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1- INTRODUCCIO

Des de que Mendel va fer les primeres observacions sobre I'heréncia genética de trets
morfologics en els pésols a finals del segle XIX, han sorgit molts estudis genétics portats a

terme per incomptables grups d’investigadors.

S’han pogut establir les bases cel-lulars de I'heréncia genética amb la descripcié dels

cromosomes i les bases moleculars dels elements que hi intervenen (ADN, ARNs i proteines).

Ja a finals del segle XIX es van comencar els primers estudis citogenétics en |'especie
humana per tal de poder determinar el nimero de cromosomes en humans. Perd no va ser fins
a I'any 1956 quan Tijo i Levan (Tijo i Levan, 1956) van poder fer observacions cromosomiques
més acurades al microscopi i es va definir que l'especie humana tenia una dotacié de 46
cromosomes. Aquest fet va permetre coneixer que varies alteracions fenotipiques descrites amb
anterioritat eren degudes a una alteracio de la dotacié cromosomica. En un periode de tres anys
es van establir les causes de les sindromes de Down, Klinefelter i Turner. Poc després es van
reconéixer noves sindromes de trisomies autosomiques i posteriorment altres sindromes de

malformacions multiples causades per péerdues o guanys de material cromosomic.

La primera técnica de bandeig cromosdomic (bandes Q) va ser desenvolupada per
Caspersson i col. (1970). A partir d’aquesta es van desenvolupar altres técniques de bandeig
cromosomic com les bandes G i R entre d’altres que van permetre caracteritzar alteracions
cromosomiques que passaven desapercebudes amb la tincid uniforme de cromosomes.
Posteriorment, es van desenvolupar técniques de citogenetica molecular basades en la hibridacid
in situ fluorescent que van suposar un gran avan¢ en la determinacié d‘alteracions

cromosomiques i noves tecnologies de biologia molecular com el clonatge i la seqlienciacio.

1.1- EL PROJECTE GENOMA HUMA

Al any 1990 es va iniciar el projecte “genoma huma”. Amb aquest projecte es pretenia
seqienciar tot I’ADN genomic huma, com s’havia fet amb altres organismes (ex. Drosophila
melanogaster) i caracteritzar els gens. Aquest projecte el van portar a terme un conjunt de

centres publics i privats que van treballar conjuntament.

Per realitzar aquest estudi es van utilitzar dues estrategies. Una de les estratégies es va
anomenar top down i la van portar a terme diferents centres académics mentre que l'altre es va
anomenar bottom up i la va portar a terme |'entitat privada anomenada Celera. En la primera,
cada cromosoma es va fragmentar (aproximadament 100.000 parelles de bases) i es van clonar
utilitzant com vectors cromosomes artificials de bactéries (BACs). L'ordre dels BACs
(superposant seqlieéncies) va permetre descriure el mapa fisic del genoma huma. La segona
estratégia va consistir en fraccionar el genoma sencer en fragments d’unes 500 parelles de
bases i procedir a la seva seqlienciacié. Mitjancant ordinadors es va establir I'ordre de les
seqliencies per superposicio. Les dues aproximacions es van poder desenvolupar
satisfactoriament. Amb aquest projecte es va arribar a seqlienciar el 94% del genoma huma
(Venter i col. 2001; Lander i col. 2001).

Durant molts anys s’havia estimat que el genoma estaria format per tres bilions de

parelles de bases nitrogenades i que hi hauria aproximadament 100.000 gens. Pero,
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sorprenentment, es va trobar que només hi havia uns 25.000-30.000 gens que codificaven
proteines, encara que amb I’splicing alternatiu a partir de cada gen es podia arribar a diferents

productes geénics.

Les aplicacions del projecte genoma huma es troben basicament en la recerca biomédica i
farmaceutica. La sequéncia del genoma huma (en bases de dades publiques) permet la
identificacio rapida dels gens candidats, el cribratge de mutacions i la informacié de I'estructura
del gen. El disseny de buscadors genomics com I'Ensembl/ proporciona informacié del genoma
des dels cromosomes als nucleotids. Es poden seleccionar els cromosomes a gran escala i
arribar als nucleodtids, identificant gens, els exons associats, ARNs i proteines
(http://www.ensembl.org/). El projecte del genoma huma també ha permés coneixer els
mecanismes implicats en |'aparicié de delecions del genoma relacionades amb sindromes
cromosomiques. S’ha vist que algunes delecions s’han produit per recombinacié homologa i
entrecreuament desigual entre regions intracromosomiques duplicades com el que déna lloc al
sindrome de diGeorge/velocardiofacial al cromosoma 22 o al sindrome de Williams-Beuren al
cromosoma 7. L'aplicacido en el camp farmacéutic es basa fonamentalment en la sintesi de

farmacs especifics per gens i proteines diana coneguts gracies a aquest projecte.

1.2- DEFECTES CONGENITS

El retard mental afecta aproximadament a un 2-3% de la poblacié. Malgrat tots els estudis
realitzats en un 50% dels casos no se’n pot arribar a conéixer |'etiologia. Segons la severitat del
retard mental es divideix en: greu quan el coeficient intel-lectual (CI) és 20-35, moderat quan
CI és 35-50 i lleu si el CI és de 50-70 (Battaglia i col. 1999). El retard mental moltes vegades va

associat a altres defectes congenits com les anomalies fenotipiques.

Les anomalies fenotipiques s’han classificat en dos grans grups: variants menors i

anormalitats (Aase, 1990).

Les variants menors a la vegada es subdivideixen en “variants comunes” i “anomalies
menors”. La diferéncia entre elles es troba en la seva prevalenca a la poblaci6 i la implicacié
fenotipica. Les “anomalies menors” tenen una prevalenca del 4%, com a maxim, en la poblacid i
les “variants” apareixen en més del 4% de la poblacid6 (s'anomenen variants fenotipiques
normals). La preséncia de multiples “anomalies menors” fa que hi hagi més prevalenca de

malformacions majors (19,6%-90%).

Dins les anormalitats es pot diferenciar entre malformacions, deformacions, disrupcions i
displasies (Spranger i col. 1982). En la Taula 1 es mostra la freqliéncia en nounats d’‘algunes

anomalies congeénites.

Una malformacié es defineix com una alteracié del procés d’embriogénesi normal (Opitz,
1985). I es classifica de lleu si té poc efecte en el funcionament normal de l'individu i de
malformacié major si té molt efecte. Exemples tipics de malformacions sén les que donen lloc a
les anomalies congénites del cor com els defectes ventriculars o atrial-septals, llavi o paladar

lepori.

Les malformacions sén el resultat d’accions primerenques que sovint sén oligogéniques

encara que també poden ser poligéniques.
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Les deformacions son produides per forces mecaniques aberrants que distorsionen les
estructures normals, per factors materns o fetals, i pot passar en qualsevol moment de la
gestacio. Un exemple tipic de deformacions son la dislocacié de maluc i peu equi que poden
estar produits per la falta de liquid amniotic (oligohidramni), una aglomeracié intrauterina degut

a la preséncia de bessons o a un Uter estructuralment anormal.

Les disrupcions sén defectes estructurals d’un organ o teixit com resultat de l'accié de
factors externs que alteren el procés normal del desenvolupament. Entre els factors extrinsecs
que poden causar les disrupcions es troben les isquémies, infeccions i els traumatismes. Un
exemple tipic de disrupcié és el desenvolupament anormal de les extremitats degut a que el

cord6 umbilical envolta I’'extremitat i impedeix el seu desenvolupament normal.

I finalment la displasia és el resultat de la histogénesi anormal que pot ser focal o
distribuida pel cos. Els canvis estructurals que produeix sén clinicament aparents i cursen
continuament. El teixit és anormal I'efecte en els simptomes clinics poden persistir o empitjorar
a mida que el teixit continua creixent o funcionant. Les displasies es diferencien de les altres

tres categories en el fet que les accions causants d’aquestes son relativament breus en durada.

Taula 1- Anormalitats estructurals congénites més importants(Mueller i Young, 2001)

Sistema i anormalitat Incidéncia per cada 1000 naixements
Cardiovascular 10
Defecte septal ventricular 2,5
Defecte septal atrial 1
Ductus arterial 1
Tetralogia de Fallot 1
Sistema nervids central 10
Anencefalia 1
Hidrocefalia 1
Microcefalia 1
Espina bifida lumbar-sacre 2
Gastrointestinal 4
Llavi/paladar lepori 1,5
Hernia diafragmatica 0,5
Atrésia esofagica 0,3
Anus imperforat 0,2
Extremitats 2
Amputacié transversal 0,2
Urogenital 4
Agenésia renal bilateral 2
Ronyons poliquistics (infantil) 0,02
Exstrofia de bufeta 0,03
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1.2.1- FACTORS DE RISC DELS DEFECTES CONGENITS

S’ha estimat que del total de concepcions humanes, el 50% s’interrompen espontaniament
en l'estadi preimplantacional (4-5 dies després de la concepcid) o poc temps després, abans que
la mare sigui conscient de I'embaras. Entre els embarassos reconeguts s’ha calculat que el 15%

acaben en avortament dins el primer trimestre de I'embaras (Mueller i Young, 2001).

En un 80%-85% dels avortaments espontanis s’han observat importants anormalitats
estructurals com l'abséncia de l’embrid, presencia d'una estructura completament alterada

(mola) o malformacions d’algun organ concret (Mueller i Young, 2001).

Hi ha diversos factors que poden influir en l'aparici6 de defectes congénits. Entre les
causes de l'aparici6 dels defectes congénits hi trobem les d’origen genétic i els agents
ambientals (teratogens). També hi ha un grup de malformacions congénites de les quals no se'n

sap l'origen.

Les anomalies cromosdmiques causen aproximadament el 6% de totes les anomalies
congénites. Les conseqliéncies fenotipiques de l‘alteracid cromosomica dependran de la
grandaria del fragment cromosomic i dels gens implicats perdo, majoritariament, les alteracions
cromosomiques impliqguen anomalies en el desenvolupament. Des de que es va introduir la
técnica de bandeig de cromosomes (Caspersson i col. 1970) s’ha pogut avancar molt en aquest

camp ampliant el coneixement de la relacié fenotip-genotip en certes anomalies cromosomiques.

Dins les causes genétiques dels defectes congénits també hi trobem les anomalies
geniques. Aquestes poden causar des d’anomalies en un Unic organ a sindromes amb multiples
anomalies congénites. Aproximadament el 7,5% de totes les anomalies congénites es deuen a la

disfuncio d’anic gen (Mueller i Young, 2001).

Un teratogen és un agent ambiental que interromp el desenvolupament normal de I'embrid
o fetus. Entre els agents ambientals s’hi poden trobar farmacs o productes quimics (alcohol,
cloroquina, dietilestilbestrol, liti, fenitoina, retinoides, estreptomicina, tetraciclina, acid valproic i
la warfarina). Aquestes substancies son responsables del 2% de totes les anomalies congénites
(Hanson, 1997).

Un altre factor ambiental molt important correspon a algunes infeccions maternes ja que
diversos agents infecciosos poden interferir en el desenvolupament embrionari i fetal. Entre les
infeccions maternes més perilloses pel fetus trobem la rubéola, el citomegalovirus i la

toxoplasmosi (Hanson, 1997).

També comporta un risc elevat pel fetus la preséncia d’algunes malalties maternes com la

diabetis mellitus, fenilcetonuria i epilépsia.

Els agents fisics sén un altre tipus d’agents teratdgens com per exemple les radiacions

ionitzants i la hipertérmia prolongada (De Santis i col. 2005).

Per ultim, en el 50% dels casos no és possible establir una causa concreta de la
malformacié (Mueller i Young, 2001). Aix0 passa principalment en els casos d’hérnia aillada del

diafragma, fistula traqueoesofagica, atrésia anal i defectes que afecten a una Unica extremitat.
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1.3- TECNIQUES DE CITOGENETICA MOLECULAR EMPRADES PER
A LA CARACTERITZACIO D'ALTERACIONS CROMOSOMIQUES

La metodologia d’hibridacié in situ fluorescent (FISH) va suposar un avang important en
la caracteritzacié d’alteracions cromosomiques. Existeixen principalment quatre técniques de

FISH “classiques” que es resumeixen en la Taula 2.

Taula 2- Caracteristiques de les técniques de FISH “classiques”

Tipus de sonda Nomencalatura Regions d’estudi Utilitat principal
. LSI (locus specific . Detecci6 de sindromes
Sondes especifiques de locus Gens especifics
identifier) concrets

.. CEP (chromosome . ., L
Sondes centromeriques ) Centromers Deteccié d'aneuploidies
enumeration probe)

) Detecci6 de reordenaments
. Regions - I
Sondes subtelomeriques subtel L subtelomerics equilibrats i
subtelomériques .
desequilibrats

) e Cromosomes Detecci6 de reorganitzacions
Sondes de pintat cromosomic WCP ) o
sencers intercromosomiques

En els Ultims anys han aparegut un seguit de técniques derivades de la FISH que han
permés millorar la caracteritzacid de les alteracions cromosomiques. Entre elles s’hi troben la
hibridacié genomica comparada (CGH), la CGH d’alta resolucié (HR-CGH), els microarrays de
CGH, FISH multicolor (M-FISH), FISH especifica per centromers (cenM-FISH) i FISH especifica

per subtelomers (stM-FISH) entre d’altres.

1.3.1- HIBRIDACIO GENOMICA COMPARADA (CGH) CONVENCIONAL, D’ALTA
RESOLUCIO I MICROARRAY DE CGH

La técnica d’hibridacié genomica comparada (CGH) va ser descrita per primera vegada per
Kallioniemi i col. (1992). La primera aplicacié va estar dirigida a I'estudi de tumors i més tard es

va estendre a I'estudi d’anomalies constitucionals.

La CGH és una técnica amb la qual s’estudien els desequilibris de tot el genoma, en un sol
experiment, detectant variacions en el nombre de copies de regions del genoma en la mostra
estudiada respecte una mostra control. Es basa en la hibridacié simultania de I'’ADN control i
ADN del pacient sobre metafases d’un individu control. Els dos ADNs préviament han estat
marcats amb fluorocroms diferents. En la hibridacid, els dos ADNs entren en competicido per
hibridar sobre les metafases de l'individu control. El software especific per la CGH determinara
les senyals dels dos fluorocroms al llarg de tot el genoma. S’estipula que per sobre del valor de
1,25 (senyal ADN pacient/senyal ADN control) existeix un guany de material genétic en el

pacient respecte el control i contrariament, per valors inferiors a 0,75 existira una pérdua.

Aquesta técnica presenta varies avantatges: no requereix el cultiu cel-lular, no necessita

informacié prévia de la regié gendmica que s’ha d’estudiar (ja que s’analitza tot el genoma),
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només es requereix de 200ng-1ug d’ADN, permet I'analisi a partir d’'una Unica cél-lula després

d’una amplificacié mitjangant DOP-PCR i I'estudi de mostres fresques i parafinades.

Perd6 també presenta certes desavantatges: no permet detectar alteracions
cromosomiques equilibrades ni els nivells de ploidia, no permet detectar alteracions
cromosomiques en el cas que es presentin en un mosaicisme inferior al 30%, la resolucio es
limita a 10-20 Mb (Kallioniemi i col. 1994; Bentz i col. 1998), certes regions del genoma so6n
susceptibles de donar falsos positius (regions centromériques, telomériques, blocs
d’heterocromatina dels cromosomes 1, 9, 16 i els cromosomes 19 i 22), i la localitzacié exacta
de I'anomalia no és sempre possible degut a la limitacidé de resolucié en I'espai (longitud variable

i estirament no linear dels cromosomes).

S’han publicat diferents treballs on s’ha utilitzat aquesta tecnica per estudis de tumors
(Kallioniemi i col. 1994; Rigola i col. 2002a; Camps i col. 2006) i també de pacients amb retard
mental i/o malformacions congénites (Breen i col. 1999; Daniely i col. 1999; Rigola i col. 2001;
Hernando i col. 2002a; Belloso i col. 2005).

Una técnica derivada de la CGH anomenada CGH d'alta resolucié (HR-CGH) (Kirchhoff i
col. 1998) ha intentat millorar algunes d’aquestes limitacions de la CGH convencional. En
I'analisi, la HR-CGH aplica intervals dinamics de referencia estandards substituint els intervals
fixos que s’utilitzen en la CGH convencional (valors de 1,25 i 0,75 per determinar guanys i
pérdues respectivament). L'interval dinamic de referéncia estandard es basa en la mitjana de
I’'analisi de CGHs de 17 mostres control. Els perfils d'una mostra sense desequilibris del genoma
depenent de la regié del genoma es desvien de “1” sense que aix0 impliqui que existeix un
desequilibri. Amb aquest métode s‘obtindra un interval de normalitat determinat per a cada
cromosoma (Fig.1). En aquest cas es considera que una regio esta en desequilibri si I'interval de
la mitjana dels perfils obtinguts en la mostra estudiada a un nivell de confianga del 99,5% no es
sobreposa amb l'interval dinamic de referencia estandard al 99,5% de confianga (Kirchhoff i col.
1998).

Amb aquest canvi es va aconseguir millorar la resolucié de la CGH a 3Mb (Kirchhoff i col.
1999) malgrat que s’espera que en certes regions del genoma, com per exemple en les regions
telomeriques, la resolucié sigui més baixa (Schoumans i col. 2004; Kirchhoff i col. 2004). En la
HR-CGH els falsos positius son molt estranys i cap regié del genoma s’ha d’excloure de |'analisi
(Kirchhoff i col. 1998).

S’han publicat diferents treballs on s’ha utilitzat aquesta técnica per estudis de tumors
(Kristensen i col. 2003; Zahn i col. 2006; Vranova i col. 2007) i també de pacients amb
anomalies congénites (Kirchhoff i col. 2001a; Ness i col. 2003; Kirchhoff i col. 2004; Huang i col.
2005; Wyandt i col. 2006).
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Fig.1- Perfils de HR-CGH mostrant el guany del cromosoma 12 i una delecié en la regid
11q (Kirchhoff i col. 1999).

En els ultims anys la base teorica de la CGH s’ha aplicat sobre els microarrays (Fig.2). La
teécnica d'array-CGH es basa en substituir les metafases diana d’hibridacié que s’utilitzaven en la
CGH convencional per una matriu construida per representants de regions especifiques del
genoma com BACs (Snijders i col. 2001; Weiss i col. 2003; Schoumans i col. 2005; Erdogan i
col. 2007) o oligonucleotids (Carvalho i col. 2004; van den Ijssel i col 2005; Komura i col.
2006). Amb aquesta técnica s’aconsegueix una millora molt important de la resolucié (45Kb-

1Mb) que dependra de la densitat de la matriu.

S’han fet construccions de diferent tipus de matrius: especifiques per a un cromosoma
concret (Bauters i col. 2005; Benetkiewicz i col. 2006) o per a regions especifiques del genoma
(Kok i col. 2005; de Bustos i col. 2006) i per a tot el genoma (Snijders i col. 2001; Vissers i col.
2003; Erdogan i col. 2007).

S’han publicat diferents treballs on s’ha utilitzat aquesta técnica per estudis relacionats
amb el cancer (Albertson i Pinkel, 2003; van Beers i Nederlof, 2006) pero també per determinar
alteracions cromosomiques implicades en malformacions congénites, dismorfies i retard mental
(Shaw-Smith i col. 2004; de Vries i col. 2005). A més, la técnica d’array-CGH ha estat util per
determinar variacions del nimero de copies de seqlieéncies d’ADN (LCVs) en individus sans (de

Bustos i col. 2006) ja que aixi es poden determinar variacions no patologiques.
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Fig.2- Analisi per array-CGH de tot el genoma on es detecta una delecid intersticial al cromosoma 9 (Chen i
col. 2006a).

1.3.2- HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT MULTICOLOR

1.3.2.1- Multipintat o Multiplex FISH (M-FISH)

Un dels grans avangos en la técnica de FISH es va donar quan es van desenvolupar
assaigs on s’utilitzaven de manera simultania varies sondes de pintat cromosomic que, al estar
marcades amb fluorocroms diferents, permetien I'estudi de diferents regions del genoma a la
vegada. La técnica, anomenada multiplex-fluorescense in situ hybridization (M-FISH),
desenvolupada per Speicher i col. (1996), permet visualitzar el cariotip en colors (Fig.3); cada

parella de cromosomes s’observa d’un color caracteristic.

Per preparar la barreja de sondes es marca de manera diferencial cada una de les parelles
de cromosomes. L'ADN aillat de cada un dels cromosomes d’un individu control s'amplifica i es
marca amb una combinacié de fluorocroms caracteristica i diferent a la resta de cromosomes.
Per tal d’obtenir un marcatge diferencial de cada una de les parelles de cromosomes s’utilitzen
cinc fluorocroms diferents (FITC, Cy3, Cy3.5, Cy5 i Cy7) els quals no es sobreposen ni en
I'espectre d’emissié ni en el d’absorcié6. Amb la combinacié d’aquests fluorocroms es poden
obtenir fins a 31 combinacions diferents, per tant és suficient per diferenciar tots els
cromosomes (els 24 colors marquen les 22 parells de cromosomes autosomics i els cromosmes
X iY). Finalment, quan s’ha marcat cada una de les parelles dels cromosomes es barregen els
ADNs marcats i s’utilitza com una Unica sonda (barreja de sondes). Actualment la barreja de

sonda que s'utilitza per fer els assaigs de M-FISH és comercial (Vysis).

La técnica de M-FISH va permetre un gran avang en la caracteritzacié de cariotips
impossibles o molt dificils de caracteritzar mitjangant la técnica de bandes G. I també supera la
tecnica de multiprobe, en la qual cada parella de cromosomes s’ha d’estudiar individualment en

metafases diferents.

Les imatges obtingudes per la técnica de M-FISH permeten caracteritzar rapidament
alteracions numeériques i estructurals intercromosomiques. Permet identificar cromosomes
marcador i anells, millorar I'analisi de translocacions indefinides en les que el patré de bandes no
és suficientment informatiu, detectar i analitzar translocacions cromosomiques complexes,

insercions cromosomiques que impliquin més d’un cromosoma i translocacions criptiques.

-10 -
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La M-FISH presenta l'avantatge de no requerir un coneixement previ de I'anomalia ja
que s’analitza tot el genoma. Té molta utilitat en caracteritzar cariotips complexes i
reorganitzacions criptiques. Perdo també mostra desavantatges importants com la necessitat de
cél-lules en divisi6 (metafase) per a l'analisi, no detectar alteracions intracromosomiques
estructurals, ni tampoc pot determinar les bandes cromosomiques exactes implicades en I’
alteracid, mostra poca resolucié en les zones pericentromériques i telomeriques, té una resolucié

limitada a 1-1,5Mb i el cost de la sonda és molt elevat.

{1.0¢

] 4
35

marker 2

Fi 8 9 [ 11 12

' o9 04

marker 4 marker 1

B8 08 oo v

19 20

Fig.3 - Cariotip multicolor obtingut per M-FISH mostrant un
cromosoma der(X)t(22;X;2), der(11)ins(11;2), der(2)t(2;X) i un
der(22)t(X;22) (Hernando i col. 2004).

Paral-lelament al desenvolupament de la técnica de M-FISH també es va desenvolupar la
tecnica de Spectral Karyotyping (SKY) (Schrock i col. 1996). La técnica de M-FISH i la SKY sén
molt semblants. La diferéncia entres les dues técniques es troba a nivell de captacié d'imatges i
analisi. La técnica de SKY combina I'espectroscopia de Fourier, una camera CCD i el microscopi
optic per mesurar simultaniament en tots els punts de la mostra I’'espectre d’emissié en el camp
visible i I'infraroig proper generant un interferograma per cada pixel que és especific per a cada
fluorocrom o combinacié de fluorocroms. El software aplica una classificacié algoritmica i com
resultat s’obté una imatge dels cromosomes en 24 pseudocolors. La técnica de SKY té una
resolucié semblant a la M-FISH (1-1,5Mb) (Schrock i col. 1996). Per contra, en la M-FISH
s’utilitzen diferents filtres Optics especifics per a la captura de cada un dels fluorocroms i I’'analisi
es realitza separadament amb cada una de les cinc imatges obtingudes (cinc fluorocroms).
També utilitza una camera CCD (charge couple device). Les imatges sén analitzades pel
software generant una imatge composta en la qual a cada cromosoma se li assigna un
pseudocolor segons la composicié de fluorocroms. L'avantatge de la M-FISH respecte I'SKY és
que al capturar separadament cadascun dels fluorocroms es poden ajustar els parametres per a
cada un d’ells, com per exemple el temps d’exposicié. Aquest fet és impossible amb la técnica

de SKY ja que es capturen tots a la vegada.

-11 -
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Aguesta técnica s’ha utilitzat en diferents camps com en I'estudi de tumors solids (Williams
i col. 2005) i cancers hematologics (Shali i col. 2006), en diagndstic prenatal i postnatal (Uhrig i
col. 1999; Vermeulen i col. 2004; Cetin i col. 2005), i també en |’'estudi de corpuscles polars en
I'ambit de la genética preimplantacional (Munné i col. 1998; Clyde i col. 2001; Stumm i col.
2006).

1.3.2.2- Bandeig multicolor (MCB)

La técnica de bandeig cromosomic multicolor (MCB) es va descriure per primera vegada
per Chudoba i col. (1999). Aquests autors van procedir a la microdisseccié de regions parcials
d’'un cromosoma i després a la seva amplificaci6 per DOP-PCR. Cada regié cromosomica
microdisseccionada es marcava amb una combinacié especifica de fluorocroms. Es van utilitzar
cinc fluorocroms: SpectrumGreen, SpectrumOrange, Texas Red, Biotina detectada amb un
sistema Digoxigenina-Cy5.5 i Avidina-Cy5. Cada regié microdisseccionada tenia la caracteristica
que es sobreposava parcialment amb la regié adjacent. En cada assaig s’analitzava una parella
de cromosomes homolegs que quedaven marcats amb un patrd de bandes de colors especific
(Fig.4). Actualment la barreja de sondes que s'utilitza per fer els assaigs de MCB és comercial

(Metasystems).

La tecnica de MCB resulta molt Gtil en l'analisi de reorganitzacions i inversions
intracromosomiques. Pot contribuir a una millor definicié dels punts de trencament implicats en
alteracions i a caracteritzar inversions que podrien passar desapercebudes utilitzant la técnica de
pintat cromosomic (WCP). Es va comprovar que el patré de bandes de colors pel cromosoma 5
era el mateix independentment de la condensacié o de la resolucié dels cromosomes (Chudoba i
col. 1999), evidenciant la gran utilitat d’aquesta tecnica per a diferents tipus d’estudis
citogenétics en especial de tumors. Posteriorment s’ha aplicat la técnica de MCB en la
caracteritzacié d’alteracions en altres cromosomes (Weise i col. 2002; Chudoba i col. 2004), i

s’han dissenyat sondes pels 24 cromosomes humans (Liehr i col. 2002).

| Ip13az Iqi
W pin2 W 23311
pit2q11. [ 2q31.3-
2qi1.2 B 25022
Zp2ii.2)+ 2913 i 2qid.2143 L
2021011+ 29144 [ 20211 2035361
TplEd B 2q21.2.22.1 2q36.237
B Zpi6.z4 B wqrzina:

Fig.4- Patr6 de MCB en pseudocolors del cromosoma 2 definit per 26 bandes.
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Cada color s’ha assignat a la corresponent banda G (Weise i col. 2002).
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1.3.2.3- FISH multicolor especifica de centromers (cenM-FISH)

La técnica de FISH especifica per centromers (cenM-FISH) es va descriure per Nietzel i col.
(2001) i permet la identificacidé, sense ambiglitats, de totes les regions centromériques en

humans, exceptuant el centromer del cromosoma 13 i 21.

Amb aquesta técnica s'obté una imatge del cariotip amb un color especific pels centromers
de cada una de les parelles dels cromosomes. La cenM-FISH esta basada en totes les sondes
especifiques de centromer disponibles (Willard i Waye, 1987) que so6n marcades amb

combinacions de cinc fluorocroms diferents, es barregen i s’hibriden simultaniament (Fig. 5).

Amb aquesta técnica s’estudien els centromers, regions que quedaven fora de l'analisi
amb técniques com la M-FISH i SKY ja que en aquestes es bloquejaven les regions repetitives,

entre les quals es trobaven els centromers, mitjancant la prehibridacié amb ADN COT1.

Aguesta técnica omple un buit en el cariotipat mitjancant colors i ha estat aplicada amb
exit en la citogeneética constitucional (Nietzel i col. 2001, Liehr i col. 2005; Mrasek i col. 2005),
en la citogenética del cancer (Camps i col. 2004a) i també s’ha aplicat en estudis meiotics
(Oliver-Bonet i col. 2003; Gutiérrez-Mateo i col. 2005; Sun i col. 2006).

L'aplicacié més util d’aquesta técnica és la caracteritzacio de petits cromosomes marcadors
supernumeraris, que tenen poca (o inexistent) eucromatina. Aquests cromosomes marcadors
sén molt dificils de caracteritzar per M-FISH o SKY ja que en aquestes técniques les regions
centromeériques son bloquejades per I’ADN COT1 i és dificil que es distingeixi hibridacid sobre

aquests cromosomes marcadors pel poc contingut d’eucromatina que poden tenir.

cenM-FISH

'\

dicentric
ring

-

Fig.5- Cariotip obtingut per la cenM-FISH mostrant un petit

cromosoma en anell derivat del cromosoma 18 (Nietzel i col. 2001).

L'aplicacié de la cenM-FISH es pot realitzar sobre cromosomes bandejats. Aquest fet
representa una gran avantatge ja que es poden reutilitzar les preparacions utilitzades per
I'estudi previ de citogenética convencional. Per contra, la cenM-FISH presenta una gran
desavantatge en el cas que els cromosomes marcadors presentin neocentromers, ja que només

és capag d’identificar cromosomes amb centromers “convencionals”.
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1.3.2.4- FISH multicolor subcentromeérica (subcenM-FISH)

Tal com hem comentat, la cenM-FISH permet la caracteritzacié de totes les regions
centromeériques en humans sense ambiglitats excepte el centromer del cromosoma 13 i 21.
Aquest métode és molt Gtil en la caracteritzaci6 de cromosomes marcadors perd no permet
definir si el petit cromosoma marcador conté també material eucromatic. Amb el
desenvolupament de la técnica de subcenM-FISH (subcenM-FISH)(Starke i col. 2003) es pot

complementar aquesta informacié (Fig.6).

La subcenM-FISH inclou 43 sondes de cromosomes artificials de bacteria o llevat (BACs o
YACs) localitzats en les regions proximals de cada un dels centromers humans. Les sondes
proximals incloses en la subcenM-FISH es van seleccionar amb el requisit que fossin les sondes

localitzades més proximalment al centromer en la base de dades Ensembl.

La sonda BAC o YAC s’amplifica per DOP PCR i es marca amb una DOP PCR secundaria
(Nietzel i col. 2001). Les sondes procedeixen dels recursos C.H.O.R.I. BACPAC (Oakland, USA),
Dr. M.Rocchi (Bari, Italy) i del Dr. N.Carter (Cambridge, UK). Per a cada cromosoma es prepara
un conjunt de sondes (subcenM-FISH especifica per cada cromosoma) composat per les sondes
més proximals als centromers de copia Unica, sondes de pintat cromosomic parcial derivades de
microdisseccid especifiques pels bragos llarg i curt del cromosoma (Liehr i Claussen, 2002) i una
sonda especifica pel centromer (Nietzel i col. 2001). En el cas dels cromosomes acrocentrics no
es disposava de cap sonda de copia Unica del brag curt proximal al centromer ni tampoc de
sondes de pintat cromosomic parcial del brag curt del cromosoma. Per contra s’hi inclou la sonda

MD54 que és especifica de tots els bragos p dels cromosomes acrocéntrics. (Mrasek i col. 2001).

SubC7 SubC 22

vWes

Fig.6- Resultats de subcenM-FISH en quatre casos de cromosomes marcadors supernumeraris derivats del

cromosoma 1, 7, 4 i 22 respectivament (Starke i col. 2003).

1.3.2.5- FISH multicolor especifica de subtelomers (stM-FISH)

Knight i col. (1997) van descriure una técnica que permetia I’'estudi dels telomers de tots
els cromosomes. Consistia en dividir un portaobjectes en 24 camps d’hibridacié, en cada un
s’analitzaven els telomers d’'un cromosoma en concret. Aquesta tecnica ha tingut molta aplicacié
en el camp del diagnostic en pacients amb defectes congenits (Dawson i col. 2002; Palomares i

col. 2006). Les sondes per aquest assaig actualment sén comercials.

Una altra varietat de FISH multicolor és I'anomenada FISH multicolor especifica de
subtelomers (stM-FISH). Aquesta va ser descrita per Fauth i col. (2001). La técnica de stM-FISH

permet visualitzar tots els subtelomers d’un color diferent (Fig 7).
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S’utilitzen dos grups de sondes per realitzar I'experiment de stM-FISH. El primer grup es
composa de sondes especifiques de subtelomers generades per microdissecci6 amb una mida
aproximada de 5-10 Mb marcades amb combinacions de set fluorocroms (DEAC, FluoroGreen,
Cy3, TexasRed, Cy5, biotina (avidin-Cy5.5), digoxigenina (anti-digoxigenin-Cy7). Amb aixo
s’aconsegueix la visualitzacié de 24 colors. El segon grup es basa en sondes caracteritzades
molecularment situades a poca distancia de les regions subtelomériques repetitives i
consisteixen en clons PAC-, P1- i BAC- que es marquen amb dos fluorocroms per tal de permetre
distingir entre el subtelomer del brag p i q de cada cromosoma. Les sondes especifiques de tots

els bragos p es marquen en verd i les sondes pels bragos g es marquen en vermell.

Una aplicaciéo molt important és I'estudi de pacients que presenten retard mental i cariotip
normal ja que s’ha descrit que una causa significant d’aquesta clinica sén les reorganitzacions
subtelomeriques criptiques (Flint i col 1995; Knight i col. 1997). Recentment, aquesta técnica ha
estat emprada amb éxit sobre complexes sinaptonemals en estudis meiotics (Codina-Pascual i
col. 2004, 2006).

Una de les limitacions de la M-FISH era l‘analisi de regions subtelomeériques ja que
aguestes estan poc representades a nivell de les sondes. Per aquesta rao la técnica stM-FISH té

gran utilitat en aquest tipus d’estudis.

Fig.7- Metafases obtingudes per stM-FISH (Fauth i col. 2001): a) primer grup de sondes que marca d'un
color caracteristic el subtelomer de cada un de la parella de cromosomes on s’observa una translocacié
equilibrada en una dona (fletxa), b) segon grup de sondes que diferencien entre el brag p i g de cada un

dels cromosomes en un home normal on s’observa la deleci6 del subtelomer 2q (fletxa).

1.3.3- CROMOSOMES ARTIFICIALS DE BACTERIS (BACs)

La tecnologia de la clonacid de I'ADN ha suposat una revolucié en la genética. En la
clonacié s'amplifica de forma selectiva la seqtiéncia o el fragment d’ADN escollit per a I'estudi i
es purifica aquest fragment per a la seva posterior utilitzacié o estudi d’aquest mateix fragment.

La clonaciéo basada en cél-lules es va desenvolupar per primera vegada a l'inici de la
década del 1970. En aquesta tecnologia es fixa el fragment d’ADN que es vol estudiar a una
molecula d’ADN que és capag de replicar-se de manera independent dins de la cel-lula hoste
(vector).

Despres, es transfereix I’ADN recombinant a la cél-lula hoste apropiada que proliferara per

divisié cel-lular. El resultat d’aquestes divisions és I'amplificacié de I’ADN d’interés.
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Un vector ha de contenir elements o gens essencials per tal que es pugui utilitzar per la
clonacié: un gen de resisténcia a antibiotics per seleccionar les cel-lules que contenen el vector i
un gen marcador que inclou al seu interior un lloc multiple de clonacié per seleccionar els
recombinants (Fig.8). D’aquesta manera els vectors que tinguin un insert no podran mostrar

activitat p-galactosidasa encara que s’hagin transformat correctament al interior cel-lular.

pBAC-Lac

oriS

repE

Azakawa S, Abe |, Kudeh Y, Kishi M, Wang ¥, Kubota R, Kudeoh J, Kawasaki K, Minoshima S, Shimzu
M. Human BAC library: construction and rapid screening. Gene 1997,191.69-79.

Fig.8- Esquema d’un vector tipic (BAC). El vector conté un gen de
resisténcia a cloramfenicol (CmR) un origen de replicacié (oriS), gens
essencials per la replicaciéo del vector (repE, parA, parB), un lloc
multiple de clonacié amb diferents dianes d’enzims de restriccid

(MCS) i un gen marcador (lac2).

Existeixen diferents tipus de vectors de clonacié: plasmids, bacteridfags A, cosmids,
cromosomes artificials de bactéries (BACs), cromosomes artificials derivats de P1 (PACs),
cromosomes artificials de llevats (YACs) i cromosomes artificials d’humans (HAC). Les

caracteristiques principals de cadascun es detallen a la Taula 3.

Taula 3. Caracteristiques de diferents vectors de clonacio

Vector Origen Mida HDI ‘NQmer(‘) e
insertat copies/cel-lula
Plasmid bacteria 0-5Kb Alt
Bacteriofac A viral 0-23Kb Alt
Cosmid viral+bacteria 30-44Kb Alt
BAC bacteria <300Kb Baix (1-2)
PAC viral+bacteria 130-150Kb Alt
YAC llevat 0.2-2 Mb Baix (1)
HAC huma+bacteria 200Kb Baix
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En especial els vectors que s’han utilitzat més ampliament en estudis de citogenética
molecular sén els BACs. La rad és la seglient: quan en un vector s’insereixen fragments d’ADN
genomic eucariota d’'una mida considerable hi ha el risc que si existeixen diferents vectors dins
la mateixa cél-lula aparegui una inestabilitat estructural dels inserts ja que I’ADN eucariota pot
contenir sequiéncies repetides. Aix0 pot causar la delecié o el reordenament de I’ADN clonat.
L'avantatge dels BACs és que per cel-lula existeixen un o, com a maxim, dos vectors. El sistema
de BACs es basa en el plasmidi de fecunditat d’E.coli, el factor F. Aquest plasmidi té dos gens,
parA i parB, que conserven el nombre de copies del factor F en una o dos per cél-lula. El fet de
tenir un nombre tan baix de copies de cél-lules presenta una desavantatge ja que la produccio
d’ADN recombinant sera baixa comparat amb els sistemes que contenen gran numero d’ADN
recombinant per cél-lula (Strachan i Read, 2004).

