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CASO CLINICO

« Paciente varon nacido en marzo 2002
« Sindrome dismaorfico congénito
« Alteracion global del desarrollo

« Antecedentes Prenatales
« 20 sg Hidronefrosis bilateral
 Amniocentesis 46,XY

« Antecedentes Familiares
« Padres primos hermanos
« Tio paterno Sindrome de Down
« Hermanos menores sanos

« Patologia multisistémica




CASO CLINICO

« 2015 Neuropediatria HGUA

« Consulta por disfagia a soélidos

« Sin diagndstico o causa primaria de la patologia
» Se sospecha causa genética

« Patologia multisistémica
» 1 Episodios asistenciales
» 1 Especialidades médicas

Dolicocefalia Hipotonia central Criptorquidia
Asimetria facial Discapacidad intelectual Hipospadias
Paladar ojival Retraso psicomotor y del habla Hidronefrosis bilat.
Retrognatia Disfagia ITUs recurrentes
Hipertelorismo Paralisis nervio hipogloso
Exoftalmos Hipoacusia bilateral
Raiz nasal ancha Defectos del campo visual

Labios finos
Orejas Implantacién baja
malrotadas y grandes

Craneosinostosis
Enfermedad de Hirschsprung Dismetria EEII
Reflujo gastroesofagico Actitud escolidtica
Comunicacién interauricular Estrefiimiento Seno dérmico
Defecto de tabique ventricular GEAs de repeticion Agenesia dental
Valvula a6rtica bicuspide Vomitos Malformacién pies




ALGORITMO TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

ﬁ
ARTICLE

Consensus Statement: Chromosomal Microarray

Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals

with Developmental Disabilities or Congenital Anomalies
David T. Miller,* Margaret P. Adam,23 Swaroop Aradhya,* Leslie G. Biesecker,® Arthur R. Brothman,®
Nigel P. Carter,” Deanna M. Church,® John A. Crplla,® Evan E. Eichler,’ Charles J. Epstein,!?

W. Andrew iductll l.drs Feuk,2 Jan M. Friedaman™¥Ada Hamosh,!4 [.mrd JILI\.\OI‘I 15

Erin B, Kaminsky?2 K SN D. Krantz,!7 Robert M. Kutmm+-h 3 > 19 James M. Ostell,8
Carla Roserlberg 20 Slcphcn W. Scherer,2! Nancy B. Spinner,!” Dimitri ] Stavropoulm .

James H. Tepperberg,2? Erik C. Thorland 24 lorls R. Vermeesch,25 Darrel . Waggoner,26
Michael S. Watson,?” Christa Lese Martin,2 and David H. Ledbetter2*

heAHRIRAN Journal of Human Genetics 86, 728~
Array CGH

X-fragil
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SI ¢, Diagnostico?

Reevaluar paciente

Asesoramiento genético
Nuevos estudios genéticos

Estudios familiares




HITOS EN EL DESARROLLO DE LA GENETICA
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EL GENOMA HUMANO

Es la secuencia de bases del ADN de los cromosomas y las mitocondrias
Longitud = 3.200.000.000 pares de bases

LTR retrotransposons
DNA transposons L_

Simple sequence
repeats

SINEs
8.3% 13.1%

Segmental
duplications

LINEs
Miscellaneous

heterochromatin

Miscellaneous

unique sequences Protein-coding

genes

Introns

20.000 genes
(1,5% del total)
La parte codificante de
los genes es el EXOMA —— 85% de las alteraciones
_ asociadas a enfermedades
i mendelianas

basal promoters




TIPOS DE MUTACION SEGUN EL MECANISMO CAUSAL

Mutacion




CARIOTIPO

Describe las caracteristicas de los cromosomas en metafase, ordenados de
acuerdo a su morfologia y tamano (ISCN*-1995, 2005)

« Mosaicismo

& f ¢,Qué se puede ver?
& Dotacidén cromosdémica
Alteraciones estructurales
, @ g
2 S 4 5

1

I 35 M ol K }‘i W [,

6

de situaciones

,‘ 3( '( }s !8 clinicas

Limitaciones

. « Rendimiento (2 -4%)
58 2B LI )( + Resolucién — 5-10 Mb
19 20 21 22 « Técnica laboriosa y

Fig. Cariograma de una mujer: 46,XX subjetiva
» Necesita personal con

experiencia

* Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética Humana



ARRAY CGH (COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION)

