea e recoléquea no seu lugar.
Baixe o mango do dispensador e peche a porta do compartimento dos reactivos.
Peche o compartimento de reactivos e prema Next.
Cando remate o lavado, deixe o cartucho de lavado, a botella de lavado e maila cela de fluxo no interior do equipo.

O cartucho de reactivos e o PR2 desbétanse.

Resultados Non procede
Valores de | Non procede
Referencia

Interferencias

Non procede