Els sistemes de BACs han estat ampliament utilitzats en els darrers anys per tal de
caracteritzar més acuradament alteracions cromosomiques (Borg i col. 2005; Piovani i col.
2006; Pazooki i col. 2007). Recentment, s’han publicat diversos estudis en els que s’aplicaven
construccions de microarrays basats en BACs que bé comprenen tot el genoma (Albertson i col.
2003; Rickman i col. 2006) o regions especifiques (Kok i col. 2005).

1.3.4- MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION
(MLPA)

La técnica de MLPA va ser descrita per Schouten i col. (2002). Aquesta técnica es basa en
I'amplificacid per PCR de sondes lligades que han hibridat en regions especifiques del genoma.
Cada sonda de MLPA consisteix en dos oligonucleotids (un oligonucleotid curt i sintéetic: A i un

oligonucledtid llarg derivat del fag M13:B).

L'oligonucleotid A consisteix en una seqliéncia de 21-30 nucleotids especifica de la regid
del genoma a estudiar a lI'extrem 3’ i una sequUéncia de 19 nucledtids comuna a tots els
oligonucledtids A (seqliencia Y) que es correspon a la seqliéncia que reconeixera |'encebador

marcat que s’utilitzara per amplificar la sonda (Fig.9).

L'oligonucleotid B consisteix en 25-43 nucleodtids corresponents a una regid especifica del
genoma adjacent a la regio especifica per la sonda A, a I'extrem 5’, seguida d’una seqliéncia
anomenada stuffer de diferent mida en tots els oligonucleotids B i a I'extrem 3’ una seqliéncia
especifica que reconeix I’encebador no marcat que s’utilitzara per amplificar la sonda (seqliéncia
Y). Les dues parts de la sonda (oligonucleotid A i B) hibriden en zones adjacents de la seqliéncia
diana i son lligades per I'enzim lligasa. Totes les sondes que s’han lligat poden ser amplificades
per PCR utilitzant només una parella d’encebadors. El producte de cada amplificacié té una mida
especifica, per aix0 després de I'amplificacio els productes es poden separar per electroforesi i
procedir a la quantificacid relativa. La quantitat relativa del producte reflexa la quantitat de les
seqliencies diana (Fig.9). En el cas que existeixi una delecié en la seqlieéncia diana, les dues
parts de les sondes no hibridaran o no ho faran correctament. Aquest fet comportara que les

dues parts de la sonda no puguin ser lligades i per tant no s’amplifiquin en la PCR.
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oligonucleotid A oligonucleoétid B
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¥ seqliéncia S
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Fig.9- Esquema de la técnica de MLPA.

Aguesta técnica presenta moltes avantatges: permet I'analisi de moltes mostres en el
mateix experiment, té molta sensibilitat (es requereixen només 20 ng d’ADN) i presenta molta
especificitat ja que diferencia entre sequéncies que varien només en 1 nucleotid (Fig.10),
I'analisi és relativament senzill, altament reproduible, de baix cost i els resultats s’obtenen en 24

hores.

Perd la MLPA també presenta alguns desavantatges: no detecta reorganitzacions
equilibrades i I'analisi va dirigit a regions concretes del genoma. Per tant no s’estudia tot el

genoma.

Existeixen diferents assaigs de MLPA comercialitzats per tal de realitzar diferents estudis:
analisi prenatal i postnatal, sindromes, cancer, caracteritzacié tumoral, farmacogeneética,

deteccidé de metilacidé, analisi d’ARN missatger entre d’altres (MRC-Holland).

Fins ara s’ha emprat la técnica de MLPA en molts estudis de cancer estudiant gens
especifics (de la Hoya M i col. 2006) i per detectar anomalies cromosomiques relacionades amb
una determinada sindrome (Bartholdi i col. 2006) o també per I'estudi de pacients amb retard
mental lligat al cromosoma X (Madrigal i col. 2007). Recentment s’han descrit séries on
s’estudiaven zones subtelomériques amb aquesta técnica en pacients amb cariotip normal i que
presentaven retard mental i/o malformacions congénites (Koolen i col. 2004; Rooms i col. 2005;
Lam i col. 2006; Palomares i col. 2006; Madrigal i col. 2007).
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Fig.10- Deteccio de la delecid subtelomérica 1pter (requadre) per la
técnica de multiplex ligation dependent probe (MLPA) (Koolen i col.
2004).

1.3.5. PCR QUANTITATIVA FLUORESCENT (QF-PCR)

Per ultim, cal esmentar la técnica PCR quantitativa fluorescent (QF-PCR), aplicada
majoritariament al diagnostic prenatal, que permet una rapida deteccié de les aneuploidies més

freqlents.

Aquest métode es basa en I'amplificacié per PCR de seqliéncies especifiques d’ADN
anomenades Short Tandem Repeats (STRs). Els STRs especifics sén seqliéncies de nucleotids
molt petites (3-5 nucleotids) que es repeteixen varies vegades essent altament polimorfiques en
la poblacid i molt estables durant la vida de l'individu. El principi de la técnica de QF-PCR es basa
en qué en la fase exponencial de I'amplificacié la quantitat de producte generat és proporcional
al producte inicial. Amb la incorporacié d’'una molécula fluorescent en la reaccié de PCR és
possible quantificar el material obtingut en la reaccié analitzant el producte en un seqlienciador
automatic d’ADN. Els resultats obtinguts es poden correlacionar amb el nimero de cromosomes
concrets presents en les cél-lules de la mostra analitzada (Mansfield, 1993; Pertl i col. 1994;
Adinolfi i col.1995; Sherlock i col. 1998; Verma i col 1998; Cirigliano i col. 1999).

Aguesta técnica majoritariament s’ha aplicat per detectar les alteracions numeériques
dels cromosomes X, Y, 21, 18 i 13 i també d’algunes trisomies parcials degudes a translocacions
desequilibrades o duplicacions d’aquests cromosomes.

Com tots els altres meétodes, aquesta técnica també té limitacions: no detecta
mosaicismes menors al 30%, hi ha problemes en la interpretacid dels resultats si existeix

contaminacié materna i només obtindrem informacié de regions especifiques del genoma. Les
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seves avantatges son que és un meétode de diagnostic rapid (24 hores), de baix cost i que
permet analitzar gran nombre de mostres (Cirigliano i col. 2004; 2006).

1.4- ANOMALIES CROMOSOMIQUES CONSTITUCIONALS

Les anomalies cromosomiques sOn una causa molt important de retard mental,

malformacions congeénites i/o dismorfies.

Les anomalies cromosomiques es divideixen principalment en dos grans grups: anomalies

numeriques i anomalies estructurals.

Les anomalies numeériques més frequents son les trisomies del cromosoma 13, 18 i 21
juntament amb les trisomies que impliquen els cromosomes sexuals X i Y. Moltes altres
trisomies sén incompatibles amb la vida, un exemple tipic és la trisomia del cromosoma 16 que
és una troballa freqlient en avortaments espontanis dins el primer trimestre d’embaras. La Unica
monosomia viable, sovint en mosaic, és la 45,X que doéna lloc a l'aparicié de la sindrome de

Turner i constitueix I'anomalia cromosomica més frequent en avortaments espontanis.

Dins les anomalies estructurals podem trobar les translocacions reciproques i
Robertsonianes, delecions, duplicacions, insercions, inversions pericéntriques i paracéntriques,
cromosomes en anell i les reorganitzacions cromosomiques complexes. Les frequéncies de les

diferents alteracions cromosomiques detectades en nounats es resumeixen a la Taula 4.

Taula 4- Frequéncia d’anomalies cromosomiques numeériques i estructurals en nounats

Anomalia cromosomica Freqiiéncia en nounats
Numeérica
Cromosomes sexuals
47,XXY 1/1000
47 XYY 1/1000
47 XXX 1/1000
45,X 1/5000
Cromosomes autosomics
Trisomia 21 1/700
Trisomia 18 1/3000
Trisomia 13 1/5000
Estructural
Translocacié
Reciproca equilibrada 1/500
Robertsoniana 1/1000

Desequilibrada -
Inversions

Pericéntrica 0,12-0,7/1000

Paracéntrica 0,1-0,5/1000
Cromosomes en anell 0,03-0,016/1000
Reorganitzacions cromosomiques complexes Molt poc frequient
Delecions 1/7000
Duplicacions 1/7000
Insercions 1/5000
Cromosomes marcador 0,043/100

*Les freqliéncies estan basades en les publicacions de (Chudley i col. 1974; Jacobs i col.
1974, 1992; Gardner i Sutherland, 1996; Liehr i col. 2004 )
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1.4.1- MONOSOMIES I TRISOMIES PARCIALS

Les delecions sovint son molt més freqlients que les duplicacions. En general les delecions
sempre sén menys tolerades que les duplicacions i, com regla general, es creu que qualsevol

delecio de més del 2% del genoma total haploide és letal.

Una banda cromosdmica, a una resolucié de 550 bandes, conté aproximadament 5x10°®
parelles de bases que poden codificar de 100 a 200 gens. Per tant, un pacient amb anomalies
citogenéticament visibles, incloent guanys i perdues tindra un desequilibri de dosi de nombrosos
gens. Per aixd no és estrany que la majoria de pacients amb anomalies citogenetiques visibles

tinguin un fenotip anomal.

Les técniques de citogenética classica, moltes vegades, no sén suficientment resolutives
per descriure certes duplicacions i delecions que tinguin una mida inferior a 5-10 Mb. Per aixo,
en aquests casos sera de molta utilitat la tecnica de HR-CGH que podra detectar desequilibris en
el genoma de fins a 3Mb i els arrays de CGH que poden arribar a caracteritzar microdelecions i
microduplicacions menors a 1 Mb. Una vegada detectada la zona del genoma on es troba el
desequilibri sera de molta utilitat I'aplicacié de BACs per delimitar al maxim la regié implicada en

I’alteracié cromosomica.

1.4.1.1- Delecions i microdelecions

En humans, les delecions autosomiques visibles citogenéticament tenen una incidéncia de
1/7.000 nounats (Jacobs i col. 1992). Quan un pacient és portador d’'una delecié aixd comporta

que els gens que s’ubiquen en aquesta regié estaran en hemizigosi (o haploinsuficiéncia).

Les delecions poden ser terminals (Fig.11), localitzades als extrems dels cromosomes o bé
intersticials. L'efecte fenotipic de la preséncia de les delecions dependra tant de la grandaria de
la delecié com dels gens localitzats en la regio. Pel que fa a I'aparicié de les delecions, poden ser
de novo o bé haver-se heretat d’un dels progenitors portador de la delecié o bé ser el resultat
d’una alteracioé en la segregacié durant la meiosi d’'una translocacié reciproca. En aquest Ultim

cas la delecié s'acompanya d’una trisomia d’una altra regié del genoma.
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Fig.11- Analisi citogenétic per array-CGH i FISH de dos pacients (A i B). Ratios d’hibridacio del
control (Cy5) i la mostra del pacient (Cy3) (Cy3/Cy5). S’observen dues delecions, una en el
cromosoma 3 del pacient A i l'altra en el cromosoma 18 del pacient B. Els resultats de FISH
mitjangant els BACs implicats en la delecié confirmen els resultats obtinguts en I'array-CGH en

els dos casos (Shimokawa i col. 2006).

En la base de dades Human Cytogenetics Database (HCDB) hi ha descrites les anomalies
postnatals detectables citogenéticament (Schinzel, 2001). Un estudi fet per Brewer i col. (1998)
sobre les delecions descrites en aquesta base de dades va demostrar que el 89% de les bandes
(resolucio de 400 bandes) estaven implicades en casos de delecions. També es va descriure que
set de les malformacions (atrésia anal, fissura labial, micrognatia, hidrocefalia, microftalmia i

peu equi estaven associades a delecions grans comparat amb la resta i dos (aniridia i
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cataractes) amb delecions petites. També es va veure que la distribucié de les delecions al llarg
del genoma no es produien a l'atzar. Les delecions més comunes implicaven a 1q, 4p, 13 i 18p

mentre que les que es trobaven amb menys frequéncia eren les que implicaven 5p i 15.

A part de les delecions detectades citogenéticament hi ha les microdelecions responsables
de moltes alteracions cliniques. Les microdelecions no es poden, o soén dificils, de detectar amb
la citogenética classica i per determinar la seva presencia s’han d’utilitzar altres técniques com
la FISH amb sondes /ocus especifiques o subtelomériques. Aixd0 comporta moltes vegades que

préviament s’ha de sospitar de la sindrome per triar la sonda que cal utilitzar.

A la Taula 5 s’indiquen algunes de les microdelecions que fins ara s’han associat a una

sindrome concreta.

Taula 5- Principals microdelecions associades a sindromes concretes

Sindrome numero MIM Anomalia cromosomica e LOnEE
en nounats
Wolf-Hirschhorn 194190 Delecié 4p16.3 1/50000
Cri du chat 123450 Delecié 5p15.2p15.3 1/20000
Williams-Beuren 194050 Delecio 7q11.23 incloent el gen de 1/20000
I'elastina
Langer-Giedion 150230 Delecié 8g24.11q24.13 -
WAGR (tumor de Wilms,
aniridia, anomalies Delecié 11p13 incloent els gens WT1 i
genitals, retard del 194072 PAX6 1/250000
creixement)
VR Perdua dels gens paterns en la regid 1/10000-
el Lte2 cromosdmica 15q11q13 15000
Pérdua dels gens materns en la regié 1/15000-
Angelman 105830 cromosomica 15q11q14 20000
Rubinstein-Taybi 180849 Delecié 16p13.3 1/300000
Miller-Diecker 247200 Delecié 17p13.3 1/25000
Smith-Magenis 182290 Deleci6 17p11.2 -
Alagille 118450 Delecié 20p12.1p11.23 -
DiGeorge 188400 Delecié 22q11.21q11.23 1/5000

Abreviacions: MIM, Mendelian inheritance in man

A continuacié s'indiquen els principals trets clinics de sindromes associats a

microdelecions:

Sindrome de Wolf-Hirschhorn: trets facials caracteristics, hipotonia, microcefalia,
convulsions i retard mental (Quarrell i col. 1991; Rodriguez i col. 2005).

- Sindrome de Cri-du-chat: microcefalia, orelles malformades i retard en el

desenvolupament (Lejeune i col. 1963; Zhang i col. 2005).

Sindrome de Williams-Beuren: trets facials caracteristics, estenosi supravalvular
aortica i retard mental lligat a habilitats en el llenguatge (Beuren, 1972; Gothelf i col.
2006).

Sindrome de Langer-Giedion: cabell escas, exostosi i retard mental de greu a variable
(Hall i col. 1974; Riedl i col. 2004).
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- Sindrome WAGR: retard mental i del creixement, aniridia, predisposicido a tumor de
Wilms i genitals anomals (Miller i col. 1964; Crolla i Heyningen, 2002).

- Sindrome de Prader-Willi: retard mental, talla baixa, obesitat, hipotonia, trets facials

caracteristics i peus petits (Prader i col. 1956; Wey i col. 2005).

- Sindrome d’Angelman: retard mental, ataxia i riure incontrolat (Angelman, 1965;
Valente i col. 2006).

- Sindrome de Rubinstein-Taybi: retard mental, polzes amples i peus enormes, trets
facials caracteristics, anomalies vertebrals i d’estérnum i estenosi pulmonar (Rubinstein i
Taby, 1963; Roelfsema i col. 2005).

- Sindrome de Miller-Dieker: lisencefalia i trets facials caracteristics (Miller, 1963;
Cardoso i col, 2003).

- Sindrome de Smith-Magenis: retard mental, hiperactivitat, trets dismorfics i
comportament autodestructiu (Smith i col. 1986; Girirajan i col. 2005).

- Sindrome Alagille: escassetat de conductes biliars intrahepatics (ductopénia),
anomalies de gravetat variable en multiples organs i sistemes (Alagille i col. 1975;
Lykavieris i col. 2003).

- Sindrome de DiGeorge: cara caracteristica, hipocalcémia i defectes cardiacs
(DiGeorge,1968; Yamagishi i Srivastava, 2003).

1.4.1.2- Duplicacions i microduplicacions

En humans, les duplicacions autosomiques, visibles citogenéticament, tenen una incidéncia
de 1/7.000 naixements (Jacobs i col. 1992). Un estudi realitzat per Brewer i col. (1999) sobre
les duplicacions descrites va mostrar que només un 2,1% de les bandes no estaven implicades
en duplicacions. En general, les duplicacions solen tenir un efecte més lleu sobre la clinica si ho

comparem amb |'efecte que tenen les delecions.

Fins ara, com s’ha descrit per les delecions, també s’han publicat algunes

microduplicacions associades a patologies (Taula 6).

Taula 6- Principals microduplicacions associades a patologies concretes

“Sindrome” ndmero MIM Anomalia cromosomica
Microduplicacié de 3g26.1 - dup 3g36.1
Beckwith-Wiedemann 130650 dup 11p15
Charcott-Marie-Tooth 118220 dup 17p11.2
Microduplicacié de PWACR - dup 15q11qi13

Microduplicacié de la regid
22q11.2

Abreviatures: PWACR: regi6 critica del sindrome de Prader-Willi/Angelman

608363 dup 22q11.2
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A continuacio s’indiquen els principals trets clinics associats a microduplicacions:

- Microduplicacié de 3q26.1: fenotipicament semblant a la sindrome de Cornelia
de Lange (Rizzu i Baldini, 1994).

- Sindrome Beckwith-Wiedemann: exomfalmia, macroglossia, macrosomia i
predisposicié tumoral (Irving i col. 1967).

- Sindrome de Charcott-Marie-Tooth: neuropatia periférica (Lupski i col. 1992).

- Microduplicacié proximal 15q (reigé PWACR): autisme, retard en el
desenvolupament i dificultats d‘aprenentatge i llenguatge (Cook i col. 1997;
Browne i col. 1997; Koochek i col. 2006).

- Microduplicacié de la regié 22q11.2 (Fig.12): caracteristiques fenotipiques
similars a la sindrome de DiGeorge/Velocardiofacial amb alguns trets distintius

com son les celles d'implantacié alta i els ulls separats amb fissures palpebrals

antimongoloides (Ensenauer i col. 2003).

Fig.12- Analisi de FISH amb la sonda locus especifica pel sindrome DiGeorge/VCFS on
s’observen tres senyals de la regié 22q11.2 (vermell) i dues per la regi6 22q13.3 (Yobb i
col. 2005).

1.4.2- TRANSLOCACIONS

Les translocacions desequilibrades detectades per la técnica de bandes G estan presents
en aproximadament 0,04% dels naixements (Jacobs i col. 1992). Les equilibrades s’han descrit

amb una freqiiéncia de 1/500 (reciproques) i de 1/1.000 en nounats (Robertsonianes).

La majoria de portadors de translocacions “aparentment” equilibrades mostren un fenotip
normal. Malgrat aixd, a vegades, s’ha vist que aquests portadors presenten anomalies
congeénites indicant que possiblement existeixi un desequilibri en el genoma no detectat per les
técniques emprades o bé que amb la translocacié s’ha produit la disrupcié d’algun gen o canvis

en I'expressié genica per efecte de posicid.

Amb l'aplicacié de técniques de FISH i array-CGH s’han pogut detectar desequilibris de
material translocat molt petit, translocacions criptiques, en individus amb cariotip normal
(Fig.12). Préviament, I'alteracié cromosomica no es detectava mitjancant la técnica de bandes G

degut a la mida de l'alteracié o bé perqué el patré de bandes entre els fragments translocats era
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similar. Les regions més implicades en les translocacions criptiques sovint son les telomeériques
(Ledbetter, 1992; Adeyinka i col. 2005).

Fig.13- Identificacio de dos
translocacions subtelomériques en dos
pacients mitjangant sondes
subtelomeériques. Determinacié  d’una
translocacié subtelomérica desequilibrada
t(7;20)(pter;qter) en un pacient (A i B).
Determinacié d'una translocacidé subte-
lomérica equilibrada t(7;20)(pter;qter)
en seu pare (C i D) (Adeyinka i col.
2005).

1.4.3- INVERSIONS

Una inversio és una reorganitzacid cromosomica que implica dos punts de trencament

seguida d’una reinsercié del fragment cromosomic després d’una rotacié de 180°.

S’han observat inversions en practicament tots els cromosomes. Les inversions
s’anomenen pericéntriques si el centromer s’inclou en la inversié (Fig.14) i es descriuen amb
una freqliencia de 0,12-0,7/1.000 nounats. Les inversions paracéntriques, no inclouen el
centromer, donant-se en un mateix brag cromosomic i presenten una incidéncia menor (0,1-
0,5/1000 nounats). En les freqliéncies no s’hi inclouen les variants polimorfiques. Les inversions
pericéntriques dels cromosomes 1, 9 i 16 es consideren polimorfiques. A part d’aquestes tres
tipiques, avui en dia també es consideren variants polimorfiques benignes en la poblacié la
inv(2)(p11q13), inv(3)(pl1qll), inv(3)(pl1ql2), inv(3)(pl3gl2), inv(5)(p13gl13) i la
inv(10)(p11.2g21.2) (Gardner i Sutherland, 1996; Collinson i col. 1997; Hysert i col. 2006).

Normalment la inversid en si no eleva el risc de presentar un fenotip anormal (Madan,
1995) perd si que eleva la probabilitat de generar gametes cromosdmicament anormals. El risc
d’obtenir gametes desequilibrats depén de la probabilitat d’entrecreuament en el segment

invertit durant la meiosi i és proporcional a la llargada del propi segment invertit.

Les técniques de citogenética molecular han permés caracteritzar inversions “criptiques”

que per bandes G passaven desapercebudes o bé inversions que no es podien caracteritzar
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adequadament (Kline i col. 2004; Shimokawa i col. 2004; Liang i col. 2006; Gimelli i col. 2006;
Gajecka i col. 2006).

La caracteritzacié acurada de les inversions és molt important per tal de poder entendre

I'impacte fenotipic que poden originar i també per poder donar consell genetic a les families

(},’?

Fig.14- Caracteritzacié dels punts de trencament implicats en una inversio6
del cromosoma Y. (A) FISH amb el BAC RP11-155F12 (verd) que déna una

senyal al cromosoma X i una al cromosoma Y invertit i sonda /locus

afectades.

o0

especifica SRY (vermella) que déna una senyal al cromosoma Y invertit. (B)
representaciéo esquematica del mecanisme de la inversié pericéntrica del

cromosoma Y (Gimelli i col. 2006).

1.4.4- INSERCIONS

Les insercions son reorganitzacions cromosomiques que impliquen tres punts de

trencament i s’ha estimat que la freqlieéncia en nounats és de 1/5.000 (Chudley i col. 1974).

Les insercions poden ser inter- o intracromosomiques. Les insercions intercromosomiques
també s’anomenen translocacions insercionals i es donen quan un segment de cromosoma
s’'insereix en un altre cromosoma. Els productes desequilibrats que es poden trobar lligats a

insercions son basicament duplicacions o delecions en el segment inserit.

Per altra banda hi ha les insercions intracromosomiques. En aquest cas un fragment d'un
cromosoma s’insereix en una altra posicid6 del mateix cromosoma (s‘anomena també
desplacament) diferenciant-se en pericéntrica quan el fragment s’insereix en l'altre bracg del

cromosoma o paracentrica si s'insereix en el mateix brag.

Depenent de l'orientacid en la que s’insereixi el fragment cromosomic s’anomenara
insercié directa o invertida. Amb l'aplicacié de la tecnica de bandes G les insercions eren dificils
de caracteritzar. Aquest fet es va millorar amb les técniques de citogenetica molecular.
Actualment la técnica de bandeig multicolor (MCB), M-FISH i l'aplicacié de BACs, juntament amb
I'analisi previ utilitzant la técnica de bandes G ha permes millorar la caracteritzacié de les
insercions, Fig.15, posant de manifest I'existéncia d‘insercions criptiques que abans haurien

passat desapercebudes (Hernando i col. 2004; Lee i col. 2005; Rivera i col. 2006).
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Fig.15- Analisi mitjancant SKY i FISH per la caracteritzaciéo dels punts de
trencament implicats en la insercié que presenta el pacient (A) Técnica de SKY
mostra la insercié reciproca (fletxes) confirmada per la técnica de WCP (B). (C)
Hibridaci6 amb el BAC RP11-52k8 (vermell) que es correspon al punt de
trencament en el der(4) en la banda cromosomica 4q28.1 (fletxa) i per tant
també es mostra una senyal pel BAC en el der(16)ins(4;16)
(q26928.1;q12.1q12.2)pat (Matthaeii col. 2005).

1.4.5- CROMOSOMES EN ANELL

Els cromosomes en anell es troben en baixa freqliencia en nounats (0,03-0,016/1000). La
formacio dels cromosomes en anell comencga pel trencament dels extrems distals dels dos bragos
cromosomics amb la subseqlient reunié dels extrems. La quantitat de material genétic perdut
dels dos extrems cromosoOmics pot variar, per aquesta rad l'espectre de signes clinics en
pacients amb anells del mateix cromosoma és molt ampli. El cromosoma en anell pot estar en
addicié al complement normal de cromosomes (cromosoma en anell supernumerari) o estar en
el lloc d'un cromosoma normal. Dins dels cromosomes supernumeraris un 8-10% soén
cromosomes en anell (Jacobs, 1981). Majoritariament mostren inestabilitat que contribueix a

que molts cromosomes en anell es trobin en mosaicisme.

S’han descrit cromosomes en anell de tots els cromosomes humans (Fig.16). Alguns
cromosomes en anell s’han pogut associar a un quadre clinic concret. Un exemple és I'anell del
cromosoma 20 que s’associa a epilépsia, I'anell del cromosoma 13 i 14 s’associa a dismorfies i
retard mental i I'anell del cromosoma 15 a retard mental, microcefalia i nanisme. En general, en
el cas que el cromosoma en anell sigui supernumerari, la clinica dependra del material

cromosomic que es trobi en trisomia.
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Per a la caracteritzacié acurada dels cromosomes en anell han estat de molta utilitat les
tecniques de CGH, HR-CGH, arrayCGH, MCB i BACs entre d’altres (Shashi i col. 2003; Andrieux
i col. 2005; Balci i col. 2006; Zou i col. 2006).

Fig.16- Caracteritzaci6 d'un cromosoma 4 en
anell, r(4)(p16.3g35) mitjancant la técnica de
MCB en un pacient amb sindrome de Wolf-
Hirschhorn (Balci i col. 2006).

1.4.6- ISOCROMOSOMES

Un isocromosoma mostra la pérdua d’un dels bragos cromosomics amb la subseqlient
duplicacié de l'altre brag. L'explicacio més probable per a la formacié d'un isocromosoma és la

divisid transversal en lloc de la longitudinal, a nivell del centromer durant la divisid cel-lular.

L'existéncia d'un isocromosoma, per tant, va lligat a una trisomia i monosomia parcial en
un cromosoma a no ser que l'isocromosoma aparegui com una dotacié extra al cariotip normal.
En aquest cas l'isocromosoma originaria una tetrasomia parcial en un cromosoma. Diferents
publicacions han descrit tetrasomies parcials lligades a |'aparicié d’un isocromosoma (Wolpert i
col. 2000; Genevieve i col. 2003; Lloveras i col. 2004; Polityko i col. 2005). Els isocromosomes
poden presentar un o dos centromers. En el cas que tinguin dos centromers se’ls anomena

cromosomes isodicéntrics.

La majoria dels isocromosomes descrits a la literatura estan formats pels dos bragos llargs
del cromosoma X i(Xq) i es troben en el 20% dels pacients amb la sindrome de Turner. L'altre
isocromosoma més comu és el i(21q), constituit pels dos bragos llargs del cromosoma 21 (causa
de la sindrome de Down). En general, hi ha pocs isocromosomes descrits a la literatura ja que
en la majoria de casos |'aneuploidia d’'un dels cromosomes autosomics no és compatible amb la

vida.

La caracteritzacié dels isocromosomes ha millorat amb I'aplicacié de técniques de FISH
(Fig.17) i en especial amb la CGH o HR-CGH ja que els perfils obtinguts amb aquesta tecnica

revelen clarament el material cromosomic del que es composa I'isocromosoma (Fig.18).
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Fig.17- Caracteritzaci6 mitjancant FISH amb la sonda
subtelomeérica 12p (verda) d’un isocromosoma 12p extra en
un pacient amb sindrome de Palliser-Killian (Polityko i col.
2005).

Fig.18- Caracteritzacié mitjangant CGH d’un isocromosoma
0.3 1.0 1.5 idic(Yp) amb el punt de trencament en Yq11.2. Els perfils de
| | CGH mostren el guany de Yqll.2pter i la peérdua de
| Yql1.2q12 (Hernando i col. 2002a).
I

Y n=>4
Case 2

1.4.7- REORGANITZACIONS SUBTELOMERIQUES

Les regions subtelomériques es caracteritzen per contenir una alta densitat génica. A més,
son molt propenses a patir reorganitzacions pel fet que concentren un alt contingut de
duplicacions segmentaries (Samonte i Eichler, 2002). Tot aix0 fa que les alteracions en les
regions subtelomériques es descriguin freqlientment relacionatdes a retard mental,
malformacions congénites i/o dismorfies. S’ha descrit que, aproximadament, entre un 4-28%
dels casos que presenten retard mental, malformacions congenites i/o trets dismorfics tenien
alteracions en aquestes regions (de Vries i col. 2003; Novelli i col. 2004; Sogaard i col. 2005;
Northrop i col. 2005).

En un extens estudi portat a terme per Knight i col. (1999) es va descriure que el 50%
dels casos amb reorganitzacions subtelomeériques que havien estudiat tenien origen familiar. La
majoria sdn conseqliéncia d’un error en la segregacid meiodtica d'una translocacidé equilibrada

present en el progenitor.

Els criteris que es tenen en compte per pre-seleccionar pacients amb possibles delecions
subtelomeriques segons de Vries i col. (2001) sén: 1) historia familiar de retard mental,
2) retard del creixement en |'etapa prenatal, 3) anomalies del creixement en |'etapa postnatal,
4) trets dismorfics facials i 5) trets dismorfics no facials i/o anomalies congénites. En les séries
publicades s’han descrit majoritariament delecions subtelomeériques i no tantes duplicacions en
aquestes regions (Kirchhoff i col. 2004; Roberts i col. 2004; Palomares i col. 2006). Fins al
moment, la delecid 1p36 és l'alteracié subtelomérica més frequent i s’ha vist que esta
relacionada amb un quadre clinic concret que s’anomena sindrome de la monosomia 1p36
(MIM: 607872 )(Shapira i col. 1997). Els casos descrits amb delecions subtelomeériques 1q, 4p,
5p i 9p mostren un fenotip consistent, ja s'ha comencat a delinear un fenotip concret pero per
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moltes altres delecions encara no s'ha pogut descriure un quadre clinic concret degut,
probablement, al baix nimero de casos publicats fins al moment (De Vries i col. 2001b, 2003).

També s’han descrit duplicacions subtelomériques, encara que amb menys freqliéncia
(Koolen i col. 2004; Northrop i col. 2005).

Les regions subtelomériques es corresponen a bandes G negatives, per aixo resulta molt
dificil caracteritzar alteracions en aquestes regions mitjancant la técnica de bandes G. Les
tecniques que s’utilitzen amb més exit per caracteritzar alteracions subtelomeériques sén la FISH
subtelomérica i també la técnica de MLPA (Fig.19) (Kirchhoff i col. 2004, 2007; Northrop i col.
2005; Palomares i col. 2006).
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Fig.19- Identificacié de dues reorganitzacions subtelomériques en el mateix pacient. A) Histograma dels
resultats obtinguts per MLPA de cada regié subtelomérica on es mostra la delecié en 1pter i la duplicacio
en 17pter. B) confirmacié dels resultats aplicant les sondes subtelomériques 1p i 17p (Northrop i col.
2005).

1.4.8- REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES COMPLEXES

Les reorganitzacions cromosomiques complexes (RCC) es defineixen com reorganitzacions
estructurals amb tres, o més, trencaments i amb intercanvi de material genétic entre dos o
més cromosomes (Pai i col. 1980). Es poden agrupar tenint en compte l'origen i el nombre de
trencaments (Kousseff i col. 1993), el tipus de reorganitzacié (Kausch i col. 1988), la preferéncia
de reorganitzacions inter- o intra-cromosomiques (Lurie col. 1994) i si s6n de novo o familiars
(Kleczkowska i col. 1982). Les RCC de novo descrites solen estar associades a retard mental i

anomalies congénites. S‘assumeix que la causa del fenotip anormal en els pacients es deu a
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delecions/duplicacions submicroscopiques o disrupcions, activacions o inactivacions de gens

localitzats als punts de trencament o de gens propers a ells.

Les RCC s6n molt poc frequents. Actualment s’han descrit més de 150 RCCs (Wakita i col.
1992, Fuster i col. 1997; Batanian i Eswara, 1998; Borg i col. 2005; Chen i col. 2006b;
Karmous-Benailly i col. 2006). Les técniques que s'utilitzen actualment per a la seva
caracteritzacio sén la FISH multipintat (Fig.20), la M-FISH i també la CGH i els array-CGH ja que
permeten detectar si existeixen desequilibris del genoma (Vermeulen i col. 2004; Hernando i
col. 2004; Giardino i col. 2006; Schwarzbraun i col. 2006).

wep20 weps
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Fig.20- Caracteritzacié d’una reorganitzacié cromosomica complexa que implica els cromosomes

4, 8, 10 i 20 mitjangant la técnica de pintat cromosomic (Giardino i col. 2006).
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1.4.9- CROMOSOMES MARCADORS SUPERNUMERARIS

La primera descripcié d’'un cromosoma marcador supernumerari huma, extra abnormal
chromosome o small supernumeraris marker chromosome (sSMC) la van fer Ilberry i col.
(1961). A la literatura hi ha moltes definicions de cromosoma marcador supernumerari; Crolla i
col. (1997) van proposar que es podien definir com petits cromosomes estructuralment
anormals presents en el cariotip en addicid als 46 cromosomes. Una altra definicid més recent, i
basada en la citogeneética, els considera com cromosomes estructuralment anormals que no es
poden identificar o caracteritzar sense ambigUitats utilitzant només la citogenética convencional
i, en general, sdn de la mateixa mida o més petits que el cromosoma 20 de la mateixa metafase
(Liehr i col, 2004a).

Els cromosomes marcadors supernumeraris poden tenir diverses mides pero, en general,
la majoria sén petits cromosomes constituits majoritariament per heterocromatina centromerica.
En la seva classificacid, segons Fuster i col. (2004), hi consten sis tipus segons la morfologia i la
preséncia o abséncia d’eucromatina al cromosoma marcador (Taula 7): Tipus 1: petits
cromosomes marcadors acrocéntrics d’origen familiar. Els pacients portadors d’aquest tipus de
marcador presenten majoritariament fenotip normal. En aquest grup s’hi troben el der(15) i
der(22). Tipus 2: grans cromosomes marcadors acrocéntrics bisatel-litzats i dicéntrics. El
fenotip sol ser anormal. Aqui hi trobem els cromosomes marcadors inv dup (15). Tipus 3:
marcadors no acrocentrics, generalment originats de novo. En aquest grup s’hi inclouen els
marcadors no acrocéntrics de petita mida amb un risc moderat de tenir alteracions fenotipiques i
els isocromosomes 12p i 18p associats a un fenotip andmal. Tipus 4: marcadors en anell, la
majoria sén de novo i hi ha un risc elevat de presentar alteracions fenotipiques. Tipus 5:
originats per una segregaci6 anomala a la meiosi d'un dels progenitors portador d’una
reorganitzacié cromosomica equilibrada. Freqlientment van associats a alteracions fenotipiques.
Tipus 6: marcadors neocéntrics. No contenen heterocromatina centromerica detectable i es
mantenen estables durant la divisio cel-lular. L'efecte fenotipic dependra del grau de mosaicisme

i del tipus d’aneuploidia.

Taula 7- Classificacié dels marcadors supernumeraris

Origen Risc de
Tipus de sSMC Frequéncia Morfologia Composicid gen fenotip
cromosomic 5
anomal
(ff::aoncterga:lgr baix/alt en el
Tipu I:acrocéntrics petits >50% pot ser ! heterocr en general 15i 22 sindrome
bisatel-litzat) de cat-eye
Tipu II: acrocentrics CIEREEIAIE el més comu inv
P .IIar S ? bisatel-litzat i eucr dup (15) alt
9 dicéntric P
Tipu III: no acrocéntrics 25% no acrocentric | heterogénia | tots menysel 5 30-100%
tots els
Tipu IV: anells 10% anell heterogénia autosomes heterogeni
excepte 5, 11i 22
Tipu V: derivats de 5 heteroaénia eucr el més comu alt
translocacions ’ 9 der(22)t(11;22)
heterogenia
) s sense els més freqlients
. ?
Tipu VI:neocentrics ? centromer eucr 3q, 13q i 159 alt
detectable

Abreviacions: heterocr., heterocromatina; eucr., eucromatina
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Els sSMC es descriuen en un 0,043% del naixements, en un 0,077% dels estudis
prenatals, en un 0,171% dels individus subfértils i en un 0,433% dels pacients amb retard
mental (Liehr i col. 2004a,b).

La caracteritzacio dels cromosomes marcadors és dificil ja que son molt heterogenis pel
que fa a l'origen i morfologia. Fins que van aparéixer les técniques de FISH resultava impossible
caracteritzar-los mitjancant tecniques de citogenetica convencional. Diferents cromosomes
marcadors s’han caracteritzat aplicant combinacions de sondes de pintat cromosomic,
especifiques de centromer o combinant la microdisseccié cromosomica i seguidament la técnica
de FISH. L'estudi amb aquestes técniques és lenta, aquesta limitaciéo ha estat millorada amb
I'aplicacié de la técnica de FISH multicolor (Speicher i col. 1996; Schrock i col. 1996). Malgrat
I'aparicié de totes aquestes tecnologies de citogenética molecular el problema en la identificacid
persistia quan els cromosomes marcadors eren molt petits i no presentaven eucromatina. En
aquest cas va ser molt Gtil I'aparicié de les técniques de cenM-FISH i subcenM-FISH (Nietzel i
col. 2001; Starke i col. 2003) (Fig.21).

cenM-FISH

Fig.21- Caracteritzaci6 de dos
cromosomes marcadors derivats dels
cromosomes 9 i 20 utilitzant les
técniques de cenM-FISH i subcenM-
FISH (Starke i col. 2003, cas 34).
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case 34

En termes generals s’ha definit que els cromosomes marcadors més freqiients sén els que
deriven del cromosoma 15, representant un 30% de tots els marcadors, seguits dels
isocromosomes del brag curt del cromosoma 12, i(12p), amb una incidéncia de 1'11%, el der(22)
que representen el 10%, la inv dup(22) en un 7% i els isocromosomes del brag curt del

cromosoma 18 en un 6%.

