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Técnicas de diagnostico genético aplicadas a la pediatria

¢, Qué son?
¢, Cuando debemos pedirlas?
¢, Como debemos pedirlas?

¢, Qué resultados nos podemos encontrar?



Cariotipo en sangre periférica
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Cariotipo en sangre periférica
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Cariotipo en sangre periférica

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Anomalias cromosdmicas numéricas
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Poliploidias

Aneuploidias

Cariotipo en sangre periférica
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Poliploidias

Aneuploidias

Cariotipo en sangre periférica

Anomalias cromosdmicas numéricas

Triploidias y tetrapliodias
Monosomias 45 X0

Trisomias sexuales

Trisomia autosomica

Sindrome de Klinefelter 47, XXY
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Restos abortivos

Sindrome de Turner

S. Klinefelter (47XXY)
S. De Jacobs (47XYY)

S. De Down (47,XX+21)
S. De Edwars (47,XX+18)
S. De Patau (47,XX+13)
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Cariotipo en sangre periférica
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Cariotipo en sangre periférica

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Anomalias cromosomicas estructurales l Consejo genético
Reordenamientos Translocaciones, Indicacion cariotipo
equilibrados inversiones . .
9 ampliacion CGH-array
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Cariotipo en sangre periférica

46,X,del(X)(g21.2->qter) 46,XX,dup(X)(g13->g21)
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Cariotipo en sangre periférica

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Anomalias cromosdmicas estructurales

Deleciones y
duplicaciones, adicidn,
isocromosoma,
cromosoma marcador

Reordenamientos
desequilibrados

46, X, i( X)(p11.21)
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S. De di George

Sindrome de microdelecion 1q41-q42
Sindrome de monosomia 1p36
Sindrome de microdelecién 16p13.3
Sindrome de Williams-Beuren

46,X,del(X)(q21.2->qter)
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Cariotipo en sangre periférica

Hoja de solicitud de estudios genéticos

ALACANT 1]
HOSPITAL GENERAL = ‘

DEPARTAMENTO DE SALUD ALICANTE - HOSPITAL GENERAL

bradar:

INDICACIONES e e
Sem | [Eap—— |
Sindrome de Turner s — ==
Com phe® oep————
Sindrome Klinefelter Fecna o= Exracotn * .
Fecha ge Resutados os
Sindrome de Down e Al
- , o s W] O esss] s
Antecedentes familiares de translocaciones cromosdmicas Eacre o nomore compietode eshcto sokcad ™ y CODIGO OMIA

Informacion dinica reievame 0el paciente y familares y JUSHINCacon ded estudlo soICItado

Miller DT et al. Consensus statement: chromosomal microarray is a first-tier clinical diagnostic test for individuals

with developmental disabilities or congenital anomalies. Am J Hum Genet. 2010 May 14;86(5):749-64.

Antecegenies 02 estudios genescos del (En caso Amativo seflaiar NOMERE y CODIGO OMIM)

Paciem=: NOY | SI

Padre Magre




CGH-array

CNV: VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIA
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Bases de datos

ISCA Consortium wWww.iscaconsortium.org
Database of Genetic Variants projects.tcag.ca/variation
Decipher decipher.sanger.ac.uk
Equal ECARUCA www.ecaruca.net
it S et UCSC Genome Browser genome.ucsc.edu
Ensembl www.ensembl.org

NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed




CGH-array

SIN CNV
arrfhg19] (1-22)x2 (XY)x1, Normal Vardn
arr[hg19] (1-22, X)x2, Normal Mujer

CNV PATOGENICA
det‘;i:;:e;zg‘;";sen CNV descrita como de significado incierto “La alteracidn es
significacion clinica CNV No descrita compatlbh'e f,on
sjg;’;;"iss:::;f,:: Conflictos en cuanto a su patogeneicidad patologia

hasta la fecha” “No es posible establecer relacion entre el fenotipo del paciente y las variantes detectadas”
p— e
=~ —>
Probablemente Benigna Probablemente patogénica

- Es heredada de un progenitor aparentemente sano - CNVde novo
- Alteraciones similares en tamano y contenido - Alteraciones similares en tamafo y contenido génico han sido

génico han sido clasificadas como benignas clasificadas como patogénicas
- <Tamano - >Tamano
- Dosis génica (duplicacion) - Dosis génica (delecion)
- Contenido génico (ningun gen OMIM, ni ningun gen - Contenido génico: genes OMIM y genes morbidos

morbido)

