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Molecular Karyotype (aCGH)

Fast and reliable identification of invisible
alterations for the conventional karyotype
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Molecular Karyotype (aCGH)

The aCGH is a genomic test that detects losses and gains of ge-
netic material

~ Sample requirements:
e Postnatal: 5 mL whole blood EDTA

® Prenatal: 15 mL amniotic fluid or chorionic villi

Informed consent must be sent with the sample
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The aCGH offers a greater diagnostic efficiency

The molecular karyotype or aCGH is a powerful cytogenetic diagnostic tool that allows detection of losses and gains of genetic
material. Thanks to their high resolution, the aCGH has a diagnostic yield up to 100 times bigger than the conventional
karyotype, depending on the design. This increased diagnostic yield makes the aCGH a first choice diagnostic tool for patients
with autism, developmental disorders, intellectual disability and multiple congenital anomalies, pathologies related to a high
number of chromosomal rearrangements and CNVs*2.

A powerful prenatal diagnostic test
The application of aCGH in prenatal diagnosis allows fast and reliable identification of cryptic alterations for the conventional

karyotype. For this reason, aCGH are also indicated as a first choice diagnostic tool in pregnancies with a medical indication for
an invasive procedure, for example when ultrasound alterations are observed.

In prenatal diagnosis, aCGH are designed with a higher resolution in medically relevant regions. This permits a decrease in
clinically unknown findings®.

Advantages over the conventional karyotype

* Removes subjectivity associated to the interpretation of the conventional karyotype.
» High resolution: makes visible cryptic alterations for conventional techniques.

¢ Short turnaround times.

When is aCGH indicated?

aCGHs are indicated in most patients with:

e Autism

Intellectual disability

Developmental Disorders

Multiple congenital anomalies or dysmorphic features

High-risk pregnancies that require invasive prenatal diagnosis




Our aCGH for genetic diagnostics offers

* > 200 analysed syndromes

e High resolution along the genome and increased in syndromic regions

 Detection of mosaicism in low percentages

e Maximum quality, recognised with the highest score in the EMQN’ and CEQAS-UK NEQAS’ certification
e Two platforms available according to our customers’ needs

¢ Reliable and fast results (<15 days)

Main characteristics of our aCGH platforms

We offer two molecular karyotype platforms in order to adapt to our customers’ needs

RefLab Mean Detection Detection of UPD Detection of

Test type # probes

Reference resolution of CNVs and consanguinity mosaicisms

CGH array 60K

- 10,
whole blood 14650 CNV 60.000 50-100 Kb \/ >20%
Agilent CGH array 180K 0,
CGH-array whole blood 14654 CNV 180.000 <50 Kb \/ >20%
CGH array 60K o
Dx Prenatal 14651 CNV 60.000 50-100 Kb \/ >20%
CGHarray 750Ky 058 cNv+SNP 750.000 25 Kb v 0 >20%
Affymetrix whole blood
Genomic
A CGH array
rray 5
CYTOSCAN-HD 14659 CNV + SNP 2.700.000 10 Kb \/ \/ >20%

whole blood




We ensure the highest quality in all our analyses

We are certified by the CEQAS (Cytogenetic External Quality Assessment Service) and the EMQN (European Molecular
Genetics Quality Network) for aCGH with the highest score.
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SCHEME: aCGH/Microarray EQA scheme SEASON: 2017
Case 1
Assessment Calegory score' | comments (& deduchions?)
Genolyping 2.00 Corract resuit (0)
Interprefafion 200 All essentigl interpratative elements peovided. (0)
Pafient idenfifiers and Clerical 200 No cierical efrors (0)
Accuracy
Case 2
Assessment Category score' | Comments (& deductions?)
Genotyping 2.00 Corract resuit (0}
Interpretafion 2.00 All essential interp T peovided. (0]

All tne essential patient-specific information is on the first two pages. The report wouid

penefit from shorrening.
patient Identifiers and Clerical 200 No cierical emors. (0)
Accuracy

However, the referal recson is incompiete.