El principal problema de la presencia dels sSMC en el cariotip és la gran heterogeneitat de
I'efecte fenotipic en el pacient portador. L'espectre és molt ampli i pot anar des de fenotip
normal a sever (Paoloni-Giacobino i col. 1998). Amb I'excepcié de la sindrome i(18p), la
sindrome de Pallister-Killian (i(12p)) i la sindrome cat-eye (der(22)) hi ha pocs cromosomes

marcadors caracteritzats associats a una clinica definida.
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En general el risc d'un fenotip anormal en casos amb sSMC de novo és del 13%
(Warburton, 1991). Aquest risc es redueix al 7% quan el marcador deriva dels cromosomes 13,
14, 21 o0 22. I s’'incrementa quan no deriven de cromosomes acrocentrics (Crolla, 1998). Quan el
cromosoma marcador s’ha heretat d'un progenitor amb fenotip normal no hi ha risc incrementat
de presentar anomalies fenotipiques (Brondum-Nielsen Mikkelsen, 1995) encara que se n’han
descrit algunes excepcions (Anderlid i col. 2001). Un altre factor a tenir en compte pel risc de
presentar un fenotip anormal és la possibilitat de disomia uniparental (Shaffer i col. 2001;
Kotzot, 2002; Starke i col. 2003).

Recentment, Liehr i col. (2006) han revisat els sSMC caracteritzats a la literatura. S’han
descrit cromosomes marcadors derivats de tots els cromosomes i amb diferents morfologies
(Taula 8). En aquesta la Taula no s’han inclos els casos de les sindromes de Pallister-Killian, cat-
eye (inv dup(22)(q11)), der(22) i i(18p).

Taula 8- Caracteristiques dels cromosomes marcadors descrits a la literatura
(Liehr i col., 2006)

Cromosoma

(ndm. de casos) Minutes (%) Anells inv dup Complexe
1(30 casos) 20 80 _ _
2(10 casos) _ 100 _ _
3(16 casos) 50 50 _ _
4(10 casos) 20 70 10 _
5(7 casos) 42 58 _ _
6(10 casos) 50 50 _ _
7(10 casos) 30 60 _ 10
8(33 casos) 37 57 6 _
9(13 casos) 46 46 8 _
10(5 casos) 20 60 20 _
11(5 casos) 40 60 _ _
12(13 casos) 46 54 _ _
13(3 casos) 100 _ _ _

13 0 21(35 casos) 17 11 66 6
14(37 casos) 17 6 71 6
15(453 casos) 4,9 2 91,6 1,5
16(11 casos) 45 45 10 _
17(16 casos) 62 31 _ 7
18(16 casos) 37 42 16 5
19(13 casos) 23 77 _ _
20(17 casos) 47 47 6 _

21(9 casos) 45 27 18 10
22(37 casos) 16 6 62 16
X(21 casos) 45 55 _ _
Y(3 casos) _ 33.3 33.3 33.3
Suma (833 casos) 34,2 45,2 16,8 3.8
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1.4.10- CROMOSOMES NEOCENTRICS

La principal funcié dels centromers és assegurar la segregacid cromosomica correcta
durant la divisid cel-lular. Els fragments o cromosomes que tenen manca de centromer
(acentrics) tenen tendéncia a perdre’s durant la mitosi. A més dels centromers classics s’han

descrit els neocentromers (Voullaire i col. 1993).

Els neocentromers soOn centromers que apareixen en localitzacions cromosomiques
alternatives al centromer original i que no presenten cap seqléncia d’ADN o-satél-lit, sén
negatius per bandes C, contenen una constriccié primaria i presenten proteines centromeriques
indicatives de la formacié de cinetocors funcionals. Malgrat la manca d’ADN a-satél-lit, els
neocentromers sén capacos de formar una constriccié primaria fent la funcié de centromer
durant la mitosi perd en la majoria de casos en els que els cromosomes contenen neocentromer,
aquests es troben en mosaic degut possiblement a una menor eficiéncia del neocentromer,

respecte el centromer convencional, en la mitosi (Amor i Choo, 2002).

S’han descrit neocentromers en la majoria dels cromosomes. Sembla que la formacié de
neocentromers no és aleatoria ja que una gran proporcié de neocentromers s’han descrit en les
regions 3q, 13q i 159 (Amor i Choo, 2002; Li i col. 2002; Barbi i col. 2003; Ventura i col. 2003).

En una revisid realitzada per Warburton (2004) es descriuen 70 neocentromers diferents.
La classe més comu de cromosomes neocéntrics sébn cromosomes supernumeraris que impliquen
duplicacions invertides d’un fragment distal d’un cromosoma. Com resultat es presenta una
tetrasomia de la regid duplicada (o una trisomia en el cas que es conservi el cromosoma

delecionat).

Una altra classe de cromosomes neoceéntrics s’han descrit pels cromosomes 3, 4 i 8. En
aquest cas un autosoma aparentment no reorganitzat té un neocentromer funcional mentre que
el centromer classic queda inactivat (Amor i col. 2004; Ventura i col. 2004). En aquests casos,

els cromosomes s’anomenen neodicéntrics ja que tenen dos centromers.
També se n'han descrit casos pel cromosoma Y (Tyler-Smith i col. 1999).

La severitat del fenotip deguda a la preséncia d’'un cromosoma neocéntric dependra del
grau d’aneuploidia que origini i de l'estabilitat del fragment acéntric i pot variar de letal (en
alguns casos de tri- o tetrasomia) a fenotip normal (en els casos equilibrats). S’ha observat la
presencia d'un cromosoma neoceéntric en més d'una generacid, quedant aixi provada la

competéncia d’'aquests en la meiosi (Knegt i col. 2002).

Per tal de detectar neocentromers no sén Utils les sondes centromeériques convencionals ni
la cenM-FISH ja que no hibriden amb els neocentromers. Per tant s’han d’utilitzar técniques
d’'immunofluoresceéncia (Fig. 22) utilitzant anticossos contra proteines centromériques (Voullaire
i col. 1999; Levy i col. 2000).
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Fig.22- Caracteritzacié d'un cromosoma neocéntric
mitjangant immunofluorescéncia i FISH. La sonda
wcpl3 hibrida en el cromosoma neocéntric inv
dup(13)(g32qter) i als dos cromosomes 13 normals
(vermell). L'assaig immunofluorescent amb anticossos
contra la proteina CENP-C doéna senyal positiva en el
cromosoma neocentric i en la resta de centromers de

tots els cromosomes (verd)(Levy i col. 2000).
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2. OBJECTIUS

L'objectiu principal d’aquest treball ha estat caracteritzar les anomalies cromosdomiques

presents en individus amb malformacions congénites, o infertilitat, mitjancant tecniques de

citogenética convencional i molecular. Aquest objectiu compren els seglients objectius concrets:

1-

Comparar l'eficiencia dels softwares de CGH convencional i HR-CGH en la identificacié de

desequilibris globals del genoma mitjancant I’'analisi de mostres de retinoblastoma.
Valorar les avantatges i limitacions de les técniques de citogenética molecular
emprades: CGH d’alta resolucié, M-FISH, cenM-FISH, subcenM-FISH i MLPA per a la
determinacioé d’alteracions cromosomiques especifiques.

Analitzar el tipus i freqiéncia d’alteracions cromosomiques en aquests pacients.

Establir correlacions genotip-fenotip comparant les dades obtingudes amb les descrites

a la bibliografia.
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3- MATERIAL I METODES

3.1- MATERIAL BIOLOGIC

En aquest treball s’han estudiat mostres de pacients que presenten un cariotip que no ha
estat resolt amb I'aplicacié de les técniques de citogenética convencional o bé pacients que
malgrat presentar un cariotip normal mostren un quadre clinic compatible amb una alteracié
cromosomica. Diferents centres publics i privats que han col-laborat en aquest estudi es detallen

en la Taula 9.

Taula 9- Relacié de centres que han col-laborat en I'estudi
Hospital Materno-Infantil Vall d'Hebron, Barcelona
Hospital Sant Joan de Deu, Barcelona
Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia
Hospital Virgen de las Nieves, Granada
Clinica de Girona, Girona
Clinica Quirén, Barcelona
Laboratori d'Analisis Clinics CERBA, Sabadell
Laboratori Dr. Miquel Duran Bellido, Barcelona
Laboratori General Lab, Barcelona
Laboratori Balaguer, Barcelona
Laboratori d'Analisis Dr. Echevarne, Barcelona
Centre de Patologia Cel:lular i Diagnostic Prenatal, Barcelona

Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Sabadell

Instituto Hispalense de Pediatria, Sevilla

3.1.1- CARACTERISTIQUES DELS PACIENTS ESTUDIATS EN CADA
GRUP

En el present estudi s’han analitzat diferents tipus de teixit: 10 mostres tumorals
(retinoblastoma), 104 de sang periférica (SP), 1 de sang de cordd (SC), 17 de liquid amniotic

(LA), 1 de vellositats corials (VC) i en 1 cas es va analitzar pell.

L’estudi s’ha portat a terme a partir de 133 casos que s’han agrupat pel seu cariotip i/o la

clinica que presenten. Podrem diferenciar els seglients grups:

- Pacients afectes de retinoblastoma (10 casos)

- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies parcials autosomiques
(31 casos)

- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies parcials gonosomiques

(11 casos)
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- Pacients portadors de reorganitzacions cromosomiques: inversions i translocacions
(8 casos)
- Pacients amb cromosomes marcadors supernumeraris (25 casos)

- Pacients amb cariotip normal i quadre clinic (48 casos)

Les caracteristiques de cadascun dels casos analitzats es detallen en les Taules 10 a la 15.

Taula 10- Pacients afectes de retinoblastoma

Cas Cariotip Sexe/Edat Indicacio Tipus mostra
RB1 ? M/30m retinoblastoma TT
RB2 ? F/19m retinoblastoma TT
RB3 ? M/10m retinoblastoma TT
RB4 ? M/9m retinoblastoma TT
RB5 ? F/30m retinoblastoma TT
RB6 ? M/6,5m retinoblastoma TT
RB7 ? M/72m retinoblastoma TT
RB8 ? M/96m retinoblastoma TT
RB9 ? F/24m retinoblastoma TT

RB10 ? F/24m retinoblastoma TT

Abreviacions: TT, teixit tumoral; M, sexe masculi; F, sexe femeni; m, mesos

Taula 11- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies parcials autosomiques

Cas Cariotip Sexe/Edat Indicacié Tipus mostra
MS-44 46,XX,add(2)(q37) F/6a Quadre clinic SP
MS-46 46,X,der(X)t(X;20)(p11.2;?) F/3a Quadre clinic SP
MS-47 46,XX,add(10)(q26.3) F/? ? SP
MS-54 46,XY,del(7)(p?) M/nn Quadre clinic SP
MS-55 46,XX,add(5)(p15.3) F/f Translucencia nucal LA

patologica
MS-63 46,XX,add(2)(q37) F/? ? SP
MS-70 46,XY,dup(8)(p?) M/2a Retard psicomotor SP
MS-71 46,XX,add(13)(p11.2) F/1a Quadre clinic SP
MS-72 46,XX,add(22)(p11.2) F/7m Quadre clinic SP
MS-96 46,XX,add(20)(p13) F/? Quadre clinic SP
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Avortament
MS-99 46,XX,add(8)(p23.3) F/f espontani VC
MS-100 46,XX,del(18)(q21) F/? ? SP
MS-104 46,XX,dup(15)(g?)[20]/46,XX[42] F/? ? SP
MS-105 46,XY,dup(13)(q14.3922) M/9a Quadre clinic SP
MS-105-G 46,XY,dup(13)(q21.2q922) M/? Hipoacusia SP
Diagnostic prenatal:
- ? ?
MS-107 46,XX,add(5)(gq35)[?1/46,XX[?] F/f edat materna LA
MS-110 46,XY,del(6)(q?) M/? Quadre clinic SP
MS-116 46,XY,add(10)(p15.3) M/f ? LA

46,XX,r(13)(q12932)[33]/ Diagnostic prenatal:

MS-120 45 XX,-13[6] F/f fetus amb m@ltiples LA
malformacions

MS-130 46,XX,del(18)(p11.2) F/? Quadre clinic )

MS-135 46,XX,add(1)(p36.3) ? ? Sp

MS-140 46,XY,add(16)(p13.3) M/2a Quadre clinic SP

MS-154 46,XX,dup(1)(q4?) F/15a Retard mental i Sp

malformacions

MS-155 46,XY,add(12)(?) M/6a Retard mer_1ta| i sp
malformacions

Sindrome de

MS-159 46,XX,del(11)(g23.3) F/? Jacobsen SP
Sindrome de
- ?
MS-161 46,XX,del(11)(g23.3) F/? Jacobsen SP
MS-170 46,XX,add(12)(p13.3) F/? Quadre clinic SP
MS-179 46,XX,r(15)(p11.2g26.3) F/9a Quadre clinic SP
MS-194 46,XX,add(10)(q26.3) F/7m Malformacions SP

Diagnostic prenatal:
MS-195 46,XX,add(10)(p15.3) F/f fetus amb LA
malformacions

Diagnostic prenatal:
MS-196 46,XY,dup(21)(qg?) M/f ectasia pielica sC
bilateral

Abreviacions: SP, sang periférica; LA, liquid amniotic; VC, vellositats corials; SC, sang de cordd; M,

sexe masculi; F, sexe femeni; a, anys; m, mesos; nn, nounat; f, fetus; ad, adult
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Taula 12- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies parcials en els cromosomes

sexuals
Cas Cariotip Sexe/Edat Indicacio Tipus mostra

Talla baixa i

MS-21 46,XX,del(X)(p22.3) F/? deformitat de SP

Madelung
MS-25 46,X,del(X)(p22.1) ? ? LA
MS-32 46,X,del(X)(q24) ?/f ? LA
Diagnostic prenatal:
antecedent

MS-56 46,X,add(Y)(p11.3) M/f d’anomalia LA
cromosomica

MS-73 46,X,i(Y)(q11.2)[78]/46,XY[22] M/? Sindrome de Weaver SP

MS-91 | 45,X,del(Y)(g?)dn,der(14;15)(q10;q10)pat M/33a Esterilitat SP

MS-97 46,XX,del(X)(p?) F/22a Quadre clinic SP
Estenosi anal,

MS-129 46,XX,add(X)(p22.2) F/6ém camptodactilia i SP
cara peculiar

MS-183 46,XY,i(Y)(q11.2) M/? Retard mental SP

MS-184 46,XX M/ad Esterilitat SP

Diagnostic prenatal:
- . 2
MS-197 46,XY,der(15)t(Y;15)(?;p11.2) M/f ansietat LA

Abreviacions: SP, sang periférica; LA, liquid amnidtic; M, sexe masculi; F, sexe femeni; a, anys;

f, fetus; nn, nounat; dn, de novo; pat, patern
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Taula 13- Pacients portadors de reorganitzacions cromosomiques: inversions i translocacions

L S Tipus
Cas Cariotip Sexe/Edat Indicacio mostra
MS-45 46,XX,t(1;14)(p22.3;p11.2) F/12a Quadre clinic SP
) 46,XY,t(8;18)(p11.2;p11.2), Diagnostic prenatal:
iE=77 t(12;13) (q13;912) s edat materna avangada L
_ 46,XX,der(2)t(2;3)(g33;p21), .
MS-111 der(3)t(2;3)inv(3)(?) F/nn Quadre clinic SP
MS-117 46,XY,t(6;19)(p21.3;913.4)mat M/1a Quadre clinic SP
_ . . Retard psicomotor, molt
MS-118 46,XX,t(5;6)(q13;p23) F/2a gran per la seva edat SP
MS-134 |46,XX,t(1;7)(g43;922),t(2;6)(p25;921) F/? ? SP
MS-146 46,XX,inv(9)(p12q13) " F/1 Quadre clinic sp
_ .91 . . . Diagnostic prenatal:
MS-147 | 46,XY,t(4;21;12)(p15.2;q22.3;p13.1) M/f cribratge bioquimic positiu LA

Abreviacions: SP, sang periférica; LA, liquid amniotic; M, sexe masculi; F, sexe femeni; a, anys; f, fetus;

nn, nounat; *inversié considerada polimorfisme en la poblacié

Taula 14 - Pacients amb cromosomes marcadors supernumeraris

Cas Cariotip Sexe/Edat Indicaci6 diagnostica Tipus de mostra

MS-30 47 XX, +mar F/31a Diagnostic prenatal / fetus sp
amb cromosoma marcador

MS-31 47,XY,+mar M/37a Infertilitat SP

MS-36 47 ,XX,+mar F/? Displasia ectodérmica Pell

MS-37 47 ,XX,+mar F/? Fenotip normal SP

MS-42 48,XY,+21,+mar M/7a Sindrome de Down SP
Descendents amb cariotip

MS-42-M 48,XX,+2mar F/41a anormal (MS-42 i MS-43) SP

Germa amb Sindrome de

MS-43 47,XY,+mar M/3a Down (MS-42) SP

MS-50 47,XY,+mar[35]/46,XY[65] F/? Quadre clinic SP

MS-64 |47,XX,+mar[30]/46XX[14]  F/f Sospita d'omfalocele, CIR, LA

peu equi i higroma
MS-78 47 ,XX,+mar[35]/46,XX[8] F/f Diagnostic prenatal LA
MS-82 | 47,XX,+mar[12]/46,XX[6] | F/18s |Dues anomalies menors i una LA/SP
minima hipotonia axial
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No parla, sordesa, problemes

MS-89 47,XX,+mar F/? ber caminar SP
MS-101 47,XY,+mar M/? Quadre clinic SP
MS-103 47 ,XY,+mar M/17s Diagnostic prenatal LA
MS-106 |47,XX,+mar[18]/46,XX[42] F/31a Infertilitat SP
MS-113 |47 ,XX,+mar[70]/46,XX[30] F/? Retard psicomotor i epilépsia SP
MS-114 47 ,XX,+mar F/f Diagnostic prenatal LA

Retard psicomotor,

=~ = ?
R g TR M/8a hiperactivitat, sp

MS-138

?
A9, 200 criptorquidisme unilateral

MS-141 47,XY,+mar[13]/46,XY[8] M/f Bessons am_b discordanga de LA

creixement

MS-152 46,XY,+mar M/3a Quadre clinic =

MS-165 |47, ,XX,+mar[50]/46,XX[50] F/? Quadre clinic SP

MS-188 47,XY,+mar[30]/46,XY[70] M/15d Quadre clinic SP

MS-198 48,XY,+2mar M/ad Pacient de FIV SP
Descendent amb cariotip

M-13 47 ,XX,+mar F/? anormal (M-14) SP

M-14 48,XY,+2mar M/37a Infertilitat (oligozoospérmia) SP

Abreviacions: SP, sang periférica; LA, liquid amniotic; M, sexe masculi; F, sexe femeni; a, anys; m,

mesos; d, dies; f, fetus; nn, nounat

Taula 15- Pacients amb cariotip normal i clinica severa

Cas Cariotip Sexe/Edat Indicaci6 diagnostica Tipus de mostra
MS-60 46,XX F/9a Quadre clinic SP
MS-65 46,XY M/3a Quadre clinic SP
MS-66 46,XX F/ia Quadre clinic SP
MS-76 46,XX F/ad Quadre clinic SP
MS-79 46,XX F/5a Quadre clinic SP
MS-80 46,XY M/2a Quadre clinic SP
MS-87 46,XX M/8a Quadre clinic SP
MS-88 46,XY M/7a Quadre clinic SP
MS-90 46,XX F/? Quadre clinic SP
MS-92 46, XY M/? Quadre clinic SP
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MS-93 46,XY M/? Quadre clinic SP
MS-102 46,XX F/? Quadre clinic SP
MS-112 46,XY M/4a Quadre clinic SP
MS-119 46,XY M/4m Quadre clinic SP
MS-123 46, XY M/? Quadre clinic SP
MS-124 46,XY M/5m Quadre clinic SP
MS-127 46,XX F/3a Quadre clinic SP
MS-131 46,XX F/8a Quadre clinic SP
MS-132 46,XX F/11a Quadre clinic SP
MS-137 46,XY M/? Quadre clinic SP
MS-143 46,XX F/2a Quadre clinic SP
MS-144 46,XX F/5a Quadre clinic SP
MS-145 46,XY M/6a Quadre clinic SP
MS-148 46,XY M/8a Quadre clinic SP
MS-149 46,XY M/5a Quadre clinic SP
MS-150 46, XY M/10a Quadere clinic SP
MS-151 46,XX F/9a Sindrome de Kabuki SP
MS-153 46,XX F/8a Quadre clinic SP
MS-156 46,XY M/2a Retard mental i malformacions SP
MS-157 46,XX F/2a Quadre clinic SP
MS-162 46,XX F/15a Trets dismorfics sp
MS-163 46,XY M/1a Quadre clinic Sp
MS-164 46,XY M/5a Quadre clinic SP
MS-166 46,XX F/16a Quadre clinic SP
MS-169 46,XX F/20a Quadre clinic SP
MS-171 46,XY M/5a Quadre clinic sp
MS-172 46,XY M/3a Quadre clinic sp
MS-173 46,XY M/5a Quadre clinic SP
MS-175 46,XX F/2a Quadre clinic SP
MS-180 46, XY M/4a Quadre clinic SP
MS-181 46,XY M/15a Quadre clinic SP
MS-182 46, XY M/? Infertilitat SP
MS-185 46,XX F/6a Quadre clinic SP
MS-186 46,XX F/10a Retard mental i trets dismorfics SP
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MS-187 46,XY M/2a Quadre clinic SP
MS-190 46,XY M/? Quadre clinic SP
MS-191 46,XX F/10a Retard mental i trets dismorfics SP
MS-192 46,XX F/2a Quadre clinic SP

Abreviacions: SP, sang periférica; M, sexe masculi; F, sexe femeni; a, anys; m, mesos; ad, adult

3.1.2- DESCRIPCIO CLINICA DELS PACIENTS

3.1.2.1- Pacients afectes de retinoblastoma

S’han analitzat tumors de retinoblastoma de 10 pacients. Quatre d’aquests tumors eren
de tipus bilateral i la resta unilaterals. Les edats dels pacients amb tumors bilaterals estaven
compresa entre 6.5 i 30 mesos i els unilaterals entre 10 i 96 mesos. Les caracteristiques
cliniques dels 10 pacients es detallen a continuacié:

RB1

Nen amb retinoblastoma bilateral diagnosticat als 30 mesos. Tumoracié al ull esquerra amb
calcificacions i despreniment de retina. A I'ull esquerra s’hi observa leucocoria i tumoracié a I'ull dret.
Enucleacié de I'ull esquerra i radioterapia a l'ull dret. La tumoracié de |'ull esquerra ocupa la camera
posterior, té coloraci6 marré clar i consisténcia tova. Esta constituida per cel-lules blastiques
basofiles, regulars, rodones, amb formacié d’estructures rosetoides. No s’observa invasio del nervi

optic ni de la coroide. Abundant necrosi intratumoral (60%).

RB2

Nena amb retinoblastoma bilateral diagnosticat als 19 mesos. S’observa estrabisme. A I'ull dret s’hi
observen multiples zones de calcificacid corresponent a retinoblastoma acompanyat de
despreniment de retina. A I'ull esquerra s’hi observen 2 implants tumorals. No s’observa invasié del

nervi optic ni de la coroide. Enucleacié de I'ull dret i radioterapia a I'ull esquerra.

RB3

Nen amb retinoblastoma unilateral diagnosticat als 10 mesos. Tumoracié a l'ull dret situat a la
camera posterior ocupada per material blanc cremds dens. Constituida per cel-lules basofiles petites
d’escas citoplasma i molt esporadicament amb substancia intercel-lular. Poca diferenciacié rosetoide

i necrosi. Invasio de la retina, coroide i cos ciliat. Nervi optic no envait.

RB4

Nen amb retinoblastoma bilateral diagnosticat als 9 mesos. Estrabisme convergent. Leucocoria
bilateral. S’observa tumoracié de gran dimensié a I'ull esquerra amb calcificacié i despreniment de
retina. Tumoracié constituida per cél-lules basofiles que es distribueixen ocupant tota la camera
posterior a partir de la superficie de la retina. Es diferencien nombroses formacions rosetoides.
S’observen alguns focus aillats de necrosi intratumoral, sense superar mai el 20% de I'extensio del
tumor. A I'ull dret s’observa una massa blanca en el sector nasal de grandaria important amb
aspecte compatible amb retinoblastoma. Es procedeix a l’enucleacié de I'ull esquerra i radioterapia.

No s’observa expansio extraocular ni invasié del nervi optic.
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RB5
Nena amb retinoblastoma unilateral diagnosticat als 30 mesos. Tumoracié a l'ull dret. Presenta
leucocoria i cornia opaca. La tumoracié es presenta blanca, adherida a la paret de la camera

posterior. Es procedeix a I'enucleacié de I'ull dret sense afectar aparentment el nervi optic.

RB6

Nen amb retinoblastoma bilateral diagnosticat als 6 mesos i mig. Estrabisme convergent dret.
Leucocoria bilateral amb despreniment de retina secundari a massa solida blanquinosa. Multiples
calcificacions. Tumoracié constituida per cel-lules petites de nucli hipercromatic amb citoplasma
escas que focalment es disposen al voltant d’una Ilum central tapissada per una membrana basal
formant rosetes. Abundants arees de necrosi, amb calcificacions distrofiques. No s’observa invasio

del nervi optic ni de la coroide. Enucleacid dels dos ulls i quimioterapia. Es fa I’'estudi de I'ull dret.

RB7

Nen amb retinoblastoma unilateral a I'ull dret diagnosticat als 72 mesos. Tumoracioé constituida per
cel-lules rodones petites, hipercromatiques, amb citoplasma escas, es disposen formant rosetes amb
una llum central. Necrosi 40-45%. No afectacié del nervi optic pero si de la coroide. Leucocoria a
I'ull dret.

RB8

Nen amb retinoblastoma unilateral diagnosticat als 96 mesos. A I'ull esquerra s’hi observa tumoracio
solida i calcificada a l'interior del globul ocular, amb despreniment de retina secundari. Tumoracio
constituida per cél-lules petites d’escas citoplasma amb estructures rosetoides aillades. S’observa un

60% de necrosi tumoral i invasio del nervi optic. Coroide no envaida en el material estudiat.

RB9

Nena amb retinoblastoma unilateral diagnosticat als 24 mesos. Retina despresa a |'ull esquerra.
Tumoracio a l'ull esquerra molt diferenciat amb arees de necrosi 50-60%. Tumor de cel-lules petites
i rodones, amb citoplasma escas amb arees de necrosi i calcificacions distrofiques. Tumor amb

consisténcia tova i necrotica.

RB10
Nena amb retinoblastoma unilateral diagnosticat als 24 mesos. Tumoracié multifocal a I'ull esquerra

amb leucocoria i calcificacio.
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3.1.2.2- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies

parcials autosomiques

A continuacid es detallen les caracteristiques cliniques de dotze pacients assignats a

aquest grup:

MS-44

46,XX,add(2)(q37)

Nena que als 6 anys presenta cabell fi i ros. Nas pla i ample amb pont nasal deprimit i un filtre pla.
Presenta hipertelorisme important amb estrabisme divergent. Té dificultats per la deambulacid i
retard mental sever (diu algunes paraules). Es mossega amb freqliéncia pero és afable. No presenta
trastorns de I’espectre autista. Es hipotonica globalment.

MS-46

46,X,der(X)t(X;20)(p11.2;?)

Nena de 3 anys d’edat. Mare de 32 anys, pare de 36 anys i fumador, no consanguinis i sans. Dos
germanes sanes. La mare és portadora d’una translocacié equilibrada t(X;20), al igual que 4
germans seus. Només una germana no té la translocacio i un altre té un mosaic de trisomia 8 (3-
4%). L'embaras va ser normal amb grip al sise mes, moviments fetals als 4 mesos. Part de natges.
Test d’Apgar 7-9. El pes va ser de 2.870 g (-1,2 DS), la talla de 48,8 cm (-0,5DS) i el PC 34,5 cm
(P-50). Al néixer tenia el coll curt amb pell sobrant, hiperlaxitud articular, escurgament rizomélic de
les extremitats. CIA ostium secundum (comunicacié interauricular). Fons d’ull, mapa ossi,
bioquimica rutinaria i ecografia cerebral normals. Als 9 mesos de vida presentava bon estat general,
7.800 g (P-8), 63,5 cm (-3 DS) i PC 44 cm. (P-25). Minima asimetria de I'hemicds esquerra. La
circumferencia del brag dret és de 15,5 cm i la del brag esquerra 14,5 cm. La longitud de
I’extremitat inferior esquerra sembla més curta que la del dret, pero les radiografies informen que
son normals. Ulls mongoloides, paladar alt i estret, coll curt, solc simia bilateral, dors dels dos peus
grossos. Als 30 mesos presenta 9.650 g (-2,4 DS), 81 cm (-3,5 DS) i PC 46,3 cm (P-3). Discreta
micrognatia, estérnum curt i limitacié de I’extensié dels colzes. L'edat ossia és de 2 anys. Discret
retard psicomotor, va comengar a caminar sense ajuda als 28 mesos i als 30 mesos parla molt

malament, escara que és molt espavilada , simpatica i activa.
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MS-54

46,XY,del(7)(p?)

Gestacio controlada des de la setmana 34 per polihidramni, glucémies elevades amb la prova de
tolerancia oral a la glucosa normal. Part a les 37 setmanes induit per ruptura prematura de
membranes, presentacié cefalica y expulsiu per espatules, liquid amniotic clar; bona adaptacio
neonatal i Apgar 9/10; ingressa al centre per trets dismorfics. Pes de 3.370 g, talla de 51 cm i PC de
34 cm. Crani enfonsat pels temporals, fontanel-les obertes. Arrel nasal ampla amb pell redundant.
Orelles petites amb rotacidé posterior. Fissures palpebrals antimongoloides amb hipertelorisme;
exoftalmia amb miosi i megalocornia. Retrognatia amb paladar alt sense fissura. Galtes i barbeta
prominents. Mans amb aracnodactilia amb desviacié cubital i al 2n dit de la ma esquerra
camptodactilia. Penis petit amb bossa escrotal hipoplasica; testicles a la bossa. To muscular i
reflexes primitius normals amb estat d'alerta optim sense alteracié del nivell de consciéncia,
craneosinostosi amb tancament prematur de la sutura metopica, trigonocefalia. Dificultat per
a l'alimentacio. Infeccions de les vies respiratories superiors i inferiors que obliga a I'alimentacié per
sonda nasogastrica. Corba pondoestatural patologica amb pes per sota del P-3. L’evolucié des del
punt de vista neurologic és la d’'una hipotonia central no paralitica amb retard psicomotor a les 4
arees del desenvolupament. Als 8 mesos es realitza correccid de craniosinostosi precisant

traqueotomia previa per la patologia de la laringe i dismorfologia craniofacial.

MS-71
46,XX,add(13)(p11.2)
Nena de 1 any que presenta talla baixa, hipertonia, microcefalia, braquicefalia, retard psicomotor

lleu, quist del plexe coroide dret, hipoplasia del clitoris i llavis menors, solc palmar simia bilateral.

MS-72

46,XX,add(22)(p11.2)

Embaras normal, moviments fetals als 4 mesos. Part normal a les 41 setmanes. Pes de 2.945 g,
longitud de 47,5 cm i PC de 32 cm. Puntuacié d’Apgar de 10. Llavi lepori dret i peus equins. Als 7
mesos pes de 6,2 Kg (-2DS), talla de 64 cm (P-8), PC de 41,8 cm (P-7). Longitud de les mans de
6,7 cm (<P-3), amplada 3,6 cm (<P-3), longitud dels peus de 8,6 cm (<P-3), amplada dels peus
3,6 cm (<P-3). Ma petita i amb falanges distals molt curtes. Fontanel-la anterior 5x4 cm, epicant,
arrel nasal ampla, orelles lleugerament grans amb lobuls plegats cap a davant. Solc simia bilateral i
clinodactilia. L’extremitat inferior esquerra és 0,5 cm més curta que la dreta, pero la mobilitat de les
extremitats és normal. Distribucié anormal de la grassa subcutania per sobre el gluti i la regidé

pubiana és molt gruixuda. No sedestacio.

MS-96
46,XX,add(20)(p13)
Nena que presenta retard mental, microcefalia, microftalmia, estatura baixa, ronyons petits i

hemivértebres.

MS-105
46,XY,dup(13)(q14.3q22)
Nen de 9 anys que presenta macrosomia, trets dismorfics lleus i retard mental moderat. RMN

cerebral i EEG normals.
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MS-110

46,XY,del(6)(g?)

Nen que als 13 dies de vida és ingressat per cardiopatia i malformacions. Embaras de 37 setmanes
amb triple cribratge de baix risc, oligohidramni i retard del creixement (-2 SD a les 32 setmanes i -3
SD a les 36 setmanes) i finalment neix per cesaria per patiment fetal agut.

Al néixer el pes és de 1.950 g, la talla de 6 cm i el PC de 31,8 cm. Apgar 6/7.

L'examen fisic mostra occipital pla, retrognatia, nas amb punta bulbosa, hipertelorisme, orelles
d’implantacié baixa, orella dreta amb I'helix desplegat i l'orella esquerra d’aspecte puntegut. El
paladar és normal. Presenta tetralogia de Fallot i CIV (comunicacié interventricular). En la ma
esquerra s’ observa una campodactilia del 3er i 4rt dit. Hipoplasia de les ungles dels dits 4 i 5. A la
ma dreta els dits 5 i 4 presenten la mateixa longitud, estant duplicat el 4 a partir de la segona
falange. Els genitals s6n normals. S’observa un déficit d’antitrombina III i proteina C. L'ecografia
cerebral mostra un quist coroidal, I'abdominal una ectasia pielica dreta. La RNM cerebral mostra una
morfologia asimétrica de la calota cranial, amb ventricles lleugerament engrandits, espai

subaranoidal dilatat, signes de pérdua de volum del parénquima cerebral i cerebel.

MS-130

46,XX,del(18)(p?)

Nena amb pes i estatura per sota del P-3. PC en el P-25. Cara amb trets dismorfics: boca gran,
orelles d'implantacié baixa i grans. Mamil:les separades. Hipertelorisme. Multiples caries dentals.

Anémia ferropenica.

MS-140

46,XY,add(16)(p13.3)

Nen de 2 anys que pesa 11,5 Kg, mesura 87,5 cm, i el perimetre cranial és de 49 cm. No parla. Té
dificultats motores lleus, amb estrabisme divergent de I'ull dret, dents petites, boca de carpa,
hipertelorisme amb fissures palpebrals antimongoloides. Mans normals. Pit excavat. Taca acromica
al coll. Peus equins bilaterals. RGE i infeccions bronquials frequents. Bronqui supernumerari amb

estenosi traqueal. Estudi cardiologic normal.

MS-170

46,XX,add(12)(p13)

Nena amb aspecte de la sindrome de Cornelia de Lange. S‘assembla a la mare. En el periode
neonatal s’observen celles gruixudes. Als 9 mesos s‘observen celles juntes i hipertricosi a I'esquena i
orelles. Als 29 mesos s’observen celles juntes (lleu), pestanyes llargues i poblades i hipertricosi a
I'esquena i orelles.

A nivell de creixement i desenvolupament el creixement intrauteri és retardat i als 7 mesos el
perimetre cefalic és de 41.5 cm; als 9 mesos el pes és de 7.960 g, I'alcada de 68.7 cm i el perimetre
cefalic de 43 cm. Als 17 mesos el pes és de 9.570 g l'alcada de 73.8 cm. i el perimetre cefalic de 46
cm. Als 29 mesos el pes és de 12.100 g l'algada de 84.7 cm i el perimetre cefalic de 46.3 cm. Pel
que fa al desenvolupament motor generalment hi ha una bona avaluacié encara que lenta.

I en termes de desenvolupament cognitiu i social als 9 mesos s‘observa un lleuger retard pero als
29 mesos |'evolucié millora i el comportament social és adequat per a la seva edat i la conducta és

normal. S’aprecia un lleuger retard en el llenguatge.
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MS-179

46,XX,r(15)(p11.2926.3)

Nena de 9 anys que presenta microcefalia, obesitat generalitzada, estatura baixa, orificis nasals
inclinats cap a dalt, boca de carpa, braquidactilia, dits dels peus amples, fissures palpebrals cap a
dalt, taques despigmentades a la pell, peus i mans petites, retard de la parla i dits de les mans

afilats.

3.1.2.3- Pacients candidats a ser portadors de monosomies o trisomies

parcials gonosomiques

Els principals trets clinics de quatre pacients inclosos en aquest grup es detallen a continuacio:

MS-56
46,X,add(Y)(p11.3)
Amniocentesi a les 15 setmanes per antecedent d’anomalia cromosomica.

Ecografia d’alta resolucié normal i sexe ecografic masculi.

MS-91
45,X,del(Y)(Yg?),der(14;15)(q10;q10)pat
Home de 31 anys que presenta esterilitat primaria per oligoastenozoospermia severa.

MS-97

46,XX,del(X)(p?)

Nena que als 10 anys i 10 mesos es va remetre per talla baixa i diagnostic anterior de sindrome de
Turner. L'analisi mitjangant citogenetica convencional va mostrar una delecié complexa en el brag p
del cromosoma X que es va interpretar com una delecid intersticial complexa (no va ser possible
una interpretacio precisa del patré de bandes). L'examen fisic de la pacient va revelar talla baixa
(127 cm, -2.3 DS) i pes correcte en relacié a la seva estatura (35,5 Kg, 0,5 DS). No es va apreciar
retard mental. Els genitals eren normals i s’estava iniciant el desenvolupament de les mames.
L'ecografia ginecologica va mostrar un ovari dret de 23x2 i lI'esquerra de 25x2, els dos amb
fol-licles . Presenta un cubitus valgus amb lleugera limitacié de la pronosupinacio.

Als 13 anys presentava menarquia amb menstruacio irregular i caracteristiques Turnerianes, amb
talla baixa, lleugera ptosi i cabell d'implantacié baixa. Als 15 anys |'ecografia ginecologica va
mostrar un ovari dret de 44x40 amb cos Iuti i I'esquerra de 21x13 amb fol-licles.

Als 16 anys tenia una talla de 135 cm. Se li va practicar una osteotomia bilateral tibia-peroné amb

la qual va guanyar uns 8 cm. Als 22 anys té una talla de 143 cm i presenta metrorragies.

