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Enfermedades Musculares

Infancia y Adolescencia (XI)

27 y 28 de Marzo de 2014
Saldn de Actos. Planta 0 centro.
Hospital Universitario Ramon y Cajal
Inscripcion: GRATUITA, enviando un correo

electrénico indicando nombre y filiacion a
glorenzosanz@yahoo.es

Directores:
Dr. G. Lorenzo Sanz Neurologia infantil S. de Pediatria.
Dra. R. Buenache Espartosa  Neurologia infantil S. de Pediatria.
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SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

2h/200km/500$

4/15 dias/1000S

25.000/15 dias/1.0005




PLATAFORMAS DE SECUENCIACION

454 LIFE CYCLER SOLID ILLUMINA

ION TORRENT-PGM

OXFORD NANOPORE
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BRAIN

A JOURNAL OF NEUROLOGY

Brain 2013: 136; 31063118 | 3106

Next generation sequencing for molecular
diagnosis of neurological disorders
using ataxias as a model

AFG3L2 TTBK2 SYNE1 FLVCR1 WES1 GBA2
CACNA1A ANO10 TDP1 FOLR1 ZNF592 KCND3
FGF14 APTX CYP27A1 GOSR2 POLG FAM36A
ITPR1 CABC1 HEXA KCNJ10 GRM1 ABCB7
KCNA1 KIAA0226 HEXB OPHN1 ATP8A2 ATCAY
KCNC3 MRE11A AAAS PIK3R5 DNMT1 DARS2
PDYN MTPAP AARS RELN WDR81 SLC2A1
PRKCG SACS AP1S2 RNF170 SYT14

SPTBN2 SETX CASK SLCY9A6 VAMP1

TGM6 SIL1 VLDLR SRD5A3 PRRT2

Referrals are accepted from Clinical Geneticists, Neurologists and Paediatric Neurologists for patients
who have had the standard testing for Spinocerebellar ataxias 1-3, 6, 7, 17 and Friedreich ataxia. For
late onset cases we also recommend testing for FX-TAS. We aim to report routine diagnostic tests
within 80 days and the cost of the Ataxia NGS panel is £1173.00.

Laboratory Contact

Dr Penny Clouston Tel: 01865 225592

penny.clouston@ouh.nhs.uk



OPEN a.ﬁCCBS Freely available online +@PL‘°S ‘ :%ML;%TTATIDNAL

Next-Generation Sequencing of Human Mitochondrial
Reference Genomes Uncovers High Heteroplasmy
Frequency

Maria Ximena Sosa'®, I. K. Ashok Sivakumar’??, Samantha Maragh'3, Vamsi Veeramachaneni?,
Ramesh Hariharan®, Minothi Parulekar®, Karin M. Fredrikson®, Timothy T. Harkins®>®, Jeffrey Lin?,
Andrew B. Feldman?, Pramila Tata®, Georg B. Ehret', Aravinda Chakravarti'™

1 McKusick-Nathans Irstitute of Genetic Medicine, Johns Hopkins School of Medidne, Baltimore, Maryland, United States of America, 2 Johns Hopkins University Applied
Physics Laboratory, Laural, Maryland, United States of America, 3 National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland, United States of America,
4 5trand Life Sciences, Bangalore, India, 5 Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana, United States of America, 6 Life Technologies, Beverly, Massachusetts, United States of
America

Abstract

We describe methods for rapid sequencing of the entire human mitochondrial genome (mtgenome), which involve long-

range PCR for specific amplification of the mtgenome, pyrosequencing, quantitative mapping of sequence reads to identify

sequence variants and heteroplasmy, as well as denm sequence assemhly. These methods have been used to study 40

publldy avallable HapMap sa - demg dle a sequencing error rate
TiEotide d r\n'-alsrt)rof1,6x1til'3 for CEUand 37x10 * for YRI, patherns of sequence variatio s

arlier stucie.'. but a higher rate of heteroplasmy varying between 10% and 50%. These results demonstrate ﬂ'lat next-
generation sequencing technologies allow interrogation of the mitochondrial genome in greater h than

. | ssible which may be of value in biology and medicine. I

>
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Secuenciacién de genoma completo:
un salto cualitativo en los estudios genéticos

