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Malalties monogeniques

® La taxa de prevalenca de defectes congenits
(detectats prenatalment o en els primers dies de
vida) de la poblacio se situa en un 3,6%b6 del total de
naixements.

matemitat

Protocol de diagnostic prenatal
d'anomalies congénites fetals

®m Els defectes c¢ sausats per una
anomalia crd una anomalia
genetica (moi ca).
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Malalties monogeniques

® La taxa de prevalenca de defectes congenits
(detectats prenatalment o en els primers dies de
vida) de la poblacio se situa en un 3,6%b6 del total de
naixements.

® Els defectes congenits poden ser causats per una
anomalia cromosomica o0 per una anomalia
genetica (monogenica o poligenica).
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Malalties monogeniques

® La taxa de prevalenca de defectes congenits
(detectats prenatalment o en els primers dies de
vida) de la poblacié se situa en un 3,6%0 del total de
naixements.

® Els defectes congenits poden ser causats per una
anomalia cromosomica o0 per una anomalia
genetica (monogenica o poligenica).

® Quan s'identifiguen alteracions congenites fetals en
I'ecografia prenatal, el cariotip | lI'array revelen un
diagnostic fins a un 20 a 30%o0, depenent del tipus
de defecte estructural. Per la resta, una malaltia
monogenica podria ser I'explicacid necessaria.

Germans Trias i Pujol
Hospital

Institut Catala de |a Salut



Malalties monogeniques

® Les malalties hereditaries monogenigues soOn
aquelles produides per alteracions en la seqglencia
d’ADN d'un sol gen.

DNA Structure

Nucleotide
base pairs:

B Guanine
[ Cytosine
Adenine
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Malalties monogeniques

® Les malalties hereditaries monogenigues soOn
aquelles produides per alteracions en la seqglencia
d’ADN d'un sol gen.

® Les malalties hereditaries monogeniques son mes
iInfrequents que les malalties multifactorials pero fins
a la data s'han descrit més de 14.900 gens implicats
amb malalties | 7.900 fenotips (www.omim.gov).

OMIM*®

Online Mendelian Inheritance in Man®

An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders
Updated January 27, 2017
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http://www.omim.gov/

Malalties monogeniques

® Les malalties hereditaries monogenigues soOn
aquelles produides per alteracions en la seqglencia
d’ADN d'un sol gen.

® Les malalties hereditaries monogeniques son mes
iInfrequents que les malalties multifactorials pero fins
a la data s'han descrit més de 14.900 gens implicats
amb malalties | 7.900 fenotips (www.omim.gov).

B Les mutacions poden estar presents en un o en els
dOS al . |e|S CROMOSOMAS HOMOLOGOS

Genes que informan
para los mismos caracteres

(ALELOS)
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Malalties monogeniques

Inheritance Patterns

Autosomal recessive:
Involves a recessive allele on

a non-sex chromosome 0 \ Xy
oax

Autosomal dominant: \
Involves a dominant allele a '

on a non-sex chromosome i

® Les malalties monogeniques, en general, es poden
heretar mitjancant un patro d'herencia mendelia
(autosomic dominant, autosomic recessiu o lligat al
sexe), encara que poden existir altres patrons. ale
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X-linked recessive:
Involves a recessive allele on
the X-chromosome

X-linked dominant:
Involves a dominant allele
on the X-chromosome

Y-linked: Involves an allele
on the Y-chromosome



Malalties monogeniques - Mutacions
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Malalties monogeniques - Mutacions

B Les principals tipus de mutacions en les malalties
hereditaries monogeniques:

B Mutacions puntuals (nonsense, missense, polimorfismes)

_ Point mutations "

No mutation i i
Silent Nonsense Missense
L larwd TTC TTT .‘:'LTC T':- C TG C
R el AAG s UAG AGG ACG
pritein lovel Lys Lys STOP Arg Thr

\r‘
A M 4
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Malalties monogeniques - Mutacions

B Les principals tipus de mutacions en les malalties
hereditaries monogeniques:

B Mutacions puntuals (nonsense, missense, polimorfismes)

® Mutacions frameshift (delecions, insercions)

—

Before Mutations (normal) Insertion Deletion
TACGCATGGAAA ~ #©
AUGCGUACCUUU TACAGCATGGAA A TACCATGGAAT..
AUGUCGUACCUU.U AUGGUACCUUA..
v

0899 | 4000  oood
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Malalties monogeniques - Mutacions

B Les principals tipus de mutacions en les malalties
hereditaries monogeniques:

B Mutacions puntuals (nonsense, missense, polimorfismes)
® Mutacions frameshift (delecions, insercions)

® Grans delecions o reordenaments.
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Malalties monogeniques - Mutacions

B Les principals tipus de mutacions en les malalties
hereditaries monogeniques:

B Mutacions puntuals (nonsense, missense, polimorfismes)
® Mutacions frameshift (delecions, insercions)
® Grans delecions o reordenaments.