Pi2qQse anonymise your repors in te future.
Thank you for participating in this years EQA scheme. We look forward to you joining us in the 2018
General Comments - registration to participate wil be i until @nd January 2018 via the EMGN weDbsite.
SUMMARY OF YOUR PERFORMANCE IN THIS SCHEME

Assessment Cal | [ Performance® [mean score) |
Genotyping
Interpretation

Parient Iaentifiers ana Clerical Accuracy

Scheme result (SATISFACTORY or POOR) SATISFACTORY

NOTE: The rezultz cbove are subject fo change depending on the rezuf: of the appeciz prece::. The final rezult: wil be dizplayad on the BMQH cerfficate of

Roport approved and Qutharzod by Sman Paman (18 Docomber 2017) on bahalt of EMAN.
G >
NMau oo
Pogeletl
* MM score k200
* DocuCHONS from e MAAMUM 15060
* Gooon >= Schome moan, O Poor

RS 1o rozts somEted. WDS wihcrow from schome

Pubizned: 18 December 2017

o No oy be copied, the EMQN




Comprehensive medical reports

Our medical reports:

REFERENCE

LABORATORY P - piaconvar e Reflect our >40 years of experience in clinical

Ltiospeaiet e Lcbregt (Barosions)
Sty o3 2 0

interpretation
_!NFOE‘ME E'S“TU'PAI’O MOLECULAR o
e L * Comprehensive, conclusive and transparent
Nombre paciente___| Cliente.

Fechanacmiento__ |- Retpacene | e Written by our experts for clinical use according to

Tipo muestra_ S—— M Servicio_ . .
el — ACMG and ESHG/EMOQN guidelines

Orientacién diagndstica_|  ateraciones ecoaraficas

Tl e P e Delivered as pdf with hyperlinks to bibliography
Feenarmespein_ [ P

FORMULA:

13p26. ) PATOGENICA
amGRCh37] 4p16.3p15.31(72447_18895167)x1, PATOGENICA

RESULTADO E INTERPRETACION:

Genetic 4 ) 3p26 ion teminal d ~318Mb en el
_____________ brazo corto del cromosoma 3, afectando a la regién del genoma 3p26. 3923 (fig. 1), que altera la estructura
result Yio dosis de varios genes de referencia RefSeq (ver tabla).

 anm[GRCh37] 4p16.3p15.31(72447_18895167)x1. Delecion terminal de aproximadamente ~18,8Mb en el
brazo corto del cromosoma 4, afectando a la region del genoma 4p16.3p15.31 (fig. 2), que altera la
estructura y/o dosis de varios genes de referencia RefSeq (ver tabla). Este hallazgo esta relacionado con el
sindrome Wolf-Hirschhom, con niimero OMIM #194190.

En la revision bibliografica realizada, existen muy pocos trabajos relacionados con estas dos anomalias
- conjuntamente, si de cada una de ellas de forma aislada. (ver bibliografia adjunta, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13y
14).

Interpre-
tation

Dosis normal en los cromosomas sexuales correspongiénte con una muestra de sexo masculino.

Hyperlinks to
databases

Hyperlinks to
bibliography

CONCLUSIONES:
i + Se ha identificado una 6n de ~ 31,8Mb, en el brazo corto del cromosoma 3,
Conclusions }---... foreem que no solapa con CNVs polimérficas y alterd la estructura yfo dosis de varios genes de referencia. La
vananle encontrada es patogénica.
* Seha if una delecion de d ~18,8Mb, en el brazo corto del cromosoma 4, que no
solapa con CNVs polimérficas y altera la estrictura yio dosis de varios genes de referencia. La variante
encontrada es patogénica y estd relacionada ton el sindrome Wolf-Hirschhom (GeneReviews, Orphanet,

DECIPHER) con un cuadro clinico conocido.