Miller DT et al. Consensus statement: chromosomal microarray is a first-tier clinical diagnostic test for individuals with developmental disabilities or congenital anomalies. Am J Hum Genet. 2010 May 14;86(5):749-64.
Kearney HM, et al. American College of Medical Genetics standards and guidelines for interpretation and reporting of postnatal constitutional copy number variants. Genet Med. 2011 Jul;13(7):680-5
Vermeesch JR, at al. Genome-wide arrays: quality criteria and platforms to be used in routine diagnostics. Hum Mutat. 2012 Jun;33(6):906-15.



Sindrome de monosomia 1p36
Sindrome de microdelecién 1p32-p31
Sindrome de microdelecién 1q41-g42
Sindrome de Feingold

Sindrome de hipotonia-cistinuria
Holoprosencefalia 2

Sindrome de microdeleciéon 2p16.1p15

Sindrome de microdelecién 2p11-p11.22
Displasia mesomélica tipo Savariayan
Sindrome de Joubert

Nefronoptisis tipo 1

Malformacion Split/hand foot 5
Sindrome de microdelecién 2g31
Sindrome de microdelecién 2g32-q33

Holoprosencefalia tipo 6

Sindrome de de braquidactilia- retraso mental
Blefarofimosis, ptosis y epicantus inverso

Sindrome de Dany-Walker

Microftalmia sindromica tipo 3
Sindrome de microdelecién 3g29
Sindrome de Wolf-Hirschhorn
Sindrome de microdelecién 4g31

Sindrome de cri-du-chat

Listado de sindromes que pueden ser detectados por CGH-array

Sindrome Cornelia de Lange
Sindrome de duplicacion 5p13
Sindrome de microdelecién 5q14.3
Sindrome de microdelecion 6pter-p24
Sindrome de microdelecién 6q11-q14
Sindrome de microdelecién 6q24-g25

Sindrome de sindrome de Saethre-Chotzen

Sindrome de Williams-Beuren
Holoprosencefalia 3

Sindrome de CHARGE

Sindrome Trico-rino-falangico tipo 1
Sindrome de microdelecién 9p
Holoprosencefalia 7

Sindrome de Kleefstra

Hipoparatiroidismo, sordera neurosensorial y
enfermedad renal

Sindrome de Di George
Sindrome de microdelecién 10923

Sindrome de microdelecién 10926

Sindrome de Beckwith-Wiedemann
Sindrome de microdelecién 11p15-p14
Sindrome de microdelecion 11p13-12
Sindrome de WAGR

Sindrome de Potocki-Shaffer

Sindrome de Pallister-Killian
Sindrome de Patau
Holoprosencefalia 5

Microftalmia sindrémica

Sindrome de duplicacion 15q11-g13
Sindrome de microdelecién 1524

Sindrome de microdelecion 15g26-qter

Sindrome de microdelecién 16p13.3
Sindrome de Rubenstein-Taybi

Sindrome de microdelecién 16°12,2-p11,2
Sindrome de lisencefalia de Miller-Dieker
Sindrome de duplicacién 17p13.3

CMT tipo 1A

Sindrome de Smith-Magenis

Sindrome de Potocki-Lupski

Sindrome de microdelecién 17q11.2
Sindrome de microdelecion 17g21.31

Sindrome de microduplicacién 17g21.31

Sindrome de delecion 18p
Sindrome de Edwards
Holoprosencefalia 4
Sindrome de Pitt-Hopkins

Sindrome de delecion 18p

Sindrome de microdelecién 19g13.1
Sindrome de Alagille

Sindrome de Down
Holoprosencefalia 1

Sindrome del ojo de gato

Sindrome de de Di George

Sindrome de Opitz GBBB

Sindrome de microdelecién 22q11.2 distal
Sindrome de microdelecion 22g13.3
Sindrome de Turner