Hibridacion competitiva del ADN del paciente y un ADN control sobre un soporte
fisico donde se colocan sondas con una secuencia y una localizacién conocida

Detecta variaciones en el numero de copias (CNV) -2 -l +1 +2

Test DNA Reference DNA Hybridization + ESER
Cy5-labeled Cy3-labeled 1
=i "
I
l ' — "
o
~ f —
| — -
L Z
MIX =
Normal DNA gain DNA loss 1
Sitwation  or duplication  or deletion I
Verde: delecion
Rojo: duplicacién
= e
[FEEF FEEF FEEE iear) Rendimiento diagnostico:
Microarray CGH
scanner Analytics software 1 5 - 200/0

60 000 — 400 000 sondas



TIPOS DE CNV

RESULTADO — Sin CNV

arrlhg19] (1-22)x2 (XY)x1
arr[hg19] (1-22,X)x2

A 4

CNV Benigna CNV de significado incierto CNV Patogénica

No descrita. Alteracion
No hay evidencia suficiente. compatible con la
Conflictos en cuanto a patogenicidad. patologia.

Sin significacion
clinica.

Probablemente benigna Probablemente patogénica

Heredada de progenitor sano. CNV de novo
CNV similar clasificada como benigna. CNV similar clasif. como patogénica.
Tamano < 1 Mb. Tamano >1 Mb.
Dosis génica: duplicacion. Dosis génica: delecion.
No contiene genes OMIM, ni mérbidos. Contiene genes OMIM y/o moérbidos.



ARRAY CGH - ANALISIS DE RESULTADOS

chi? = | chrT : 71527001-74574498 oo QDO S, TEm——— O OB e = [
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THE

a1

Gene View { chr7:70379254-76486703, Size=6.10 Mb |

71.0Mb 72.0Mb 73,0 740 b 75,04
' ' FISZFS ‘ THENZT ' SPOVETT  SPOVETEF
27 PlMEZPT SPDYETSF  SPDYEI3P
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=21
112 CGH probe(s) displayed (all records)

Intervalis) in region (all records): aMP=0, GAIN=0, DEL=0, L

Label Benign, lgnorada, Likely benign, Likely pathogenic, Pathogenic, Variant of unknown significance | Unlabeled
-
3 82 38888 8 3
E g 5§ £ £E E £ E E
) . ) ) 2 ©T ©T © € © ©
Region type Location Comment Logratio HNo.ofprobes Size Band ISCH o & © &a 3 &2 & &2 =5
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123700
185500

194050




SECUENCIACION DE ADN

Métodos y técnicas bioquimicas utilizadas para determinar el orden de las bases

,

SECUENCIACION SANGER

(A, C, Gy T)enunamolécula de ADN

Terminadores
irreversibles

EUCECEECECH
4 / /
& n ' ' l . IB i__‘-q ?]! OCHz - (o] - Base
LRGN CCLICT AREACAEREE !

AReRemER AaefeRARE
\ J @®-@®-@-ocH. _o._ Base
\ / Fragments run through gel electrophoresis w

Laser beam

P

—

111 ||||r]';

Dideoxynucleotide (ddNTP)

hotomultiplier

= -

TACT

OH H
Deoxynucleotide (ANTP)

Gold estandar

Estudio de mutaciones puntuales
Genes de pequeno tamano
Estudios familiares

Confirmacién de la NGS

]




SECUENCIACION MASIVA (NEXT GENERATION SEQUENCING)

— e |
g0 .y 8 . *

“ﬁ h ,.%Amblificagj_ém © 3.Obtenciébnde 4. Alineamiento y
. ‘. declusters lasecuencia TR
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SECUENCIACION MASIVA (NEXT GENERATION SEQUENCING)
1. Preparacion - 3. Obtencién de 4. Alineamiento y
de librerias la secuencia analisis de datos

RET 'TIF (WY 1 I Las librerias se cargan en la
Flow Cell cubeta de reaccion

|

Bridge Ampilification
Cycles

atty 1D Cada fragmento se multiplica
it | clonalmente

s BeRallunk,
|,E;.|.'rq i} ||'|: i
HEMLA L

(BN Y 2Y] T P

“Clusters



SECUENCIACION MASIVA (NEXT GENERATION SEQUENCING)
1. Preparacion 2. Amplificacion - 4. Alineamiento y
de librerias de clusters analisis de datos

Se anaden la polimerasa y los
nucleétidos marcados (nt*)

Se registra el espectro de 5 3
LS equencing Cycles
emision de cada cluster cada

vez que se incorpora un nt* -
Digital Image

Se rep|te “n” veces, hasta Data is exported to an output ﬂle
obtener la secuencia de los Cluster 1> Read 1: GAGT...