+ En las bases de datos revisadas de DECIPHER, ISCA y ECARUCA se han descrito varios pacientes con
una ganancias y deleciones, parcial o totalmente solapantes a las encontradas en el caso indice, con clinica
asociada a ellas.

. caraﬂerisﬁcas clinicas comunes:

s - dw3p
Las duplicaciones de la region cromosémica 3p son poco frecuentes, has'a lz ﬂcmalldzd se han descmo
Clinical unos 50 casos. A menudo son debidas a
parentales (la mayoria matemas) que pueden dar gametos desequilibrados dumme Ia meiosis. El tamafio
note | de la duplicacion y la existencia de otros cromosomas implicados pueden variar el cuadro clinico. Sin
embargo, existen caracteristicas comunes en todos los casos publicados: Discapacidad intelectual asociada
a retraso psicomotor, dimorfismo craneo-facial (ptosis, telecantus, hipertelorismo, micrognatia, mejilas
prominentes, nariz pequefia, fitrum largo, pabeliones auriculares displdsicos, braquicefalia, microcefalia,
y deterior o También se ha descrito, hidrocefalia, trigonocefalia y
fisuras labiales y/o palatinas. Es frecuente la presencia de epilepsia. Las caracteristicas menos frecuentes
son holoprosencefalia, anomalias de retina y problemas renales. Los factores que pueden explicar esta
variabilidad clinica son complejos y no bien conocidos.
2 A4pter
El S. de Wolf-Hirschhom esta causado por la delecion parcial de los brazos cortos del cromosoma 4. La
region critica admitida es la region cromosdmica 4p16.3 (WHS). Sin embargo se han descrito pacientes con
terminales que no abarcan la zona critica descrita y que
presentan una clinica menos abigarrada (Zollino et al. 2003). Estos autores han propuesto una nueva regién
critica (WHSCR-2) con caracteristicas clinicas mas suaves (forma “mild") que las existentes en las formas
clinicas clsica de S. de Wolf.
Los pacientes con deleciones en la region WHSCR-2 presentan facies caracteristica, retraso psicomotor,
retraso del crecimiento con o sin hipotonia congénita. Pueden presentar también crisis epilépticas. No se
han descrito malformaciones mayores en érganos intemos. El prondstico es mejor que el de los pacientes
con formas cldsicas. Debido a que el tamaiio de la delecion difiere, este se relaciona con el grado de

afectacion.
Teniendo en cuenta la existencia de ambas anomalias es dificil valorar la contribucion década una de ellas
. en el fenotipo.
Genetic e
Consejo genético:
coun seI || ng El estudio de CGH array demuestra que existe una ganancia de material de la region 3p26.3p23 y una
pérdida de material de la region 4p16.3p15.31, sugiriendo la existencia de una transiocacién desequilibrada
34.
En caso de nuevas gestaciones estd indicado un estudio prenatal.
Seria recomendable el estudio de las muestra parentales mediante estudio citogenético de alta resolucion o
FISH de regiones subteloméricas, para determinar si estos hallazgos mediante aayCGH son heredados o
de novo.
Recomen- ..+ Serecomienda asesoramiento genético.
dations (_fé}»%
Fo: Esther Gein
Rezponsable de la Divisién




The ideogram shows a representation of the molecular
karyotype, indicating the alterations.

GENOMA

Ideogram with
alterations
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The reliability of our results consolidates

( @ > us as the reference laboratory for

' ‘ special analysis.




Comprehensive medical reports

The alterations can be seen in the details of the shown
molecular karyotype

CROMOSOMA 3

Detail of a molecular karyotype where an
o1 amplification of ~31,8Mb of the short arm of
chromosome 3 is observed.

Fig. 1: Detalle del cariotipo molecular donde se puede apreciar la amplificacién de ~31,8Mb del brazo
corto del % de los genes impli enla 6

CROMOSOMA 4

Detail of a molecular karyotype where a
deletion of ~18.8Mb of the short arm of f-eeeieeee
chromosome 4 is detected

P2
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Fig. 2: Detalle del cariotipo molecular donde se puede apreciar la delecién de ~18,8 Mb del brazo corto
A 4 > Aidr A

de los genes en la delecion.