MS-129
46,XX,add(X)(p22.2)
Nena de 6 mesos amb malformacions congenites que presenta estenosi anal, camptodactilia i cara

peculiar.
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3.1.2.4-Pacients portadors de reorganitzacions cromosomiques: inversions i

translocacions

Les principals caracteristiques cliniques de quatre pacients classificats en aquest grup es

detallen a continuacio:

MS-45

46,XX,t(1;14)(p22.3;p11.2)

Nena amb retard psicomotor marcat detectat poc després del naixement. Camina als 3 anys, casi no
parla i pronuncia molt malament. Es queda encantada i casi no es comunica. Somriure casi constant,
baveja, cara allargada i tosca, front petit, fissures palpebrals curtes i mongoloides, nas bulbods, filtre
curt, boca gran, llengua i dents prominents, paladar estret, prognatisme, cifosi lleu, mans fines amb
discreta laxitud, dits dels peus llargs. La resonancia magnetica cerebral detecta megacisterna

magna i atrofia cortical.

MS-111

46,XX,der(2)t(2;3)(gq33;p21),der(3)t(2;3)inv(3)(?)

Nena que al néixer presenta un pes baix (-3 DS), talla baixa (-2 DS) i PC petit (-2,3 DS). Apgar
6/8/10. Microcefalia, mielomeningocele lumbar-sacre, orelles amb apéndix doble preauricular
esquerra, celles arquejades, fissura palpebral horitzontal i blefarofimosi, llavis fins i orelles amb
rotacié posterior. Paladar alt, coll curt, sindactilia proximal dits de les mans amb camptodactilia,
peus equins. L'ecografia renal mostrava ureterohidronefrosi bilateral i la cerebral dilataciéo de

ventricles laterals. Malformacié Arnold-Chiari i luxacié de malucs.

MS-117
46,XY,t(6;19)(p21.3;g13.4)mat
Nen d’1 any amb retard psicomotor, braquicefalia, epicant, orelles d‘implantacié baixa, clinodactilia,

microcefalia i hipertelorisme.

MS-146

46,XX,inv(9)(p12q13)

Nena d’l any que presenta trigonocefalia, clindactilia als dos menovells amb hipoplasia de les
segones falanges d’ambdds dits. Desenvolupament psicomotor normal. Pes, talla i perimetre cranial

normals.
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3.1.2.5- Pacients amb cromosomes marcadors supernumeraris

A continuacio es detalla la clinica de cinc pacients inclosos en aquest grup:

MS-50

47,XY+mar[35]/46,XY[65]

Primer fill d'un matrimoni jove, sa, no consanguini sense antecedents familiars d‘anomalies
congénites. Embaras normal. Part a terme, instrumental (forceps). Puntuacié d’Apgar de 4y 8 als 1 i
5 min respectivament. El pes al néixer va ser 3.130 g. A |'exploracié presentava dolicocefalia amb
sinostosi parcial del terg anterior de la sutura sagital i camptodactilia bilateral. Els estudis realitzats
(série ossia- exclos el RX del crani, ecografia renal i cerebral ) normals. Als quatre mesos i mig va
ser intervingut de la craniosinostosi. L'estatura i el perimetre cefalic ha seguit el P-90 i el pes el P-75.
Actualment, a lI'edat de cinc anys i mig, I’exploracié neurologica és normal, presenta cert grau de
retard psicomotor i dificultats en el llenguatge, encara que |'evoluci6 és favorable. Els cariotips

realitzats als progenitors van ser normals.

MS-101

47,XY,+mar

El pacient presentava atresia anal. El recte estava connectat amb la uretra. Els ossos sacrals eren
displasics i les vertebres finals absents. També presentava reflux sever bufeta-uretra i el ronyd dret
sense funcié. També tenia malformacio intestinal. Va ser operat d’un teratoma immadur en la bufeta.
Presenta un retard sever, no va caminar fins als quatre anys i no va parlar fins al 3 anys i mig. Es
hiperactiu, baix, relativament obés i microcefalic. El cabell és dur, la cara rodona amb implantacio
baixa del cabell, estrabisme i el llavi superior és prim. Minima sindactilia cutania en les dues mans i

nas ample.

MS-152

47,XY,+mar

Nen de 3 anys d’edat que presenta displasia del maluc esquerra, fenedura vertebral coronal,
megacisterna magna i cos callés molt fi. Ventricles laterals grans (més |'esquerra), atrofia cortical

amb dubtosa anomalia de les circumvolucions, vertebres en papallona i retard en I’edat ossia.

MS-165
47 ,XX,+mar[50]/46,XX[50]
Omfalocele, linfedema d’extremitats inferiors i comunicacio interventricular petita. Desenvolupament

pondoestatural i psicomotor normals.
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MS-188

47,XY,+mar[301/46,XY[70]

Primer fill d'una parella sana no consanguinia. Nascut a les 39 setmanes d’una gestacié no
controlada. Puntuacié d’Apgar de 8 i 9 als 1 i 5 min respectivament i pes de 3.500 g. La mare tenia
25 anys al moment del part.

Als 10 dies es va diagnosticar un defecte cardiac i un possible situs inversus. En aquell moment el
pacient pesava 3.390 g, mesurava 49,5 cm i tenia un PC de 33,5 cm. Mostrava hipotonia,
presentava una cicatriu necrotica cranial de 1 cm? blefarofimosi, orelles d‘implantacié baixa,
micrognatia, peus equins. RMN mostrava lleugera atrofia cerebral, espai subaracnoide augmentat i
petites lesions cerebrals probablement secundaries a un procés hemorragic. L’ecocardiografia va
confirmar el situs inversus amb dextrocardia i moderat defecte del septe ventricular perimembranos.
La ultrasonografia abdominal va mostrar un situs inversus complert i una duplicacié bilateral del

sistema col:-lector renal. La ultrasonografia cerebral i I'examen funduscopic van ser normals.

3.1.2.6- Descripcio clinica dels pacients amb cariotip normal

Les principals caracteristiques cliniques de quaranta-dos pacients que corresponen a

aquest grup es detallen a continuacio:

MS-60

46,XX

Nena de 9 anys que presenta retard psicomotor i pondoestatural greu, hipotonia, hipertelorisme,
nas curt i inclinat cap a dalt.

MS-65

46,XY

Nen de 3 anys amb pes en el +1,8 DS, longitud +2,5DS i PC -1,2DS. Retard psicomotor, hipoacusia
lleu. Prominéncia de la sutura metopica que ha anat a menys i front estret. Estrabisme convergent,
pont nasal ample i una mica prominent, orelles baixes, maxil-lar una mica protuberant, micrognatia i
criptorquidia dreta. Els polzes estan implantats proximalment, desviacié cubital de |“index esquerra,
camptodactilia i sindactilia molt subtil a les dues mans, clindactilia bilateral, ungles fines i algunes
concaves. Els dits dels peus estan mal alineats i imbricats. Moderada hipertonia de les extremitats

amb cert equinisme.

MS-66

46,XX

Nena d’1l any amb pes de 4.850 g, estatura de 62,5 cm i el PC és de 41 cm. Té el cabell fi, escas i
d’implantacié alta. Front prominent, lleuger estrabisme, taques fosques a l|’‘esclerotica, doble
parpella superior, nas petit, tendéncia al opistoton, polzes proximals, encara que no adductus,
clinodactilia, cifosi discreta, somrient, no sedestacid, moc nasal abundant i també a la boca.
Hipotonia generalitzada i retard psicomotor i del desenvolupament pondoestatural amb discrets trets

dismorfics.
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MS-76
46,XX

Dona amb retard mental, convulsions i fissura palatina.

MS-79
46,XX
Nena de 5 anys, retard psicomotor lleu, retard del llenguatge, fenotip facial peculiar amb epicant i

boca de carpa, vertebra lumbar anomala i leucomalacia cronica periventricular en la RNM.

MS-80
46,XY
Nen de 2 anys amb retard psicomotor moderat-greu. Hipotonia, cara peculiar amb orelles
desenganxades i rotades, fissures palpebrals antimongoloides, hipotelorisme. Pannicle adipds molt
escas, absencia de falanges distals dels dits II, III, IV i V del peu dret i abséncia de falanges mitges

i distals del peu esquerra.

MS-87
46,XX
Nena de 8 anys amb marcat retard psicomotor, pes en el P-5, estatura en -2,3 DS i un PC en el P-

85. Hipotonia, pell de vellut, miopia, ataxia, nistagmus i fotofobia.

Ms-88
46,XY

Nen de 7 anys amb pes en el P-85, estatura al P-20, i PC al +3,6DS. Presenta retard psicomotor,

no parla, orelles petites, té remolins frontals, estrabisme discret i hipermetropia important.

MS-92
46,XY

Nen amb marcada hipotonia, dismorfisme discret i retard mental.

MS-93
46,XY
Nen que presenta tetralogia de Fallot, sindrome de Pierre Robin (micrognatia, paladar alt i arquejat,

fissura al paladar i dents natals), retard mental i multiples malformacions.

MS-102
46,XX
Nena amb probable sindrome d’Albright (afectacié d’ossos, pigmentacié de la pell, problemes

hormonals i desenvolupament sexual prematur) i encefalopatia perinatal.

MS-112

46,XY

Nen de 4 anys amb cara allargada i triangular, nas quadrat amb I’extrem bulbds i piriforme. Barbeta
petita, orelles normals, cabell normal pero diferent al de la familia, pit excavat, dents normals i dits

una mica curts. Es classifica de Sindrome Trico-rino-falangic tipus II o de Langer-Giedion.

MS-119
46,XY

Nen de 4 mesos que presenta fissura al paladar i ageneésia del cos callds. Genitals anomals.
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MS-123
46,XY
Nen amb retard psicomotor, microcefalia, hipertonia accentuada, peu de balanci i galindé bilateral

accentuat.

MS-124
46,XY
Nen de 5 mesos amb orelles d’implantacié baixa, criptorquidia, hipotonia, microftalmia, orelles

malformades, desviacio cubital dels dits, bleforafimosi, llavi superior prim i micrognatia.

MS-127
46,XX
Nena de 3 anys que presenta sindrome de Young-Simpson, cara anormal, cardiopatia congénita,

hipotiroidisme i retard mental.

MS-131
46,XX
Nena de 8 anys amb retard mental greu, sordesa, microcefalia, polimicrogiria cerebral amb trastorn

de la migracio neuronal, llavi lepori, braquicefalia, mans curtes i dismorfies.

MS-132

46,XX

Nena d’11 anys amb quadre clinic compatible amb el sindrome de Taybi-Linder (enanisme primordial
osteodisplastic tipus I) perd amb alguns simptomes atipics com la preséncia de la malaltia de

Hirschprung i sindactilia cutania.

MS-137
46,XY

Nen que presenta retard mental, crisis convulsives i dismorfies.

MS-143

46,XX

Nena de 2 anys que presenta cardiopatia (comunicacid interventricular i interauricular), hemiatrofia
del costat esquerra, amb atrofia del brag i la cama esquerra. Dismorfies amb displasia de les dues
orelles, filtre pla, llavi superior fi, menor expressivitat de la cara i retard mental moderat. En la zona

atrofica es veuen taques de la pell més hipocromiques.

MS-144

46,XX

Nena de 5 anys diagnosticada de sindrome de Coffin-Siris. Edat o0ssia molt retardada, peu esquerra
amb polidactilia postaxial i peu dret amb el cinqué metacarpia amb epifisi en con i terceres falanges
hipoplasiques, principalment les dels cinquens dits. Té reflux bufeta-uretra. Veértebres altes, AP
disminuit i concavitat mitja. Mans molt petites, epifisi en con, hipoplasia de les terceres falanges,
principalment en els cinquens dits. En la ressonancia magnetica nuclear s‘observa colpocefalia. Cos

callos fi, atrofia cortical principalment a I’esquerra i hipoplasia cerebelosa amb variant Dandy-Walker.
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MS-145

46,XY

Nen de 6 anys que presenta retard psicomotor evident, sense control d’esfinters. Dismorfia
craniofacial, hipertelorisme, front ample, displasia dels pavellons auditius i pont nasal alt amb
hipolasia de les ales nasals. Filtre curt i boca oberta. Abséncia d’incisius laterals superiors, pannicle
adipés escas i dits de les mans fins amb falanges terminals arrodonides. Els dits dels peus presenten

hipoplasia dels tercers dits dels dos peus. També presenta dolicocefalia.

MS-148
46,XY
Nen de 8 anys amb retard maduratiu i dismorfies. Afectacié neurologica severa.

MS-149

46,XY

Nen de 5 anys amb pes per sota del P-3, estatura per sota del P-3, PC de 42,7 cm (-6DS). Crisis
febrils, bisil-labs ocasionals, nas aguilenc, orelles grans, micrognatia i cara similar al trico-rino-

falangic.

MS-150

46,XY

Nen de 10 anys que presenta hipermetropia (2-3 dioptries), en el Rx del crani es veu un augment
d’impressions digitiformes. S’‘observa una desmineralitzaci6 marcada en el Rx de les mans. El

diagnostic és de retard mental Iligat al X-Miles-Carpenter, contractures i puntes dels dits arquejades.

MS-153

46,XX

Nena de 8 anys amb sindrome polimalformativa amb dismorfies i retard mental sever. Edat Ossia
accelerada en carp, genolls i malucs. Metafisi dels femurs i tibies amples. No s’observa en les
extremitats superiors. Marcada atrofia cortico-subcortical, cerebel aplastat per dalt, colpocefalia i
estrabisme convergent. Desmineralitzacid dels ossos de les mans en el carp. Escurgament i

eixamplament del primer i cinqué metacarpia.

MS-157
46,XX

Nena de 2 anys amb sindrome polimalformativa amb dismorfies, hipotonia i laxitud articular.

MS-163
46,XY

Nen d’1 any amb retard mental, trets dismorfics i malformacions congeénites.

MS-164

46,XY

Nen de 5 anys amb pes per sobre del P-97, estatura per sobre del P-97 i PC en el P-75.
Braquicefalia, cara arrodonida i ampla i fissures palpebrals llargues. Coll, torax, abdomen i genitals
normals. Hipopsiquisme important. Maldestre en la funcié motora. Hipercreixement, acceleracié de

|’edat Ossia i retard mental.
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MS-166

46,XX

Nena que als 16 anys presenta un pes de 71.5 Kg, algada de 152 cm i PC 58.5 cm. Megacefalia,
cabell abundant amb dues arees sense pel en la regié occipital postcicatricial. Cara aplanada,
hipertelorisme, proptosi, fissures palpebrals amb desviacié antimongoloide, arrel nasal aplanada,
ales nasals hipoplasiques amb prominéncia de la columela, prognatisme, mala implantacié dental i
paladar alt. Coll curt. Fetge a dos cm de la vora costal. Cifoescoliosi molt greu. Extremitats Ilargues
amb dits llargs, camptodactilia en la ma dreta i hiperextensibilitat de les articulacions. Genu valgo

bilateral. Peus cavus i el dret equi. Hipopsiquisme.

MS-169

46,XX

Noia que als 20 anys té un pes de 63.5 Kg, estatura de 165 cm i PC de 58 cm. Cara amb nas
punxegut i barbeta prominent. Asimetria corporal essent el costat esquerra el més petit, incloent les
extremitats. Hipoplasia del polze esquerra, camptodactilia del cinque dit esquerra i clinodactilia del

quart dit esquerra. Ungles curtes i amples. Hipopsiquime.

MS-171
46,XY
Nen de 5 anys amb retard maduratiu i trastorn per deficit d’atencid i hiperactivitat. Cert retard del

creixement.

MS-172

46,XY

Nen que al néixer presenta coloboma de liris dret, microretrognatia, llengua hipoplasica amb
glossoptosi, fissura del paladar, genives gruixudes, boca petita. Ales nasals hipoplasiques, coll curt,
lleugera artrogriposi dels colzes, genolls, turmells, espatlles i malucs. Els dos polzes sén
d’implantacié proximal, clinodactilia del cinque dit dret que esta mal implantat i dubtosa sindactilia
amb el quart. Sindactilia del 2 i 3 dit del peu. Hipoplasia de I|’escrot, penis petit i no es palpen
testicles a I'escrot. Als 3 anys pesa 8,9 Kg (-3DS), mesura 78 cm (-3,5DS), i té un PC de 45 cm (-
4DS). Fissures palpebrals curtes, parpelles inflades, hipertelorisme i epicant. El diagnostic és de

sindrome de Hanhart.

MS-173
46,XY
Nen que als 5 anys presenta lleuger retard mental, convulsions, lleuger hipotiroidisme i lleugeres

malformacions ossies.

MS-175
46,XX
Nena de 2 anys que presenta microcefalia, trets dismorfics que consisteixen en blefarofimosi, nas

gran, macrostomia amb prognatisme, dents hipolasiques, estatura baixa i certa cifosi.

MS-180
46,XY
Nen que als 4 anys presenta comportament agressiu, genials ambigus/absents, macrocefalia, retard

mental i del desenvolupament.
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MS-181

46,XY

Nen de 15 anys que presenta criptorquidia, comportament agressiu, macrocefalia, estatura baixa,
retard mental i crani asimeétric.

MS-185
46,XX

Nena que als 6 anys presenta estatura baixa, trets dismorfics i estenosi pulmonar valvular.

MS-186
46,XX
Nena que als 10 anys presenta retard mental i trets dismorfics.

MS-187
46,XY
Nen que als 2 anys presenta retard mental, cardiopatia congeénita, blefarofimosi, ptosi,

dents hipoplasiques. Diagnosticat de sindrome de Marden-Walker.

MS-190
46,XY

Nen que presenta retard mental, hipotonia severa, alteracions cardiaques i trets dismorfics.

MS-192
46,XX
Nena que als 2 anys presenta braquicefalia, retard del desenvolupament i trets dismorfics.

3.2- METODES DE CULTIU CEL-LULAR PER A L'OBTENCIO DE
CEL-LULES EN L'ESTADI DE METAFASE

El cultiu cel-lular és necessari per obtenir preparacions cromosomiques que seran
utilitzades tant per l'aplicacié de técniques de citogenética convencional com de técniques
d’hibridacié in situ fluorescent.

3.2.1- CULTIU CEL-LULAR A PARTIR DE SANG PERIFERICA

S'extreuen entre 1 i 3 ml de sang periférica (SP) amb una xeringa estéril i es traspassa a
un tub estéril comercial que conté heparina sodica (Rovi) com anticoagulant. La mostra es
conservara a temperatura ambient, o a 4°C, fins que es procedeixi a cultivar-la, sempre evitant
les temperatures extremes. Es pot conservar uns dies a la nevera pero per un creixement optim

és aconsellable cultivar la mostra dins les 24 h després de I'extraccié.
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3.2.1.1- Cultiu estandard

Es sembren 0,5 ml de sang en un tub conic que conté 5 ml de medi RPMI-1640. El medi
es complementa amb 20% de serum fetal bovi (FCS), serum de vedella fetal que té factors
essencials pel creixement cel-lular, 2% de L-glutamina (Gibson), aminoacids essencials per a la
viabilitat cel-lular, 2% de penicil-lina i estreptomicina (10U/ml), antibiotics per evitar
contaminacions i 4% de fitohematoglutinina (PHA)(10ug/ml) mitogen que estimula Ia

proliferacié dels limfocits T.

S’incuba a 37°C en una estufa al 5% de CO, durant 72 h, temps en el que s’arriba al pic
maxim exponencial de divisions cel-lulars. Passat aquest temps, s’afegeix al cultiu 0,1ml
d’antimitotic colcemid (Irvine Scientific) a una concentracié final de 0,04ug/ml. El colcemid
atura les cél-lules en metafase perqué impedeix la despolimeritzacié dels microtibuls que
formen el fus acromatic. S’incuba a 37°C durant 15 min. Es centrifuga a 650 g durant 8 min i es
descarta el sobrenedant. La suspensié cel-lular es sotmet a un xoc hipotonic amb una solucié de
Clorur Potassic (KCI 0,075M), afegint 7-10 ml i es deixa actuar durant 30 min a 37°C. L'accié de
I'hipotonic fa que s’inflin les cél-lules per osmosi, dilueix el citoplasma i facilita la posterior
fixacio de la cromatina. El temps d’exposicié a la solucié hipotonica afecta a la morfologia dels

cromosomes. Es centrifuga a 1800 rpm, o 400 g durant 8 min, i es decanta.

Posteriorment es fixa el material cromatinic, rentant 3 vegades amb 7-10 ml de carnoy
(metanol:acid acétic; 3:1). El metanol precipita la cromatina i l'acid acétic trenca les
membranes i estructures cel-lulars que, en no precipitar-les, seran eliminades en les successives
rentades. El procés de fixacido es repeteix 3-4 vegades disminuint la velocitat i el temps de

centrifugacié a 300g durant 6 min.

Quan el material esta ben net es procedeix a fer les extensions de la suspensié de
material nuclear, en divisid i en interfase, sobre el portaobjectes. Aquests han estat préviament
desengreixats en metanol al 70% a -20°C per evitar que s’hi enganxin residus i aconseguir
unes bones extensions. El material fixat es pot guardar en el tub a -20°C fins a la seva

utilitzacié. Es poden conservar fins a 5-6 anys.

3.2.1.2- Cultiu d’alta resolucié

Per obtenir cromosomes d’alta resolucié o prometafasics, el protocol que es fa servir és el

mateix que l'explicat en I'apartat anterior peré6 amb alguns canvis.

La incubacio és més llarga, de 96 h. A les 72 h d'iniciar el cultiu amb medi suplementat,
s’hi afegeix metotrexat a una concentraci6 final de 10® M. El metotrexat és un antimetabolit
antagonista de I'acid folic que produeix un bloqueig del cicle cel-lular per inhibicié de la sintesi
de I’ADN durant la fase S.

Després de 17-19 h d'incubacid, les cél-lules sén alliberades del bloqueig rentant amb
medi RPMI-1640. S'afegeix timidina, que indueix la sintesi de I’ADN, a una concentracio final de
107> M per desbloquejar i reactivar la divisid. Aquest procés permet induir la sincronitzacié de la
divisié cel-lular. Es deixa incubar a 37°C perque les cél-lules es divideixin de forma sincronitzada.

Passades 5 h d’'haver afegit la timidina s’afegeixen 0,1 ml de colcemid a una concentracié de
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0,04 pg/ml i es deixa actuar durant 2 h, continuant amb el procés com en el cas del cultiu
estandard.

3.2.2- CULTIU CEL-LULAR A PARTIR DE LIQUID AMNIOTIC

S’extreuen entre 10 i 20 ml de LA (s’aconsella extreure 1 ml per setmana de gestaciéo com
a maxim) en condicions esterils. La mostra s'ha de mantenir a temperatura ambient fins al seu

cultiu essent aconsellable que es cultivi el més aviat possible.

La mostra conté cél-lules de diferents tipus procedents de la pell del fetus, de I'aparell

urinari, gastrointestinal i de I'amni. Les cel-lules que provenen de I'amni s'anomenen amniocits.

Si la mostra ho permet es divideix en dos o tres tubs. Es centrifuga durant 8 min a 1800
rpom. A partir del sobrenedant es poden fer diferents proves bioquimiques (a-fetoproteina i
acetilcolinesterasa). Per altra banda el botd es resuspén i es sembra en falcons on s’han afegit 3
ml de medi de cultiu especific (AmnioMAX™-C100) que conté sals, hormones, vitamines,

glucosa, pH i pressiéo osmotica controlats.

El medi es complementa amb 20% de FCS, 2% de Penicilina-Estreptomicina i un 2% de L-

glutamina.

S’incuba el cultiu en una estufa a 37°9C i 5% de CO, amb el tap mig obert. Durant aquest
procés d’incubacid es va controlant el creixement cel-lular. Al sisé dia es canvia el medi de cultiu.
El medi conté un indicador de pH que vira a grogds quan s’esgoten els nutrients. Quan
s’observa la formacié d’'una monocapa cel-lular (11-13 dies) s’extreu el cultiu. S’afegeixen 0,3
ml de colcemid a una concentracié final de 0,04 pg/ml i s‘incuba a 37°C durant 2h. Es mira al
microscopi el nimero de divisions cel-lulars (cél-lules refringents i d’aspecte arrodonit). Es treu
el medi de cultiu i es renta el flascé amb 3 ml de solucié salina (Gibco) eliminant restes de medi
de cultiu que podrien inhibir I'accié de la tripsina que utilitzarem en el segiient pas. S’afegeixen
2 ml de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), que hidrolitza unions intercel-lulars i deixem que actui
durant 2 min a 37°C. S’observa al microscopi si les cél-lules s’han desenganxat del flascé i a
continuacio s’afegeix medi de cultiu per neutralitzar I'accié de la tripsina. Es recull el contingut
dels falcons i es traspassa a tubs conics. Es centrifuga 5 min a 1000 rpm. Es decanta el
sobrenedant i s’afegeixen 7 ml de solucié hipotonica (KCI 0,075M) gota a gota, incubant els tubs
a 379 C durant 15 min. Es centrifuga 5 min a 1000 rpm. Es decanta el sobrenedant. Es fixa la
suspensio cel-lular amb carnoy, afegint el fixador primer gota a gota i per la paret del tub i
posteriorment de forma continua enrasant fins a 8 ml. Es centrifuga, es decanta el sobrenedant
i es repeteix el procés de fixacié tres vegades més afegint 1 ml menys de carnoy cada vegada.
En I'Gltim rentat es decanta i es resuspen el boté manualment afegint 2-3 ml de carnoy. El
material es pot conservar a -20°C fins a la seva utilitzacié. El material fixat es pot guardar entre
5-6 anys.
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3.2.3- CULTIU CEL-LULAR A PARTIR DE VELLOSITATS CORIALS

Una vegada obtinguda la mostra de vellositats corials aquesta es transporta en medi
esteril (RPMI, 1% heparina, 2% L-glutamina i 2% penicilina-estreptomicina) o en sérum
fisiologic esteril. Per garantir la viabilitat del cultiu és molt important procedir a la sembra de la

mostra el més aviat possible.

3.2.3.1- Cultiu curt

Es preparen tres capsules de Petri. En una d’elles, s‘introdueixen 1,5 ml de solucié salina
(Gibco) per tal de poder preparar el material per sembrar (separacié del material matern i
disgregacio del material fetal). En les altres dues capsules s’hi afegeixen 2 ml de medi de cultiu
(una s'utilitzara per fer un cultiu curt i I'altra pel cultiu llarg). El medi de cultiu que s’utilitza és

el mateix que en el cultiu de LA.

Amb una pipeta Pasteur estéril es recullen les vellositats corials del tub on s’han
transportat i es posen en la capsula de Petri on es fara la disgregacié del material. Es valora la
qualitat del la vellositat i se’'n separa el material matern. Es traspassen les vellositats fetals a les
plaques amb medi de cultiu i s’‘incuben a 37°C i 5% CO, durant 48 h. Per extreure el cultiu
s’afegeixen 0,2 ml de colcemid i es deixa a |'estufa 1 h. Amb I'ajut d'una pipeta es traspassa la
vellositat a un tub conic de vidre. S’afegeixen 5 ml d’una solucié hipotonica (citrat sodic al 1%)
a 379C. S’incuba a 37°C durant 30 min. S’afegeixen amb una pipeta Pasteur, 6 ml de solucio
fixadora (etanol:acid acétic; 1:4) gota a gota resuspenent suaument fent copets amb els dits.
Es tapa el tub i es deixa que actui la solucié fixadora a 4°C durant 20 min. Es treu la solucid
fixadora i s’afegeixen 5 ml més de solucié fixadora fresca deixant actuar a temperatura ambient
durant 20 min. Es repeteixen els passos anteriors afegint 4 ml de solucid fixadora. S’incuba a
40C almenys 2h abans de realitzar I'extensié, la qual es realitza de la manera habitual.
S’aconsella escalfar els portaobjectes directament sobre la placa calefactora a 42-45°C. El

material fixat sobrenedant es pot conservar a -20°C entre 5-6 anys.

3.2.3.2- Cultiu llarg

Sota la lupa amb dos agulles es fragmenten les vellositats corials el més petites possible.
Es traspassen amb una pipeta Pasteur a un tub de centrifuga. Es deixen sedimentar les
vellositats. S’afegeix 1 ml de tripsina i s‘incuba a 37°C inclinant el tub uns 459 durant almenys

15 min.

Es col-loca el tub en posicidé vertical i es deixen sedimentar les vellositats. Es retira la
tripsina amb I'ajut d’una pipeta Pasteur i s’afegeix 1 ml de colagenasa. S’incuba a 37°C durant
20 min i es centrifuga a 1.800 rpm 8 min. Es retira el sobrenedant i es resuspenen les
vellositats amb 3 ml de medi de cultiu. Es reparteixen les vellositats corials en dos falcons i
s‘incuben amb el tap mig obert en una estufa a 37° C i 5% de CO,. La resta del protocol és el
mateix que per les mostres de LA.

El material fixat es pot conservar a -20° C entre 5-6 anys.
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3.3- METODES D’EXTRACCIO D'ADN A PARTIR DE DIFERENTS
TIPUS DE MOSTRA

3.3.1- SANG PERIFERICA

Es col-loquen de 1 a 5 ml de sang periférica en un tub de 50 ml. S’enrasa fins a 50 ml
amb solucié salina fisiologica (NaCl 0,9M) i es centrifuga a 2.750 rpm a 4°C durant 10 min. Es
descarta el sobrenedant amb una pipeta Pasteur de plastic amb molt de compte per no
resuspendre la capa blanca de leucocits que es troben just per sobre del botdé vermell
d’eritrocits i altres components sanguinis. Es resuspén el botd i en aquest punt es pot congelar a

-20°C i sequir I'extraccié un altre dia.

Si es continua l'extraccid, s’enrasa el tub fins a 50 ml amb solucié de lisi d’eritrocits (5 ml
Tris 2M pH 7,5, 2,5 ml MgCl, 1M, H,O miliQ fins volum final de 500 ml) que es prepara el
mateix dia. Es barreja per inversid i es deixa en gel 30 min. Es centrifuga a 3000 rpm a 4°C
durant 15 min. Es decanta el sobrenedant i es resuspén el botd cel-lular amb 25 ml de tampé de
lisi d’eritrocits. La barreja es deixa en gel durant 30 min. Aquest pas es repeteix, amb un maxim
de 4 rentats, fins que el boté que s’obté sigui blanc. Aquest és un possible punt de parada del

protocol després de descartar el sobrenedant i congelar el sediment a -20°C.

Si es continua amb I’extraccié d’ADN, s’afegeixen 3 ml de tampd de lisi de leucocits (2,5
ml Tris 2M pH 8,2, 40 ml NACI 5M, 4 ml EDTA (titriplex) 0,25M, H,O miliQ fins un volum final de
500 ml), 500 pl de proteinasa K i 200 ul de SDS 10% i es deixa a 37°C en agitacio tota la nit
(o/n). S’afegeix 1 ml de NaCl 5,5M i s’agita, vigorosament, de 15 a 20 seg fins a obtenir una
emulsié completa. Es centrifuga a 3400 rpm a 4°C durant 15 min i es passa el sobrenedant a un
nou tub de 50 ml. Es centrifuga de nou, ara a 3500 rpm a 4°C durant 15 min, passant el
sobrenedant a un altre tub. Aquest procés es repeteix fins que el sobrenedant estigui lliure de

particules flotants.

A continuacid, es precipita I’'ADN afegint dos volums d’etanol absolut fred. Es recull la
medusa d’ADN amb una pipeta Pasteur acabada en ganxo i es renta amb etanol 70% fred. Es
treu I'excés d’etanol retingut a la medusa prement-la contra la paret del tub. Finalment, es
dissol en 500 ul de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4) que hem afegit en un tub de

microcentrifuga. El volum de TE pot variar depenent de la mida de la medusa.

3.3.2- LIQUID AMNIOTIC

Quan el cultiu cel-lular ha format una monocapa de cél-lules, es decanta el medi de cultiu
recollint-lo en un tub conic de 10 ml. Es renta el cultiu amb solucié PBS1X per tal d’eliminar les
restes de medi de cultiu ja que aquest inhibeix I'accié de la tripsina. Després s’afegeix 1ml de
tripsina-EDTA per desenganxar les cél-lules donant copets al flascé. S'observa al microscopi i
quan s’han desenganxat les cél-lules, es decanta el contingut del flascé en al tub conic de 10 ml.
Es fan més rentats del flasc6 amb medi de cultiu i es va recollint en el tub conic. Aquest medi de
cultiu permetra inhibir la tripsina de tal manera que no degradi les cél-lules. Una vegada tenim
tot el contingut al tub de 10 ml, centrifuguem a 600 g durant 6 min. Al final hi ha tants tubs de

10 ml com falcons teniem del cultiu cel-lular. En aquest punt es pot aturar el protocol i continuar
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amb l'extraccié un altre dia. En aquest cas, es deixa aproximadament 1 ml de sobrenedant i
després de resuspendre el botd cel-lular es pot congelar a —20°C. Si es continua amb I’extraccio
de I’ADN, es descarta el sobrenedant i el botd es resuspén en 1ml de PBS1X. La suspensié de

cél-lules es traspassa a un tub de microcentrifuga amb els que treballarem a partir d’ara.

Es centrifuga a 7000 rpm durant 5 min. Es descarta el sobrenedant utilitzant pipetes
Pasteur de vidre. S’afegeixen 400 ul de tampd de lisi nuclear (5 ml Tris 2M pH 8, 80 ml NaCl 5M,
4 ml EDTA (titriplex) 0,5M pH 8, H,O miliQ fins a un volum final de 1 |, ajustar a pH 7), 10 ul de
Proteinasa K 1mg/ml i 15 ul de SDS al 10%. Es barreja bé el contingut del tub de

microcentrifuga i es deixa incubar a 37°C o/n.

S'afegeixen 130 pl de solucié saturada de NaCl 5,5M i es barreja, per inversid, durant 30
seg. S’incuba a temperatura ambient 5 min i es centrifuga a 4000 rpm durant 10 min. Es
recupera els sobrenedant i es passa a un nou tub de microcentrifuga. Es repeteix el pas de
centrifugar a 4000 rpm durant 10 min fins que el sobrenedant que recuperem estigui lliure de
particules flotants. Es precipita I’ADN afegint un volum d‘isopropanol. Es barreja, per inversio,
fins que apareix I’ADN en forma de medusa. Es centrifuga a 14000 rpm durant 15 min per
compactar el precipitat d’ADN en un botd i no perdre res en el sobrenedant. Es descarta el
sobrenedant i s’asseca la boca del tub amb un mocador de paper. S’agreguen 500 ul d’etanol
70% i es barreja el contingut varies vegades per inversid. Es centrifuga a 15000 rpm durant 3
min. Es descarta el sobrenedant i novament s’asseca la boca del tub amb un mocador de paper.
S’incuba a temperatura ambient fins que les parets del tub s’assequin del tot. S’agreguen 100 pl
de tampo TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4) i es deixa incubar a 37°C o/n per tal que I’ADN es
dissolgui bé en el TE. Finalment, es traspassa el contingut dels tubs que corresponguin a una

mateixa mostra a un Unic tub de microcentrifuga.

3.3.3- ALTRES TEIXITS

S’ homogeneitzen 100 mg de teixit sense cultivar (restes abortives, pell...) en una placa
de petri. Per a I'homogeneitzacio s’utilitzen unes tisores i s'afegeix 1 ml de tripsina-EDTA per
facilitar el procés. Quan s’obté una barreja homogéenia es traspassa a un tub de 50 ml i es
centrifuga a 3.000 rpm 4°C durant 10 min. Es descarta el sobrenedant i s’afegeixen 1,2 ml de
tampo de lisi (NaCl 100mM, Tris 10mM, EDTA 25mM, SDS 0,5%). S’afegeixen 180 pul de

proteinasa K 10mg/ml i es deixa o/n a 56°C en agitacio.

El dia seguient s’afegeix un volum de cloroform. Seguidament s’agita vigorosament i es
centrifuga a 3.000 rpm durant 10 min a 4°C. Es recupera el sobrenedant (el qual contindra
I’ADN dissolt) i es repeteix I'Ultim pas. Al sobrenedant obtingut s’hi afegeixen 400 ul de NaCl 5M
per cada 5 ml de solucid. S'agita amb compte i es centrifuga a 3.400 rpm a 4°C durant 10 min.
Es traspassa el sobrenedant a un nou tub i es precipita I'ADN afegint 2 volums d’etanol absolut
fred. Es recull la medusa d’ADN amb una pipeta Pasteur acabada en ganxo i es renta en etanol
70% fred. Es treu I’'excés d’etanol retingut a la medusa prement-la amb compte contra la paret
del tub i es dissol en 500 pl de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4) que hem afegit en un tub de

microcentrifuga. El volum de TE pot variar depenent de la mida de la medusa.
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3.4- QUANTIFICACIO DE L’ADN I DETERMINACIO DE LA PURESA

Es realitza un analisi espectrofotometric de I’ADN (Biotech Photometer, UV1101)
mesurant I'absorbancia a 260 i 280 nm. Per fer la mesura s’han realitzat dilucions de I’ADN de
1/10 (10 pl ADN + 90 ul TE) 0 1/20 (5 ul ADN + 95 ul TE) depenent de la mida de la medussa
d’ADN que s’ha obtingut en l'extraccié. Normalment les dilucions de 1/10 s’han aplicat en
mostres provinents de liquid amniotic i altres cél-lules cultivades mentre que en mostres
provinents de sang periférica o de teixit no cultivat s’ha utilitzat la dilucié 1/20 (5 ul ADN + 95
ul TE) ja que en aquestes s’obté més quantitat d’ADN en |'extraccid. Per saber la concentracid
de I’ADN es multipliquen les unitats d’absorbancia a 260 nm per 50 (ja que sabem que una
solucié de I’ADN que esta a 50 ug/ml déna una absorbancia de 1 a 260 nm). El valor que ens
déna el multipliguem pel factor de dilucié que hem fet per realitzar la lectura que en el nostre

cas és 10 o 20.

El coeficient entre absorbancia a 260 nm i 280 nm ens doéna informacié de la puresa de
I’ADN extret. Per dur a terme la técnica d’hibridacié genomica comparada es requereix que les
mostres de I'’ADN presentin una puresa que estigui entre 1.6 i 2 (Fig.23). Valors superiors

indiquen preséncia d’ARN i valors inferiors indiquen contaminacié amb proteines.