Cluster 2 > Read 2: TTGA...
fragmentos Cluster 3 > Read 3: CTAG...

Cluster 4 > Read 4: ATAC... Text File



SECUENCIACION MASIVA (NEXT GENERATION SEQUENCING

2. Amplificacién 3. Obtencion de
de clusters la secuencia

1. Preparacion

de librerias

Las lecturas se alinean a una A%%gccﬁﬁggﬁl [ IgACAT
secuencia de referencia AGATGGTATTG Il
Heads GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Reference
Se identifican las diferencias Genome ARl T GCARTTTTGACRE

Indicaciones:
» Genes de gran tamano

« Mudltiples genes
 Identificacion de nuevos genes candidatos




SECUENCIACION DE EXOMAS

20.000 genes La parte codificante de Relacionado con

(1,5% del total)  |os genes es el EXOMA fenotipo clinico

basal promoters

Exoma clinico (CES) Exoma completo (WES) Exoma trio
« > de 20.000 genes
* > 6.000 genes mérbidos > o ] J _
. Andlisis dirigido « Analisis mas complejo. . Exomal de probando y
Incluye genes menos progenitores

diante cédigo HPO*
mediante todlg conocidos y VOUS*

*Human Phenotype Ontology * Variants of unkown significance

GENOTIPO-FENOTIPO

Indicaciones:

» Trastornos graves del neurodesarrollo

» Enfermedades hereditarias con extrema heterogeneidad genética
* Pacientes con afectacion de varios sistemas no relacionados




INTERPRETACION DE VARIANTES

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology

Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD2'¢, Sherri Bale, PhD3, David Bick, MD? Soma Das, PhD?,
Julie Gastier-Foster, PhD%”®, Wayne W. Grody, MD, PhD?*'*"", Madhuri Hegde, PhD',
Elaine Lyon, PhD™, Elaine Spector, PhD'", Karl Voelkerding, MD™ and Heidi L. Rehm, PhD;
on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

i. Patogénica

ii. Probablemente patogénica
iii. De significado incierto

Iv. Probablemente benigna

v. Benigna.

Variantes

vi. Polimorfismos asociados a
enfermedad



HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE VARIANTES

BD de enfermedades  ClinVar
OMIM
HGMD

BD poblacionales ExAC

ESP
1000 Genomes

Predictores in silico SIFT
de patogenicidad Polyphen
Mut. Taster

Datos de segregacion / Variantes de novo

Publicaciones

HGVS
ClinGen
Decipher

gnomeAD
dBSNP

UMD predictor
PROVEAN
VEP



CLASIFICACION DE VARIANTES

/ CLASE 1 \

1.

w

@/ CLASE 2 \ W

1.
2.
3.

Vary/ CLASE 3 \@nica w

Variante de significado incierto

1. No publicada en BD
2. Rara (0,1 -1,0%)
3. Evidencias de patogenicidad

Localizada en dominio muy conservado o funcional
Variante missense: (otro aa, pero misma posicion)
Variante de novo heredada

Variante intronica con efectos sobre el splicing
Elimina un codén de parada

\




ALGORITMO TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

Discapacidad intelectual
Retraso global del desarrollo
Multiples anomalias congénitas
Trastorno de espectro autista

Cariotipo Estudio genético dirigido

Array CGH

X-fragil

¢, Diagnostico?
Asesoramiento genético Reevaluar paciente
Estudios familiares Nuevos estudios geneéticos

ARTICLE

Consensus Statement: Chromosomal Microarray
Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals
with Developmental Disabilities or Congenital Anomalies

David T. Miller,’* Margaret P. Adam,2? Swaroop Aradhya* Leslie G. Biesecker,® Arthur R. Brothman,é
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Michael S. Watson,2? Christa Lese Martin,?2 and David H. Ledbetter2*

The American Journal of Human Genetics 86, 749-764, May 14, 2010
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ALGORITMO TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

Discapacidad intelectual
Retraso global del desarrollo
Multiples anomalias congénitas
Trastorno de espectro autista

— —

Cariotipo
Array CGH
X-fragqil

Estudio genético dirigido

SI

¢,Diagnostico? NO

Asesoramiento genético Reevaluar paciente
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Nuevos estudios genéticos
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ESTUDIOS GENETICOS

