TECNICAS DE ESTUDIO GENETICO
CITOGENETICA Y GENETICA MOLECULAR
¢ EN QUE PUNTO ESTAMOS?

v Conocimiento del genoma y bases moleculares de la
patologia genética humana

v Avances tecnoldgicos y nuevas metodologias (microarrays,
secuenciacion de ultima generacion)

v Proyectos de estudio del genoma humano y su diversidad



Genoma humano:




BASES MOLECULARES DE LA PATOLOGIA
GENETICA HUMANA




TECNICAS DE DIAGNOSTICO GENETICO










Citogenética clasica
El cariotipo

- Anomalias cromosomicas numericas y estructurales.

- Resolucion ganancias, pérdidas o cambios de posicion de
entre 5-10 Mb.

- Permite detectar mosaicismos, inversiones y
translocaciones equilibradas

- Ampliamente utilizada en el ambito prenatal, en estudios
de infertilidad y en Oncologia.

- Precisa cultivo para obtener metafases cromosomicas



DESEQUILIBRIOS CROMOSOMICOS

FENOTIPO CROMOSOMICO

> Problemas en el crecimiento,
> Rasgos dismorficos faciales,
> Malformaciones estructurales: cardiacas,

urogenitales y de extremidades




ESTUDIO DEL CARIOTIPO
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Trastornos genémicos

Entidades clinicas producidas por reordenamientos en el
genoma humano

Microdeleciones y microduplicaciones:

- Williams-Beuren delecion 7g11.23

- diGeorge-velocardiofacial delecion 22g11.2

- Potocki-Lupski: duplicacion 17p11.2
- S. Prader-Willi/Angelman del 15g11-913
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CITOGENETICA MOLECULAR

FISH ACGH

 Las técnicas de hibridacion fluorescente y microarrays de
CGH permiten diagnosticar desequilibrios cripticos
submicroscopicos

« Han permitido identificar numerosos sindromes de
microdelecion/microduplicacion



HIBRIDACION FLUORESCENTE
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TIPOS DE SONDAS FISH

Centromerica Painting Secuencia unica Telomérica
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- Al igual que el cariotipo, estudia globalmente el genoma.
- Tiene mas resolucion que el cariotipo

- Cariotipo molecular
- No necesita cultivo

- Alta especificidad y sensibilidad
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Proceso Arrays CGH

» ADN del paciente y control se marcan con
diferentes tintes fluorescentes
» Aplicados sobre el microarray compiten por

hibridar

» El Scanner de microarray mide las sefiales
fluorescentes

> Los datos se analizan mediante un software
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® Controls (n=8,329)

® Developmental delay (n=31,518)

® Autism (n=2,588)



Técnica

Aplicaciones

Ventajas

Desventajas










Enfermedades monogeénicas

- El OMIM (Online Mendelian inheritance of Man) base de
datos de fenotipos y genes mendelianos

- De muchas pero no todas se conoce base molecular y la
descripcion del fenotipo.

- Herencia:

- Autosomica recesiva (necesario que las dos copias de un gen
esten alteradas para que se produzca la enfermedad),

- AutosOmica dominante (el fenotipo aparece con solo una de las
dos copias del gen alterada)

- Ligada al cromosoma X (dominante, recesiva o intermedia)



OMIM Entry Statistics

Number of Entries in OMIM (Updated May 8th, 2018) :

MIM Number Prefix Autosomal X Linked Y Linked Mitochondrial Totals
Gene description * 15067 729 49 35 15,880
Gene and phenotype, combined + 66 0 0 2 63
Phenoty pe description, molecular basis known # 4 877 325 4 31 5.237
Phenoty pe description or locus, molecular basis unknown % 1455 124 5 0 1,584
Other, mainly phenoty pes with suspected mendelian basis 1,660 105 2 0 1,767
Totals 23125 1.283 50 68 24536

*. La entrada corresponde a un gen.

#. Se describe un fenotipo que, normalmente, esta representado por mas de un locus.
+: Se conocen la secuencia y le fenotipo del gen.

%: La entrada describe un fenotipo del cual no se conoce la base molecular.



Geneética molecular

Secuenciacion SANGER

Permite conocer el orden en que se presentan los nucledtidos
en el ADN

PRIMERCTGTCCCTGTTTCCT
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGC
PRIMERCTGTCCCT GTTTCCTGCA
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGT
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGGGA

ATGC
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Electroforesis capilar

Utilizada para llevar a cabo la secuenciacion del genoma humano
planteado en el Proyecto Genoma Humano (1985-2003)

PRIMERCTGTCCCTGTTTCCT
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTG . .
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGC Electroforesis capilar
PRIMERCTGTCCCT GTTTCCTGCA —
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGT
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGGG
PRIMERCTGTCCCTGTTTCCTGCAGGTGGGGA
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SECUENCIACION MASIVA (NGS)

- Se obtienen multiples secuencias cortas (100 pb) de un
modo paralelo, produciendo millones de lecturas al mismo
tiempo y un coste muy bajo

- Una vez ensambladas estas secuencias se confrontan a
un genoma de referencia.
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Aplicaciones secuenciacion masiva

Estudio de genomas completos,
Estudio de exomas o regiones codificantes de todo el genoma,
Paneles de genes implicados en el desarrollo de patologias raras y/o

canceres (targeted sequencing),




Posibles resultados de los test

geneéticos
No mutacion ---- Benigna ---- Probablemente ---- VOUS ---- Probablemente ---- Patogénica
benigna patogénica
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> ¢ COmo contactar?

> Buzon de citas para la consulta
| Volante de peticion habitual
| Solicitud electrénica (Selene / Millenium)
| Teléfono de contacto con Administracion Genética Teléfono Hospital:
985108000
[J Extension 37491
» Comentar un caso con Genética Clinica
| Teléfono directo 985667126
[J Extension 38820
> Correo electronico

I Envio de pruebas complementarias, informes, historias ...
| genetica.gaed@sespa.es
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