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Programa:

1. Introduccién: ¢Qué es la genética médica?
1. Elcariotipo

2. Mutaciones génicas
3. VNC
4. Array-CGH

2. Descripcion del autismo
1. Introduccién
2. Bases genéticas

3. El autismo cono enfermedad genética
1. Sindromes asociados a TEA.
2. VNCs asociadas a TEA no sindromico.
3. Alteraciones génicas.

4. Futuras herramientas de diagndstico: secuenciacion masiva
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La genética es el estudio de la herencia en las especies vivas
La unidad basica de la genética es el nucledtido (A, C, G, T)

Mediante los nucledtidos, se codifican los genes y secuencias que forman la informacion genética



- La genética médica aplica los conocimientos de la genética al mundo médico

- El objetivo de la genética médica es:
- La asociacion genotipo-fenotipo (busqueda de alteraciones genéticas)
- El estudio de heredabilidad de las enfermedades
- En general, existen diversos cambios genéticos detectables con significado clinico:
- Alteraciones cromosdmicas (o citogenéticas)
- Variantes de Numero de Copia (VNCs)

- Mutaciones puntuales
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Trisomia 21 (S. Down) descubierta por Lejeune en 1958

Son alteraciones de gran tamafo, asociadas a

sindromes complejos
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Duplicacion intragénica Ejemplo mutacion (X-Fragil)

Full mutation

Adapted from Human Genetics, 2nd ed. Korf.
(c) 2005, Laurie Ann Demmer, M.D.

- Las mutaciones intragénicas pueden ser de diversos tipos (puntuales, inserciones, deleciones...)
- Generan cambios en la estructura o en la produccion de un gen, alterando su funcionamiento

- Existen dos tipos de mutaciones: heterocigotas (un alelo) y homocigotas (los dos alelos)

- Depende de la enfermedad, puede ser suficiente una mutacion heterocigota o no

- Ademas, existen variantes polimérficas de dichos eventos (por ejemplo SNPS)



- Se considera VNC a un cambio de mas 1 kilobase en adelante (varias megabases)

- Las VNC pueden ser eventos de novo o adquiridos, duplicaciones o deleciones

- Las VNC se clasifican como:
- Causales (asociadas a patologia)

- Benignas (no asociadas a patologia conocida, presentes en poblacién sana)
- Significado incierto (ninguna de las anteriores, su significado en el fenotipo no estd determinado)

- La herramienta mas universal de deteccion de VNCs es el array-CGH.

Chromosome 2q

Variantes de numero de copia
(deleciones) en cromosoma 2
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- El trastorno de espectro autista (TEA) es una anomalia en el desarrollo que puede afectar a
1/100 — 1/150 nifios en la actualidad.

- Su aparicion se da antes de los tres afios de edad.

- Como hallazgos fenotipicos, el TEA se caracteriza por problemas en las relaciones sociales,
comunicaciéon y lenguaje, un abanico de interés muy estrecho y la presencia de esterotipias.

- Existe un alto componente de variabilidad entre los afectos de TEA, lo que parece ser
justificado por un patrén complejo de factores de predisposicidn genética

- A menudo, el TEA viene acompafiado de discapacidad intelectual, o asociado a un cuadro
genético sindrémico.

- En definitiva, el autismo es una enfermedad fenotipica y genéticamente heterogénea



social
communication deficits

El trastorno de espectro autista conforma
un cajoén desastre de sintomas (lenguaje,

Asperger’s disorder : social y estereotipias) que conducen a la
Autistic disorder descripcion del trastorno (Asperger,
Autismo, sindrome desintegrativo infantil
Childhood disintegrative ’ & !
disorder TGD)
Pervasive developmental . .
B ler not otherl Adicionalmente, esos trastornos pueden
specified acompafarse de complicaciones, tales

v

como déficit coginitivo, trastornos
comportamentales (ansiedad, TDAH y
otras complicaciones médicas complejas
asociadas)

Medical
/ co-morbidities
25-40%

Current Opinion in Genetics & Development




Las alteraciones genéticas y el entorno
modifican la conectividad cortical en el
desarrollo del cerebro, produciendo los
desdérdenes neurolégicos relacionados con el
autismo

Por lo tanto, los genes de interés son
neurotransmisores, genes de migracion

neuronal, receptores sindpticos, etc.