Sin anomalias numéricas
Sin anomalias estructurales
Sin mosaicismos
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ESTUDIOS GENETICOS

|

46,XY

Formula normal de varén
arr[hg19] (1-22)x2,(XY)x1

No se detectan variaciones de numero de copias



ESTUDIOS GENETICOS

arr[hg19] (1-22)x2,(XY)x1

1 alelo de 22 +/-1 tripletes CGG

Exén 1 gen FMR1 para
expansiones FRAXA dentro de la
normalidad




ALGORITMO TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

Discapacidad intelectual
Retraso global del desarrollo
Multiples anomalias congénitas
Trastorno de espectro autista

Cariotipo Estudio genético dirigido
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ALGORITMO TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

Discapacidad intelectual
Retraso global del desarrollo

Multiples anomalias congénitas
Trastorno de espectro autista

Estudio genético dirigido

NO
Reevaluar paciente
Nuevos estudios genéticos

Sospecha de Sindrome

Cariotipo
Array CGH
X-fragil

SI

Asesoramiento genético
Estudios familiares

Smith Lemli Opitz



SOSPECHA DE SINDROME DE SMITH LEMLI OPITZ (SLO)

Sindrome polimalformativo con retraso del neurodesarrollo

Fenotipo SLO vs Paciente:
- Dismorfias
- Defectos septales
- Criptorquidia +/- Hipospadias
- Hipotonia + Disfagia
- E. Hirschsprung
- Alteraciones esqueléticas

Gen DHCR7 (OMIM *602858)

7-Dehidrocolesterol reductasa
Mutaciones en homocigosis/heterocigosis
compuesta

Herencia Autosdmica Recesiva
Consanguinidad

Mutaciones DHCRY7

¢

Secuenciacion Sanger

GTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGA
200 210 22

RESULTADO

No informativo
No se detecta mutacion patogénica
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Discapacidad intelectual
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Cariotipo Estudio genético dirigido
Array CGH
X-fragil

Reevaluar paciente
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Estudios familiares

Sospecha de Sindrome
Smith Lemli Opitz




NUEVOS ESTUDIOS GENETICOS: EXOMA CLINICO

Disponibilidad de Exoma Clinico
 NGS + Analisis 1200 genes relacionados con trastornos del neurodesarrollo
« Unidad gendmica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe

Variante en heterocigosis ¢.999C>A (p.Y333*) en el gen HNRNPK

Variantg n(.),de.SCI S ), g_nomAD,’1 (_)OOG)
Prediccion in ¢ imbio patogénico
Gen relacic sl/ ome Au-Kline
120

.

TAC — Tirosina . C
TAA — Stop riante probablemente patogénica

110 130

i VA

T

‘hhd A\




ESTUDIO SEGREGACION

« Secuenciacion directa exdon 12 gen HNRNPK en familiares de primer grado.
« Progenitores_no portadores:
- QOrigen aparentemente de Novo
- No Riesgo de Recurrencia
« Refuerza patogenicidad variante
« Asesoramiento Genetico

\ |
O—11 [

No portadora No portador
| |

c.999C>A; p.(Tyr333%*)




SINDROME DE AU-KLINE (OMIM #616580)

« Enfermedad sindrémica compleja con alteraciones del neurodesarrollo

« Descrito por Au et al. en 2015

« Fenotipo solapante Kabuki-Like

« Recategorizacion de otros sindromes y filiacion molecular gracias a NGS

Hum Mutat. 2015 October : 36(10): 1009-1014. do1:10.1002/humu.22837.

GeneMatcher Aids in the Identification of a New Malformation
Syndrome with Intellectual Disability, Unique Facial
Dysmorphisms, and Skeletal and Connective Tissue
Abnormalities Caused by De Novo Variants in HNRNPK

P.Y. Billie Au®!, Jing You#23, Oana Caluseriu?, Jeremy Schwartzentruber®, Jacek
Majewski”, Francois P. Bernier'.6, Marcia Ferguson’, Care for Rare Canada Consortium,
David Valle3.8.9, Jillian S. Parboosingh'6, Nara Sobreira3, A. Micheil Innes*!.5, and Antonie

D. Kline#’

59
£

Phenotypic spectrum of Au-Kline syndrome: a report of six new
cases and review of the literature