® Expansions de triplets.

Huntington's
Fragile-x disease and || Friedreich Myotonic
Syndrome || many SCAs ataxia dystrophy
CGG CAG GAA CTG
5]
UTR Exon Intron Exon UTR 3
Bl Full mutation *
B Premutation range (may expand to a UTR = untranslated region P
full mutation in the next generation) SCA = spinocerebellar ataxia W
- | -
_ B Normal alle!es _ - | Germans Trias i Pujol
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Malalties monogeniques - Mutacions

® Es important tenir present diferents conceptes:
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Malalties monogeniques - Mutacions

m Es important tenir present diferents conceptes:

® Heterogeneitat genética

Dilated R
cardiomyopathy Jak by

Neuromuscular
disorders

el
Evad.
I.'I'.'- ’ IIII r- ‘r 7 ‘ I5A
@r L Ty TT% '.L._' & 6)
cnannelcpathies

O Genetic cardiac disorder

O Gene associated with one phenotype
[0 Gene associated with two phenotypes
[0 Gene associated with three phenotypes

%g;

http://www.nature.com/nrcardio/journal/v10/n9/images/nrcardio.2013.105-f1.jpg
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Malalties monogeniques

® Es important tenir present diferents conceptes:

® Heterogeneitat genetica.

® Penetrancia variable.

A
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Malalties monogeniques

® Es important tenir present diferents conceptes:
® Heterogeneitat genetica.
® Penetrancia variable.

W Expressivitat variable.

THE

ANGELINA

EFFECT
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Diagnostic Genetic Prenatal

- , -
Germans Trias i Pujol

Hospital

Institut Catala de la Salut



Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

B SeqUenciacié metode Sanger (segiienciacio classica)
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

B SeqUenciacié metode Sanger (segiienciacio classica)

Amplificacio

dth evele
wanted gene < : ] j
_<3,h cle T —— Exponential amplification
= { Indcvcle
Isteyele e = 35th cycle
template DNA < —_— -.'.:’:
52 = 5 = c_:-: .
4 copics Beopies |6 copies 32 copies 2 =68 billion copies

{Andy Vierstracte 1999)
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

B Sequenciacié metode Sanger (seqgiienciacio classica)
Amplificaci¢ ==y Seqiienciacio

Oligo: 5--CTTAA
Molde: 3--GAATTCGCTAATGC--5
- DNA polimerasa -
- Nucledtidos Separacion de los

fragmentos de DNA

dATP, dCTP, d6TP, dTTP
marcados, mediante

- Terminadores fluorescentes

«<(lorirrnn10

GEATP, ddCTF, dde TP, R electroforesis
capilar
5-CTTAAG-3
5-CTTAAGHE-3
5~-CTTAAGCG-3 j E
5-CTTAAGCGA-3 : . iy
BT TAAGCO AR ihser f!uzrzgc(:ernc?a
5-CTTAAGCGATIR3 =
““CTTAAGCGATTAL3
5-CTTAAGCGATTAE-3
5-CTTAAGCGATTACG-3]
W
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

B Sequenciacié metode Sanger (seqgiienciacio classica)
Amplificaci¢ ==y Seqiienciacio

ESTRATEGIA REACCIONES SEPARADAS PARA

LOS DISTINTOS EXONES DE UN

SOLO GEN
MUESTRAS CLONES, AMPLICONES DE PCR.
LONGITUD DE LA LECTURA Kb
DATOS UNA LECTURA/UNA MUESTRA
RESOLUCION MUCHAS MOLECULAS EN LA
MISMA LECTURA
VENTAJA ELEVADA PRECISION

DESVENTAJA CARO Y CONSUME TIEMPO W,
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

:ﬁ =,
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Genomic achievements since the Human Genome Project = of
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ED Greeﬂ et al Nature 470, 204'213 (2011) ] Germans Trias i Pujol
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

® Next Generation Sequencing
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

® Next Generation Sequencing

Preparacio de llibreries

SaVavaVvavavasevatavavovevevevavevavaveravars Library preparation
FaVavaveravavavareraraverareraveravaravavare
VaVaVavavaveveveversvavevavevevevevaveveveve

Fragmentation of DNA
(sonication ar enzymatic)

300000
SOCOO000000 EFATATAVATAT VST

o e e P e P e s e aes e e e
COCOCOTOCOCOCD 1000 ACOCO0OTO00
(S 08808 avas)]
mm&
o0O00000DCO xoonoo 90

primer {or barcode)