Adrianc Smeser-£soig, Imbel Gobermada, Antonio Sancher-Heman

Resumian. En pslm momanio: se encuanir on plons apandon b lamada ssouendzcion paraieds ode 1k
£iin st penaralion sequencing [(RGE-, sue establace un sitn de varics dedenes de magnitud &n 12
ragmemics sensncades § B raplse do sy wouencicidn. la KGE pemmite B seosncadin de un ganom;
piein en of ampao vl arde smndmios da seosncar dos. o tres. ganes. qrand s mn B [8mica da Sangar. §
W pas o examinar genas especfions wisionadss medlanke estudio del fenotipo 3 pxpioRr genomas
s hrmanin o e ofrans spades. Eslo eld permiBiendd Conocar no i0 Coma @3 un ganoma indhidual, |
biz) ol genoma humano di parsong 3 persona, oomo dfemn kos genoman entne Shemntes grupos hum

com dfiers & FeN0ma di untumor Fspecio del ganoma sno del hudspac,
Patabis dava. Exoma. Cenoima. Nest genevatinn sequecoing. Secuencixidn

Introduccidn

Lu secuenciscion dd AN consiste on detenminar
o orden de las beses A, C, Gy T on un fragmento de
ADM. 13 seruenciacion wiilizsds hests 1 frcha s
resiliza por ol mindo desorito por Sanger of al en
1577 1], que parmiic obicnor ls scuencs &z @n
frsgment determinado de ADM, un gen o parie o
tsdiz, oo, par champlo, UND & Varkos ouones (Figu-
m, 1) Con ot Wi se oblicnen seruencis do
hests 500 bases: aprovimadamenic (A, b) Sm
cmiergn, b sis dzmands de soouencladitn hs le-

vado sl desarrollo de temnologias de socucnosiin
st baradas an resdivar mil bl seruenciis oor-

1 3

4|. Mediante s NES o posible b secu
penoma humano complan de un i
I BEmpo ¥ eosir ecomcmicn que b s
dos 0 tres genes grandoes oon |s Lo

Ls seoenciaciion dd ADM ba prod
bio radirs] en ki manems de enlenda
par |a ozl =2 ba passds de sctudiar b
simdose en palronis de transmisién o
bilistiras & conocer cusles son s o
=t herenzia. Sm embargo, 5= limits
Igizas han conirads bos extmdios gant
duns con un fenotspe definido y enfi
herencls mendoban producsds par |
dos o 3 |x Bixands de sones: causle

A Imdner-Faig, e al

Tabla I. Indicaciones de estudios de exoma.

Indicaciones

Enfermedades hereditarias con amplia lista de genes candidatos (=3)
Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT)

Miopatias

Enfermedad de Parkinson familiar, distonfas y otros movimientos anormales
Epilepsia

Leucodistrofias: CADASIL y otros

Esclerosis |ateral amiotrdfica

Demencias hereditarias

Otras indicaciones

Enfermedades progresivas de causa no adarada

Procesos largos y costosos
Esclerosis muiltiple

Polineuropatfa crénica inflamatoria desmielinizante

No indicado

Si existe un fuerte gen candidato (enfermedad de Huntington, CMT tipo 1)

Enfermedades producidas por expansiones (por ejemplo, heredoataxias)

Enfermedades producidas por reordenamientos del genoma
(por ejemplo, distrofia facioescapulohumeral)

iVariadiones en el ndmero de copias?
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CASE OF THE MONTH

O.Irjlo uu}uu un|mo B&Irm W ﬂl.l(:tm 1561
CTGATTTT GGTTTCTGTG TOCT TOCTCCAACCCTTOCAGGAGETGOGTGAGACCANGCGCOGTCATGAGACCLGACTEG TGRAGATTGA CAATGGGAAGCAGCGTGAGT TTGAGAGCCGGCT