Pueden producirse diversas alteraciones de la

| Decressentogrtion of efomaton| conectividad que generen, conjuntamente, el
¢ 1 ) autismo, aumentando la complejidad
e e e funcional de la enfermedad
L J




Rare CNVs

Chromosomal s
Abnormalities ok pe i
- 5% not yet defined
= -' ~5%
.matemal 15g11-q13
(egs. Fragile X, Tm-m:; d{ﬁmr:u “'r;:i ;121-:1 (egs. 16p11.2, dup7q11.23, legs. pm::mmnﬂs,
Rett, Timothy, Potocki-L upski Turner syndrome, 47XYY, 23q11.2, 10211, 15133, NLGN3, NLGNAx, NAXNG
4 ATXXY) dup17p12, 3g37-G38 g
Syndromes) CNTNAPZ, DPFS)

+ Multigenic contributions including rare or common variation

* Intellectual Disability and neuropsychiatric disorder genes

- Genes in common pathways (eg. synapse genes) to ASD-risk genes
% contribution unknown

» Environmental effects on gene expression and/or protein function
- DNA mutation rate (eg. parental age)

% contribution unknown

Cument Opinion in Genetics & Development

A nivel genético, el autismo parece ser producido por:

- Sindromes genéticos relacionados con el autismo

- Anomalias cromosdmicas raras

- Alteracion de locus especificos de autismo (algunos con penetrancia incompleta)
- Alteraciones intragénicas de genes con penetrancia incompleta

EXISTEN AGENTES MODULADORES (Enf. Poligénica, efecto ambiental....)



Family and clinical history and physical
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Figure 1. A Diagnostic Algorithm for the Evaluation of a Patient with Intellectual Disability of Unknown Cause.

Evaluation for copy-number changes with the use of array comparative genomic hybridization (CGH) should be performed early in the
diagnostic workup. Indications for magnetic resonance imaging (MRI) include macrocephaly or microcephaly, asymmetric neuralogic
findings, intractable epilepsy or focal seizures, abnormal movements (e.g., dystonia, chorea, or other extrapyramidal findings), hypoto-
nia or long tract signs, facial stigmata associated with developmental brain abnormalities, and a history of a2 progressive neurologic dis-

order.




- Aproximadamente un 10% de los casos con TEA tienen un sindrome genético conocido

- Enfermedades mendelianas: X-fragil (1-2% TEA), esclerosis tuberosa (1%), S. Rett (0.5%)...
- Delecion genes contiguos: S. Williams-Beuren, S. Sotos, S. Phelan-McDermid...

- Un 5% adicional de TEA se causan por alteraciones cromosémicas (Trisomia 21, Turner, dup
15q11q913).

- Estos sindromes tienen efectos adicionales (discapacidad intelectual, dismorfias, etc.). Esto
es especialmente patente en los sindromes de genes contiguos o en las alteraciones
cromosomicas. En estos casos, el fenotipo suele ser recurrente (por ejemplo, facies
caracteristica del sindrome).



Sindrome de Phelan-McDermid, delecién distal 22g13.3 (OMIM #606232)

Los pacientes presentan un cuadro autista con retraso del lenguaje severo, problemas comportamentales
(hiperactividad, explosiones agresivas) e hipotonia. Pueden aparecer dismorfias faciales (estas pueden
ser sutiles y variables).

En algunos casos, aparece sobrecrecimiento

La delecidon puede ser terminal o intersticial, afecta al gen SHANK3 (variable en tamafio, 160kb-9 Mb). Las
deleciones mayores se asocian a un cuadro mas sindrémico. Es un evento de novo.

ql1.22

ql2.1

ql2.3

ql3.2

q13.32



- Aproximadamente un 5% del TEA se asocia a VNCs no sindrémicas

- Afectan a regiones con genes relacionados con el neurodesarrollo (CHRNA7, NIPA2, KCTD13)
- Dichas alteraciones aparecen también en casos con incapacidad intelectual
- Muchas de ellas son regiones de penetrancia incompleta, esto quiere decir:

- Hereditarias en muchos de los casos

- Provenientes de progenitor sano (o, como mucho afectado menormente)