XOCOUOUOLO0O00  JOIOUa000
ISPV P EVET VIV EVET VIS
OCO0O00000000000 300000 HOOOD0O0OCOCN0
00000 0COCOCO0N0000

OO0 0000

Good fragments :

XOCOTOOCOOCOTOTO0 - 1
Adapter Saequenca Barcade Primear

1 Size-select the fragments

| W,

XOCOTOTOCOTOCI | X00UOUOU000U00 | -|-

YOCOCOCOTOTO00  OOO0ONNNOC0NK Germans Trias i Pujol
Hospital
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

® Next Generation Sequencing

Preparacio6 de llibreries ==y Seqiienciacio/alineacio

WGS WES/
targated

- — Denatul
C— — enaire Denatura
— and hybridize

—Ee= L
(=5

b e e R

el T L

l Replication and amplification ,I Sequence by synthesis
Y Y

WGS WES/targeted |
u L] um
HE L1 uE
(1] EEEE nEm
NN EEEE EEEN
L L L} | EEEEE HEEE
EEEN EEEEE HEEE
o EEEN EEEEE HEEE
" mEm RN EEEEN EEEN
INEEEEEEEEEE EE B H EER B u EEEN EEEEE HEEE
IS SSISSEEIEEEEEEE EEEEEEE L L L L} | EEEEE HEEE
ESSESSESSEESSEESEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEN EEEEE HEEE
IS SSESSESSESSSSESESSSNEEEEEEEE [ [ [ 0] HEEEN HEEE

Alignment to reference genome Alignment to targeted regions in referance genomsa

WGS: Whole Genome Sequencing

WES: Whole Exome Sequencing

Targeted: Dirigido (panels)

iy
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Large DNA
molecule

Fragmentation

Sequenced

Assembhg of CATACACGTAGCTATACG
overlapping GTTACAGTGCTGCATA
DNA sequencing GCTATCAGGCTACGTTA

iseze;;gfed GCTATCAGGCTACGTTACAGTGCTGCATACACGTAGCTATACG
J s

-
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Next Generation sequencing : Assembly of the largest contig
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

118/

. I Light blue : forward
Next Generation sequencmg : dagrk blise - reverse sequence
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Next Generation sequencing : CV : coverage of a specific part

T T 1 1 T T l
(1949 Lt 939 ) 1069 840 OV S 2,008 L1 9B

kWﬂﬂMﬂ!ﬂﬂﬂﬂa

BF FPEE EREd
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

per enome

National Human Genoma
Research Institute

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

ES SINCE THE HUMAN GENOME PROJECT (HGP)

HGP Begins 10 years after
HGP

: erate a Human ( € $1 billior $10-50 million $3-5 thousand
| : | A
| r 3 Hur A nins -2 days Igli-ﬂ
Human Genome Sequences = Thousands | Germans Trias i Pujol
\ J Hospital

Institut Catala de |a Salut

https://www.genome.gov/images/content/costpergenome2015_4.jpg



Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Secuencia de ADN (variante 1)

Nuestra individualidad genética (...AGGTTCAGGCATCAGATTCGCAATCGCTTG )
) , AGCAATCGCTTGCAGATACGAAAGCTTATACC
radica solo en el 0,1% de TATGTCCTAGGTCAGTGTTTCAAAAAGTTTGT
TCCATAAAAAGTAACATTGTGCTGCAGGATTT
nuestra secuencia de ADN: CTCAGACGGACCAGTTTGCTAAAGTACTCCGG
GTGTCTCCACAAAGCTTACATAGAATGTCAAG
CTTACAAAACTCATCAGACAAGAGATCATCTC

® La secuencia del ADN de dos ( .CTGGACTGAGTTTAAAACACAATTTGGAAA. .. J

personas es un 99,9% idéntica.

@ Cada 1,000 nucleotidos uno es Secuencia de ADN (variante 2)

diferente. (" ...AGGTTCAAGCATCAGATTCGCAATCGCTTG )
AGCAATCGCTTGCAGATACGAAAGCTTATACC
TATGTCCTAGGTCAGTCTTTCAAAAAGTTTGT

® En total hay 3 millones de TCCATAAAAAGTAACATTGTGCTGCAGGATTT
L _ CTCAGACGGACCAGTTTCCTAAAGTACTCCGG
nucleotidos diferentes. GTGTCTCCACAAAGCTTACATAGAATGTGAAG

CTTACAAAACTCATCAGACAAGAGAACATCTC
(CTGGACTGAGTTTAAAACACAATTTGGAAA.... )

Variants de significat incert

Troballes incidentals e

Germans Trias i Pujol
Hospital
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Sanger sequencing : simplified :