UA
|[H ]
ADN 260280 A(nm)
Quantificacié Puresa
C= Abs.260 nm x 50 x factor dil. P= Abs. 260nm / Abs. 280nm

Fig.23- Esquema del métode de valoracié quantitativa i qualitativa de I’ADN.
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3.5- TECNIQUES DE CITOGENETICA CLASSICA

3.5.1- BANDES G

Les preparacions cromosomiques esteses sobre portaobjectes i previament envellides (3
dies temperatura ambient, o/n a 65°C o 30 min en 2xSSC a 37°C) es submergeixen en solucid
salina 2xSSC/citrat trisodic (Merck), dissolt en NaCl 0,3M, a 65°C durant 1 min. Es renta la

preparacié amb aigua i es deixa assecar.

A continuacié es tenyeix amb colorant Wright al 0,25% (Sigma) (2,5 g colorant, 1000 ml
metanol dissolt en agitador magnetic 45 min, filtrat i envellit a temperatura ambient una
setmana o 3 dies a 37°C) i tampd Sorensen (Merck) en proporcié 1:3 durant 2-3 min. El tampd
Sérensen és una barreja de solucié A (KH,PO4, 9,08 g/l) i solucié B (Na,HPQO,4, 12,88 g/lI) en una
proporcié 1:1 en volum i ajustada a pH 6,8. Es renten amb aigua i es deixen assecar. Els temps

s’estableix en funcid del tipus de mostra i de les condicions particulars de cada laboratori.

A la Figura 24 es mostra un cariotip realitzat mitjangant aquesta metodologia.

ey, T —

1 B
L . e
e X

2

.%(, )
]
|

Fig.24- Cariotip del cas MS-198 (48,XY,+mar+mar) obtingut aplicant la técnica de bandes G on

s’observen dos cromosomes marcadors (fletxes)
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3.5.2- BANDES C

Les preparacions cromosomiques préviament envellides (3 dies a temperatura ambient,
o/n a 65° C 0 30 min en 2xSSC a 37°C) es submergeixen en una cubeta amb HCl| 0,02N (2ml
HCI, 100 ml H,O destil-lada) a temperatura ambient durant 30 min, es renten amb aigua i
s’assequen. Seguidament, s’introdueixen en una cubeta amb Ba(OH), saturat a 60° C (100 ml
H,O, 304 g Ba(OH), al bany maria durant 2-3 min. Es renten les preparacions amb aigua
destil-lada i metanol, dues vegades, per eliminar les restes de bari, es deixa assecar i s’'incuba
en solucid salina 2xSSC a 65°C durant 30 min, es renten amb aigua i s’assequen. Finalment, es
tenyeixen les preparacions amb colorant Leishman al 20% de 5-10 min. Es decanta el colorant,

es renten amb aigua i es deixen assecar.

3.6- TECNIQUES D'HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

3.6.1- HIBRIDACIO GENOMICA COMPARADA (CGH)
3.6.1.1- Hibridacié Genomica Comparada convencional

Es basa en la hibridacié competitiva d’ADN problema (pacient) i ADN control, marcats amb
fluorocroms diferents, sobre cromosomes metafasics normals. A la Figura 25 s’esquematitza

agquesta metodologia.
e Marcatge fluorescent de I’ADN

Es marquen 700 ng d’ADN de la mostra problema i 700 ng d’ADN de la mostra control
utilitzant el kit de nick translation (Vysis). Aquesta reaccié es realitza dins un tub de
microcentifuga al que s’afegeixen 5 pl de dTTP 0.1mM, 5 ul de tampé del kit de nick translation
(500 mM Tris-Cl pH 7,2, 100 mM MgSO4, 1mM DDT), 10 ul de dNTP (dATP, dCTP i dGTP),
(22.5-x ) d‘aigua lliure de nucleases, x ul d’ADN (700 ng) i 2.5 pl de fluorocrom verd
(SpectrumGreen) si es tracta de I'’ADN control o 2.5 ul de fluorocrom vermell (SpectrumRed) si
es tracta de I’ADN problema i 5 ul d’enzim del kit de nick translation (ADN polimerasa I, ADNasa
I en 50% glicerol, 50 mM Tris-Cl pH 7,2, 10 mM MgS0Q,, 0,1 mM DDT, 0,5 mg/ml nucleasa lliure
d’albimina sérica bovina). Es barreja tot i s'incuba en un bany protegit de la llum a 15°C durant
1 hi 15 min. Després d’aquest temps es para la reaccié posant la barreja en un bany de 70°C

durant 10 min.

La barreja es deixa en gel i es corren 9ul del producte de la reaccié de nick translation en
un gel d'agarosa al 2% (0,6% agarosa, 30 ml 1X TAE) per comprovar la llargada dels fragments
de I’ADN que han d’estar entre 300 i 3500 pb.

Es barreja I'ADN problema amb I'’ADN control marcat i s’afegeixen 10 ul d’ADN COT-1
(Vysis). Aquest ADN COT-1 s'utilitza per bloquejar les regions repetitives del genoma que al
presentar polimorfisme en la poblacié podrien donar falsos positius i per tant aquestes regions

son excloses en |'analisi de la CGH.

S’afegeixen 0,1 volums d’acetat sodic 3 M a la paret del tub de microcentrifuga i es fa
baixar fins al fons aplicant 2,5 volums d’etanol absolut fred. Es barreja, per inversio, i es deixa

al congelador un minim de 30 min perqué precipiti I’ADN. Després, es centrifuga a 12.000 rpm
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durant 30 min. S’elimina el sobrenedant i es deixa assecar durant 8 min dins |'estufa de 37° C

per tal que s’evaporin les restes d’etanol.
e Hibridacié

Durant aquest pas, es treu el portaobjectes comercial del congelador, amb les extensions
cromosomiques d’un individu control, del congelador (CGH Metaphase Target Slides, Vysis), i
quan esta descongelat es desnaturalitza posant-lo 5 min en formamida 70% (14 ml H,O miliQ,
7 ml 20xSSC pH 5,3, 49 ml de formamida ajustant el pH a 7-7,5) a 73°C. Després es deshidrata
en solucions d’etanol al 70%, 85% i 100% fred durant un minut a cada un. Es deixa assecar a
I'aire. Per altra banda, es dissol el botdé (sonda) en 15 ul de tampd d’hibridacié (20% dextra
sulfat en 50% formamida/2xSSC). Es desnaturalitza la sonda posant-la a 73°C durant 8 min.
S’aplica la sonda desnaturalitzada sobre la extensions cromosomiques i es cobreix amb el
cobreobjectes de 22X22 mm. Es segella amb goma. El portaobjectes es col-loca en una caixa

fosca humida i es deixa a 37°C entre 36 i 72 h, evitant que s’assequi.
¢ Rentats posthibridacié

Transcorregut aquest temps, es treu el cobreobjectes amb molt de compte. Es renta la
preparacid amb 0,4xSSC/3%NP-40 a 73°C durant 2 min agitant i amb 2xSSC/0,1% NP40 a
temperatura ambient durant 2 min també agitant per eliminar I'excés de sonda i la hibridacié
inespecifica. Es deixa assecar a l'aire. S’apliquen 10 pl de 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(0,032 ng/ul) dissolt en una solucié antifade (Vectashield), es cobreix amb un cobreobjectes de
60x24 cm que englobi tot el portaobjectes i es segella amb esmalt. Es guarda a la nevera fins al

seu analisi.

ADN test ADN control

T

+ ADN Cot-1
Precipitacié
) k= Formamida 70%
o= Desnaturalitzacié 73°C /5 min
¥ HIBRIDACIO Rentats
> 370C/ 36-72h =)
Desnaturalitzaciéo 73°C/ 8 min lDAPI

ANALISI

Fig.25- Esquema de la técnica d’Hibridacié Gendmica Comparada
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e Analisi

Per a la captura d'imatges s’ha utilitzat un microscopi d’epifluorescéncia Olympus AX-70
(Olympus Optical CO, Hamburg, Germany) equipat amb els filtres: U-MNIBA (SpectrumGreen),
U-MWIY (SpectrumRed) i U-MNU (DAPI), acoblat a una camera digital CCD d’alta sensibilitat
(Photometrics Sensys/Olympus U-SPT) connectada a un sistema automatitzat d’analisi
d’imatges dotat d’un software especific per CGH (Applied Imaging, Sunderland, UK). Per l'estudi
d’'una determinada mostra s’han analitzat 10-15 metafases de condensacié cromosomica
semblant (400-500 bandes) ben esteses, amb el minim de cromosomes sobreposats, sense
restes citoplasmatiques ni soroll de fons, amb un patré d’hibridacié uniforme no granulds i una
intensitat de fluorescéncia equivalent pels dos fluorocroms. Cada metafase és captada de forma
seqliencial en DAPI, Fluoresceina i Texas Red. Les senyals capturades es mostren graficament
en perfils (ratios de les senyals de fluorescéncia). Les imatges s’analitzen amb I'ajut del
software especific per la CGH analitzant els resultats amb les dues opcions possibles: CGH
convencional i CGH d'alta resolucié (Cytovision, Applied Imaging, Sunderland, UK). Les imatges
corresponents a la fluorescéncia de DAPI s’inverteix i s’ utilitza per realitzar el cariotipatge. El
sistema d’analisi redueix al maxim el soroll de fons i integra les intensitats de fluorocrom verd i
vermell al llarg de tot el cromosoma. La relacié (ratio) de fluorescéncia vermella/verda es
calcula per a cada cromosoma al llarg de tot el seu eix i es mostra en forma de perfil (Fig.26).
Les regions cromosomiques equilibrades presenten valors al voltant de 1.0. Els valors obtinguts

per sobre de 1,25 s’han considerat guanys i els inferiors a 0,75 pérdues.

S’'ha descrit que artefactes del marcatge poden afavorir I'aparicié de falsos positius en les
regions cromosomiques riques en citosina i guanina com 1p32pter, 19 i 22 pel que s’han

descartat els desequilibris trobats en aquestes zones.

chromosomes 13 Cells
cell average
slide average
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n=21 2 n=25 = 4 n=24 H] n=23
n=25 7 n=20 8 n=21 n=22 10 n=22 1 n=23 12 n=24
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13 n=22 14 n=23 15  n=24 16 n=19 17 n=24 18 n=23
E ‘ z
19 n=22 20 n=20 21 n=21 22 n=22 Y n=8 X n=12

Fig.26- Perfils obtinguts per CGH convencional on es mostra un resultat equilibrat,

sense guanys ni perdues (MS-112).
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3.6.1.2- Hibridacié Genomica Comparada d’alta resolucié (HR-CGH)

Tots els processos son idéntics en la CGH convencional i en la d’alta resolucidé. La
diferéncia entre elles es basa en el métode d’analisi dels resultats obtinguts i els criteris que

s’utilitzen per determinar zones de pérdues o guanys de material genétic.

En el cas de la HR-CGH s’incrementa |'especificitat i la sensibilitat de la técnica i per tant
permet detectar desequilibris (guanys i pérdues) de material genétic més petits. També
s’aconsegueix detectar desequilibris en regions cromosomiques que amb la técnica de CGH

convencional s’excloien de l'analisi.

En la HR-CGH el sistema d’analisi utilitza un interval de referéncia estandard dinamic
per detectar desequilibris cromosomics en comptes d‘intervals fixes tipics de la CGH
convencional (Fig.27). Aquest interval és més ampli en les regions on s’ha descrit que hi ha

tendéncia a resultats artefactuals.

S’han aplicat els intervals de confianca del 99,5% quan el nombre de metafases
analitzades és inferior a 15 i del 99,9% si és de 15 o0 més.
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Fig.27- Perfils obtinguts per CGH d‘alta resolucié amb resultat equilibrat (MS-112).
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3.6.2- FISH CONVENCIONAL

S’'ha aplicat aquesta técnica per tal de confirmar els resultats obtinguts per altres
técniques citogenétiques. S’han emprat diferents sondes comercials: sondes loci especifiques
(LSI), centromeriques (CEP), subtelomeériques (subtel) i de pintat cromosomic (WPC) depenent

de I'anomalia cromosomica analitzada.

3.6.2.1- Sondes loci especifiques (LSI), centromeériques i subtelomeériques

S’ han utilitzat dos tipus de sondes Joci especifiques que son les que normalment
s’apliquen de rutina en el diagnostic citogenetic de determinades sindromes per microdelecio.
Aquestes dues sondes han estat |'especifica per a la sindrome de Prader-Willi (LSI Sindrome
Prader-Willi/Angelman Dual Color probe (SNRPN SpOr/CEP15 SpGr/PML SpOr))(Vysis) i
I'especifica per a la sindrome de DiGeorge (LSI Sindrome DiGeorge/VCFS Dual color probe
(TUPLE1 SpectrumOrange/ARSA SpectrumGreen, Vysis).

Les altres sondes especifiques han estat per l'estudi de subtelomers (TelVysion ADN
probes, Vysis) i per centromers (satellite probes, Q-BIOgene).

En general, la metodologia ha estat la que aconsella la casa comercial que basicament ha

consistit en el seglent:
e Envelliment

Abans de procedir a la hibridacié s’ha d’envellir la preparacid, aixi aquesta adquireix una

major resisténcia en front els tractaments enzimatics.

La mostra es pot envellir amb tres meétodes diferents: deixar la preparacié durant tres

dies a temperatura ambient, a 65°C o/n o fer un tractament amb 2xSSC a 37°C durant 30 min.

Una vegada envellit el material, si no es vol continuar amb el protocol seguidament, es

pot guardar a —20°C fins a la seva utilitzacié.
e Postfixacid

Es treu la preparacié del congelador i es deixa assecar a l'aire durant 1 min. Abans de

procedir amb la hibridacié es fa un tractament de postfixacio.

Es renta el portaobjectes en PBS 1X durant 5 min a temperatura ambient. Seguidament
es deshidrata en una série d’etanols 70%, 85% i 100% 1 min en cada un i es deixa assecar. Es
submergeix la preparacié en una solucié de pepsina (49,5 ml H,O miliQ, 0,5 ml HCI 1M, 25 ul de
pepsina (100 mg/ml)) a 37°C durant 5 min. Es molt important que la pepsina s’afegeixi just
abans de submergir el portaobjectes perqué no es perdi la seva activitat. El temps de
tractament amb la pepsina variara depenent del tipus de mostra i també de la quantitat de
citoplasma. Es submergeix en 2xSSC durant 5 min dues vegades seguides, es tracta amb
formaldehid durant 2 min (en el cas que el formaldehid no s’hagi fet el mateix dia el temps
s’augmentara 1 o 2 min). Es fan dos rentats amb PBS 1X a temperatura ambient durant 5 min i
es deshidrata la preparacié en una série d’etanols 70%, 85% i 100% 1 min cadascun i es deixa

assecar.
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e Hibridacio

La preparacié cromosomica es desnaturalitza en formamida al 70% a 73° C durant 5 min
si prové de sang periférica (4 min si prové de liquid amniotic o cultiu de vellositat corial).
Després es deshidrata en una série d’etanols 70%, 85% i 100% 1 min en cadascun. Es deixa
assecar a temperatura ambient. Mentrestant es barreja la sonda amb aigua miliQ i solucio
d’hibridacié especifica per la sonda en les proporcions recomanades per la casa comercial. Es
desnaturalitza la barreja a 73°C durant 5 min. La sonda desnaturalitzada s’aplica sobre el
portaobjectes, ja sec, i es cobreix amb un cobreobjectes de 20x20. Es segella amb goma i es

deixa hibridar a 379 C o/n en una caixa humida.
¢ Rentats posthibridacié

Es treu el cobreobjectes amb compte i es renta I’excés de sonda i la hibridacié inespecifica

submergint la preparacié en 0,4xSSC/0,3 NP-40 a 73°C 2 min i s’agita.

Després es renta en 2xSSC/0,1 NP-40 a temperatura ambient. S’afegeixen 10 pl d'una
dilucié DAPI %2 (0,032 ng/ul) en antifade (Vectashield). Es posa un cobreojectes de 22x22 mm i

es guarda a la nevera fins al seu analisi.
e Analisi

Per capturar la fluorescéncia de les metafases ben hibridades i per I'analisi s’utilitza un
microscopi de fluorescéncia que conté filtres per SpectrumGreen (U-MNIBA), SpectrumOrange
(U-MNG) i DAPI (U-MNU). Segons com estigui marcada la sonda s'utilitza el filtre de
SpectrumGreen i/o SpectrumOrange. Les imatges s’obtenen a través d’'una camara CCD i amb
I'ajut d'un software especific (Cytovision, Applied Imaging, Sunderland, UK).

Les imatges corresponents a la fluorescéncia de DAPI s’inverteixen i serveixen per

comprovar en quin cromosoma es troba la senyal de fluorescéncia.

Per cada cas s’analitzen 8-10 metafases.

3.6.2.2- Técnica de pintat cromosomic (WCP)

La técnica de pintat cromosdomic s’ha emprat per confirmar resultats obtinguts amb

altres técniques citogenétiques.
e Envelliment

Abans de procedir a la hibridacié s’ha d’envellir la preparacié. Si no es vol continuar amb

el protocol en el mateix moment, es pot guardar a —20°C fins a la seva utilitzacid.
e Postfixacid

Es renta la preparacio en PBS 1X durant 5 min a temperatura ambient, es deshidrata en

etanols 70%, 85% i 100% i es deixa assecar.
e Desnaturalitzacié de la sonda

Es posen 2,5 ul de la sonda comercial (Cambio) en un tub de microcentrifuga i es
desnaturalitza a 65° C durant 10 min. Es deixa dins I'estufa a 37°C prehibridant durant 60 min

com a maxim mentre es fa el tractament del portaobjectes.
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e Postfixacio

Es submergeix la preparacié en una solucié de pepsina (49,5 ml H,O miliQ, 0,5 ml HCI 1M,
25 ul de pepsina (100 mg/ml)) a 379C durant 5 min. Es molt important que la pepsina s’afegeixi
just abans de submergir el portaobjectes. El temps de tractament amb la pepsina varia
depenent del tipus de mostra i de la quantitat de citoplasma. Es submergeix en 2xSSC durant 5
min dues vegades seguides. Es tracta amb formaldehid durant 2 min (en el cas que el
formaldehid no s’hagi fet el mateix dia el temps s’augmentara 1 o 2 min). Es fan dos rentats
amb PBS 1X a temperatura ambient durant 5 min i es deshidrata el portaobjectes en una série

d’etanols 70%, 85% i 100% durant 1 min cadascun i es deixa assecar.
e Hibridacié

La mostra es desnaturalitza en formamida al 70% a 73°C durant 5 min. Seguidament es
deshidrata en una série d’etanols 70%, 85% i 100% freds i es deixa assecar a temperatura
ambient. S’afegeixen 2,5 ul de la sonda desnaturalitzada sobre la zona a hibridar i es posa un
cobreobjectes de 20x20mm. Es segella amb goma i es deixa hibridar en camera fosca humida a
37°C o/n.

¢ Rentats posthibridacié

Es treu el cobreobjectes amb compte i es renta I’excés de sonda i la hibridacié inespecifica
submergint la preparacié en 0,4xSSC/0,3 NP-40 a 73°C durant 2 min i s’agita. Després es renta
en 2xSSC/0,1 NP-40 a temperatura ambient durant 2 min i es deixa assecar. S’afegeixen 10 pl
d’una dilucié DAPI % (0,032 ng/ul) en antifade (Vectashield). Es posa un cobreojectes de 22x22

mm i es guarda a la nevera fins al seu analisi.
e Analisi

Per a I'analisi s’utilitza un microscopi de fluoresceéncia que conté filtres per SpectrumGreen
(U-MNIBA), SpectrumOrange (U-MNG) i DAPI (U-MNU) per capturar la fluorescéncia de les
metafases ben hibridades. S'utilitza el filtre de SpectrumGreen o SpectrumOrange segons com
estigui marcada la sonda de pintat cromosomic. Les imatges s’obtenen a través d’'una camera

CCD amb I'ajut d'un software especific (Cytovision, Applied Imaging, Sunderland, UK).

Les imatges corresponents a la fluorescéncia de DAPI s’inverteixen per tal de comprovar
en quin cromosoma hi ha la senyal de la sonda utilitzada.

Per cada cas s’analitzen 8-10 metafases.
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3.6.3- TECNICA D'HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT
MULTIPINTAT O MULTIPLEX (M-FISH)

Amb aquesta metodologia, en un sol experiment d’hibridacié, es poden visualitzar tots els

cromosomes homolegs pintats d’un color especific (Fig.3).
e Envelliment d'extensions

Abans de procedir a la hibridacié s’ha d’envellir la preparacié cromosomica. Una vegada
envellit el material si no es vol continuar amb el protocol es pot guardar a -20°C fins a la seva
utilitzacio.

e  Postfixacid

Es treu la preparacié cromosomica del congelador i es deixa assecar a l'aire durant 1 min.
Abans de procedir amb la hibridaci6 es fa un tractament de postfixacié6. Es renta el
portaobjectes en PBS 1X durant 5 min a temperatura ambient. Seguidament es deshidrata en
una seérie d’etanols 70%, 85% i 100% durant 1 min en cada un i es deixa assecar. Es
submergeix en una solucié de pepsina (49,5 ml H,O miliQ, 0,5 ml HCI 1M, 25 pul de pepsina (100
mg/ml)) a 37°C durant 5 min. Es molt important que la pepsina s’afegeixi just abans de
submergir la preparacio. El temps de tractament amb la pepsina variara depenent del tipus de
mostra i també de la quantitat de citoplasma. Es submergeix en 2xSSC, durant 5 min, dues
vegades seguides i a continuacié es tracta amb formaldehid (41,14 ml H,0 miliQ, 2,5 ml MgCl,,
5 ml 10xPBS, 1,35 ml Formaldehid 37 %) durant 2 min a temperatura ambient. En el cas que el
formaldehid no s’hagi fet el mateix dia el temps s’‘augmentara 1 o 2 min. Es fan dos rentats
amb PBS 1X, a temperatura ambient, durant 5 min. Es deshidrata el portaobjectes en una serie

d’etanols 70%, 85% i 100% durant 1 min en cadascun i es deixa assecar.
e Hibridacio

La mostra es desnaturalitza en formamida al 70% a 73°C durant 5 min. Seguidament es
deshidrata en una serie d’etanols 70%, 85% i 100% durant 1 min en cadascun i es deixa
assecar a temperatura ambient. Mentrestant es desnaturalitzen 2,5ul de sonda (5ul si la
preparacid és pobre en nimero de metafases) a 73°C durant 5 min. La sonda desnaturalitzada
s’aplica sobre I’'extensié cromosomica també desnaturalitzada i seca. Es cobreix amb un
cobreobjectes de 20x20mm partit per la meitat en el cas que apliquem 2,5 ul (o el
cobreobjectes sencer si apliquem 5 ul de sonda). Es deixa hibridar a 37° C o/n en una caixa

humida.
e Rentats posthibridacié

Es treu el cobreobjectes amb compte i es renta I’excés de sonda i la hibridacié inespecifica
submergint el portaobjectes en 0,4xSSC/0,3NP-40 a 73°C agitant durant 2 min. Després es
renta en 2xSSC/0,1 NP-40 a temperatura ambient durant 2 min i es deixa assecar. S’afegeixen
10 pl de dilucié DAPI %2 (0,032 ng/ul) en antifade (Vectashield). Es posa un cobreojectes de

22x22 mm i es guarda a la nevera fins al seu analisi.
e Analisi

La captura de les imatges es va realitzar mitjangant un microscopi epifluorescent Olympus
AX60 (Olympus Optical CO, Hamburg, Germany) equipat amb una roda de filtres especifics per
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SpectrumAqua, SpectrumFred, SpectrumGold, SpectrumGreen, SpectrumRed, DAPI i un filtre de
triple banda (FITC/PI/DAPI). El microscopi esta dotat d’una camera CCD d’alta sensibilitat
refrigerada (Photometrics Sensys) que esta acoblat a un sistema de captura Smartcapture

(Vysis) i un software especific per M-FISH (Quips Spectraysion software, Vysis).

Cada parella de cromosomes homolegs es marca amb una combinacié especifica de
fluorocroms (Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7) (Fig.28).

Per cada cas s’han analitzat 8-10 metafases.
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Fig.28- Composicié de fluorocroms de les sondes especifiques per a cada cromosoma en la técnica de

M-FISH

- 81 -



Material i Métodes

3.6.4- FISH MULTICOLOR ESPECIFICA DE CENTROMER (cenM-FISH)

Aquest treball s’ha realitzat durant |I’'estada al laboratori del Dr. Thomas Liehr a I'Institut

fir Humangenetic und Antropologie, Jena, Alemanya.
¢ Obtencid de la sonda

L'’ADN especific de centromer que esta en plasmidis i I’ADN de llibreries de microdisseccio
pel centromer del cromosoma 5 s’amplifica pel métode de la reaccidé en cadena de la polimerasa
amb oligonucleodtids degenerats (DOP-PCR) en un volum de 50 pl d’acord amb el métode de
Senger i col. (1998). Cada tipus d’ADN es marca separadament utilitzant una segona DOP-PCR

en un volum de 20 pl.

El marcatge es realitza segons |'esquema de la Figura 29 amb dUTPs marcats amb biotina,
dietilaminocumarina, SpectrumRed, SpectrumOrange o SpectrumGreen. Totes les sondes
marcades es barregen i s‘aliquoten en 25 porcions iguals i cadascuna es precipita amb 25 ug de
t-RNA i 2 ug de COT1-DNA. L'’ADN COT-1 és necessari per evitar la hibridacié entrecreuada de
les sondes centromeériques. Els botons d’ADN s’assequen al buit i s"emmagatzemen a -20°C fins

a la seva utilitzacié.
e Hibridacio

Abans de la seva utilitzacid, el botd es resuspén amb 10 pl de solucié d’hibridacié (20%
dextra sulfat en 50% formamida/2xSSC). El volum obtingut és suficient per cobrir la zona
d’hibridacié amb un cobreobjectes de 24x24 mm. La barreja de sondes es desnaturalitza a 75°C

durant 5 min i es prehibrida a 37° C durant 10 min.

El portaobjectes es submergeix en una solucié de pepsina, 5 min, a 37°C. Després es para
la reaccid submergint la preparacié en PBS 1X durant 5 min. Pel tractament de postfixacid
s'afegeixen 100 pl de formaldehid sobre el portaobjectes, es col-loca el cobreobjectes i es deixa
actuar 10 min a temperatura ambient. Seguidament es treu el cobreobjectes, es renta en PBS
1X durant 5 min a temperatura ambient i es deshidrata en una série d’etanols (70%, 95% i
100%) durant 3 min en cada un. Es deixa assecar i després es desnaturalitza en formamida al
70% a 73°C durant 3 min. Es deshidrata en una série d’etanols 70% (fred), 95% i 100%, i es
deixa assecar a temperatura ambient. Es col-loca la sonda desnaturalitzada sobre el
portaobjectes amb la mostra també desnaturalitzada, es segella amb goma i s’hibrida a 37°C

o/n.
¢ Rentats posthibridacié i deteccié amb anticossos

Es renta 2 min en 0,4xSSC a 68°C i 1 min en 4xSSC/0,005%Tween20 a temperatura
ambient. El seglient pas és fer la deteccié de la biotina mitjangant anticossos. S’afegeixen 70ul
de marvel (llet en pols) i 1,2 pl de l'anticos Streptoavidina-Cy5, es col-loca sobre el
portaobjectes, es cobreix amb el cobreobjectes i s'incuba 40 min a 37°C en una caixa humida.
Es renta la preparacid en 4xSSC/0,005%Tween20 a temperatura ambient durant 5 min i es
renta 5 min en PBS 1X i finalment es renta amb aigua destil-lada i es deshidrata en una série
d’etanols (70%, 95% i 100%) durant 3 min en cada un. Es deixa assecar a temperatura
ambient. Per Ultim es realitza la contratincié amb una dilucié DAPI "4 (0,032 ng/ul) en antifade
(Vectashield).
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e Analisi

La captura i analisi de les imatges es van realitzar mitjangant un microscopi epifluorescent
Zeiss axioplan equipat amb camera CCD (Zeiss; Jena, Gemany) i el sistema d’analisi d'imatges
de FISH-ISIS (Metasystems, Altlussheim, Germany). Els centromers de cada parella d’'homolegs
es marquen amb una combinacié especifica de fluorocroms (Fig.29). Cal destacar que els

centromers dels cromosomes 13 i 21 es marquen amb la mateixa combinacid de fluorocroms.

Per a cada cas s’analitzen 10-15 metafases.
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Fig.29- Composicié de fluorocroms de les sondes especifiques emprades en cada centromer en la

teécnica de cenM-FISH
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3.6.5- CROMOSOMES ARTIFICIALS DE BACTERIES (BACs)

En aquesta metodologia s’han utilitzat clons de bactéries que contenen inserts d’entre 100
i 300 Kb especifics del genoma huma en un plasmidi (tots els clons provenen de la llibreria del
Dr. Mariano Rocchi, Universitat de Bari, Italia). Extraient aquest ADN i marcant-lo amb

fluorescéncia es poden obtenir sondes especifiques per diverses regions del genoma.
e Cultiu

En un tub de 50 ml s’afegeixen 10 ml de medi 2xYT (Bacto Yeast extract 1g, Bacto
trypton 1,6 gr, NaCl 0,5 g) i I'antibiotic a la concentracié final que es correspongui amb la
resisténcia de la bactéria (Ampicilina [50 pg/ml], Cloramfenicol [20 ug/ml] o Kanamicina [25
pug/ml 1). En condicions d’esterilitat es submergeix una nansa de Kolle en I'aliquota del cultiu de
E.coli portador del BAC que ens interessa i s'afegeix als 10 ml de cultiu amb antibiotic que ja
s’havia preparat. El cultiu es deixa a 250 rpm o/n a 37°C. El dia seglient el cultiu ha de tenir
una aparenca turbulenta. S'agafen 850 ul del cultiu i es posen en un tub de microcentrifuga
juntament amb 150 ul de glicerol. Es barreja i s'emmagatzema a —-80°C de tal manera que es

pugui utilitzar aquesta aliquota, en un futur, com punt de partida d’un altre cultiu.
e Extraccié de I’ADN

El tub de 50 ml amb la resta del cultiu es centrifuga a 4000 rpm durant 10 min. Es
descarta el sobrenedant i el boté es resuspén amb 300 ul de GTE (Glucosa 50nM, Tris 25mM pH
8, EDTA 10mM). La suspensio obtinguda es passa a un tub de microcentrifuga de 2ml. En
aquest moment es prepara la solucido de desnaturalitzacié (0,2M NaOH, SDS 1%). Al tub de
microcentrifuga s’hi afegeixen 600 ul de solucié de desnaturalitzacié a temperatura ambient. Es
barreja invertint el tub varies vegades durant 5 min. La solucié en aquest pas tindra aspecte
viscos. S'afegeixen 500 pul d’acetat d’amoni 7,5 M, es deixa el tub en gel i es barreja invertint
varies vegades durant 10 min. Es centrifuga a 13.000 rpm durant 20 min i es transfereix el
sobrenedant a un altre tub de microcentrifuga. Si el sobrenedant no esta net es torna a
centrifugar a 14.000 rpm durant 10 min. Es passa el sobrenedant a un altre tub i s’hi afegeixen
700 ul d'isopropanol fred; es barreja invertint-lo varies vegades. Es centrifuga a 14.000 rpm, 20
min, i es descarta el sobrenedant. En aquest punt s’ha d’observar un boté (que conté I’ADN). Es
renta el boté amb 500 ul d’etanol al 70% i sense resuspendre el boté es centrifuga a 14.000
rom durant 5 min. Es descarta el sobrenedant i, sense deixar que el botd s’assequi

completament, es resuspén amb 100 ul de TE o H,O miliQ autoclavada.

A continuacid, s'afegeix I’ARNsa a una concentracio final de 100 pl/ml i es deixa actuar, a
37°C, durant 30 min. Es fa precipitar I’'ADN amb 0,1 volums de NaAc 3M i 3 volums d’etanol
absolut fred. Es deixa incubar a -80°C durant 20 min o a -20°C o/n. Es centrifuga a 14.000
rpm durant 15 min i es renta amb 500 pl d’etanol 70%. Es resuspén en 50 ul de H,O miliQ i es
comprova la concentracié d’ADN obtinguda en un gel d’agarosa al 1,5% comparant amb patrons

coneguts de concentracio d’ADN.

En aquest punt també podem observar la qualitat de I’ADN obtingut aixi com la preséncia,
o no, d’ARN restant.

La suspensid obtinguda d’ADN es guarda a -20°C.
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¢ Quantificacié de I’ADN

La quantificacié de I’ADN extret es fa per electroforesi en gel d’agarosa 1,5% (0,3g
d’agarosa + 30 ml 1xTAE). Es carrega en cada pou 1 ul de I'ADN (BAC o ADN patrd), 8 ul
d’'H,0 i 1 pl de tampod de carrega. En 3-5 dels pous es posa ADN de concentracié coneguda
(ADN patrd) per tal de tenir una referéncia de concentracions per comparar la intensitat de la
banda que obtindrem a partir dels ADNs que hem extret. Comparant les intensitats de les
diverses bandes obtingudes s’ extrapolara la concentracié de cada un dels BACs (Fig.30).

Fig.30- Quantificacié per electroforesi en gel d'agarosa

gﬂ‘@."m al 1,5% de I'ADN (BACs) extret. Carrils 1-4: mostres

. extretes d’ADN; carrils 5-9: ADNs de referéncia (500ng,
—— — ' - —
. : . - 300ng, 225ng, 125 ngi 75ng

e Marcatge fluorescent de I'ADN

Es marca 1 pg de I'ADN utilitzant el kit de nick translation (Vysis). Aquesta reaccid es
realitza dins un tub de microcentifuga al que s’afegeix 5 ul de dTTP 0.1mM, 5 ul de tamp6 del kit
de nick translation, 10 ul de dNTP (dATP, dCTP i dGTP), (22.5-x ) d'H,0 lliure de nucleases, x pl
d’ADN (1000 ng) i 2.5 ul de fluorocrom verd (SpectrumGreen) o de fluorocrom vermell
(SpectrumRed) depenent de si es tracta de la mostra control o problema i 5 ul d’enzim del kit de
nick translation. Es barreja tot i s‘incuba en un bany protegit de la llum a 15°C durant 1 hi 30
min. Després d’aquest temps s’atura la reaccié posant la barreja en un bany a 70° C durant 10
min. Finalment es para la reaccio introduint el tub en gel.

Durant aquest periode, quan el tub esta submergit en gel, es fan correr 9ul del producte
de la reaccié en un gel d’agarosa al 2% per comprovar la llargada dels fragments de I’ADN que
han d’estar entre 300 i 3500 pb. Es barreja I'ADN marcat amb 10 pl d’ADN COT-1 (Vysis) i 6 ul
d’ADN d’esperma de salmd (Sonicated Salmon Sperm ADN Phenol Extracted, Amersham
Biosciences) que bloquejara les regions repetitives del genoma (ja que al presentar
polimorfisme en la poblacié podria donar falsos positius i per tant son regions excloses de
I'analisi).

S’afegeixen 0.1 volums d’acetat sodic 3M a la paret del tub de microcentrifuga i es fa
baixar fins al fons aplicant 3 volums d’etanol absolut fred. Es barreja per inversié i es deixa a
-80° C durant 20 min o o/n a -20° C perqué precipiti I’ADN. Després es centrifuga a 12.000 rpm
durant 30 min. S’elimina el sobrenedant i es deixa assecar durant 8 min dins I'estufa de 37°C
perque s’evaporin les restes d’etanol. Es resuspén el boté d’ADN en 6,5 ul d'H,O miliQ i si no es

continua el protocol s’'emmagatzema a -20° C fins a la seva utilitzacid.
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e Envelliment del material

Es fa una extensié a partir del material fixat en carnoy de la mostra del pacient que volem
estudiar sobre un portaobjectes desengreixat. Abans de procedir a la hibridacio, s’ha d’envellir

la preparacio.

Una vegada envellit el material si no es vol continuar amb el protocol es guarda la

suspensié a -20°C fins a la seva utilitzacié.
e Postfixacié

Es treu el portaobjectes del congelador i es deixa assecar a |'aire durant 1 min. Abans de

procedir amb la hibridacié es fa un tractament de postfixacid.

Es renta el portaobjectes en PBS 1X durant 5 min a temperatura ambient. Seguidament
es deshidrata en una série d’etanols 70%, 85% i 100% durant 1 min en cadascun i es deixa
assecar. Es submergeix el portaobjectes en una solucié de pepsina (49,5 ml d’'H,0 miliQ, 0,5 ml
HCI 1M, 25 pl de pepsina (100 mg/ml)) a 37°C durant 5 min. Es molt important que la pepsina
s'afegeixi just abans de submergir el portaobjectes. El temps de tractament amb la pepsina

variara depenent del tipus de mostra i també de la quantitat de citoplasma.

Es submergeix en 2xSSC durant 5 min dues vegades seguides i es tracta amb formaldehid
durant 2 min (en el cas que el formaldehid no s’hagi fet el mateix dia el temps s'augmentara 1 o
2 min). Es fan dos rentats amb PBS 1X a temperatura ambient durant 5 min i es deshidrata el

portaobjectes en una série d’etanols 70%, 85% i 100% 1 min cadascun i es deixa assecar.
e Hibridacié

El portaobjectes es desnaturalitza amb formamida al 70% a 73°C durant 5 min. Es
deshidrata en una seérie d’etanols freds al 70%, 85% i 100% i es deixa assecar al aire. Es
barregen 2 ul de I'ADN marcat amb 8 pl d’'H,O miliQ autoclavada i es desnaturalitza a 73°C
durant 5 min. S’aplica I'ADN marcat i desnaturalitzat sobre la preparacid (també
desnaturalitzada) i es col-loca un cobreobjectes segellant-lo amb goma. Es deixa hibridar a 37°C

o/n en una caixa humida.
¢ Rentats posthibridacié

Es treu el cobreobjectes, amb compte, i es renta l'excés de sonda i la hibridacid
inespecifica submergint el portaobjectes en 0,4xSSC/0,3 NP-40 a 73°C durant 2 min i agitant.
Després es renta en 2xSSC/0,1 NP-40 a temperatura ambient 2 min i es deixa assecar.
S’afegeixen 10 ul de DAPI (0,032 ng/ul) en antifade (Vectashield), un cobreobjectes de

20x20mm i es guarda a la nevera fins al seu analisi.
e Analisi

Per I’analisi s’utilitza un microscopi de fluorescéncia que conté filtres per SpectrumGreen
(U-MNIBA), SpectrumRed (U-MWIY) i DAPI (U-MNU) per capturar la fluorescéncia de les
metafases ben hibridades. S'utilitza el filtre de SpectrumGreen o SpectrumRed segons com
s’hagi fet el marcatge del BAC determinat que estem analitzant. Les imatges s’obtenen a través
d’una camera CCD i amb I'ajut d’un software especific (Cytovision, Applied Imaging, Sunderland,
UK).
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Les imatges corresponents a la fluorescéncia de DAPI s’inverteix i és utilitzada per
comprovar en quina banda cromosomica hi ha la senyal de fluorescéncia del BAC que s’esta

estudiant.