To offer the highest transparency on each medical
report we document: technical information and

INFORMACION TECNICA:

limitations, report criteria and consulted bibliography.
+  Responsable de hibridacin: ["mom
v Fecha 6 [ 2710818

<

Tipodechp____ [ emycGHeOK

« Control hibridacién: Agient euro male

 Tipo hibridacién: [ Marcaje directo .

¥ Calidad hibridacién (Agilents DLRS)___[ 0.127 Technical

. andiii: [ ytogencmi information
 Parémetros deteccion alteraciones:_____| Algorithm ADM?2_6;0;abs(log2ratio)_0;25;probes_3.

¥ Ensamblaje de referencia: GRCh37

v Plataforma | Agient

© Responsable de validacion________| CGF

LIMITACIONES TECNICAS:

Los microarrays de oligonucledtidos de hibridacion gendmica comparada (aCGH) permiten detectar
duplicaciones y deleciones de regiones diana del genoma interrogadas por las sondas que componen el chip.
Las sondas del mlcro.uwy utilizado interogan regiones yde
a una densidad aproximada de 1 sonda cad:

35 Kb. Atendiendo a los parémem de demcsén usados de manera estindar se consigue una resolucion
aproximada de entre 100-125Kb. Fuera de las regiones candidatas, la cobertura promedio es de 1 sonda cada
125Kb, lo que permite detectar alteraciones de > 350Kb. Recordamos que mediante aCGH no es posible
detectar reciprocas, ~ translocaciones Robertsonianas,
inversiones yio inserciones balanceadas), pequeiios in/dels, mutaciones puntuales, alteraciones de nimero de
copia en mosaico inferior al 40 %, ni alteraciones de nimero de copia fuera de las regiones interrogadas por las.
sondas que componen el chip. Tampoco es capaz de diferenciar ADN's, con lo que muestras matemas no se
pueden diferenciar de muestras fetales de sexo femenino. Ademds, las sondas oligonucleotidicas utilizadas en
este microarray no estin disefiadas para detectar disomias uniparentales ni alteraciones en la metilacion.
Deteccién de poliploidias: el amay-CGH no puede detectar algunas triploidias, tales como 89, XXX, y
tetraploidias, como $2,XXXX 0 92,XXYY, pero si detectar anomalias de los cromosomas sexuales como XXY,
XXXY o XYYY. Este resultado puede poner de manifiesto la existencia de un sindrome de Kiinefelter y sus.
variantes o bien comresponder a una triploidia o tetraploidia que técnicamente no son detectables.

CRITERIOS DE INFORME:

Las variantes identificadas se han comparado con las anotadas en la Database of Genomic Variants (Giima
actualizacion 2 Julio 2013). Estas variantes se han clasificado como patogénicas, VOUS (Variants of unknown
significance, variantes de significado clinico incierto) y/o benignas, siguiendo las recomendaciones del
American College of Medical Genetics standards and guidelines for interpretation and reporting of mml
constitutional copy number variants [1, 2, 3]. El presente formato de informe esté basado en lo

Grupo para el Consenso para la implementacion de los Arrays [CGH y SNP-arrays] en la genética clinica [41

Férmula gendmica segin vigente del ISCN [5).