Sindrome de triple X

Sindrome de Klinefelter

Sindrome de microdelecién Xp22

Distrifia muscular de Duchenne

Sindrome de microdelecidn de genes contiguos de
ictiosis complicada ligada al X

Sindrome de microdelecién Xp11.3
Sindrome de duplicacién Xp11.23-p11.22

Retraso mental ligado al X con
panhipoparatiroidismo

Sindrome de microdelecién Xg28
Sindrome XYY

Sindrome de Axenfeld Rieger
Sindrome de Langer Giedion

Sindrome ufia- rétula



CGH-array

INDICACIONES

- Discapacidad intelectual

- Retraso global del desarrollo

- Anomalias congénitas o rasgos dismarficos

- Trastorno de espectro autista

- En pacientes con translocaciones aparentemente balanceadas

- En presencia de duplicaciones o deleciones en el cariotipo para determinar los limites de las regién alterada
- Cromosomas marcadores, para determinar su origen

- Sospecha de sindrome de delecién/duplicacién de genes contiguos (listado anterior)

Manning M., et al. Professional Practice and Guidelines Committee. Array-based technology and recommendations for utilization in medical genetics practice for
detection of chromosomal abnormalities. Genet Med 2010;12:742-745

Ratio diagnodstico de aproximadamente un 15-20% segun las
diferentes series de pacientes




CGH-array

VENTAJAS
Mejores  caracteristicas  técnicas  (Datos
objetivos, reproducibilidad, control de calidad)
Rendimiento diagndstico
Mayor resolucion >5 Mb vs <5 kb
Diagndstico mas preciso (puntos de rotura,
contenido génico)

Disefio segun utilidad clinica

/

CGH array 180k Autismo no
sindromico

DESVENTAJAS

No detecta reordenamientos equilibrados,
poliploidias ni  duplicaciones/deleciones en
mosaico con un porcentaje menor al 50%

No detecta mutaciones puntuales en las regiones
analizadas

Dificultad en la interpretacion de los hallazgos
(CNV Benignas/Patoldgicas, de significado incierto,
no descritas)

Pueden generar mayor incertidumbre

Coste

Hoja de solicitud de estudios genéticos




Sindrome de X-Fragil

La causa mds comun de discapacidad intelectual Distribucidn de exones en FMR1
heredada, pero solo ocupa entre un 0.5-2% de los
pacientes con DI M Secuencia no traducida

M Secuencia codificadora

Mutacién dindmica que se debe a la repeticion del
trinucledtido CGG.

La prevalencia general del sindrome del X fragil es de ~1
por 4000 en
los hombres y de ~1 por 5000-8000 en las mujeres

Herencia dominante ligada al Cr. X con penetrancia
incompleta (80% varones, 30% mujeres) ATCATCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTACAAG

Region 5’UTR

745 43 a8 1045

Cromosoma X

>200

/_/\\ >200




Sindrome de X-Fragil

Segun el numero de repeticiones CGG

Normal Premutation Full Muiation
o Alelos e e
== ) intermedios Nl R
@loec D @l i
45-54
FMR-1 gene ( ) FMR-1 gene FMR-1 gene
<1% deleciones o Riesgo para la
mutaciones descendencia
puntuales
(CGG) . : :
" Hombres: sin sintomas Mujeres: alteraciones
>200 - Full mutation neuroldgicos, tiroideas, fibromialgia,
55200 Premutation problemas de 20% Insuficiencia
P — ermedinte aprendizaje. 33-45% de ovarica primaria
45 Normal Sindrome de (FXPOI). FXTAS menos
temblor/ataxia (FXTAS) frecuente
5-UTR FMR1

Mild M, et al. Clinical guideline of gene FMR1-associated diseases: fragile X syndrome, primary ovarian insufficiency and tremor-ataxia sindrome. Med Clin (Barc). 2014 Mar 4;142(5):219-25.



Sindrome de X-Fragil

- Retraso en la aparicidon del lenguaje

- Retraso motor leve

- Trastorno de déficit de atencidn por hiperactividad

- Trastorno de espectro autista

- Cara alargada, mentdn prominente, orejas grandes y
salientes

- Macroorquidismo

- Otros: paladar elevado, hiperlaxitud articular, piel fina 'y
aterciopelada, otitis recurrente, estrabismo, pies planos,
prolapso de la valvula mitral, 15% se presenta con
epilepsia, fenotipo similar al del sindrome de Prader-
Willi, con obesidad e hiperfagia

Mila M, et al. Clinical guideline of gene FMR1-associated diseases: fragile X syndrome, primary ovarian insufficiency and
tremor-ataxia sindrome. Med Clin (Barc). 2014 Mar 4;142(5):219-25.