Per a cada cas s’analitzen 10-15 metafases.

3.7- TECNICA DE MLPA ESPECIFICA PER L'’ANALISI DE REGIONS
SUBTELOMERIQUES

Aguesta técnica es basa en determinar desequilibris en les regions subtelomériques
mitjangant la PCR quantitativa. Aquest analisi s’ha realitzat durant I’'estada en el laboratori de la
Dra. Montserrat Mila del Servei de Bioquimica i Geneética Molecular de I'Hospital Clinic de
Barcelona. Per analitzar les regions subtelomériques s’ha emprat el kit PO36B i per confirmar els
resultats els kits P069 i PO70 (MCD-Holland; Amsterdam, Netherlands).

e Desnaturalitzacio de I’ADN i hibridacié de la sonda SALSA

Es posen 5 ul d’ADN (20-500 ng) en un tub de PCR i s’introdueix el tub en el termociclador,
escalfant 5 min a 98°C. Abans d’obrir el termociclador es refreda a 25°C. S’afegeixen a cada tub
1,5 ul de SALSA Probe-mix (MRC-Holland) i 1,5 pl de MLPA buffer (MRC-Holland). S’

homogenitza amb compte i s'incuba durant 1 min a 95°C. Després es deixa 16 h a 60°C.
¢ Reaccid de lligacié

Es redueix la temperatura del termociclador a 54°C i es deixa incubar 15 min. Mentre esta
a 540C s’afegeixen, a cada tub, 32 ul de barreja lligasa-65 (MRC-Holland) (3 ul de Ligase-65
buffer A, 3 ul de Ligase-65 buffer B, 25 ul d’aigua tridestilada, 1 V de Ligase-65) i es barreja
amb compte. Després de 15 min a 54°C s’augmenta la temperatura a 98°C durant 5 min per tal

d’inactivar la lligasa. Després, la temperatura es baixa a 60°C.
e Reaccié de PCR

Es barregen 4 ul de tampo6 10xSALSA PCR, 26 ul d'H,0 tridestilada, 10 pl del producte de
la reaccio de lligacié. Mentre els tubs estan al termociclador a 60°C s’afegeixen, a cada tub, 10
ul de barreja de polimerasa (MRC-Holland) (2 ul de SALSA PCR-primers, 2 ul de SALSA Enzyme
Dilution buffer, 5,5 ul d'H,O tridestilada, 0,5 ul de SALSA Polymerase) i immediatament es

comencga la reaccié de PCR.
e Condicions de PCR

Es realitzen 35 cicles: 30 seg a 95°C; 30 seg a 60°C; 60 seg a 72°C. S'acaba amb 20 min
d’incubacié a 72°C.
e Analisi

La reaccio obtinguda de la PCR s’analitza amb un sistema de separacidé i quantificacio
relativa del producte per electroforesi amb I'analitzador genétic ABI-310 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) amb el marcador estandard ROX 500 i el software Gene Mapper v3.0 (Applied
Biosystems). Amb aquest software obtindrem les dades de l'area de cada pic corresponent a

I'amplificaci6 per PCR de cada una de les regions subtelomeériques. Els valors obtinguts

s’introdueixen en una fulla de calcul /’Excel i les dades es normalitzen dividint I'area de cada pic
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per la suma d’arees en aquella mostra. Després, els valors es divideixen pels valors obtinguts
en les mostres control. Si el nimero de copies d’una regié esta dins la normalitat el valor
obtingut hauria de donar 1 amb una variacié del 30%. Si el valor obtingut és superior a 1,3 es
considerara un guany i si el valor és inferior a 0,7 es considerara una pérdua. Els resultats es

representen en un diagrama de barres perqué I'analisi sigui més facil i visual (Fig.31).
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Fig.31- Resultats de I'analisi d’'una mostra per la técnica de MLPA. Totes les barres es

troben dins l'interval 0,7-1,3 per tant considerariem el resultat equilibrat.

3.8- NOMENCLATURA

La descripcidé dels -cariotips caracteritzats mitjangant técniques de citogenética
convencional i molecular s’han realitzat d’acord amb les instruccions descrites en I'ISCN

(International Standing Comittee on Human Cytogenetic Nomenclature 2005).
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Resultats

4- RESULTATS

En aquest treball s” han estudiat un total de 133 casos. En un 73,7% (98/133) d’ aquests,
s’han detectat i/o caracteritzat alteracions cromosomiques. En aquest apartat els casos s’han

agrupat tenint en compte el resultat obtingut. Els grups han estat els seglents:

- Retinoblastoma (10 casos)

- Casos sense anomalies cromosomiques detectades (35 casos)

- Monosomies i trisomies de cromosomes autosomics (49 casos)

- Monosomies i trisomies de cromosomes sexuals (10 casos)

- Reorganitzacions cromosomiques aparentment equilibrades (4 casos)

- Cromosomes marcadors supernumeraris (25 casos)

Els casos de retinoblastoma s’han caracteritzat mitjancant les técniques de CGH i HR-
CGH. No s’han pogut aplicar altres técniques de FISH ja que no es disposava de material fixat

en carnoy.

Els casos que inicialment s’havien classificat de pacients amb clinica severa i cariotip
normal i que malgrat aplicar les técniques CGH, HR-CGH i MLPA no s’ha detectat cap anomalia

cromosomica s’han continuat agrupant en aquest apartat.

Els casos de monosomies i trisomies de cromosomes autosomics s’han caracteritzat
mitjangant les técniques de CGH i HR-CGH, pero també aplicant altres técniques de FISH com la
M-FISH, sondes de pintat cromosomic, sondes locus especifiques i sondes subtelomériques. A
més, s’ha utilitzat la técnica de MLPA especifica per regions subtelomeériques. Depenent dels
resultats obtinguts, en aquest grup s’hi han inclos alguns casos que en material i meétodes

estaven classificats en altres grups.

- El 27,7% (13/47) dels casos (en realitat 14/48 pero dos eren familiars), en material i
meétodes s’havien classificat de portadors de cariotip normal pero aplicant técniques de

citogenética molecular s’ha detectat alguna monosomia o trisomia.

- El cas MS-129 inicialment s’havia classificat com possible portador de trisomia
gonosomica i s’ha classificat posteriorment de portador de trisomia autosomica ja que el
material addicionat al cromosoma X pertanyia al cromosoma 12, malgrat que també es

podia apreciar una pérdua del cromosoma X.

- Els casos MS-45, MS-77 i MS-111 inicialment s’havien classificat com casos portadors de
reorganitzacions “aparentment” equilibrades perd en resultats s’han classificat en
I’'apartat de monosomies i trisomies autosomiques ja que s’ha detectat una delecid en la

regié cromosomica implicada en la reorganitzacié.
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Resultats,

Els casos de monosomies i trisomies de cromosomes sexuals s’han caracteritzat per les
tecniques de CGH i HR-CGH. En part dels casos no s’han pogut aplicar altres tecniques de FISH

ja que no es disposava de material fixat en carnoy.

S’han estudiat 4 casos que finalment s’han classificat com portadors de reorganitzacions
aparentment equilibrades. En dos dels casos (MS-134 i MS-147) no es van poder aplicar les
tecniques de CGH i HR-CGH ja que no es disposava d’ ADN. Per tant, no podem descartar

desequilibris cromosomics que s’haguessin pogut detectar per aquestes técniques.

Finalment, en els casos de cromosomes marcadors supernumeraris s’han utilitzat les
técniques de CGH i HR-CGH (que no han estat (tils en els casos en els que el cromosoma
marcador aparentment no estava composat d’ eucromatina), cenM-FISH, FISH amb sondes

centromeériques i BACs.
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Resultats

4.1- RETINOBLASTOMA

En la Taula 16 es detallen els resultats obtinguts per cada tumor de retinoblastoma a

I'utilitzar la CGH i HR-CGH. També s’hi descriu el tipus de retinoblastoma (bilateral o unilateral).
En tots els casos s’han detectat desequilibris genomics tant per CGH com per HR-CGH.

El nombre total de guanys detectats per HR-CGH ha estat de 60 mentre que per CGH

convencional s’han detectat 80 guanys.

El nimero de pérdues identificades per HR-CGH han estat de 92 i per CGH només se
n‘han detectat 22. Les regions concretes implicades en els desequilibris es detallen a la Taula
16.

Els cromosomes o regions cromosomiques amb més guanys al analitzar els 10 tumors han
estat: 1q (8 casos) , 6p (7 casos), el cromosoma 17 (8 casos per CGH convencional i en 4 per
HR-CGH). La HR-CGH ens ha permeés acotar les regions: 1g21 (7 casos), 1g44 (5 casos), 6p25
(5 casos), 6p22qter (6 casos) i la 17922923 (3 casos).

Respecte les pérdues, les més freqliientment trobades per CGH convencional i HR-CGH
han estat: 8p, 8q, 12p,12q i 16q.

En les Figures 32 i 33 es mostren els ideogrames amb els resultats obtinguts en tots els

casos de retinoblastoma.
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Fig. 32- Desequilibris detectats en els 10 casos de retinoblastoma mitjangant el software
de CGH.
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Fig. 33- Desequilibris identificats en els 10 casos de retinoblastoma mitjangant el software
de HR-CGH.
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Resultats

4.2- CARIOTIP "APARENTMENT"EQUILIBRAT

En aquest grup s’hi ha inclos els pacients amb clinica alterada i que presenten cariotip
normal, resultats de CGH, HR-CGH i MLPA equilibrats i M-FISH normal. Els resultats es mostren
en la Taula 17. En aquests casos es pot dir que no existeix cap desequilibri en el genoma
superior a 3Mb (que és la resolucié de la técnica de HR-CGH) ni desequilibris cromosomics a

nivell dels subtelomers (ja que la técnica de MLPA ha donat resultats equilibrats).

-97 -



Resultats

Taula 17- Pacients amb cariotip normal i clinica alterada

Formula cromosomica

Cas Cariotip Material CGH/ HR-CGH MLPA | M-FISH final
MS-60 46,XX ADN equilibrada - - 46,XX
MS-66 46,XX ADN equilibrada normal - 46,XX
MS-80 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-87 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-90 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-92 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-93 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-102 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-112 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-119 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-123 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-124 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-127 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-131 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-132 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-143 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-144 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-146 inv(;)G(;)Xl);qB) ADN/MET equilibrada - normal | 46,XX,inv(9)(p12g13)
MS-148 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-149 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-150 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-151 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-156 46,XY ADN/MET equilibrada | normal | normal R
MS-162 46,XX ADN/MET equilibrada | normal | normal 46,XX
MS-164 46,XY ADN/MET equilibrada | normal | normal R
MS-169 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-171 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-173 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-175 46,XX ADN/MET equilibrada | normal | normal A8
MS-180 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-182 46,XY ADN/MET equilibrada | normal | normal R
MS-186 46,XX ADN/MET elz(l}ﬁérlég?/ normal | normal 46,XX
MS-190 46,XY ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XY
MS-191 46,XX ADN/MET equilibrada normal | normal 46,XX
MS-192 46,XX ADN/MET equilibrada | normal | normal R

Abreviacions: MET: preparaciéo cromosomica metafasica
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Resultats

4.3- MONOSOMIES I TRISOMIES PARCIALS AUTOSOMIQUES

En la Taula 18 es resumeixen els resultats de monosomies i trisomies parcials que s’han
definit aplicant la combinacié de les diferents técniques de citogenética convencional i
molecular. Concretament es detalla el cariotip del pacient, I'origen de I'anomalia cromosomica
(heretada o de novo) cromosomica en cas de tenir la informacio, el material del que es
disposava per fer I'estudi, els resultats obtinguts amb les técniques de CGH, HR-CGH, M-FISH,
altres técniques de FISH i MLPA, i finalment la férmula cromosdmica tenint en compte tots els

resultats globals obtinguts amb les diferents técniques.

En total s’han detectat 20 monosomies parcials classificades en els grups:

- delecions terminals: casos MS-100, MS-130, MS-159 i MS-161

- delecions intersticials: casos MS-54 i MS-110

- anells: casos MS-120 i MS-179

- delecions criptiques: casos MS-79, MS-137, MS-153, MS-157, MS-163, MS-166,
MS-172, MS-185i MS-187

- translocacions desequilibrades criptiques: casos MS-45, MS-77 i MS-111

Per altra banda s’han detectat 21 casos amb trisomies parcials classificades en els

seguents grups:

- duplicacié terminal: casos MS-47, MS-55, MS-63, MS-96, MS-99, MS-107, MS-170 i
MS-195

- duplicacié intersticial: casos MS-70, MS-104, MS-105, MS-105-G, MS-154 i MS-196

- duplicacié critptica: cas MS-145

- translocacié desequilibrada: casos MS-71, MS-72, MS-116, MS-135, MS-140 i MS-
155

I finalment 8 casos amb combinacié de trisomia i monosomia parcials:

- translocaci6 desequilibrada observable: MS-46, MS-129 i MS-194
- translocacié desequilibrada criptica: MS-65, MS-76, MS-88 i MS-181

- reorganitzacié cromosomica: cas MS-44

Els desequilibris detectats en el present estudi es mostren a la Figura 34. Les perdues de

material genetic han implicat preferentment els cromosomes 2, 10, 11, 15 18.

Els guanys trobats implicaven més freqlientment els cromosomes 5, (3 casos), 9 (3
casos), 12 (3 casos) i 20 (5 casos) (Fig. 34).

En 5 dels casos (MS-63, MS-99, MS-116, MS-135 i MS-195) només s’ha pogut definir
I'origen cromosomic pero no la regié cromosomica implicada en el guany de material genétic ja
que no es disposava d’ADN del cas, fet que ha impedit poder aplicar les técniques de CGH i HR-
CGH.
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Fig.34- Cromosomes implicats en monosomies i trisomies parcials autosomiques en el

nostre estudi

Les imatges dels resultats descrits en aquest apartat es troben en I'annex.
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Resultats

4.4- MONOSOMIES I TRISOMIES PARCIALS GONOSOMIQUES

En la Taula 19 es resumeixen els resultats de monosomies i trisomies parcials que
impliguen cromosomes sexuals. Aquestes s’han definit aplicant una combinacié de les diferents

tecniques de citogenética convencional i molecular.

En total s’han detectat nou monosomies parcials que implicaven les bandes
cromosomiques: Xp22.3, Xp22.1p22.3, Xq21.3g26, Yqll.2ql2, Xpl11.4p22.3, Xp21p22.3,
Xp22.3,Yqll.2gq12 i Ygll.2g12.

I sis trisomies parcials que implicaven les bandes cromosomiques: Xp22.3, Xq27g28,
Yp11.3gq11.2, Yp11l.3qg11l.1, Yp11.2p11.3iYqll.2ql2.

Pel que fa a l'origen de lalteraci6 cromosomica, en dos casos eren heretades,
concretament via materna i cinc eren de novo. En els tres casos restants no va ser possible

disposar d’aquesta informacio.

En tots els casos es va poder aplicar les técniques de CGH i HR-CGH ja que es disposava
d’ ADN encara que en alguns casos no es va poder realitzar altres técniques de FISH ja que no

es disposava de material fixat en carnoy.
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Resultats

4.5-REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES APARENTEMENT
EQUILIBRADES

En la Taula 20 es detallen els resultats dels casos amb reorganitzacions cromosomiques

aparentment equilibrades.

En total s’han estudiat quatre casos amb translocacions “aparentment” equilibrades. Els
cromosomes implicats en les translocacions han estatel 1, 4, 5,6, 7, 12, 19 21.

Concretament les translocacions trobades sén:
- t(6;19)(p21.3;913.4) cas MS-117
- t(5;6)(g13;p23) cas MS-118
- t(1;7)(g43;922)t(2;6)(p25;921) cas MS-134
- t(4;21;12)(p15.2;922.3;p13.1) cas MS-147

En tres casos ha estat possible conéixer I'origen de l'alteracié cromosdomica. En un cas la

translocacio era d’origen matern (MS-117) i en els altres dos era de novo (MS-118 i MS-147).

En dos dels casos (MS-134 i MS-147) no es va poder aplicar la técnica de CGH ni la HR-

CGH per tal de valorar si existien desequilibris en el genoma ja que no es disposava d’ ADN.
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Resultats

4.6- CROMOSOMES MARCADORS SUPERNUMERARIS

A la Taula 21 es detallen els resultats obtinguts en els casos que presentaven un o varis
cromosomes marcadors en el seu cariotip. Es descriuen els resultats obtinguts per citogeneética
convencional, per CGH, HR-CGH, M-FISH i per altres técniques de FISH. A més, també
s'anomena l'origen del cromosoma marcador, de novo o heretat, en els casos en els que ha

estat possible obtenir aquesta informacio.

En total s’han analitzat 25 casos amb cromosomes marcadors supernumeraris dels quals
el 32% (8/25) es presenten en mosaic. En quatre dels casos (MS-78, MS-138, MS-141 i MS-
165) no ha estat possible saber l'origen del material genétic dels cromosomes marcadors
presents en el cariotip ja que la CGH i HR-CGH han donat resultats equilibrats i/o no s’han
pogut aplicar altres técniques de FISH al no disposar de material fixat en carnoy. En el cas MS-
138 si que es disposava de material fixat en carnoy pero les sondes de FISH utilitzades no van

hibridar en cap dels cromosomes marcadors presents.

Els cromosomes implicats en la formacié dels marcadors s’indiquen a la Figura 35. Els

cromosomes marcadors identificats de més a menys freqliiéncia han estat:

- derivatius del cromosoma 15: 8 casos (MS-30, MS-37, MS-50, MS-113, MS-114,
MS-198, M-13 i M14)

- derivatis del cromosoma 13/21: 6 casos (MS-31, MS-36, MS-42, MS-42-M, MS-43,
MS-82)

- derivatius del cromosoma 2: 1 cas (MS-188)

- derivatiu del cromosoma 3: 1 cas (MS-64)

- derivatiu del cromosoma 9: 1 cas (MS-106)

- derivatiu del cromosoma 11 i 22: 1 cas (MS-89)

- derivatiu del cromosoma 14: 1 cas (MS-103)

- derivatiu del cromosoma 20: 1 cas (MS-152)

- derivatiu del cromosoma X: 1 cas (MS-101)

Numero de casos
O~ DNWPrMOoo N 0O
Il
\

INENEEE

1122 [
14 ]
20 [
x [

13/21

Origen

Fig.35- Cromosomes implicats en la formacié de sSMC
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Resultats

Tenint en compte el contingut d’eucromatina els casos s’han classificat en dos grups:

- amb eucromatina: 9 casos

- sense eucromatina: 12 casos
Els cromosomes marcadors amb eucromatina impliquen les segients bandes/regions

cromosomiques: 2q12.1, 3?, 9p12q12, 11g923q25/22q11.2, 13q22q34, 15926.1g26.3, 15q11.2,
20g13.2qter i Xp11.2.
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5- DISCUSSIO

5.1- AVANTATGES I LIMITACIONS DE LES DIFERENTS
TECNIQUES CITOGENETIQUES UTILITZADES

L'aparici6 de técniques de citogenética molecular ha permés identificar anomalies
cromosomiques que amb tecniques convencionals (bandes G) passaven desapercebudes o no

es podien arribar a caracteritzar.

En el nostre treball hem utilitzat moltes d’aquestes técniques per arribar a identificar el
maxim d’anomalies cromosomiques presents en individus afectes de retinoblastoma, amb

malformacions congénites o problemes de fertilitat.

Entre aquestes técniques destaquen: la CGH (Kallioniemi i col. 1992), la HR-CGH
(Kirchhoff i col. 1998) i la MLPA (Shouten i col. 2002) que hem aplicat quan disposavem d’ADN
i la técnica de multiplex FISH de 24 colors (M-FISH) (Speicher i col. 1996), la cenM-FISH

(Nietzel i col. 2001) i la subcenM-FISH (Starke i col. 2003) quan teniem suspensid cel-lular.

Sempre que ha estat possible s’han utilitzat les metodologies més adients en cada cas. A

continuacio discutirem les avantatges/limitacions de les diverses técniques.

5.1.1- CGH vs. HR-CGH

La primera aplicacié de la técnica de CGH va estar dirigida a I'estudi de tumors ja que
aguesta nova metodologia permetia la determinacié dels desequilibris del genoma amb una
resolucié de 10-20Mb sense requerir ni el cultiu de cél-lules tumorals ni la preparacio
d’extensions cromosomiques (Kallioniemi i col. 1994). Més tard es va estendre a l'estudi

d’anomalies constitucionals.

Posteriorment, es va desenvolupar un nou software conegut com HR-CGH que va
incrementar en tres vegades la sensibilitat i resolucié de la técnica (Kirchhoff i col. 1998).
Encara que també s’ha dit que la resolucié depén de la regié implicada degut a les diferents
condicions d’hibridacié que es poden donar degut a la diferent composicidé de les bandes

cromosomiques (ex. zones repetitives en el cromosoma 22q) (Schoumans i col. 2004).

Abans d’analitzar anomalies cromosomiques constitucionals, es va realitzar un estudi
comparatiu utilitzant ambdues metodologies (CGH convencional i HR-CGH) en mostres de
retinoblastoma. Per tal d’avaluar i comparar els resultats obtinguts per la CGH i la HR-CGH
varem estudiar 10 tumors de retinoblastoma. Cal destacar que fins aquell moment no existia
cap estudi comparatiu detallat d’aquest tipus. Es van utilitzar mostres de tumor ja que en
aguestes normalment es presenten molts desequilibris fet que donaria més dades per a fer una

millor comparacié entre els dos softwares.
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Per tal de comparar els dos softwares era imprescindible conéixer els “criteris

d’acceptacié dels desequilibris del genoma” en cada un d’ells.

Quan s’analitzen les mostres utilitzant la CGH es pot tenir, o no, en compte l'interval de
confianga mentre que en la HR-CGH sempre es té en compte aquest interval de confianga.

Basicament tindriem:

e CGH convencional sense interval de confianga: s’accepta un desequilibri com “guany” si
la zona del perfil es superposa o sobrepassa el limit que representa 1,25. S’accepta
com “perdua” si el perfil es superposa o sobrepassa el 0,75. Aquests van ésser els

criteris inicials d’aquesta técnica (Kallionemi et al, 1994). Fig.36A

e CGH convencional amb interval de confianga: es considera com desequilibri cromosomic
la zona en que l'interval de confianca del 95% no s’inclou en el limit entre 1,25-0,75.

Aquest analisi és objectiu doncs és el propi software qui el defineix. Fig.36B

¢ HR-CGH: es considera desequilibri del genoma si l'interval al 99,5% de confiancga de la
mitjana dels perfils de la mostra estudiada (linia de color marrd) no es sobreposa amb
I'interval 99.5% de confianca de referencia (linia de color negra) si s’han analitzat fins a
15 metafases. L'interval de confianca pot ser del 99.9% si el nombre de metafases es

superior a 15. Fig.36C
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Fig.36- Perfils de CGH obtinguts d'acord amb els diferents criteris d’acceptacié. a) Delecié de la regio
12q13pter detectada per CGH convencional sense interval de confianga; b) Delecid de la regid
13q14.2g31.1 detectada per CGH convencional amb interval de confianca del 95%; c) Delecidé de la regid
9qg22qter detectada per HR-CGH al 99,5% al analitzar-se menys de 15 metafases (s’han analitzat 23

cromosomes).
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5.1.1.1 - Estudi en mostres de retinoblastoma

Per tal d’analitzar I'eficiéncia i les limitacions en la deteccié de desequilibris del genoma

de la HR-CGH i CGH convencional hem avaluat dos parametres:
- Freqliéncia dels desequilibris detectats
- Grau de coincidéncia i discrepancia

Al comparar les frequéncies totals dels desequilibris del genoma detectats en els 10
tumors obtinguts per la HR-CGH al 99.5% i CGH convencional (amb o sense els intervals de
confianga), no s’observen variacions significatives pels guanys (p> 0,05). Perd en canvi, al
comparar els resultats obtinguts amb els dos criteris de CGH convencional si que es troben

diferéncies significatives (p<0,05).

En el cas de les pérdues (que son molt més nombroses en la HR-CGH que amb la CGH
convencional amb els dos criteris d’acceptacid) si que s’han trobat diferéncies significatives al
comparar la HR-CGH amb CGH convencional (amb o sense interval de confianga) (p< 0,05). No
s’han detectat diferéncies en el nivell de pérdues detectades amb els dos criteris per CGH
convencional (p> 0,05). Una possible explicacié de I'alt nombre de pérdues detectades per HR-
CGH (no detectades per CGH convencional) podria ser que en realitat es tractessin de falsos
positius perd segons Kirchhoff i col. (2001b) els falsos positius en la HR-CGH sén molt rars.
Altres grups també han descrit aquest mateixos resultats (Kristensen i col. 2003; Vranova i col.
2007).
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Taula 22. Nombre de desequilibris genomics detectats en els deu tumors de retinoblastoma utilitzant els
softwares de CGH i HR-CGH

cas CGH sense CGH amb HR-CGH CGH sense | CGH amb HR-CGH

intervals intervals 99.5% intervals intervals 99,5%
1 6 6 5 0 0 27
2 9 3 0 0 0 3
3 6 1 2 0 0 8
4 12 5 7 5 5 5
5 6 6 8 3 1 7
6 4 0 2 0 0 1
7 12 13 15 8 3 17
8 12 7 7 2 2 3
9 6 5 6 0 0 15
10 7 5 8 4 2 6
Totals 80 51 60 22 13 92

Si comparem cas per cas els guanys i les pérdues detectades per aquests softwares,

mitjancant un analisi de variancia, els resultats (Fig.37) mostren que:

a) les tres metodologies sén diferents entre elles. En relacié als guanys les dues CGH
convencionals son molt diferents i en el cas de les pérdues la HR-CGH és molt diferent respecte

les dues CGHs convencionals.

b) no existeixen interaccions en la deteccidé de guanys o pérdues a utilitzant qualsevol de

les tres metodologies.
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Fig.37- Representacid grafica de les diferéncies en la deteccié de guanys i pérdues
mitjangant els tres criteris (HR-CGH, CGH amb interval de confianga i CGH sense
interval de confianga).

Aguestes diferéncies han estat també descrites a la literatura, tal i com queda reflectit en

els estudis de Kristensen i col. (2003) i de Vranova i col. (2007).

En el treball de Kristensen i col. (2003), realitzat en nens amb leucémia limfoide aguda
(ALL), es va aplicar la HR-CGH per analitzar els desequilibris del genoma i comparar les dades
obtingudes amb les de bandes G i també comparar els seus resultats amb els d’altres autors
que havien emprat la CGH. Les seves troballes evidencien que el nombre d’alteracions, sobretot
les pérdues, és significativament més baix al fer I’analisi amb la CGH. L’estudi de Vranova i col.
(2007), en 18 pacients amb glioblastoma multiforme, al comparar els resultats obtinguts per
CGH i HR-CGH evidencien un major nombre de desequilibris amb la HR-CGH (154 HR-CGH vs
78 en CGH).

Tots aquestes troballes, conjuntament amb les nostres, apuntarien a la utilitat de la HR-
CGH per detectar desequilibris, principalment pérdues, desapercebudes per la CGH
convencional. Aquest fet és de molta importancia per poder determinar regions cromosomiques
on es poden localitzar gens implicats en la tumorogénesi. S6n molts els equips que han aplicat
directament la HR-CGH per a I'estudi de mostres tumorals (Larsen i col. 2001; Ottensen i col.
2003, 2004; Bryndorf i col. 2004; Babicz i col. 2005; Zahn i col. 2006, Nygaard i col. 2006).
Darrerament, la técnica d’array-CGH que mostra més sensibilitat que la HR-CGH també s’ha

aplicat en I'estudi de mostres tumorals (Reis-Filho i col. 2006).
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Un altre aspecte a tenir en compte és el grau de coincidencia i discrepancia de les
regions cromosomiques amb desequilibris detectades per HR-CGH i CGH. Hem analitzat tant els

guanys com les pérdues detectades amb cadascun dels dos softwares.

e Analisi dels guanys (Taules 23 i 24 de I'annex).

- Al comparar el grau de coincidéncia i discrepancia entre els guanys detectats per CGH
convencional (mitjancant els dos criteris d’acceptacid) respecte els detectats per HR-
CGH, s’observa que el grau de coincidéncia de les bandes és molt elevat, del 92%, si es
compara HR-CGH i la CGH sense intervals de confianga. La coincidéncia baixa fins un
50% en el cas de comparar les dades obtingudes per HR-CGH i CGH amb intervals de

confianga.

- Al comparar aquestes mateixes dades a la inversa (és a dir, comparant els resultats
obtinguts per HR-CGH respecte els obtinguts per CGH convencional mitjancant els dos
criteris), s’observa que el grau de coincidéncia és del 64,8% comparant les bandes amb
guany detectades per CGH sense intervals amb les de HR-CGH i del 75% si es

comparen les dades obtingudes per CGH amb interval de confianca amb la HR-CGH.

e Analisi de les pérdues (Taules 25 i 26 de I'annex).

- El grau de coincidéncia quan es comparen les pérdues obtingudes per CGH amb
interval de confianca respecte la HR-CGH so6n del 34% i d’'un 50% al comparar les de
CGH sense l'interval i les de HR-CGH.

- Al comparar aquestes mateixes dades a la inversa, s‘observa que el grau de
coincidéncia de les pérdues detectades per HR-CGH respecte CGH és del 86,4% quan es
compara la CGH sense interval de confiancga i del 100% si es comparen amb les dades
de CGH amb interval de confianga. No s’han considerat els casos en els que no s’han

detectat perdues per CGH.

En resum, si ens fixem amb els resultats obtinguts per CGH convencional utilitzant els
dos criteris d’acceptacié s’arriba a la conclusié que és millor interpretar els resultats sense
utilitzar intervals de confianga assumint que aix0 implica un criteri subjectiu. Amb interval de

confianga es perd molta informacio.
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5.1.1.2- Estudi en anomalies cromosomiques constitucionals

Tots els casos candidats a presentar anomalies cromosomiques constitucionals, inclosos
en aquesta Tesi, s’han analitzat mitjancant els dos softwares de CGH i HR-CGH. S’han estudiat
les mateixes metafases per a cada cas amb els dos softwares per tal de comprovar si els
resultats concordaven entre ells. Pels motius esmentats en l'‘apartat anterior, en la CGH
convencional no s’han utilitzat intervals de confianca per determinar els desequilibris. Sempre
que ha estat possible, si els resultats no coincidien, s’ha avaluat el conjunt de les técniques
utilitzades i s’ha decidit quin dels dos resultats, els de la CGH o HR-CGH, s’adequava més.

Es interessant destacar que en els analisis per HR-CGH, els intervals de confianga de
referéncia que s’utilitzen per determinar els desequilibris son especialment amples en regions
que s’han descrit “conflictives” en experiments de CGH com son: (i) les zones centromériques i
d’heterocromatina per l'alt contingut en seqliéncies repetitives i (ii) les zones telomeriques que
mostren senyals d’intensitat variable. Aquest fet si bé, per una banda, és positiu ja que ens
descarta “falsos positius” associats a aquestes regions, també podria donar lloc a I'aparicié de
“falsos negatius” degut a la major restricci6 de la HR-CGH. Schoumans i col. (2004) han
relacionat aquest fet amb una disminucié de la deteccié d’anomalies en zones telomeériques i
amb un increment en zones centromériques. En la nostra série també aquest fet s’ha pogut
comprovar en el 3% (4/133) dels casos (MS-76, MS-88, MS-129 i MS-181).

Els intervals de confianca de referéncia de la HR-CGH també s6n més amples en regions
especifiques (cromosomes 1pter, 19 i 22) que per CGH convencional podien donar resultats
erronis. En aquests cromosomes la sensibilitat de la HR-CGH sera més baixa encara que no
s’hauran de descartar de I'analisi com passava en la CGH convencional.

En els casos MS-76, MS-88, MS-129 i MS-181 la tecnica de HR-CGH no detecta
desequilibris que van ser determinats per la CGH convencional. Cal destacar que, en tots
aquests casos, els desequilibris estaven localitzats a les zones terminals dels cromosomes. Els
falsos negatius obtinguts per la HR-CGH es poden deure al fet que els intervals de confianga de
referencia en les zones telomériques sén especialment amplis per evitar falsos positius. Els
estudis de Martinez-Ramirez i col. (2005), Kirchhoff i col. (2004) i Ness i col. (2002) son
exemples on s’observa la baixa sensibilitat de la técnica de HR-CGH per detectar alteracions

subtelomeriques.

La HR-CGH tampoc ha detectat cap desequilibri en el genoma en una mostra amb un
cromosoma marcador supernumerari (MS-50) mentre que la CGH convencional revela un guany
a la banda terminal de 15q. Per M-FISH i BACs es va confirmar que el cromosoma marcador
derivava del cromosoma 15. Aquest fals negatiu també es pot explicar pel fet que el
desequilibri es localitzés a la part terminal del cromosoma i a més el cromosoma marcador es

trobés en mosaic.

En alguns casos (MS-104, MS-105, MS-105-G, MS-185 i MS-194) totes dues técniques
han detectat un desequilibri en el genoma en la mateixa regié cromosomica perd no implicant
les mateixes bandes. En aquests, la HR-CGH ha detectat desequilibris més grans que la CGH

convencional. Al comparar els resultats obtingut per la CGH i la HR-CGH amb les bandes G i/o
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els resultats obtinguts amb BACs s’observa que en aquests casos la CGH convencional s’ajusta

més als resultats obtinguts per les altres técniques.

Per altra banda, també hi ha casos on s’ha mostrat més sensible la HR-CGH respecte la
CGH convencional (MS-44, MS-45 | MS-111). En el cas MS-44 el guany detectat per la HR-CGH
s’ajusta més als resultats obtinguts pels BACs que la CGH convencional. I en els casos MS-45 i
MS-111 la HR-CGH va detectar una peérdua just en el punt de trencament de les
reorganitzacions presents en aquests casos, mentre que la CGH convencional no arribava a
detectar la pérdua, només s'intuia. Lespinasse i col. (2004) van descriure un cas que
presentava una reorganitzaci6 cromosomica complexa i la HR-CGH va identificar una
microdelecid localitzada en la mateixa banda que un dels punts de trencament implicats en la
reorganitzacio. També Borg i col. (2006), gracies a l'aplicaci6 de la HR-CGH, van poder
determinar una delecié en el punt de trencament d’una translocacié aparentment equilibrada.
Aquests estudis, juntament amb els nostres, suggereixen que la HR-CGH pot ésser una técnica

adequada per estudiar reorganitzacions cromosomiques aparentment equilibrades.

En el nostre estudi s’han detectat cinc casos que presentaven desequilibris del genoma
que implicaven el cromosoma Y. En tres casos (MS-73, MS-183 i MS-197) hi ha discordances
en els resultats obtinguts per CGH i per HR-CGH. En dos d’ells (cas MS-73 i MS-183) els
resultats obtinguts per CGH han resultat més fiables que els de HR-CGH. Per contra, en el cas
MS-197, els resultats obtinguts per la HR-CGH és més fiable que el de CGH. Aquestes troballes
indiquen que quan els perfils de CGH/HR-CGH suggereixen alteracions del cromosoma Y s’han
d’interpretar amb molta precaucié ja que el gran bloc d’heterocromatina que conté pot fer
desviar els perfils i dificultar la interpretacid dels resultats. Aixd es complica enormement quan

es tracta de mosaics.

Es interessant destacar que gracies a la HR-CGH s’ha detectat un guany en el cromosoma
19 (MS-155). Aquest fet cal remarcar-ho ja que els guanys detectats en el cromosoma 19 per
CGH convencional no sén fiables (ja que és un dels cromosomes conflictius en la interpretacio),

en canvi en la HR-CGH aquest cromosoma no s’exclou de I'analisi.

S’han detectat per HR-CGH dos casos amb peérdues criptiques, no detectades per bandes
G ni per la CGH convencional (MS-137 i MS-166) mostrant la major sensibilitat d’aquesta en
regions cromosomiques intersticials. Kirchhoff i col. (2004) van descriure un estudi on es
posava de manifest el gran potencial de la HR-CGH per detectar delecions intersticials
préviament no detectades per bandes G. En un dels casos (MS-137), la regié perduda
correspon a la regio de la sindrome de Prader-Willi/Angelman. Altres autors com Kirchhoff i col.
(1998) han descrit delecions detectades per HR-CGH, que no s’havien detectat per CGH

convencional, associades a la sindrome d’Angelman d’una grandaria de 4 Mb.

D’acord amb l'analisi realitzat, en general, podem considerar que si existeix discordanca
entre els resultats obtinguts per CGH convencional i els de HR-CGH s6n més fiables els
obtinguts per CGH convencional. No obstant, en alguns casos, la HR-CGH és més potent que la
CGH convencional com per exemple en lanalisi de translocacions reciproques (o de

reorganitzacions cromosomiques complexes) aparentment equilibrades, de la deteccié de
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microdelecions intersticials o quan l'alteracié cromosomica impliqui els cromosomes 1pter, 19 o
el 22.

5.1.2- Array-CGH vs. CGH

La tecnica d'array-CGH té un gran avantatge si la comparem amb la CGH ja que permet
definir amb molta més precisidé on es troben els punts de trencament de la regié implicada en el
desequilibri. Perd, I'array-CGH mostra també desavantatges respecte la CGH convencional en
I’'aspecte economic, els resultats son més dificils d’interpretar i a més els resultats obtinguts
sovint requereixen verificacions ja que moltes vegades es detecten desequilibris de significacio
desconeguda que poden ser variacions en nombre de copies de seqliencies d’ADN (CNV) sense
significacid clinica (Iafrate i col. 2004). Tot aix0 fa que actualment sigui una técnica molt més
inaccessible pels laboratoris de diagnodstic. No obstant, recentment, aquesta técnica s’esta
aplicant en molts estudis de pacients amb retard mental i/o malformacions congenites (Menten
i col. 2006) i es preveu que en un futur es redueixin les desavantatges economiques i

d’interpretacié i es pugui aplicar més ampliament.