W,
- | -
Germans Trias i Pujol
Hospital
Institut Catala de la Salut
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Sanger sequencing : simplified :

Wy
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Next Generation sequencing : simplified :

Impossible to assemble manually

Wy
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Next Generation sequencing : simplified :

Wy
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

Next Generation sequencing : simplified :

Same dataset, different parameters

Wy
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Diagnostic Genetic Prenatal - Seqiienciacio

ESTRATEGIA REACCIONES SEPARADAS PARA
LOS DISTINTOS EXONES DE UN
SOLO GEN
MUESTRAS CLONES, AMPLICONES DE PCR
LONGITUD DE LA LECTURA Kb
DATOS UNA LECTURA/UNA MUESTRA
RESOLUCION MUCHAS MOLECULAS EN LA
MISMA LECTURA
VENTAJA ELEVADA PRECISION
DESVENTAJA CARO Y CONSUME TIEMPO

UNA REACCION PARA EL
ANALISIS SIMULTANEO DE
VARIOS GENES

LIBRERIAS DE ADN, GENOMA
COMPLETO

Gb

MILES O MILLONES DE
LECTURAS/UNA MUESTRA

UNA MOLECULAR POR
LECTURA
BUENA RELACION |
COSTO/BENEFICIO, ANALISIS
SIMULTANEQ

ANALISIS DE GRAN CANTIDAD
DE DATOS

\'ﬁ
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Diagnostic Genetic Prenatal - Indicacions

® Malaltia monogenica amb mutacio “familiar” coneguda
previament.

®m Sospita de malaltia monogenica sense mutacio
identificada previament.

m 7ipus de mutacio esperable

B Heterogeneitat genetica responsable de la malaltia

SEMPRE AMB UN ADEQUAT
ASSSESSORAMENT GENETIC
PREVI | POSTERIOR

> | -
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas # 1
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas #1

Gestant 10s sana portadora de mutacio patogenica en el gen BRCA1
(c.1687C>A; p.GIn563%)

-

85 CM d. 50
CO 64
d. 41
39a
48 a 39 a 32a 30a
CMB dx 47 CM dx 28 Gestant 10s
O O OOC
24 22 26 24 18
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas #1

Gestant 10s sana portadora de mutacio patogenica en el gen BRCA1
(c.1687C>A; p.GIn563%)

-

85 CM d. 50
CO 64
d. 41
39a
48 a 39 a 32a 30a
CMB dx 47 CM dx 28 CM dx 28
O O 0OC
24 22 26 24 18
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas # 2

http://plenilunia.com/wp-content/uploads/2013/01/Depositphotos_6455223_m.jpg

Gestant 16s sana, cribratge
combinat del primer trimestre
1:2.600. Als seus pares van morir

joves en un accident de transit.

Acudeix a la consulta molt
preocupada per que fa 48 hores
han diagnosticat al seu germa de

la malaltia de Huntington.

Ens pregunta per la possibilitat de

fer un diagnostic prenatal.

Wy
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas # 3

Dona gestant de 10s. Tant ella com la seva parella presenten
antecedents genetics. Dona portadora de una translocacio en equilibri:
46,XX,t(14:15)(q34.1;9.24). La seva parella pateix una Esclerosi
Tuberosa i és portador d’'una mutacio puntual en el gen 75C1
(c.2672delA; p.Asn891Thrfs).

Que els hi podem oferir?

rj
v

- | -

Germans Trias i Pujol
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas #4

Dona gestant de 9s. La seva parella pateix una Malaltia de Charcot-

Marie-Tooth greu amb duplicacio del gen PMP22.

Podem oferir un diagnostic genéetic prenatal?

\'.r
- | -

Germans Trias i Pujol

http://albertosardinas.com/wp-content/uploads/2015/11/ParejaPreocupada2.jpg Hospital
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Diagnostic Genetic Prenatal — Cas #5

Dona de 25 a, gestant 12s, sense antecedents
personals o familiars. Parella sana sense
antecedents personal o familiars. Ecografia
primer trimestre amb TN de 9,6 mm, os nasal
hipoplasic. Braquicefalia, distensio dels sacs
limfatics yugulars i un defecte septal ventricular.

Flux del ductus vends amb una ona a invertida.
Array no informatiu.
Persisteixen les troballes ecografiques a les 16s.

Podem oferir un diagnostic genetic prenatal?

Germans Trias i Pujol
Hospital

Institut Catala de |a Salut




Diagnostic Genetic Prenatal — Cas #5

Panell de Rasopaties

Sindrome de Noonan

Mutacio al gen P7TPN11 (c.124A>G; p.Thr42Ala)),

Germans Trias i Pujol
Hospital

Institut Catala de |a Salut
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