Christofolini DM, at al. Evaluation of clinical checklists for fragile X syndrome screening in Brazilian intellectually disabled
males: proposal for a new screening tool. J Intellect Disabil. 2009 Sep;13(3):239-48.

INDICACIONES

En niflos con sospecha por rasgos dismorficos
caracteristicos y/o historia familiar de DI, TEA en
varios individuos de la rama materna de la
familia.

NO se realizara en nifias que no cumplan los
siguientes: fenotipo altamente sugestivo de SXF,
con historia familiar de paciente afecto con SXF
en la familia, fallo ovarico prematuro, ataxia o
temblores

Hoja de solicitud de estudios genéticos




Pacientes con discapacidad intelectual, retraso global del desarrollo,
trastorno de espectro autista y multiples anormalidades congénitas

CGH-array, Cariotipo, SXF*

Normal o CNV VOUS CNV patogénica o
benigna full mutation

Array a los progenitores
Estudio a familiares en

riesgo
Consejo genético

De novo Heredada
VOUS ¢CNV Patogénica? ¢éCNV benigna?
Alteraciones similares en tamafio y Alteraciones similares en tamafio y

contenido génico han sido contenido génico han sido clasificadas

clasificadas como patogénicas, como benignas, tamafio, dosis génica,

tamafio, dosis génica, contenido contenido génico
génico. Penetrancia incompleta y expresividad
Reevaluacién variable

del paciente
Array a familiares en riesgo

Consejo genético
Panel genes neurodesarrollo/Exoma

Miller DT et al. Consensus statement: chromosomal microarray is a first-tier clinical diagnostic test for individuals with developmental disabilities or congenital anomalies. Am J Hum Genet. 2010 May
14;86(5):749-64.



Técnicas de diagnostico genético aplicadas a la pediatria

Secuenciacion Sanger
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Mutaciones puntuales

Patologia causada por un Unico gen
de tamaiio pequefio. Sindrome de
Aarskog-Scott (gen FGD1)
Sindrome de Apert (gen FGFR2)

Pseudogenes Hiperplasia
Suprarrenal Congénita por déficit

de 210HD (gen CYP21A2)

Gold Estandar

Next Generation Sequencing (NGS)

([l 1]
T

L L1

Genes grandes, multiples genes
Heterogeneidad genética

Enfermedades complejas y
multifactoriales

Identificacion de nuevos genes
(investigacion)

Sindrome de Noonan: gen PTPN11,
SOS1,RAF1, BRAF, KRAS, NRAS,
HRAS; SHOC2; MAP2K1; MAP2K2;
CBL.




Técnicas de diagndstico genético aplicadas a la pediatria

MLPA: multiplex ligation probe amplification

n
m
Methylated Target 1 l Unmethylated Target 2
Denaturation and ligation
- Enfermedades asociadas a
L J L . . .
T deleciones/duplicaciones de uno
™M a varios exones del gen (distrofia
Ligation and digestion muscular de Duchenne o de
Becker)
S Torges 2 >
4 1 2 l 2 - Cuando la secuenciacion ha
g, A - L i, o 1 - resultado no informativa
* l .
m - Cuando encontramos una
PCR with universal primers X and Y mutacion en heterocigosis en una
patologia recesiva

exponentially amplified

l Only ligated probes are

i
— 3

!

Fragment Analysis



Técnicas de diagndstico genético aplicadas a la pediatria

El analisis de Exoma se basa en la secuenciacion masiva de las zonas codificantes del
genoma (exones)

SNP

= Gone X <2% del genoma
¢ i)
Exon Xon

TS il 21,000 genes

X
$Q§ Sl

‘;A;} \X 85% mutaciones descritas

% % O Protein Q

PNA © Chanee . O © Exoma clinico
INDICACIONES

————— Exomadirigido

= a5 (v
=Y AN

- Trastornos graves del neurodesarrollo

- Enfermedades hereditarias con extrema
heterogeneidad genética

- Pacientes con afectacién de varios sistemas no

Exoma trio

relacionados

_ “genotipo a fenotipo” Ratio diagndstico de aproximadamente un 20% (en el caso de

exoma trio) segun las diferentes series de pacientes




Técnicas de diagnostico genético aplicadas a la pediatria

http://intranethgua.cs.san.gva.es/?page id=2523

AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

DEPARTAMENTO DE SALUD
ALICANTE- HOSPITAL GENERAL

CONSENTIMIENTO INFORMADD PARA LA REALIZACION DE UN ANALISIS GENETICO

En este formularic se recoge informacion sobre los beneficios, resgos v limitaziones de estos andlisis genéticos.