LR 000055550 55505 )5 ) 5 )5 TN

Ltgattttggritetgtgtecttectccascoct tecaggagetcgtgagaccaageg cegtoatgagacecaac
ctgattttggtitotgtgtocttectecaacccttccaggagetcytgagaccaagegccgteatgagacccaactys tagagat iy
ttttggtitctgtg tecttectocaaccet tocaggagetgcgtgagaccaageg cogtoatgagaceeaactsy tegagat tgacaaty
oty gtitctgty tecttectecaaccet tocaggagetacptgagaccangeg cogtoctgagaceeaactyg tegagat tgagtytendh  cagcptzagt ttgagageeggct
ctgattttggt tetgtgtocttectecaxcecttocaggagetgoptgagaccaageg ccgteatgagacccaactyy tggagat tgacaatgppaag cag— gagageegpet
clgattitggtitetgty tecttectocaaccettocag gagetcgtgagaccangcy ocgteatgagacccaactyy
caagcgocgtcatgagacccaaciyg tgagat igacaatgepaag cagcptragt tigagageeg ot
ctgattttggtitetgty tecttoctecaaceettecaggagetycptgagaccaagegocgteatgagacccaactyg iy  atigacaatgppaagcageptyagt tigagageeg et
ctgattttggtitetgtgtecttoctecaacecticcaggagetcgtgagaccaageg ccgteatgagacccaactyy tagage ct
ACCCTLCCAg JAEC tECE T ARACCAMCE COptCATEAg ACCCANC LEE LERARAT LEACAIL EEEANgE CAgCE tEagt ttgagage
ctzattrtgetitetgtg tocttectocaaccet tocaggagetgcgtgagaccaagegcogteatgagacocaact s tegasy
cigattttggeet tptgtecticctecasceeticcaggagetycatg agaccangcg cogteatgag accrasc teg LERAg At LA CaN RERANE CAR P esmmimmmssnsmmmmsassssen

FIGURE 3. Next-generation sequencing multiple algnments at LMNA gene exon 4, showing the G A mutation; and Sanger sequenc-

ing at this locus (top). [Color figure can be viewed in the onfine issue, which is available at wileyonlfinelbrary.com.]

AUTOSOMAL RECESSIVE EMERY-DREIFUSS MUSCULAR DYSTROPHY
CAUSED BY A NOVEL MUTATION (R225Q) IN THE LAMIN A/C GENE
IDENTIFIED BY EXOME SEQUENCING

ADRIANO JIMENEZ-ESCRIG, MD, PhD,"? ISABEL GOBERNADO, MD.>* MERCEDES GARCIA-VILLANUEVA, MD, PhD,*
and ANTONIO SANCHEZ-HERRANZ, BS, PhD?5
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SIMITIOL PaRa FSTUDYIO MTTHLBOLICC PCR RETRSST PSICIMITIR SEVERC.

HEMR4 )F 3 3, WACICA 7N LA PRZ DI EMEARAZC A TESMINC CIN PSRTC
1I8MaL DT % ke CI DURLCICHN TRTAL CON FXPULSIVD CF 30 MIN. PRESENTACT
oY BPGRA NCPMAL, ACLS2? R)TA 1.2 HORAS. NESCE LCS PRIMERGS C1
4 SUCCTIN Y LLANTC DEBTL. M:NTUVE CAPFZA A LCS 2 MESES CE VI
TH SIN #F)YQ @ LOS 24-2¢ * Z, [IZGNCSTICACA DE RETRASC

eL" TMJ 4FS COM TAC-ERG NORMALES. CESCE ENTONCES
FISTRICS CONVULSIVES. TSTCTCNGS FRECUENTES
T VIDa.

T L3S YA REFTRICHS VACUNA TEIPLZ VIRICA 2 L3S 13 MESES
FNTIRUBTCLA (PCSITIVC) CFEPLES OfF L VACUNA. BTCPSIA

& PLEL NCEMALES (NT ) JSSUS)e TMBARAZC RA CIENTES
5 JUCA OF CTNTACTCO CON RUBSCLY EN LAS PRIMERAS SEMANAS,
» bele CLINIZE PAULETTINS CIN ESTIMULLACICd SIN PERCIDA LE HITCS
AdedIHTurS,.

P:DRCES VIVEN 58

C3e 3IN ANTICEDENTES FAMILIZRESS FIJA UNICA.