P. Y. Billie Au'? - Caitlin Goedhart? - Marcia Ferguson?® - Jeroen Breckpot® - Koenraad Devriendt® -
Klaas Wierenga (3° - Elizabeth Fanning® - Dorothy K. Grange® - Gail E. Graham’ - Carolina Galarreta® -
Marilyn C. Jones® - Usha Kini® - Helen Stewart? - Jillian S. Parboosingh"? - Antonie D. Kline? -

A. Micheil Innes(»"? - Care for Rare Canada Consortium

Received: 14 November 2017 / Revised: 3 April 2018 / Accepted: 11 April 2018
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SINDROME DE AU-KLINE (OMIM #616580)

Gen HNRNPK (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K)
* Proteina de unién a ARN de estructura muy conservada
* Regulacion -
« Expresion génica
« Migracion celular
« Expresion en todos los tejidos
- Justifica afectacién multisistémica
« Mutaciones de pérdida de funcion
« Mutaciones puntuales
« Deleciones 9921.32-g21.33

Los 9 pacientes descritos-presentans.ieusseo)

tnrlbRSERSSisgmorficos
« Anomalias del tejido conjuntivo y

esqueléti

FANY

Patient 2 2/G |

* Anomalias renales Au et all.| Pheﬁo-ty'pic spectrum of Au-Kline syndrome: a
report of six new cases and review of the literature.
Eur J Hum Genet 2018 Sep;26(9):1272-1281



CONCORDANCIA FENOTIPICA PACIENTE — AU-KLINE

Dolicocefalia Hipotonia central Criptorquidia
Asimetria facial Discapacidad intelectual Hipospadias
Paladar ojival Retraso psicomotor y del habla Hidronefrosis bilat.
Retrognatia Disfagia ITUs recurrentes
Hipertelorismo Paralisis nervio hipogloso
Exoftalmos Hipoacusia bilateral
Raiz nasal ancha Defectos del campo visual

Labios finos
Orejas Implantacién baja
malrotadas y grandes

Craneosinostosis
Enfermedad de Hirschsprung Dismetria EEII
Reflujo gastroesofagico Actitud escolidtica
Comunicacion interauricular Estrenimiento Seno dérmico
Defecto de tabique ventricular GEAs de repeticion Agenesia dental
Valvula adrtica bicuspide Vomitos Malformacién pies




CONCORDANCIA FENOTIPICA PACIENTE — AU-KLINE

Dolicocefalia Hipotonia central Criptorquidia
Asimetria facial Discapacidad intelectual Hipospadias
Paladar ojival Retraso psicomotor y del habla Hidronefrosis bilat.
Retrognatia Disfagia ITUs recurrentes
Hipertelorismo Paralisis nervio hipogloso
Exoftalmos Hipoacusia bilateral
Raiz nasal ancha Defectos del campo visual
Labios finos

Orejas Implantacion baja
malrotadas y grandes

Craneosinostosis
Enfermedad de Hirschsprung Dismetria EEII
Reflujo gastroesofagico Actitud escoliotica
Comunicacion interauricular Estrefiimiento Seno dérmico
Defecto de tabique ventricular GEAs de repeticion Agenesia dental
Valvula aértica bicuspide Vomitos Malformacion pies




RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

Laboratorio de biologia molecular

Abordaje Casos aiio 2016 Casos ano 2017 Casos aio 2018

Realizacion de Cariotipo,
array y X-fragil

RENDIMIENTO
DIAGNOSTICO @ 1947

*Vianna GS. Genet Mol Res. 2016 Feb 19;15(1)

465 489 505

Abordaje Casos aino 2016 Casos ano 2017 Casos aio 2018

Derivaciéon de la
Secuenciacion del Exoma

RENDIMIENTO 8/19
DIAGNOSTICO 42.1%

*Smith HS, Genet Med. 2019 Jan;21(1):3-16



CONCLUSIONES

 Los trastornos del neurodesarrollo son un reto diagnostico
desde un punto de vista clinico.

« El primer escalon diagnostico consigue un rendimiento en torno
al 15-20%.

« La obtencion de una causa molecular supone el fin del proceso
diagndstico y mejora el seguimiento del paciente.

* En nuestro caso clinico se ha conseguido hacer el diagnostico
genotipo-fenotipo, de un sindrome extremadamente raro, el
sindrome de Au-Kline.

« La NGS, a través de la secuenciacion del exoma, ha supuesto
una mejora en el diagndstico de estos pacientes.
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