noma general, no se reportardn variantes de significado incierto (y/o de susceptibilidad sin efecto
fenotipico claro (de acuerdo al conocimiento actual), a no ser por deseo expreso deckarado en la solicitud. Hay
que tener en cuenta que el estudio de variantes de nimero de copia polimérficas y/o causantes de patologia es
un campo activo de la investigacién en genética médica, de forma que es posible que con el amay utiizado se
detecten alteraciones de nimero de copia de significado incierto, y que la relevancia clinica de las variantes
identificadas esté sujeta a revision en un futuro. Si no se especifica lo contrario, no se reportara de manera
especial el estado de portador de variantes recesivas si no tienen relacion con el fenotipo del probando. Un
resultado normal de esta prueba genética no excluye la posibilidad que el fenotipo clinico pueda ser debido a
causas genéticas no testadas con este microarray. Igual que con todo test genético, hay una posibilidad muy
pequeia (< 5%) que se emita un resultado erroneo. En caso que los resultados obtenidos y aqui reportados no
sean consistentes con el diagnéstico clinico emitido o con Ia historia familiar, rogamos se ponga en contacto
con nosotros para discutir €l caso para, en Caso NEcesario, programar nuevas pruebas.

CLAUSULA DE EXENCION DE RESPONSABILIDAD:
Los estudios mediante Inilsu con microarays de ADN efectuados por Reference Labotmy SA. estin

destinados de la salud para su Los resuitados
obtenidos mediante estos Mldbt no constituyen por si mismos una consulta médica, diagndstico o
tratamiento, ni deben ser asi interpretados. Sélo un profesional i puede interpretar

los estudios mediante andlisis de ADN y ofrecer un di prescribir un i

paciente basindose en estos resultados. En consecuencia, ninguna informacién obtenida con nuesnos
estudios puede ser utiizada para sustituir el consejo y diagnéstico de un profesional especializado. Reference
Laboratory S.A. no se hace responsable del uso que haga el contratante de los resuitados obtenidos mediante
sus estudios, asi como tampoco de las eventuales consecuencias perjudiciales derivadas de este uso,
haciendo expresa reserva de ejercer las acciones legales oportunas en el supuesto de un uso indebido de los
mismos.

El contratante de los estudios referidos anteriormente efectuados por Reference Laboratory S.A. no podrd

modificar, reducir, ampliar 0, en modo alguno, alterar el contenido del presente informe. Por lo tanto, el

contratante exonera irrevocablemente a Reference mey SA. de cualquier responsabiidad o eventual
, directa o i la presente obligacién.
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We add value to genetic diagnostics

For over 40 years, at Reference Laboratory Genetics we have been dedicated to offering our clients the most complete catalogue
of molecular genetic tests to meet each patient’s needs.

¢ Hereditary Genetic Diseases

e Study of solid tumours and liquid biopsies
e Oncohematology

* Pharmacogenetics

We offer a comprehensive service for any medical speciality, from the sample through to the medical report, facilitating our
support at any point in the diagnostic process: sample collection and transport, genetic counselling, bioinformatics tools, and
clinical interpretation.

Our team is made up of highly qualified professionals with more than 15 years of experience in clinical genetics, genetic counsel-
ling, molecular genetics, bioinformatics, cytogenetics, FISH and other relevant fields. Thanks to their experience and the use of
the most advanced technologies, we ensure maximum reliability, quality and clinical utility in all our services.

When our clients request a genetic analysis from us they get more than just results, they help us increase the collective knowledge
of hereditary diseases (all mutations we find are reported to our RefLab Database® and the main public databases).

The most comprehensive service

¢ All types of genetic studies: NGS, WES, MLPA, FISH, aCGH, Sanger, PCR, Cytogenetics.

 All medical specialties.

» Advanced logistic solutions: from sample collection to distribution of results.

e Support at any point of the diagnostic process.

* Reliable and conclusive reports with decreased number of VOUS, thanks to the RefLab Database®.
* Pre- and post-test genetic counselling with our experts.

e Highest quality in all our services.

e Shortest turnaround times (<30 days).

1. Miller D.T. et all. (2010) Consensus Statement: Chromosomal Microarray Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals with Developmental Disabilities
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2. Srebniak M.I. (2012) Genomic SNP array as a gold standard for prenatal diagnosis of foetal ultrasound abnormalities. Molecular Cytogenetics. 2012. Vol. 5,
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(Wolters Kluwer Health).
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