TS C 93 KG, (PL,E=TC) TALLA 237 CMe (Fe3-iC) PL 4743 CMe (Fe2-7C)
BUT I TSTAON GINTRALL PTFL Y MUC)SHS NCRMALES. FIJA LA MIRGDZ C3
V72 S4 cUsNDT (ST LE INTIRES?), SONRIE A VECES (ANC SITEMFRE CLE
MANTISNE CAREZS Y 37 MANTIENS SENTATALEN
TITALMENT: SMITIFENCC RESCPLINOS SIN
MCHEMi Ly NC 50PLOS. TCRSX Y 4BCCMIN NOFMALES.
E ViCuyle NCRME&L. FONCS COF 2JC EN S2L Y

% s UMINTE PALICE Y TRANSPARENCI® RETINIAKA
THAITE VTSUaLEZ42% RT0 CTACIBEAS NT SZ PARECIE MANCHA RCJC -
A T SIMITRICIS ¥ VIVISe TONC MUSCULAR NCRMaLe PLANTAR
SATENSION. NG eRCH2, NT SZ e DI PIc.

csTuRzIs vinus  weetis 476k, crToMesiLovirus  LAKB. RERFES
sriiil: qAfgs N LCK TI0I NTEATIVO.
TNFEECIN eagars & RUPETTR TVACUVACTIND o
L0730 LEULCCTTES CON FCRMULA NCRVAL.
: % GRCAN N'HZ, VOV, HCY  NOOMALTS,
HIT.GHT  RGTWALES,
PH Y G4 NCAVELES,
e \NTES Y CESPUCS OF (PORTE DE 7 Ce PROTEINAS NORMALES.

THS RIGUROSANENTS NCOVAL,

= OVISTLIA Y SUTNT SIN PATIACTA. LR,
> L= 2 ING Y RUABRNARAALANAS
E SUDITEVES  WIPMALES,
T ST ATHSIGULE HACER TCM: LC SUFICISENTEMENTE
S ETENER Nise TH4S HABLAER CON LDS PRLRES Y
TNy ATIESTY 3% FIFL MCR¥PLe ST NICICE N REPETIR.
ST Y ARRCEL TN RE 3FATICY ALCSTIRAS NF SUSRT Y RTINS EARA

NCRMALESS

DIAGNOSTICH

TRATAMIEATC

RECOMENL *CTUNTS

2.

P
LSULFETASAS — REXCASMINIDASAS, '\UNCU;G.
! r s LA PCSIBYLIDAL DE NIEMIM PICK i .
SEINGTFIULINGS )y K2RERC (EETGALOCTOCERTHISINASA), GAANGLICSIDD S\
TISAMINIDISIS) ¥ LTUCANTSTALFL: METSCIIMATICA (ACILNILFATASAS) 3
PoOSE RATTOY FTESJRLASTCS PUES 3L RISULTACE CE 0TRA ANALITICA ASTRR,
T,“j::.laL:_;"_-'_\r?LULZ?CN A2 L0 NT 4 PARZCE TESCARTeR ENFERNSCAD CE CRIGEN 1
ITYRILICT.

277 Ta51 DF OQUISTCAM Uf
TATA CON CSTIMULAVCTCN,
LS RITOS ACQUIRTDNS,

DI FEICTLCION BN EL TG, CE S’gTENCIl BLANCA \'4(

SLSFACEY BE LESITN IFTILMILAGTCH,

WSTUCTA 0T DePASITTS N BTAL E RIGENA(AIIPSIA DT TR0
HISPITEL 573, ‘ | et

CL TRANSTCOUNCS £N METABCLISYC AMINACICAS,
C: f kS o LCRW PITENCIALES EVELADCS.

AESE L ) L™PITI? MCDERACA - SEVERS DE
LCQI 1D €1 ype mwccra&n./
LILSULFAT S28 ¥ OF FEXCSAMTINIDASAS.

RIMAEILTTACTTN v 3§TIMILACLCR,

HITIS CE DESARQILLEG

3

CONRS )L GINETIC E
FUTUR IS FMRIRL215, SALVED o

TS5 PaRa INDTICAR LA LIMITECION CE
A EOLY NCTUAL DT MACRE, 20 i,

exonic PLA2G6

exonic PLA2G6

Tabla L. Indicadiones de estudios de exoma.

Enfermedades progresivas de causa no adarada

\ 5 %
o,
ucsc on Huma Assembly 2200 [@a @@ @ 30— e
o ) o)) ) o s Tnme) oomon (3e) 26 ] i

2236508 58138508570 102p

UCSC Genome Browser on Human Feb. 19) Assembly

Wt e

n X
e ) o) ) o) o)) non ) ) ) ) 0 (1)) 3
[ ot |Gl

nonsynonymous SNV PLA2G6:NM_003560:exon16:c.C2221T:p.R741W 0.01 0.968233

nonsynonymous SNV PLA2G6:NM_003560:exon11:¢c.C1435G:p.H479D 0.01 0.964521
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