- Podrian necesitar un segundo evento genético

- Las alteraciones tienen muy pequefio tamano (<1 Mb), invisibles al cariotipo

- Requieren una revision genotipica y fenotipica familiar



Table 1. Novel Recurrant Copy-Number Changes Associated with Intellactual Disability and Relsted Disorders.*

Chromosome

Region
1q71.1

1q20

10q22-923
15g11.2

15q13.3

15q24

16pl1.2 (5

16p11.2 (b}

16pl2
16pl3.11

17q12

17q213

Coordinates in Mbj

Chromosome 1: 145.0-146.35

Chromosome 3: 197.4-198.9

Chromasome 10: 81.12-89.07

Chromosome 15

Chromosome 15:

Chromosoms 15:

Chromosome 16:

Chromosome 16:

Chromosome 16:

Chromosome 16:

Chromosome 17:

Chromosome 17:

- 20.3-20.7

28.7-30.2

Tr2-T18

29.5-30.1

28.7-290

218334
15.4-16.4

31833113

41.0-41.7

Delation or Duplication Associated
with Disorder

Deletion: intellectual disability, schizophrenia,
multiple congenital anomalies
Duplication: intellectual disability, autism

Deletion: intellectual disability, schizophrenia
Duplication: intellectual disabilizy

Deletion: intellectual disability

Deletion: intellectual disability, schizophrenia,
epilepsy

Deletion: intellectual disability, epilepsy,
schizophrenia, autism

Deletion: intellectual disability, autism

Deletion: intellectual disability, autism,
obesity
Duplication: schizophrenia

Deletion: intellectual disability, obesity

Deletion: intellectual disability

Deletion: intellectual disability, epilepsy,
autism, schizophrenia

Duplication: intellectual disabilizy, ADHD,
autism

Deletion: intellectual disability, autism,
schizophrenia

Deletion: intellectual disability

Selected Referznces
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Ejemplo de regiones de asociacidn a autismo e incapacidad intelectual




16: 28398759-31656743, 3.25 Mb
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Un ejemplo real:

Delecion 16p11.2 de 540kb chr16:29652799-30197490. 17 genes incluidos en OMIM.

Se asocia con la microdelecion 16p11.2 (OMIM 611913), o regidn de susceptibilidad a autismo 14 (AUTS14)

Los portadores de la delecién se asocian a un fenotipo autista acompainado, o no, por otros sintomas (retraso mental,
obesidad y/o anomalias congénitas como macrocefalia, frente prominente, micrognatia e hipertelorismo).

La regidn es de asociacion, al tener penetrancia incompleta y expresividad variable

La delecion estaba heredada del progenitor, cuya familia tenia un cuadro familiar de casos afectos similares (en
estudio)



- La alteracién de un unico gen (o varios) puede producir un 5% de los casos de TEA

- A nivel mutacional es imposible acometer dicho trabajo con las técnicas tradicionales (SANGER)
- Las alteraciones pueden ser del gen completo o de fragmentos del gen (SHANK2, GRIA3, ...)
- Las alteraciones tienen muy pequefio tamafio (<200 kb), invisibles al cariotipo
- Actualmente el array-CGH se usa para ver la dup o del de estos genes del neurodesarrollo
- La lista esta en continua actualizacion en diversas bases de datos:
- The Autism Genome Project (www.autismgenome.org)

- The UK10K Project (www.uk10k.org)
- The Simons Foundation Autism Rearch Initiative (http://sfari.org)

- Necesaria una revision previa de la funcidon de dichos genes y su asociacion a CNV

- Tras el hallazgo, se requiere una revisidn genotipica y fenotipica familiar


http://www.autismgenome.org/
http://www.uk10k.org/
http://sfari.org/

+]

Probando de sexo femenino
Fenotipo autista, reminiscencias de sindrome de RETT

Cariotipo normal, subteloméricas normales, MECP2 sin mutacién

Duplicacion Xq28 de 15.45 kilobases, afecta parcialmente el gen MECP2, duplicando los exones 3y 4
(este ultimo parcialmente)

La duplicacién se asocia fenotipicamente con un sindrome de RETT (#312750), cuyo fenotipo solapa
con un trastorno de espectro autista



-Tecnologia reciente de secuenciacién de grandes regiones
gendmicas (pasa de aprox 1000 pb en Sanger a megabases)

-Se basa en la produccién de una libreria gendmica (de
fragmentos pequenos, segln técnica), y la secuenciacion, a
la vez, de toda la libreria

-La bioinformatica se encarga de alinear todas las
secuencias fragmentadas para dar una secuencia completa
(por ejemplo, el exoma completo de una muestra)

- Mediante técnicas de captura se puede personalizar lo
secuenciado (cientos de genes a la vez)

- A nivel de coste, permite analizar mas genes a la vez por
menos dinero que la secuenciacion Sanger.