Estz =5 una prueba VOLUNTARIA y |a obiencion de la muestra, su manipulacion, su custodia, los informes que de ella
se deriven y |as personas que pusdan acceder a los mismos, han de cumpls rigurosamente la Ley 14 /2007, de
Inwestigacon Biomadica y |a Ley Organica 15/1882, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Lea detenidamente este formularia antes de tomar una decisién al respecto, pregunts si algn términe no le ha
quedade claro y luego si usted esfa de acuerdo con lo que se le propone. firme &f presente CONSENTIMIENTO.

OBJETIVO

ificos responsables de

La finalidad de esta prueba Esclagnos ica Con este anslisis se defermina un gen o genes espec
n respensable de la

cambics geneticos llamados mutacionss. Ayudard 3 determinar si usted es portador del

enfermadad o detectar una predisposicion o una suscepticdidad
genstica a3 esta enfermedad, fodo =llo con fnes madicos. Las muestras, una vez procesadas, se almacenaran en ef
Centro durante el tiempe necesario para

reafzar tode el procese de anafisis y, 3 continuacion ser3n destruidas, salve que se ectime la conveniencia de otros
usos, como es |3 investigacion, pars fo que se res uerrd nuevamente su consenfimiente, que deberd ser especifico,

PROCEDIMIENTO

Para reafzar dicho andlisis gendtice, se podra extraer una muestra de: SANGRE, LlauIino aMNIGTICO, MEDULA
O5EA o TENDOS stc., para llenar un tubo de ensayo y 52 enviara para su anal Las mu iran identficadas.
con sus datos si se van a analizar en alguno de los Laboratoros de nuestre Ho : perc SE 5 POR UN
CODIG0 QUE LE IDENTIFICUE A& VD, en el caso que tengamos que enviar la muestra 2 un Labaratorio externo.

BENEFICIOS Y RIESGOS

Beneficios. Los resaludus de esta prueba genética podrian ayudarle a usied y a su médico a tomar decisiones mas
informadas sobre su atencion médica o estrategias preventivas. La identfeacion g2 una mutacion (o mutaciones) en un
gen en una familia permite gue otros familiares consanguineos determinen i comparten o no &l misme diagnéstico.

1. Consecuencias previsibles de la reatzacidn de |a prueba

Es positle que los estudios reaizados sobre sus muestras aporien informacion relevante para su salud. Tiens

derecho tanto a ser informado, como a_cug_uc_ag_e_nimme__d.e_sus_ums_gmm y ofros. canos personales.
io. E: i i B . por lo cual

EDTA, Tapén morado

 C—

ALACANT I
# HOSPITAL GENERAL -

DEPARTAMENTO DE SALUID ALICANTE - HOSPTTAL GENERAL

rar | = oo sonctarts |
DATOS IDENTIFICATIVOS — MEDICO

DEL PACIENTE/ SOLO ~—— PETICIONARIO

DEMOGRAFICOS _—
| e |
Coaigo de Muestra =

Tow e Tese

o | Sangre wesl EDTA

Fecha de Exiracgion & Ligudo s
Bogms
Fecha de Resutados mos
CUMDIMENtIcon otIgOnNa el Mo solciarts: —
- Deciaro que 3¢ ha cumpiido el Art.47 de @ Ley 142007 de invessgacion Biomeda ¢
- Deciars que e ha Wrmado e tonzantmients iNfor=ac0o para reaiTar @ prusta ¢ e
~ L8 SoCitud oo ajusta 3 guias oe practica ciinica | ©, MSE
- E3 Ingicacion precisa para o diognéstics | ¢ | . pronastico yio tratamiento cormuLTa

Sospecha clinica (genes implicados)

Informacion dinica relevanie gel pacents y familares y justificacion ded estudio solictado

Datos clinicos de interés

Antacegentes ge estudios genéscos det (En caso afmativo sefiaiar NOMERE y CODIGO OMIM)

Paciente: NO V| St

Padre Madre

Hemano
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s sl Sele e Servicos WOEF de i Oimsodn

e I

MEDICO JEFE DE SUBDIRECCION
PETICIONARIO SERVICIO MEDICA
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