En la nostra série, la técnica d’array-CGH només es va aplicar en un cas (MS-104). En
aquesta mostra la técnica de CGH havia revelat una duplicacié de la regié 15q24.3926 sense
implicar la zona subtelomeérica. En canvi la HR-CGH havia determinat al guany de 15q24.3q25.
Amb I'aplicacié posterior de 'array-CGH especific pel cromosoma 15 composat de 1.112 clons
de BACs i una resoluci6 de 87.5Kb es va poder determinar que la regié implicada en el
desequilibri era la 15q24.3g26.2 coincidint aixi amb els resultats de la CGH. A més es va poder
determinar que el punt de trencament proximal es trobava entre els clons RP11-26819 i RP11-
194N7 i el punt de trencament distal entre els clons CTD-2288D3 i RP11-294N24.

5.1.3- HR-CGH vs. MLPA

En els Ultims anys I'aplicacié de diferents metodologies de citogenetica molecular (FISH,
CGH, MLPA,...) ha permés la caracteritzaci6 de desequilibris criptics en les regions
subtelomeriques, especialment en pacients amb retard mental, malformacions congénites i/o
trets dismorfics que aparentment presentaven un cariotip normal (Flint i col 1995; Ness i col.
2002; Koolen i col. 2004; Soogard i col. 2005; Lam i col. 2006; Palomares i col. 2006; Kirchhoff
i col. 2001, 2004, 2007).

En aquest treball s’han utilitzat paral-lelament les técniques de HR-CGH i MLPA especifica
per a l'analisi de regions subtelomeriques en 39 casos de pacients amb trets dismorfics,
malformacions congeénites i/o retard mental i cariotip normal per tal de comparar el potencial
de les dues técniques en la deteccid i caracteritzacié de desequilibris subtelomérics criptics.
(Taula 17 de lI'apartat de resultats i els casos MS-65, MS-76, MS-79, MS-88, MS-153 i MS-181).

A |'utilitzar la HR-CGH es va determinar que un 7,7% (3/39) dels pacients eren portadors
d’anomalies subtelomériques desequilibrades. Els resultats de MLPA, en canvi, van determinar

un nombre molt més gran de desequilibris subtelomérics en aquests pacients (15,4%: 6/39).
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Tots els resultats han estat confirmats amb la posterior aplicacié de FISH utilitzant o bé sondes
subtelomeériques comercials o BACs. En realitat, tenint en compte que dos casos (MS-65 i MS-
76) son membres d’'una mateixa familia la freqléncia d’alteracions subtelomériques seria:
7,9% (3/38) per la HR-CGH i del 13,2% (5/38) per la MLPA. Les freqliéncies d’alteracions
subtelomeériques trobades en el nostre grup de 38 pacients estan dins dels limits del 4%-28%
descrits préviament per diferents autors (de Vries i col. 2003; Novelli i col. 2004; Soogard i col.
2005; Northrop i col. 2005).

Al comparar la incidéncia de desequilibris genomics detectats per HR-CGH i MLPA
s’‘observa que les péerdues son més freqlients que els guanys. Aquesta dada coincideix amb
estudis publicats préviament (Anderlid i col. 2002; Kirchhoff i col. 2004; Roberts i col. 2004;
Palomares i col. 2006). S’han descrit relativament poques microduplicacions associades a un
fenotip ben definit (Kirchhoff i col. 2007). El fenotip lligat a microduplicacions sembla ser més
lleu que el lligat a microdelecions, aquesta sembla ser la causa per la que en estudis de
pacients que presenten retard mental i/o malformacions congeénites es detectin amb més

freqlieéncia microdelecions que microduplicacions.

Taula 27- Desquilibris cromosomics detectats per les técniques de HR-CGH, MLPA i FISH

Sonda Analisi
Cas Cariotip HR-CGH MLPA subtelomerica retrospectiu del
cariotip
; del(10q subtel),
MS-65 46,XY dim (10g26) / del (10q subtel)

enh (20q13.2) dup(20q subtel) -

dup(20q subtel)
del(10q subtel)

MS-76 46,XX equilibrada ge' (;gq 2“?;2") B

dup(20q subtel) up(20q su )

MS-79 46,XX equilibrada del(17p subtel) del(17p)

dup(7p subtel) dup(7p subtel)

MS-88 46,XY dim (8p23.1p23.3) 46,17 4eI(8)(023)
del(8p subtel) del(8psubtel)

MS-153 46,XX dim(2q37) del (2q subtel) del (2q subtel) | 46,XX,del(2)(q37)
dup(7p subtel)

MS-181 46,XY equilibrada dup(7p subtel)

del(15q subtely | del(15gsubtel) _

Abreviacions: dim, del: perdua, enh, dup: guany, subtel: subtelomer

En el nostre estudi hem detectat delecions subtelomériques en les regions 2q (cas MS-
153), 8p (cas MS-88), 10q (casos MS-65 i MS-76), 15q (cas MS-181) i 17p (cas MS-79).
Aquestes mateixes delecions han estat també descrites freqlientment en altres estudis
(Anderlid i col. 2002; Kok i col. 2005; Soogard i col. 2005; Palomares i col. 2006; Lam i col.
2006).

Contrariament les duplicacions subtelomériques no s’han descrit tan sovint, potser pel
fet, com hem esmentat anteriorment, que les duplicacions solen tenir un impacte més lleu
sobre la clinica i poden passar més desapercebudes. I també pel fet que les duplicacions sén

més dificils de caracteritzar per técniques de FISH. En el nostre estudi vam determinar
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duplicacions subtelomeériques en les regions cromosomiques 7p i 20q que també han estat

descrites préviament (Fan i col. 2001; Anderlid i col. 2002).

Knight i col. (1999) van descriure que aproximadament la meitat dels casos que
presentaven alteracions subtelomeériques tenien origen familiar. En el nostre estudi, dos casos
(MS-65 i MS-76), portadors de la delecié subtelomérica 10q i la duplicacié 20g, s6n membres
de la mateixa familia (nebot i tia). En uns altres dos casos, les alteracions detectades tenen
origen familiar que ha estat confirmat (MS-88) o que es sospita (MS-181) ja que presenta una
monosomia parcial acompanyada d’una trisomia parcial conseqliéncia de la preséncia d’un
cromosoma 15 derivatiu que probablement hauria heretat d'un dels pares portador d’una
translocacié equilibrada, encara que no va ser possible provar-ho degut a la impossibilitat

d’obtenir mostra dels pares. La resta d’alteracions detectades en el nostre estudi sén de novo.

Hem detectat una elevada sensibilitat en la deteccié de desequilibris subtelomerics
criptics de la técnica de MLPA al comparar-la amb la HR-CGH. Un 60% (6/10) de les alteracions
subtelomériques no es van detectar per la HR-CGH (MS-76, MS-79, MS-88 i MS-181). Només
dues de les alteracions (MS-88 i MS-153) es van poder visualitzar en un estudi retrospectiu de
bandes G (delecié subtelomérica 8p en el cas MS-88 i la delecié de 2q37 en el cas MS-153). En
aquests dos casos la HR-CGH havia detectat I'alteracié. Determinades alteracions
cromosomiques detectades per HR-CGH (i que préviament havien passat desapercebudes per
bandes G) en un estudi retrospectiu de bandes G es poden apreciar i és probable que algunes
de les anomalies detectades per HR-CGH (les més grans) s’haguessin vist amb bandes d’alta
resolucié (Kirchhoff i col. 2004). El diferent grau de deteccié d’alteracions subtelomériques
comparant les dues técniques podria explicar-se per la mida de la delecié o duplicacid. La HR-
CGH té una resolucié d'aproximadament 3Mb, per tant només podem detectar anomalies que

impliquin delecions o duplicacions iguals o més grans.

Els nostres resultats també mostren que la CGH convencional és millor respecte a la HR-
CGH per la deteccié d'alteracions subtelomériques. Aixi per exemple en el cas MS-76 la HR-CGH
no va detectar cap desequilibri, per contra, la CGH convencional si que mostrava desequilibris
en les regions terminals 10q i 20q que després van ser observades per la técnica de MLPA. En
el cas MS-88 la HR-CGH no va determinar el guany en la regié subtelomeérica 7p que després es
va caracteritzar per MLPA; en canvi els perfils de la CGH feien sospitar de I'existéncia d’aquest

desequilibri. El mateix va passar en el cas MS-181 pel guany en la mateixa regié cromosomica.

Aixi doncs, els dos métodes, MLPA i HR-CGH, requereixen la confirmacié dels resultats
per altres técniques i a més totes dues comparteixen la limitacié que no detecten alteracions
equilibrades. La técnica de MLPA, basada en PCR, permet processar un gran nombre de
mostres simultaniament i el cost és baix. En canvi, la HR-CGH té un alt cost en els reactius i el
temps que s’ha d’invertir en I'experimental és més gran si es compara amb el que es requereix
per la MLPA (Palomares i col. 2006). No obstant, I'analisi de MLPA només esta confinat a les
regions subtelomeériques mentre que amb la HR-CGH s’analitza tot el genoma, encara que sigui

amb una resolucié més baixa.

En conclusid, el nostre estudi confirma la importancia de la técnica de MLPA per a una

millor deteccid6 i caracteritzaci6 d’anomalies subtelomériques i suggereix que aquesta
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metodologia s’hauria d’utilitzar préviament a I'analisi per HR-CGH. Malgrat aix0, en casos en els
que no es detectin alteracions subtelomériques per MLPA, l'estudi per HR-CGH seria
recomanable per tal de descartar desequilibris intersticials. Darrerament, Kirchhoff i col. (2007)
també han suggerit que s’hauria d’aplicar la técnica de MLPA préviament a qualsevol altre

técnica basada en la CGH, en concret I'array-CGH.

5.1.4- M-FISH vs. cenM-FISH

Actualment, un del reptes més importants de la citogenética és la caracteritzacié dels
cromosomes marcadors. Les tecniques de M-FISH i de cenM-FISH han permés en molts casos
assolir aquest repte. En aquesta Tesi, la série de marcadors analitzats ha estat de 25 casos i

per la seva caracteritzacié s’han aplicat les dues metodologies a més de la CGH i HR-CGH.

La M-FISH permet visualitzar cada parella de cromosomes homolegs d’un color
caracteristic, aix0 fa possible esbrinar I'origen d’aquests cromosomes marcadors sempre que
continguin material eucromatic, ja que en la técnica de M-FISH les regions d’heterocromatina,
incloent les regions centromeériques, es bloquegen amb ADN COT1 i per tant queden excloses
de I'analisi (Speicher i col. 1996).

Hem aplicat la M-FISH en els casos que disposavem de material fixat en carnoy (80%:
20/ 25) dels casos. S’ha determinat, amb tota seguretat, I'origen cromosomic del marcador en
set casos (MS-50, MS-64, MS-101, MS-106, MS-114, MS-152 i MS-188) ja que tots ells

presentaven eucromatina.

En el 15% (3/20) dels casos en els que s’ha aplicat la M-FISH, aquesta apuntava o feia
sospitar de la implicacié d’'un cromosoma concret com origen del cromosoma marcador, encara
que no es veia amb claredat. En aquest casos, es van aplicar les sondes especifiques del
cromosoma en qliestio i posteriorment la barreja de sondes de subcenM-FISH pel cromosoma.
Excepte en un sol cas (MS-31), en la resta es van confirmar els resultats que apuntava la M-
FISH. Els resultats de la M-FISH en aquest cas feien sospitar que el cromosoma marcador
derivava del cromosoma 14 per0o posteriorment es va comprovar que l‘origen d’aquest
cromosoma marcador era el cromosoma 13 o 21 i que no contenia eucromatina, va ser doncs

un fals positiu.

En sis casos (MS-30, MS-42-M, MS-82, MS-103, MS-113, MS-138), en que ni la M-FISH
ni la CGH apuntaven a cap cromosoma en concret com origen del cromosoma marcador es va
aplicar la técnica de cenM-FISH. En cinc casos, excepte el MS-138, es va poder determinar
I'origen del marcador que es va confirmar amb l'aplicacié posterior de la subcenM-FISH
especifica per cada cromosoma. Aquesta sonda inclou les corresponents sondes centromeriques
especifiques, BAC contigu a la zona centromerica, la sonda MD54 i la sonda de pintat
cromosomic pel brag llarg en els cas dels cromosomes acrocéntrics. En cap cas es va

determinar eucromatina en el cromosoma marcador.

En cinc casos de la nostre série (MS-31, MS-42, MS-42-M, MS-43 i MS-82), no s’ha pogut

discernir si el cromosoma marcador provenia del cromosoma 13 o 21. Aquesta és la principal
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limitacio que presenta la cenM-FISH ja que no pot diferenciar entre els cromosomes marcadors
derivats del cromosoma 13 i 21 pel fet que sén reconeguts per les mateixes sondes ja que

comparteixen el 99,7% de seqléncies centromeériques (Maratou i col. 1999).

Per ultim, cal esmentar que en el nostre estudi hem caracteritzat tres cromosomes
marcadors amb neocentromers (MS-36, MS-50 i MS-152). Una altra limitacié que té la cenM-
FISH és que no pot reconeixer aquestes regions (Nietzel i col. 2001). En canvi, la M-FISH en el
cas de cromosomes neocéentrics permet determinar del seu origen ja que aquests cromosomes

marcadors contenen eucromatina.

En resum, dels nostres resultats es poden treure dos conclusions: (a) que la técnica de
M-FISH es molt eficient en la caracteritzaci6é de cromosomes marcadors si contenen
eucromatina, i sobretot resulta de gran utilitat per a l'estudi dels cromosomes marcadors
neocéntrics, i (b) que la técnica de cenM-FISH, juntament amb la subcenM-FISH, sén de gran
utilitat per determinar l'origen dels cromosomes marcador quan no contenen, o tenen molt

poca, eucromatina ja que en aquests casos la M-FISH no es (til.

5.2- RETINOBLASTOMA

El retinoblastoma (OMIM:RB1,+180200) és un tumor intraocular maligne infantil que
apareix amb una frequéncia de 1/15000-1/23000 nascuts vius (Vogel, 1979). Es un dels pocs
tumors que es desenvolupa com conseqiéncia de la inactivacié d’un Unic gen (gen RB1). Per
a la manifestacié de la malaltia s’han de produir dues mutacions ja que el gen RB1 és un gen
supressor de tumor i cal inactivar els dos al-lels perqué no faci la seva funcié repressora. Es a
dir, en aquest tipus de tumors no hi ha sintesi de la proteina RB, o bé és defectuosa, el que
impedeix segrestar el factor de proliferaci6 E2F i com conseqiéncia es produeix una

proliferacié sense control.

L'estudi citogenétic en aquests pacients va permetre associar aquesta malaltia amb la
deleci6 a un cromosoma del grup D (Stallard, 1962) que posteriorment, amb el
desenvolupament de la técnica de bandes G, es va identificar com la delecié de la regié 13q14
on es localitza el gen RB1 (Francke i col. 1976; Sparkes i col. 1983). L'aillament i la
seqlienciacié del gen es va portar a terme per I'equip de McGee i col. (1989). Aquesta troballa
constitueix I'exemple tipic de la contribucié de la citogenética a la caracteritzacido de gens

responsables de I'aparicié d’'una patologia concreta.

Aproximadament un 10% dels pacients presenten alteracions citogenétiques
constitucionals que afecten la regié 13q14 (Turleau i col. 1985) i un 3% dels pacients son
portadors de delecions 13q14 (Cowell, 1992). Cal destacar que cap dels 10 pacients que hem
estudiat ha presentat aquesta delecidé a nivell constitucional. Aquest fet podria explicar pel

baix nombre de mostres analitzades.

Es diferencien dos tipus de patologies, les que tenen un origen heretat (40%) i els de
novo (60%). En I'hereditari una d’aquestes mutacions ja existeix en les cél-lules germinals d’un

dels progenitors i I'altra mutacié necessaria pel desenvolupament d’aquesta malaltia és de tipus
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somatic. En canvi, en el no hereditari, o de novo, les dues mutacions s’han de donar
somaticament en els dos al-lels RB1 en una mateixa cél-lula precursora de la retina. Els dos
tipus de retinoblastoma es poden diferenciar (Hogg i col. 1993). L’'hereditari generalment es
presenta bilateralment i a una edat més primerenca (ens els primers 6 mesos de vida). En
canvi, el no hereditari és unilateral i es diagnostica més tardanament (entre els 24 i els 29
mesos de vida). En la nostra série hem estudiat quatre casos de retinoblastoma bilateral i sis
d’unilateral. Els afectats de tumors bilaterals tenien edats compreses entre 6.5 i 30 mesos i els
unilaterals entre 10 i 96 mesos. Per tant es compleix que els afectats de retinoblastoma

bilateral tenen un diagnostic més primerenc que els que tenen retinoblastoma unilateral.

Si bé I'aparicié del tumor depén d’un Unic gen (RB1), la progressié d’aquest requereix
I'alteracié d’altres gens, evidenciant que la deteccié de canvis cromosomics en aquests tumors
és important per conéixer els mecanismes implicats en l'evolucié tumoral. Fins ara, s’han
publicat diferents treballs amb la finalitat d’intentar relacionar la preséncia de certes
anomalies citogenétiques amb més o menys malignitat de la malaltia. Després de les
delecions del cromosoma 13, les alteracions cromosomiques més freqlients en aquests tumors
soén l'isocromosoma 6p, la trisomia parcial, o total, de 1q i la monosomia 16 (Potluri i col.
1986, Cowell i Hogg 1992, Cano i col. 1994, Oliveros i Yunis 1995). També s’han vist “doble-
minutes” i regions tenyides homogéniament relacionades amb les amplificacions dels
oncogens MYCN i ANT1 (Godbout i Squire, 1993).

En el nostre estudi, en dos tumors (cas RB1 i cas RB4) s’ha detectat pérdua de la regid
13g14, mitjancant CGH (Fig.36), el que suggereix que aproximadament un 20% dels tumors
de retinoblastoma presentarien la delecié. Aquesta freqiiéncia doblaria la descrita per Turleau
i col. (1985), un biaix que es podria explicar pel baix nombre de mostres estudiades en la

nostra seérie.

Fig.38- Perfil de CGH en el que
es mostra la pérdua que inclou la regio
13q14 (cas RB4).

Els guanys i perdues que detectem per CGH i HR-CGH impliquen zones on hi poden haver

gens implicats en la tumoracié (oncogens i/o gens supressors de tumor).

Les alteracions cromosomiques que més freqlientment hem detectat per CGH en I'analisi
dels 10 tumors han estat els guanys de 1q i 6p, que coincideixen amb altres estudis que
utilitzen bandes G (Oliveros i col. 1995). Aquestes mateixes regions han estat també descrites
en quatre treballs on s’ha aplicat la técnica de CGH (Mairal i col. 2000; Chen i col. 2001;
Herzog i col. 2001; Lillington i col. 2003) i també en un treball on s’ha emprat I'array de CGH

(Zielinski i col. 2005). En tots aquests treballs s’han detectat guanys de material cromosomic
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en la regié 2p que no hem detectat en el nostre estudi, suggerint que aquesta alteracié no és
necessaria pel desenvolupament del retinoblastoma. Els guanys del 17q i del cromosoma 19
sencer, observats en el nostre estudi, només han estat descrits per Herzog i col. (2001). Les
perdues més freqiients detectades per CGH en la nostra série han estat la del 16q que també
s’ha descrit en les quatre publicacions que utilitzen la CGH per l'estudi del retinoblastoma
(Mairal i col. 2000; Chen i col. 2001; Herzog i col. 2001; Lillington i col. 2003) i també en la
publicacié que aplica I'array-CGH (Zielinski i col. 2005).

Entre les pérdues detectades per HR-CGH que s’han identificat en el nostre estudi hi
trobem: 8q24.1q24.3, 10925926, 11923 i 16g22g23. Cal destacar que només en el treball de
Chen i col. (2001) es descriu la pérdua de la regié 16g22. Pel que fa a les regions
cromosomiques amb guanys, detectades per HR-CGH, hem identificat: 1g21, 1925, 1q44,
6p22, 6p25 i 17922g23. Només el guany en la regié 6p22 ha estat també préviament descrit
per altres autors (Mairal i col. 2000; Chen i col. 2001).

5.3- MONOSOMIES I TRISOMIES AUTOSOMIQUES: CORRELACIO
GENOTIP-FENOTIP

Les monosomies i trisomies parcials en els cromosomes autosomics detectables per
bandes G apareixen amb una incidéncia aproximada de 1/7.000 nounats (Jacobs i col. 1992).
Encara que s’han publicat molts treballs que descriuen desequilibris en cromosomes autosomics
en pacients amb retard mental i malformacions congénites, fins ara, es coneixen molt poques
alteracions cromosomiques especifiques associades a una sindrome clinica ben definida (Carey i
Viskochil, 2002).

En general, la correlacié fenotip-genotip esdevé dificil i es caracteritza per un ampli
espectre de variabilitat fenotipica que pot estar influenciat per diferents factors. El que pot
estar afectant és el fons genetic, mosaicismes sense detectar, diferent edat dels pacients,
criteris de classificacié clinica no homogenis, diferéncies en la regié delecionada/guanyada i de
trisomies/monosomies acompanyants, expressid de trets fenotipics recessius degut a la delecid
i la penetrancia incompleta. Malgrat aix0, les correlacions fenotip-genotip estan millorant degut
a l'increment de casos publicats i també a la millores de les técniques de citogenética molecular

que permeten identificar amb més exactitud |'alteracié cromosomica.

Técniques de citogenética molecular, com les que hem aplicat en aquest treball (M-FISH,
CGH, HR-CGH i MLPA), s6n de molta utilitat a I’hora de definir alteracions cromosomiques en
pacients amb afectacié clinica. La identificacid, o sospita, d’una alteracié cromosdomica concreta
facilita la tasca posterior dels genetistes moleculars apuntant la regié concreta per a I'estudi

dels gens i obtenir una millor correlacié genotip-fenotip.

En l'ideograma seglent, Fig.39, es mostren els resultats obtinguts en el nostre treball.
S’han determinat: 26 monosomies i 29 trisomies parcials autosomiques (8 d’aquests casos
presentaven una combinacié de trisomia i monosomia parcials). En una revisid realitzada per

Brewer i col. (1998) es va publicar un mapa cromosomic de delecions autosomiques associades
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a 47 malformacions congeénites diferents derivada de la informacié citogenética obtinguda de
1.753 pacients amb una monosomia parcial autosomica aillada i sense preséncia de
mosaicisme. En total es van descriure 137 regions cromosomiques associades a malformacions
concretes. Al comparar els nostres resultats amb aquests i també amb els publicats per Carey i
Viskochil (2002) (descartant aquells casos en els que les monosomies anaven acompanyades
de trisomies o0 es trobaven en mosaic) hem vist que una gran part de les delecions detectades
en el nostre estudi coincideixen amb regions on s’havien associat malformacions concretes
(18/21). Hi ha tres bandes, pero, implicades en monosomies parcials en el nostre estudi que no
estaven definides en aquests treballs: 1p22, 2q36, 15926. Encara que cal destacar que
aguestes monosomies son el resultat de translocacions o formacié d’anell (en el cas de la banda
15g26) i aquest fet també podria estar influint en la clinica. Les dades cliniques d’aquests
casos, conjuntament amb les d’altres autors, facilitaran la identificaci6 de gens en aquestes

regions implicats en el desenvolupament.

S’han detectat desequilibris en tots els cromosomes amb I’'excepcié del cromosoma 14 i
22. No tots els cromosomes mostren el mateix nombre d’alteracions evidenciant que no es
produeix a l'atzar. Els cromosomes amb un major nombre d’alteracions han estat: 2, 8, 10 i 20
(s’han descartat els casos familiars que farien incrementar la freqiéncia d’alteracions per a un

cromosoma concret).

En els seglients apartats discutirem cada cas en concret comparant-lo amb la bibliografia
descrita fins al moment. La informacié s’ha obtingut consultant la base de dades Entrez
Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=pubmed i també
['OMIM http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=0MIM.

- 134 -



Discussio

Ty

Fig. 39- Ideograma on es representen les monosomies i trisomies parcials autosomiques trobades en

el present estudi. Les monosomies parcials s’han representat en verd i les trisomies parcials en

vermell.

5.3.1- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 1

¢ Monosomia parcials de 1p (MS-45)

Les delecions intersticials del brag curt del cromosoma 1 no sén molt freqiients (Howard i
Porteus, 1990). La majoria de les delecions en el cromosoma 1 afecten el brag llarg o a la regid

terminal del brag curt.

En la nostra série hem identificat el pacient MS-45 com portador de la delecié 1p22. En
aquest cas la banda delecionada coincideix amb el punt de trencament de la translocacio

t(1;14) que ja s’havia detectat préviament per bandes G i s’havia considerat equilibrada.

El pacient presenta una clinica alterada que comparteix alguns aspectes amb el cas
descrit préviament en la literatura per Finelli i col. (2001). Aquests autors van publicar el cas
d’un nen amb delecié 1p21p22. Entre les caracteristiques comunes amb el nostre pacient es
troben el retard psicomotor i del llenguatge, a més d’un nas bulbds. Perd presenten també

algunes discrepancies. Per exemple, en el cas de Finelli i col. (2001) el nen mostra un filtre
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llarg i una boca petita mentre que el nostre pacient presenta un filtre curt i una boca gran amb

la llengua i dents prominents.

La revisid publicada per Mircher i col. (2003), en relacié a les delecions de 1p, reflecteix
que tots els casos tenen en comu retard mental perd amb diferent grau de severitat i que no
s’hi associen problemes de comportament. Perd, que molts altres trets com anomalies a les
orelles, coll curt, clinodactilia, boca oberta i microcefalia no es presenten en tots els casos. La
variabilitat clinica podria ser deguda al fet que hi ha pocs pacients descrits i que tots presenten
diferent mida o localitzacié de la delecid. El cas que presenta la clinica més greu és el que van
publicar Stockton i col. (1997). Aquest cas presentava la delecid 1p21p22.3 i mostrava

anomalies cardiaques i també respiratories.

No hem trobat en la literatura cap cas que presentés la delecié 1p22 aillada, per aixo
molts aspectes clinics que presenten els altres casos descrits també es podrien deure a les
altres bandes afectades. A més, en el nostre cas, la delecié s’ha originat com conseqliéncia de
la translocacio entre el cromosoma 1 i 14, per tant, també hi podria haver una efecte de posicid
dels gens implicats en el punt de trencament.

¢ Monosomia parcial de 1q (MS-185)

Convencionalment les delecions en el 1q s’han classificat en tres grups depenent de la
regié implicada en la monosomia: 1g21-g25 (proximal), 1q25-g32 (intermitja) i 1qg42-qter
(distal) (Schinzel i Schmid, 1980), encara que hi ha hagut controversies en el fet de si hi havia
distincio entre la clinica dels pacients amb delecions proximals i distals. Alguns trets clinics es
sobreposen en els casos de delecions proximals i intermitges: baix pes al néixer, retard del
creixement i psicomotor, hipotonia, microbraquicefalia, hipertelorisme, fissura del paladar,

clinodactilia del cinqué dit, solc palmar transversal i anomalies renals i cardiaques.

En la nostra série s’ha detectat un cas amb monosomia parcial de 1q (MS-185). Els perfils
de la HR-CGH mostren que la regié perduda implica les bandes 1gq25.31g31.3 mentre que la
CGH fa sospitar d’'una deleci6 més petita en 1931.2gq31.3. Comparant amb els resultats
obtinguts per bandes G sembla que el resultat de la CGH convencional és més fiable. Es a dir,

aquest cas entraria en el grup de delecions intermitges.

La nostra pacient és una nena que als sis anys presenta estatura baixa, trets dismorfics,
estenosi pulmonar valvular. El cas més similar al nostre que hem trobat descrit a la literatura
és el publicat per Héglund i col. (2003), perd en aquest estudi el pacient no mostrava estatura
baixa ni tampoc estenosi pulmonar. Malauradament, degut a les poques dades cliniques que
se’ns van proporcionar no hem pogut fer una comparacié clinica acurada. A més, el cas descrit
per Hoglund i col. (2003) també té implicada la banda 1925.3 mentre que el nostre
possiblement no.
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5.3.2- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 1q (MS-154)

Les duplicacions parcials de 1q descrites a la literatura normalment s’originen a partir
d’'una translocacié desequilibrada i per tant, implica a altres cromosomes. Ha estat dificil
descriure una clinica concreta per a les duplicacions de 1q, i els fenotips que s’han associat a
les duplicacions de 1g d’una regié concreta no sempre han coincidit. Pero, si que sembla que la
clinica és més severa en duplicacions proximals o en duplicacions molt grans. Les duplicacions
distals a 1942 sén compatibles amb la vida adulta (Verscuuren-Bemelmans i col. 1995).
Comparant amb les duplicacions proximals i amb les duplicacions més grans, les duplicacions
distals estan associades a dismorfies craniofacials més lleus, no presenten malformacions

viscerals i el pronostic és molt millor.

En la nostra série hem caracteritzat un cas (MS-154) que presenta una trisomia parcial
de 1qg, concretament de les bandes 1q41g42. En aquest cas la duplicacié és aillada, no hi ha
implicacié de cap altra cromosoma. Es tracta d’una noia de 15 anys que presenta retard mental
i malformacions. Els detalls clinics que vam obtenir sén escassos, per aixo0 no s’ha pogut fer
una bona correlacié amb altres casos descrits a la literatura. El que si que podem apreciar és
que la pacient va superar |'etapa d’infantesa que estaria d’acord amb el fet que la duplicacié
que presenta la pacient implica poques bandes cromosdomiques i sén distals ja que duplicacions
més grans i proximals, amb abséncia de mosaicisme s’han relacionat amb incompatibilitat de la

viabilitat fetal o esperancga de vida reduida (Wax i col. 2000).

5.3.3- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 2q (MS-44, MS-111
i MS-153)

En la nostra série s’han detectat tres casos amb desequilibris cromosomics en la regio 2q
terminal (MS-44, MS-111 i MS-153). En el cas MS-44 vam observar una reorganitzacio
cromosomica que implicava una delecié 2q terminal (a més d’un guany en la regié 2q34q37.2).
En el cas MS-111 es va observar una reorganitzacié complexa aparentment equilibrada i una
vegada estudiada per HR-CGH es va detectar una pérdua que implicava la banda 2q36. I en el

cas MS-153 es va detectar una delecié 2q terminal.

Aquestes tres alteracions cromosomiques sén de novo ja que l'analisi de bandes G i
I'aplicacié de la FISH 2g subtelomeérica van donar resultats normals en els progenitors. Altres
estudis han mostrat que existeix una amplia variabilitat clinica entre individus que presenten la
mateixa delecidé encara que la majoria presenten retard mental i dismorfies facial (Casas i col.
2004). També s’ha trobat la mateixa delecié en pares fenotipicament normals considerant-se
un dels polimorfismes subtelomérics més freqlients que ha estat descrit en el 5% de la poblacid
(Ballif i col. 2000; de Vries i col. 2003).

En el cas MS-44, a més de la reorganitzacié cromosomica, la técnica de MLPA va detectar
una delecié subtelomérica de 2q que no havia estat detectada per bandes G ni per HR-CGH
préviament. L'alteracié cromosomica en aquest cas és de novo. Depenent de la complexitat de

les reorganitzacions cromosomiques pot ser dificil de caracteritzar per técniques de citogenética

- 137 -



Discussi¢,

classica i, a més, poden estar associades a desequilibris gendmics. Els desequilibris
subtelomeérics criptics es poden detectar utilitzant técniques com la MLPA o sondes
subtelomeériques. En el cas MS-44 la técnica de MLPA va permetre detectar i identificar la
delecié subtelomerica de 2qg. Cal remarcar la utilitat dels BACs que han estat indispensables per
definir la reorganitzacid intracromosomica. Els resultats obtinguts pels BACs indiquen que s’ha
produit una duplicacié de 2q34q37.2 i posteriorment ha succeit una reorganitzacié i amplificacié
de la banda 2g37.1. No és possible donar una explicacié acurada dels passos fins a la formacid

d’aquesta estranya reorganitzacié ja que han estat necessaris diferents punts de trencament.

A nivell clinic, en el pacient MS-44 s’hi van poder observar multiples anomalies. Pero,
sorprenentment, comparant les troballes cliniques entre els pacients MS-44 i MS-153, aquest
ultim mostrava una clinica més severa. Aquest fet estaria d’acord amb les troballes de Hermsen
i col. (2005), que va suggerir que els pacients amb una trisomia parcial de 2q distals a 2q33,
com passa en el cas MS-44, mostren una clinica “moderada”. Tenint en compte aquest fet i que
la delecié a 2q37 és més gran en el cas MS-153 que en el MS-44, s’evidencia que la clinica més

severa es presenta en el pacient amb la delecié més gran.

Els tres pacients mostraven retard mental o en el desenvolupament que és una
caracteristica classica de les delecions terminals de 2q. Els pacients MS-44 i MS-153 compartien
altres trets caracteristics d’aquesta monosomia: mans petites, cabell fi, pont nasal deprimit,
nas dismorfic, hipertelorisme, retard mental sever i hipotonia. I els casos MS-111 i 153
compartien també alguns trets tipics de la monosomia: malformacions del sistema nervids
central, anomalies Ossies i I'apéndix preauricular dismorfic. Els pacients MS-44 i MS-111 només
compartien el retard mental o en el desenvolupament. Kitsiou-Tzeli i col. (2007) van descriure
un cas portador d’'una deleci6 que implicava les bandes 2q37.3 i part de la 2g37.2 que
compartia algunes caracteristiques cliniques amb els nostres casos. Entre les caracteristiques
que compartien hi ha les anomalies Ossies, estatura baixa, mans i peus petits, pont nasal
deprimit, nas dismorfic i paladar alt, totes caracteristiques de les delecions terminals 2q. La
clinica, doncs, és més severa en els dos casos amb delecions 236 i 2q37 que en el cas que té

una delecié més petita (2q37.3) perd que també té un guany de 2q34q37.2.

En el pacient MS-153 s’hi observa autisme, que també és tipic d’aquesta monosomia.
Publicacions prévies han mostrat una correlacid entre les delecions en la banda 2q37 i la
predisposicio a l'autisme. El gen CENTG2 (gene centaurin gamma-2) es localitza en aquesta
banda, concretament en 2q37.2, i esta correlacionat amb l'autisme (Wassink et al. 2005).
Aquest fet estaria d’acord amb les nostres troballes doncs el pacient MS-153 pateix autisme i té
una delecié que afecta 2q37.1q37.3 mentre que hi ha abséencia d'autisme en el pacient MS-44 i
en el MS-111 que no tenen delecionada la regié 2q37.2. També estaria d’acord amb el treball
publicat per Kitsiou-Tzeli i col. (2007) que descriuen una nena amb una delecié que implica la
banda 2g37.3 i part de la 2g37.2 perd sense englobar el gen CENTG2 i que no presenta

autisme.
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5.3.4- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 3p (MS-163)

Les delecions 3p proximals sén rares. Fins al moment, només se n’han descrit unes 13
(Lalli i col. 2006). Neri i col (1984) van proposar un fenotip associat a les delecions 3p
proximals que es caracteritzava per una cara tipica, limitacié en la mobilitat de les articulacions,

deformitat de mans i peus i retard del desenvolupament motor.

En la nostre série hem trobat un pacient que presentava una delecié en 3p (MS-163). Els
resultats obtinguts per CGH i HR-CGH soén discordants ja que la delecié detectada per la CGH

comprén només la banda 3p13 mentre que la detectada per la HR-CGH inclou la 3p13p14.2.

El nostre pacient mostrava retard mental, trets dismorfics i malformacions congénites i
va morir per leucémia. La clinica que ens va ser proporcionada no és molt extensa, per aix6 no
s’ha pogut fer una bona comparacid amb els casos ja descrits. Les delecions en 3p s’han
relacionat en la literatura amb tumors solids (Yamaguchi i col. 2003; Kanjanavirojkul i col.
2005) i també amb cancers de la linia hematopoiética (Johansson i col. 1997) apuntant a la
localitzacié de gens supressors de tumor en aquestes regions. El fet que el pacient MS-163
presentés una delecié 3p13p14.2 i moris de leucémia podria suggerir alguna correlacié entre el
fet de presentar la delecid constitucional en 3p i la predisposicié a desenvolupar cancer, encara
que també es podria tractar d'una coincidéncia. Cal destacar, que en la banda 3p14.2,
possiblement implicada en la present delecid, s’hi localitza el lloc fragil FRA3B. El lloc fragil
FRA3B és el més comunament expressat i s’han observat delecions i reorganitzacions en
3p14.2 en diferents tipus de tumors encara que podria tractar-se només de |'expressié del lloc

fragil durant la progressié tumoral (Wang i col. 1998).

5.3.5- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 4q (MS-172)

Les delecions de la part terminal de 4q s’han associat a un fenotip concret en pacients
que mostren la delecié del ter¢ terminal de 4q o de part d’aquest fragment (Lin i col. 1988). El
fenotip associat inclou anomalies facials menors, fissura al paladar, anomalies digitals i a les
extremitats, defectes cardiacs congénits, deficiencia del creixement postnatal i retard en el
desenvolupament. Un exemple seria el cas descrit per Giuffre i col. (2004) que presentava una
delecié terminal 4q31.3qter amb tots els trets clinics caracteristics associats a les delecions
terminals de 4g. Recentment, Vogt i col. (2006) han proposat que les delecions distals 4q es
poden reconéixer per l'aparenca caracteristica del cinqué dit, que mostra hipoplasia de la

falange distal i ungla en forma de ganxo.

En la nostra serie hem descrit un cas (MS-172) que mostrava una delecié de la part
terminal de 4q (4933g35.2) perd sense implicar la regid subtelomeérica. L'alteracido es va
determinar gracies a l'aplicacié de la CGH i HR-CGH i retrospectivament es va poder apreciar la

delecié en la preparacié de bandes G.

Es tracta d’un nen que mostra similituds amb les caracteristiques tipiques associades a la
sindrome de la delecié 4q terminal ja que presenta retard del creixement, anomalies digitals,

fissura al paladar i anomalies facials menors. Comparant el nostre pacient amb el de Giuffre i
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col. (2004) el nostre no presenta cap defecte cardiac congenit potser pel fet que la seva delecid

és més petita.