- Gran problema de sobreinformacion si la pregunta no es
dirigida

Input DMA

Fragmentation
End repair and adapter ligation

Fragment library

Adapiar Fragment A Adapter
Adaptar Fragment B Adapler
Adapter Fragment C Adapler
Clonal amplification of each fragment
.-.-'-P-.-H--b-‘-u..
1 2
A @ A BRI C
Sequencing of clonal amplicons in a flow cell
[ Pyrosaguencing
or . Reversible Oye Terminators.

| Sequencing by Ligation

L ' -

Generation of luminescent or flucrescent images

Conversion o sequence

ANTES LA PREGUNTA ERA: ¢(QUE GEN SECUENCIO?
AHORA ES: ¢ COMO INTERPRETO LO QUE VEQO?



Frequency of disorder

Rare

{(<1/10,000)
Mutational target

a.g. CHARGE syndrome
(1/10,000)

Singls gene

Low frequency
(1/10.000-1/100)

e.g. Noonan syndrome
(1/2,000)

(Frvc] [OREEED) (S

2-100 genez

Common

{=1/100)

e.g. intellectual dizability
(2/100)

¢ Examples of factors affecting de novo mutation frequencies

Intrinzic propensity for
de nowvo mutations

* High CpG denzity
increases the rate of
de nowo SHNV's

* Segmental duplications
increase the rate of
de nowo CMYs

= Cenetic vanation (for
example, in DMNA
repair genes) increases
the mutaticnal load

Higher de novo mutation
g frequency. increasing
Time and selection e

* Increazed paternal age

* Mutations resulting in
zelective advantages

during spermatogenssis

genetic diseazes

-0

F1

F2

# 74 de novo SMV's, 3 de nowo indels and
0.02 de novo CHVsz per genome

* 1 de novo mutation per exome

* 1 out of 20,563 protein-coding genes are
hit by a de nove mutation per generation

Las mutaciones relacionadas con el autismo podrian
ser variantes raras presentes en la poblacidon sana.

Es importante un desglose clinico y genético para
considerar las mutaciones responsables del autismo,
sin saturar esa informacion de variantes sin sentido.

Es necesario contar con una n de pacientes altas para
designar los genes de interés en paneles de NGS



Tasa Mutacional Funcion génica

Tasa basal mutaciones de novo por genoma ¢Esta el gen descrito en enfermedad?
-CNVs 0.02
- Indels 3 ¢Estael gen en unarutarelacionada con enfermedad?
- SNVs 74

_ _ _ ¢Hay informacidon en modelos animales?
Enfermedad: proporcién debida a mutaciones de novo

¢Hay cambios de expresién en el tejido afecto?

Mutacidon de novo en

paciente de autismo

Impacto de la mutacién Correlaciones clinicas

Tipo de mutacién Misma mutacién en pacientes con mismo fenotipo

Conservacién por evolucién Otras mutaciones en el mismo gen en pacientes con el
mismo fenotipo
Ensayos de proteinas . ) . )
Ausencia de la misma mutacién o mutaciones
Ensayos funcionales deletéreas similares en el mismo gen en individuos
sanos



Conclusiones

1.

2.

El autismo es una enfermedad genética, aunque compleja.

La tecnologia de VNCs (array-CGH) permite detectar, aproximadamente, un 15%
de los casos autistas (hay que diferencia sindrémicos de no sindrémicos)

Es fundamental un consejo genético adecuado en base a los hallazgos genéticos
Las nuevas herramientas (como NGS) ayudaran al diagndstico del autismo,

aungue es necesario conocer qué se debe analizar y filtrar adecuadamente la
informacion obtenida.



GRACIAS A TODOS!!!!
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