5.3.6- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 5

En la série estudiada hem detectat tres casos amb duplicacions que implicaven el
cromosoma 5 (MS-55, MS-107 i MS-194). En el cas MS-55 vam determinar una duplicacié del
brac curt del cromosoma 5 i en els altres dos casos (MS-107 i MS-194) vam caracteritzar la
duplicacié parcial del brag llarg del cromosoma 5, encara que en el pacient MS-194 aquesta
duplicacié anava acompanyada d’una deleci6 1026 ja que l'alteracié citogenetica derivava

d’una translocacié t(5;10) equilibrada en la mare.

e Trisomia parcial 5p (MS-55)

Les duplicacions parcials de 5p son poc freqlents. Els pacients que s’han descrit mostren
un fenotip variable que depén de la regid implicada en la trisomia (Cervera i col. 2005). S’ha
vist que els pacients amb trisomia de la regié distal a 5p13.3 tenen el fenotip més lleu
comparat amb els pacients portadors de duplicacions totals de 5p o més proximals que 5p13.3.
S’ha suggerit que la regidé critica per a la presentacié de la sindrome de la trisomia 5p es
trobaria entre les bandes cromosomiques 5p10 i 5p13.1 (D'Amato i col. 2002). El fenotip critic
es caracteritza per hipotonia, retard del desenvolupament, dificultats respiratories,
macrodolicocefalia, fontanel-la anterior allargada, plecs epicantics, hipoplasia facial,
microretrognatia, coll curt, orelles displasiques i d'implantacié baixa, aracnodactilia i hipoplasia
dels musculs abdominals (Kleczkowska i col. 1987). El cas descrit per Cervera i col. (2005)
conté la mateixa regié duplicada que un dels nostres pacients (MS-55), és a dir duplicacié de la
regio 5p13.3p15.3. L'alteracié citogenéetica, en el nostre pacient, es va determinar
prenatalment. El pacient estudiat per Cervera i col. (2005) mostrava retard mental i del
desenvolupament, hipotonia, convulsions i una aparenca facial que recordava a la trisomia 5p.
En el nostre cas es va observar una transluscéncia nucal patologica en el fetus. Malauradament

no va ser possible aconseguir més dades cliniques d’aquest cas.

e Trisomia parcial 5q (MS-107 i MS-194)

La majoria de casos descrits a la literatura amb trisomia parcial de 5q sén deguts a a la
segregacid meiotica desequilibrada en un dels progenitors portador d’una translocacio
equilibrada (Levy i col. 2002). Els pacients amb duplicacions en 5q es poden dividir en tres
grups: duplicacié proximal (5911q22.1)(Grup A), duplicacié distal (5g31qter)(grup B) i
duplicacido més distal incloent la regié 5q34qter (grup C)(Rodewald i col. 1980). El grup A s’ha
associat a retard psicomotor sever, anomalies muscular-esquelétiques i trets facials dismorfics
amb nas curt i llavi superior prim, front prominent, dits prims i afilats i abséncia de plec simia.
El grup B s’associa a retard psicomotor i del creixement greu, microcefalia, malformacions

cardiaques, hipertensi6 pulmonar, braquidactilia i clinodactilia, fissures palpebrals
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antimongoloides, boca de carpa, epicant, estrabisme, orelles prominents, llavi superior gran i
esperanga de vida escurgada. Finalment, el grup C s’associa a un fenotip relativament lleu. S’hi
ha descrit estatura baixa, retard mental lleu, pubertat tardana, front petit, pont nasal alt,
anomalies digitals i esperanca de vida normal.

En la nostra série, hem trobat dos casos amb trisomia parcial 5q (MS-107, MS-194). El
cas MS-107 mostra una duplicacié que implica la regié 5923.1935. El grup on encaixaria més
seria dins el B (duplicacions distals a 5q31). En canvi, el cas MS-194 presentava una trisomia
5933g35.3, a més d'una deleci6 en 10g26; per tant aquest cas no es pot considerar una

trisomia parcial 5q pura i s’inclouria dins del grup B.

En el cas MS-107 l'alteracid citogenética es va determinar prenatalment (per indicacid

d’edat materna avancada) i malauradament no tenim més dades cliniques d’aquest cas.

En el cas MS-194 |'alteracidé es va determinar postnatalment degut a malformacions en el
pacient perd no se’ns va especificar la clinica que presentava. El posterior estudi citogenétic
dels pares, va revelar una translocacié t(5;10) equilibrada en la mare que ha permés donar

consell genetic a la familia.

5.3.7- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 6p (MS-145)

La majoria de duplicacions parcials de 6p son el resultat de translocacions desequilibrades
amb altres cromosomes o bé son duplicacions que inclouen la part terminal de 6p (Villa i col.
2000). Les anomalies cliniques que s’han relacionat amb les trisomies parcials de 6p sén pes
baix al néixer, problemes d’alimentacid, infeccions respiratories recurrents, retard del
creixement i psicomotor, front ample, anomalies oculars, pont nasal ample i alt, boca petita
amb llavi inferior prim, orelles malformades i d'implantacié baixa i anomalies cerebrals (Villa i
col. 2000).

En la nostra serie vam caracteritzar un cas amb duplicacié criptica de la banda 6p12 (MS-
145) detectada per les técniques de CGH i HR-CGH. El pacient era un nen de sis anys que
presentava alguns trets clinics caracteristics de la trisomia parcial 6p com el retard psicomotor
evident, front ample, pont nasal alt i displasia dels pavellons auditius. Villa i col. (2000) van
publicar un cas semblant al nostre amb una duplicacié 6p12p21.3 que també compartia alguns
trets clinics amb el cas MS-145 com la dolicocefalia, orelles malformades, anomalies de les
extremitats i retard psicomotor. Encara que el cas publicat per Villa i col. (2000), en general,
presentava una clinica més severa i va morir als 16 mesos. Per altra banda, Leite i col (2006)
van publicar un cas amb trisomia de 6p12p11.2 degut a la preséncia d’'un cromosoma marcador
derivat del cromosoma 6 que presentava un fenotip normal. Encara que en aquest cas el

cromosoma marcador estava en mosaic.

Malgrat que el nostre cas comparteix trets clinics amb altres casos publicats s’ha de tenir
en compte que la duplicacié en el nostre pacient inclou menys bandes o bandes cromosomiques

diferents a la resta de casos publicats.
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5.3.8- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 6q (MS-110 i
MS-187)

Les delecions parcials en 6q s’han associat a la sindrome 6q- (Schuster i col. 2003). S’ha
descrit que la regié 6q té tendéncia a reorganitzar-se degut probablement a la preséncia de

duplicacions segmentaries mapades en aquesta regid (Stankiewicz i Lupski, 2002).

Les manifestacions cliniques d’aquesta sindrome poden ser variables. S’han descrit
delecions parcials que afecten diferents regions de 6q i es caracteritzen pel fet que son dificils
de detectar, especialment quan son petites. A la literatura es poden trobar tres fenotips
diferents corresponents a delecions proximals (6q11q16), intermédies (6q15g25) i terminals
(6g25qgter) (Hopkin i col. 1997) encara que poden presentar variabilitat a nivell clinic. El fenotip
associat a les delecions proximals (grup A) sén anomalies facials menors com fissures
palpebrals mongoloides, llavis prims i també hérnies umbilicals o inguinals i peu equi. El fenotip
que s’associa a les delecions intermeédies (Grup B) és el retard en el creixement i una alta
mortalitat en l'infant degut a problemes respiratoris, paladar alt i arquejat, hipertelorisme, i
malformacions a les extremitats superiors. El grup de delecions terminals (grup C) s’han
associat a anomalies de la retina, fissura del paladar, hidrocéfal, hipoplasia dels genitals i
convulsions. Les anomalies comunes als tres grups serien anomalies de les orelles, hipotonia,
retard del creixement i mental. En general, pero, la sindrome 6p s’ha associat a retard mental i
microcefalia. La majoria de casos pateixen asimetries i dismorfies cranio-facials com coll curt,
pont nasal ample i prominent i normalment combinat amb alteracions del to muscular. També

s’hi ha associat una sordesa severa i cardiopaties congenites (Schuster i col. 2003).

En la majoria de casos descrits els punts de trencament en 6q solen estar localitzats
entre 6q14 i 6q23 (Valtat i col. 1992). En la nostre série hem determinat dos casos amb
delecions intersticials en 6q (MS-110 i MS-187) i en els dos, els punts de trencament es
localitzaven entre 6q14 i 6g23. En el cas MS-110 I'anomalia es va detectar per bandes G pero
les bandes cromosomiques implicades en la delecié es van determinar amb I'aplicacié de la CGH
o la HR-CGH. (6q16.3g22.2). En el cas MS-187 la pérdua implicava una regié molt més petita
del brac llarg del cromosoma 6 (6g21?g22) motiu pel qual aquesta pérdua no es va poder
apreciar amb claredat per bandes G. Els dos casos comparteixen bona part de la mateixa regio

delecionada i s’inclourien dins les delecions intermeédies.

Els dos pacients presenten cardiopatia congénita. El cas MS-110 mostra, a més, asimetria
cranial, hipertelorisme, alteracions en les mans i en les orelles que s’han associat a les
delecions 6q. Pero el paladar és normal i no té problemes respiratoris que son caracteristics de
les delecions intermédies. El cas MS-187 també presenta la sindrome de Marden-Walker que
inclou blefarofimosi, micrognatia, cara inexpressiva, cifoescoliosi, contractures de les
extremitats, pit de colom i aracnodactilia. El fet que els trets clinics presents en el pacient MS-
110 s’acoblin millor a la clinica descrita en les delecions de 6q podria ser perqué la delecid és
més gran que la que es troba en el MS-187. Els nostres resultats confirmen que les alteracions
fenotipiques presents en casos amb delecions parcials de 6q sén variables, per6 amb una
caracteristica comu, que estaria d’acord amb la literatura, la preséncia de cardiopatia congénita

en aquests pacients.
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5.3.9- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 7p (MS-54)

La banda cromosomica 7p21.1 conté el gen TWIST que quan esta o bé mutat o delecionat
s'associa a la sindrome de Saethre-Chotzen. Aquesta sindrome es caracteritza per
craniosinostosi, anomalies facials (linia frontal d’'implantacié del cabell baixa, asimetria facial,
ptosi, paladar alt arquejat, hipertelorisme i displasia de les orelles). A més, s’hi poden associar
anomalies a les extremitats com braquidactilia, sindactilia del segon i tercer dit en mans i peus,
i clinodactilia del cinque dit. Quan aquesta sindrome apareix com causa d’una delecié pot
passar que resultin afectats gens contigus i en aquest cas s’ha vist que també es presenta
retard mental (Chun i col. 2002; De Heer i col. 2004)

El cas MS-54, estudiat en la nostra série, presenta una delecié6 de 7p21 detectada per
CGH i HR-CGH que també es pot observar per bandes G. Com s’esperava, per l‘alteracid
cromosomica que presenta, el pacient esta afectat de craniosinostosi amb tancament prematur
de la fissura metopica, presentant també trigonocefalia. També presenta alteracions en les
orelles que son petites i amb rotacid posterior, paladar alt i arquejat i hipertelorisme que també
és tipic de la sindrome de Saethre-Chotzen. Presenta també alteracions a les mans:

aracnodactilia amb desviacio cubital i camptodactilia al segon dit de la ma esquerra.

En dos casos publicats per De Heer i col. (2004) es van observar fissures palpebrals

antimongoloides que també presenta el nostre pacient.

Podriem dir doncs, que malgrat que la sindrome de Saethre-Chotzen presenta molta
variabilitat com s’exemplificava la publicacié de De Heer i col. (2004) on s’observava diferent
afectacio clinica en diferents individus de la mateixa familia, el pacient MS-54 s’adapta a les

caracteristiques cliniques d’aquesta sindrome.

La delecié detectada en el nostra pacient és gran, d’aproximadament 13 Mb, per tant
segons la literatura, en aquests casos s’hi associa també retard mental. Aquesta caracteristica
no es va poder corroborar perqué quan es va fer I'Ultima exploracié del pacient era un recent

nascut.

5.3.10-TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 7p (MS-88 i MS-181)

El mecanisme més comuU que porta a la aparici6 d'una trisomia parcial de 7p és la
segregacié desequilibrada durant la meiosi en un progenitor portador d‘una translocacio
equilibrada. Aquest fet fa dificil establir un fenotip lligat a la trisomia ja que normalment va

acompanyada a una monosomia parcial d'un altre cromosoma (Reish i col. 1996).

D’acord amb la literatura descrita, la regié 7p distal té tendéencia a reorganitzar-se amb
altres cromosomes sense poder, potser degut al baix nimero de casos publicats, determinar si
hi ha preferéncies per alguns cromosomes en concret. En la nostra seérie hem caracteritzat dos
casos portadors de la trisomia 7pter (MS-88 i MS-181). En els dos pacients la trisomia s’ha
originat per la preséncia d’'un cromosoma derivatiu. En el cas MS-88 el derivatiu és del
cromosoma 8 i és el resultat de la mala segregacié d'una translocacié equilibrada t(7;8) en la

mare. En el pacient MS-181 el cromosoma derivatiu és el cromosoma 15 originat per la t(7;15)
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desequilibrada de la que és portador. En aquest ultim cas no s’ha pogut comprovar que aquest
cromosoma derivatiu provingui d’'una mala segregacié d’una translocacié equilibrada en algun

dels progenitors.

Es fa molt dificil establir unes caracteristiques cliniques lligades a la trisomia 7pter degut
a la implicacié de les monosomies parcials d’altres cromosomes que poden estar influint en la
clinica. Aix0 queda clar quan es compara la clinica dels pacients MS-88 i MS-181 i es veu que
no coincideix cap tret fenotipic.

e Trisomia 7pter lligada a monosomia 8pter (MS-88)

S’han publicat casos de trisomia 7pter lligada a diferents monosomies. Fan i col. (2001)
van publicar una série on s’estudiaven les alteracions subtelomériques en pacients amb retard
mental d’etiologia desconeguda i van trobar un pacient que presentava una trisomia de 7pter
acompanyada d’una monosomia de 18pter (deguda a la preséncia d’'un cromosoma 18 derivatiu
originat per una mala segregacié en la meiosi materna). Yu i col. (2005) va descriure una
trisomia de 7pter acompanyada d’'una monosomia de 10pter també com resultat d’'una mala
segregacié d’una translocacié equilibrada en el pare. Cap d'aquests pacients mostrava trets

clinics comuns al nostre pacient amb I'excepci6 del retard mental moderat.

L'abséncia de parla observada en el nostre pacient també ha estat descrita en el cas
publicat per Cai i col. (1999) encara que aquest presentava una trisomia que implicava més
bandes del cromosoma 7 (7p21.2pter) i el desequilibri cromosomic era degut a la preséncia
d’un cromosoma derivatiu 21 heretat de la mare que era una portadora equilibrada. El nostre
pacient presenta també estrabisme. S’ha descrit un /ocus de susceptibilitat a I’'estrabisme en el
cromosoma 7 (Parikh i col. 2003) encara que la banda proposada és la 7p22.1 que no esta

implicada en la trisomia parcial en el nostre cas.

Les delecions de 8pter s’han associat a retard del creixement i retard mental, problemes
de comportament, defectes cardiacs, estrabisme, anomalies facials menors i anomalies genital-
urinaries (Reddy, 1999). El primer cas que presentava delecié 8p23 associada a retard mental
va ser descrit per Fagan i col. (1988) i després se n’han descrit molts més suggerint que deu
ser una alteracié relativament comu (Wu i col. 1996; Giglio i col. 2000; Slavotinek i col. 2005;
Lopez i col. 2006). Per altra banda també s’han descrit pacients amb delecions 8p
(8p23.2p23.3) en individus aparentment normals (Reddy, 1999). El nostre cas presenta alguns
trets clinics com el retard psicomotor i I’'estrabisme que s’han relacionat amb la delecié 8p23,
encara que com hem dit abans I'estrabisme també s’ha associat a la trisomia parcial de 7p. Per
altra banda, el nostre pacient no presentava defectes cardiacs que s’han associat a delecions
8pter. S’ha postulat que els defectes cardiacs estan associats a la haploinsuficiéncia del locus
GATA4 localitzat a la banda 8p23.1. Probablement aquest locus no estaria implicat en la delecid
en el nostre cas ja que el BAC RP11-813L8 hibrida en el cromosoma derivatiu i aquest esta
proper a la localitzacié del Jocus GATA4. A la literatura les alteracions cliniques més severes
lligades a monosomies de 8pter es presentarien en casos amb delecions que impliquessin la

banda 8p23.1 comparat amb els que presenten delecions 8p23.2p23.3. S’ha de tenir en
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compte, perod, que el nostre cas no presenta una monosomia 8p23 aillada sind que va
acompanyada d’una trisomia parcial 7p i que aquest fet pot estar influint sense cap dubte en la

clinica presentada.

e Trisomia 7pter lligada a monosomia 15qter (MS-181)

El cas MS-181 presenta una trisomia 7pter acompanyada de la monosomia de 15qter. A
la série publicada per Fan i col. (2001) es presenta un pacient portador d’una trisomia de 7pter
i una monosomia de 18pter que presenta algunes semblances cliniques amb el cas MS-181 com

els problemes de comportament, estatura baixa i retard mental.

Les delecions de 15q distals pures s’han descrit en pocs casos presentant retard en el
creixement i en el desenvolupament psicomotor possiblement degut a la delecié del gen IGF1R.
(Pinson i col. 2005, Rooms i col. 2005). En un cribratge d’alteracions subtelomeriques en
individus que presentaven retard mental Rooms i col. (2005) van caracteritzar un cas amb
delecié de 15qter. Aquest nen presentava dificultats d’aprenentatge i estatura relativament

baixa. També tenia mans i peus petits i clinodactilia lleugera.

Casi tots els casos amb delecions de 15qter descrits presenten aquesta alteracié com
consequéncia d'un cromosoma 15 en anell. El fenotip associat a aquesta alteracid es
caracteritza pel retard en el creixement, microcefalia, cara triangular, braquidactilia i retard
mental variable (Timer i col. 2004) encara que en aquests casos el fenotip pot estar influenciat
pel mosaicisme que normalment es presenta per la inestabilitat dels cromosomes en anell. A
més, també s’hi ha associat peu equi, sindactilia dels dits dels peus i malformacions

urogenitals.

El cas MS-181 de la nostra série presenta retard mental i estatura baixa que també
s’‘observava en el cas descrit per Rooms i col. (2005). A més, presenta macrocefalia i

criptorquidia que no s’havien associat ni a delecions de 15qter ni tampoc a trisomies de 7pter.

5.3.11- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 8

e Monosomia parcial 8p (MS-88)

A la nostra séerie hem detectat un pacient que presentava monosomia 8pter acompanyada

d’un trisomia 7pter que ha estat discutida a I'apartat 5.3.10.

e Monosomia parcial de 8q (MS-157)

Les delecions de la banda cromosomica 8g24.1 s’han associat a un ampli espectre
d’alteracions fenotipiques que varien segons el punt de trencament i la mida de la delecié.
S’han caracteritzat delecions de 8g24 associades a un fenotip normal (Batanian i col 2001), a
un fenotip afectat lleu (Fennel i col. 1984) i a la sindrome de Langer-Giedion (OMIM: #150230).

La sindrome tricorrinofalangica o de Langer-Giedion ha estat relacionada amb delecions de
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87g24.1 més proximals adjacents a 8g23 (Buhuler i Malik, 1984). Aquesta sindrome es
caracteritza per cabell escas, estatura baixa, nas bulbds, epifisi en forma de con, exostosi
multiple cartilaginosa i alguns pacients presenten retard mental de lleu a moderat (Blhler i
Malik, 1984).

En la nostra série hem caracteritzat una delecid criptica de 8g23.3g24.1 per les técniques
de CGH i HR-CGH en una nena de dos anys amb sindrome polimalformativa amb dismorfies,
hipotonia i laxitud articular. Les dades cliniques referents a les dismorfies de les que disposem
no son molt detallades per aix6 no hem pogut fer una bona comparacid clinica amb els altres
casos descrits. El que si que es pot destacar és que la pacient no presenta la exostosi multiple

cartilaginosa caracteristica de la sindrome de Langer-Giedion.

5.3.12- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 8p (MS-70)

Les duplicacions invertides acompanyades de delecions en 8p conegudes com inv dup
del(8p) tenen una freqliéncia aproximada de 1/10.000-1/30.000 nounats (Giglio i col. 2001).
La manifestacio clinica que impliquen aquestes trisomies parcials son retard mental, agénesi del
cos callés, anomalies facials, hipotonia, anomalies cardiaques i ortopediques (Guo i col. 1995).
Per altra banda, la sindrome de Kabuki es va relacionar inicialment amb la duplicaci6 de la regid
8p22p23.1 (Milunsky i Huang, 2003) pero, recentment, aquesta relaci6 s’ha desmentit
(Sanlaville i col. 2005; Engelen i col. 2005; Kimberley i col. 2006).

En la nostra série hem detectat un pacient que presentava una duplicacié de 8p12p22
visible per bandes G (MS-70). No va ser possible determinar si la duplicacié era invertida o
directa per falta de suspensié cel-lular. Els perfils de CGH i HR-CGH revelen que la duplicacié és
intersticial i que no existeix perdua de la regié més distal de 8p (com es dona en la majoria de
casos descrits a la literatura). El nostre pacient, un nen de dos anys, presentava retard

psicomotor.

Moog i col. (2000) van descriure una familia portadora d'una duplicacié parcial de 8p
sense delecié associada. Les bandes implicades en la duplicacié eren la 8p12p21.1 (semblant a
la del nostre pacient). La mare i la filla eren portadores de la duplicacié i mostraven retard
mental moderat. La nena va mostrar retard en el desenvolupament durant els primers anys de
vida i als 22 anys es va visitar amb indicacié de retard mental que era lleu-moderat. El cas
descrit per Moog i col. (2000) estaria d’acord amb el nostre pacient ja que als 2 anys només se

li aprecia retard psicomotor.

Podem dir doncs, que sembla que les duplicacions parcials de 8p sense associacié de
delecions tenen unes conseqliencies cliniques lleus comparat amb les inv dup del(8p) descrites

a la literatura.
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5.3.13- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 9p (MS-71, MS-72 i
MS-140)

La trisomia 9p és probablement la quarta trisomia autosdmica més comuna després de
les trisomies 21, 18 i 13 (Hannam i col. 1999). En la majoria de casos apareix com
conseqléncia de la segregaciéo meiotica desequilibrada en un dels progenitors portador d’una
translocacioé equilibrada (Bussani-Mastellone i col. 1991). Les trisomies parcials del 9p han estat
associades a manifestacions fenotipiques tipiques que formen la sindrome de la trisomia 9p
(retard mental, estatura baixa, micro- o braquicefalia, fissures palpebrals antimongoloides, ulls
enfonsats, hipertelorisme, nas prominent/globular, boca de carpa, orelles d’'implantacié baixa i
prominents i solc palmar simia, hipoplasia d'algunes falanges i displasia o hipoplasia de les
ungles (Centerwall i Beatty-DeSana, 1975). També s’hi ha associat la malformacié de Dandy-
Walker (Chen i col. 2005a). L’existéncia de casos amb aquesta sindrome i amb duplicacié de
diferent mida ha permeés definir la regio critica 9p22 associada a la sindrome de la trisomia 9p
(Fujimoto i col. 1998). S’ha descrit que casos amb punts de trencament en les bandes 9p21 o
9p22 (amb duplicacié del la banda 9p22) no difereixen del fenotip associat a la trisomia total de
9p (Schinzel et al., 2001).

Les técniques de CGH, HR-CGH i M-FISH ens han permeés caracteritzar tres pacients (MS-
71, MS-72 i MS-140) en els que el material duplicat del cromosoma 9 estava addicionat als
cromosomes 13, 22 i 16 respectivament. Les regions implicades eren: 9p13p24 en el cas MS-
72, 9p13.2p24 en el cas MS-71 i 9p23p24 en el cas MS-140. En la Taula 28 es descriuen els
fenotips en els tres casos i es comparen amb el trets caracteristics de la sindrome de la

trisomia 9p.
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Taula 28- Caracteristiques fenotipiques tipiques de la trisomia 9p presents en els

nostres pacients

Principals caracteristiques fenotipiques 9513 2-pter  9p13-pter 9p23-pter

associades a la trisomia parcial 9p (MS-71) (MS-72) (MS-140)
Retard mental X
Estatura baixa X X
Microcefalia/Braquicefalia X X
Fissures palpebrals antimongoloides X

Ulls enfonsats

Hipertelorisme X

Nas globular/prominent

Boca en carpa

Orelles d’'implantacié baixa/prominents X
Solc palmar simia X X
Hipoplasia d’algunes falanges X

Displasia o hipoplasia de les ungles

El cas MS-71 i MS-72, que no estan emparentats, comparteixen algunes caracteristiques
fenotipiques tipiques de la sindrome de la trisomia 9p: estatura baixa,
microcefalia/braquicefalia i solc simia bilateral. A més, el cas MS-72 presenta orelles
prominents i d’'implantacid baixa i hipoplasia d’algunes falanges que soén trets també
caracteristics de la sindrome de la trisomia 9p perdo que no s’‘observen en l'altre pacient. El cas
MS-71 presenta retard mental que també és tipic d’aquesta sindrome i que esta absent en el
cas MS-72. Altres trets fenotipics com fissures palpebrals antimongoloides, ulls enfonsats,
hipertelorisme, nas globular/prominent, boca de carpa i displasia o hipoplasia de les ungles no

estaven presents en cap dels dos casos.

En el cas MS-140 la majoria de trets clinics de la sindrome de la trisomia 9p estan
absents ja que només presenta fissures palpebrals antimongoloides i hipertelorisme. A més
presenta altres dismorfies perd que no s’inclouen en el fenotip tipic d’aquesta sindrome. Aquest
fet podria explicar-se per I'abséncia de la regid critica 9p22 en la trisomia i recolzaria la hipotesi
que la regid critica per a aquesta sindrome es troba localitzada en la banda 9p22 tal i com van

proposar Fujimoto i col. (1998).
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Cap dels tres pacients de la nostra série presenta malformacié de Dandy-Walker que,

com s’ha esmentat, també s’ha associat a la trisomia 9p.

5.3.14- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 10q (MS-65,
MS-76 i MS-194)

En la nostra serie hem identificat monosomies parcial de 10q associades a desequilibris
d’altres cromosomes en tres pacients (MS-65, MS-76 i MS-194). El cas MS-194 presentava una
trisomia 5933qg35.3 a més d'una delecié en 10g26 i ha estat discutit en l'apartat 5.3.6. Els
altres dos pacients (MS-65 i MS-76) eren portadors alhora d’'una monosomia parcial de 10q

terminal i d'una trisomia parcial 20q.

S’han publicat diferents casos d’individus portadors de delecions 10g26 aillades que han
permeés definir les caracteristiques cliniques comunes a tots ells: retard mental i psicomotor,
hipotonia, retard del creixement, cardiopatia congénita, anomalies al tracte urinari,
microcefalia, i trets dismorfics lleus (pont nasal ample amb nas prominent, orelles malformades
i d'implantacioé baixa, hipertelorisme i estrabisme) (Leonard i col. 1999; Courtens i col. 2006).
Recentment, pero, la delecid i la duplicacié de la regié subtelomérica 10q s’ha descrit com una

de les variants familiars més comunes (Ravnan i col. 2006).

Per altra banda, les trisomies 20q “pures” sén poc freqients i normalment es troben
associades a la monosomies parcials d’altres cromosomes ja que sol provenir d’una translocacio
equilibrada en els pares i una subseqlient segregacido meiotica anormal (Plotner et al. 2002).
S’han descrit casos de trisomia parcial de 20q associada a delecions molt petites d’altres
cromosomes: cromosoma 3 (Nielsen i col. 1986), cromosoma 4 (Plotner i col. 2002),
cromosoma 8 (Pierquin i col. 1988), cromosoma 16 (Pawlowitzki i col. 1979), i al cromosoma X
(Waters i col. 1990). Pero no hem trobat a la literatura cap cas en el que la translocacié fos
amb el cromosoma 10 com es produeix en aquests dos casos (MS-65 i MS-76).

Els pocs pacients descrits amb trisomies 20q pures i també amb trisomies 20q associades
a delecions petites d’altres cromosomes han permés definir un fenotip comu en aquests casos.
Els trets fenotipics caracteristics associats son: malformacions craniofacials, anomalies
muscular/esquelétiques i defectes cardiacs (Plotner i col. 2002). Grange i col (2005) van
descriure un cas de trisomia parcial 20gl3qter que comparteix la majoria d’aquestes

caracteristiques cliniques encara que també té associada una delecié 20p13pter.

En la nostra série els dos pacients (MS-65 i MS-76) eren membres d’una mateixa familia,
portadors d‘una trisomia parcial 20q13.2q13.3 lligada a una monosomia de 10g26. En aquesta
familia, la mare de MS-65 (germana de MS-76) va resultar ser portadora d'una translocacio
“aparentment” equilibrada t(10;20)(g26;q13.2). El cas MS-65 mostra molts trets fenotipics
tipics dels portadors de delecions 10926 com sén el retard psicomotor i mental,
criptorquidisme, estrabisme, pont nasal ample i prominent, orelles d’implantacié baixa,

microcefalia al néixer i hipoacusia lleu. Encara que també presenta alguns trets caracteristics
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de la trisomia 20q13.1qter com el creixement intrauteri normal, clinodactilia i altres anomalies

en les mans com camptodactilia i sindactilia.

La pacient MS-76, aparentment portadora de la mateixa alteracié cromosomica que el cas
MS-65, presenta retard mental, convulsions i fissura palatina. La fissura palatina s’ha descrit en
casos amb trisomia 20q i el retard mental en casos amb monosomia 10q26 pero, pel que hem
trobat a la literatura, no s’han associat convulsions a cap de les dues anomalies
cromosomiques. Els detalls clinics que ens van ser proporcionats d’aquesta pacient no eren
molt extensos, i per tant podria ser que presentés més caracteristiques fenotipiques tipiques

associades a l'alteracio citogenética que presenta.

No podem descartar, en el cas que es confirmés, que podria tractar-se d’alteracions
cromosomiques amb clinica heterogénia com s’ha descrit en alguns casos en la literatura. A la
banda 20q13 s’han descrit gens imprintats, com per exemple el gen GNAS1 (Juppner i col.,
1998). Aquesta fet podria contribuir a la diferent presentacié del fenotip en els casos MS-65 i
MS-76. En el cas MS-65 si que sabem que el cromosoma derivatiu és d’origen matern pero en
el cas MS-76 no ens va ser possible estudiar els pares per comprovar quin origen tenia el

cromosoma derivatiu.

5.3.15- TRISOMIES PARICALS DEL CROMOSOMA 10q (MS-47)

Les trisomies distals de 10q s’han associat a una clinica concreta que inclou microcefalia,
front alt, cara rodona, epicant, hipertelorisme, celles primes, fissures palpebrals
antimongoloides i curtes, microftalmia, orelles d'implantacié baixa, fissura del paladar,
micrognatia, pont nasal pla, nas curt amb narius inclinats cap a dalt, hipotonia, laxitud de les
articulacions, clinodactilia, escoliosi, coll curt, retard del creixement, anomalies psicomotores,
anomalies cardiaques, oculars i renals (Fryns, 1990). Molts casos de trisomia distal 10q sén
resultat d’una translocacié desequilibrada (Chen i col. 2005b). Fins ara, s’han descrit molt pocs
casos que presenten duplicacions distals de 10q “pures”, perd han permeés definir que la regio

critica associada a aquesta clinica és la 10g25.2qter (Migliori i col. 2002).

En la nostra série hem caracteritzat la duplicacid 10g24926.3 en una nena (MS-47). La
duplicacié era pura ja que no implicava l'alteracié de cap altra cromosoma. No va ser possible
aconseguir detalls clinics d’aquest cas, per aquesta radé no s’ha pogut fer la comparacié amb els

casos publicats.

5.3.16- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 11q (MS-159,
MS-161 i MS-166)

La delecié terminal de 11q, descrita inicialment per Jacobsen i col. (1973), s’ha associat a
un patré de malformacions anomenat sindrome de Jacobsen (OMIM: #147791). En una revisio
de 110 pacients amb delecions 11g terminals realitzada per Grossfeld i col. (2004)
evidenciaven la gran variabilitat fenotipica associada a aquesta alteracié cromosomica. Els trets

més comuns que es troben en aquests pacients inclouen trombocitopénia, retard del
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desenvolupament, retard mental, defectes cardiacs, estatura baixa, testicles sense descendir,
infeccions recurrents, deficiencia de IGF-1 i malformacions estructurals del sistema nervios
central. També s’han observat refredats cronics, éczema, estenosi pilorica i anomalies
estructurals renals, encara que menys freqlientment. Penny i col. (1995) havien descrit que la
sindrome de la delecidé parcial de 119 s’associava a un trencament de la banda 11g23.3 fins a la
regio telomérica. Recentment, Giampietro i col. (2006) van identificar un pacient amb la delecid
molt més petita (11924.2g25) que té els trets clinics tipics de la sindrome de Jacobsen.

En la nostra série hem detectat tres pacients portadors d’una delecié parcial de 11q (MS-
159, MS-161 i MS-166). El cas MS-159 presenta la delecié de les bandes cromosomiques
11g23.3925, el cas MS-161 de la regié 11924925 i el MS-166 de 11g22.3g23.3.

Els casos MS-159 i MS-161 sdn tipics casos de sindrome de Jacobsen. No se’ns va donar
més informacié clinica detallada aixi que no podem discutir possibles diferéncies entre les dues
pacients. En el cas MS-166, algunes de les caracteristiques cliniques sén comunes amb la
sindrome de Jacobsen com sén la macrocefalia, epicant, hipertelorisme, pont nasal pla, nas
curt, coll curt, infeccions respiratories freqlients, contractures articulars i retard mental. Entre
els trets clinics que no es relacionen amb la sindrome de Jacobsen presents en aquesta pacient
cal esmentar les cataractes, proptosi i cifoescoliosi. Encara que, les cataractes també van ser
descrites en el cas publicat per Puvabanditsin i col. (2001) que presentava una delecié de
11g23qter.

Grossfeld i col. (2004) van descriure que un 94% dels pacients amb delecié 11g-
presentaven trombocitopénia i disfuncié plaquetaria permanent. El cas MS-166 no presenta
aquesta alteracid tipica. Aquest fet podria deure’s al fet que la delecié present en aquest

pacient no inclou la regié critica associada a la sindrome de Jacobsen.

En els tres pacients de la nostra série no hem trobat cap regié cromosdmica delecionada
comu, pero els tres presenten una clinica caracteristica de la sindrome de Jacobsen (encara que
el cas MS-166 és el que en presenta menys). Es podria dir, doncs, que les caracteristiques
cliniques associades a aquesta sindrome estan relacionades amb delecions que inclouen
diferents bandes de 11q i, segons els nostres resultats, sembla que la delecié de la banda
11g24q25 s’associaria a alguns trets molt caracteristics de la sindrome com la trombocitopenia.

5.3.17- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 12p (MS-116, MS-
129 i MS-170)

La duplicacié 12p és una alteracié cromosomica rara. La correlacié fenotip-genotip en
aquesta alteraciéo no ha estat facil ja que normalment la trisomia parcial de 12p apareix com
consequéncia d’una translocacio equilibrada als pares. Des de la primera descripcié per Uchida i
Lin (1973) només s’han descrit uns 14 casos amb duplicacid 12p pura (Schinzel 2001;
Zumkeller i col. 2004; De Gregori i col. 2005). Per altra banda la tetrasomia de la regié 12p
s’associa a la sindrome Pallister-Killian (OMIM: #601803). En aquesta sindrome la tetrasomia
es dona per un isocromosoma 12p extra en el cariotip que sovint esta en mosaicisme lligat a

teixit fet que dificulta el seu diagnostic ja que en sang periférica es troba un cariotip normal.
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Molts trets clinics es sobreposen entre la trisomia 12p i la tetrasomia associada a la
sindrome Pallister-Killian. Les caracteristiques que tenen en comu ambdues sén: retard mental,
hipotonia, front prominent, hipertelorisme, epicant, orelles dismorfiques, nas curt narius
inclinats cap a dalt, filtre llarg, coll curt i peus i mans curtes. En canvi, les convulsions sén
freqlients en la sindrome de Pallister-Killian perd sén poc comunes en la trisomia 12p
(Zumkeller i col. 2004).

En el nostre treball hem caracteritzat tres casos amb duplicacions de 12p (MS-116, MS-
129 i MS-170). En el cas MS-116 no va ser possible acotar la regié concreta implicada en la
trisomia parcial de 12p ja que no es disposava d’ADN per aplicar les tecniques de CGH i HR-
CGH. Malgrat aix6, amb la M-FISH es va caracteritzar el material extra addicionat al 10p com
derivat del cromosoma 12 i posteriorment, mitjangant les bandes G, es va poder determinar
que el material addicionat al 10p probablement es tractava del brag curt del cromosoma 12.
Ens va ser impossible aconseguir els detalls clinics d’aquest cas. El cas MS-170 presentava la
duplicacié de 12p13 i tenia una clinica que recorda a la sindrome de Cornelia de Lange (OMIM:
#122470) pero en la literatura no hi ha cap associacid entre aquesta sindrome, on els gens
responsables de la qual s’han mapat en la banda cromosomica 5p13.1, i el brag cromosomic
12p. La duplicacié caracteritzada en el cas MS-129 implicava la regid 12p12.3p13.3 i
clinicament presentava estenosi anal, camptodactilia i facies peculiar. Ja que no se’ns han
detallat les caracteristiques de la facies peculiar no podem assegurar que aquest cas no
presenti cap caracteristica de la sindrome de Cornelia de Lange o que tingui alguna semblanca

amb la clinica associada a la trisomia 12p.

Els dos casos dels que tenim informacidé clinica (MS-129 i MS-170), en principi, no
comparteixen cap caracteristica clinica potser degut a les diferents regions de 12p implicades
en la duplicacié i també pel fet que en el cas MS-129 la duplicacié parcial de 12p va associada a

la delecié de Xp22.33 que també pot estar influenciant el fenotip.

Darrerament, De Gregori i col. (2005) han descrit una duplicacidé intersticial de 12p,
dup(12)(p11.21p13.31), relacionada amb la preséncia de duplicacions segmentaries en
aquestes regions del cromosoma 12 que explicaria una major tendéncia a les reorganitzacions,
com per exemple les duplicacions, majoritariament a través de les recombinacions homologues

no al-léliques.

5.3.18- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 13q (MS-120)

Al llarg del nostre estudi hem detectat un pacient (MS-120) portador d’'una monosomia
parcial deguda a un cromosoma en anell que es presentava en mosaic. Aquest cas es discutira

més endavant en |'apartat 5.5.1 dedicat als anells.
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5.3.19- TRISOMIES/TETRASOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 13q
(MS-105, MS-105-G)

Les duplicacions parcials del cromosoma 13 mostren una extensa variabilitat fenotipica
que pot anar des de ser letals a un fenotip lleu (Helali i col. 1996). La majoria de casos
publicats descriuen duplicacions terminals i una minoria duplicacions intersticials. Els casos
publicats mostren variabilitat fenotipica entre ells, fins i tot, quan la regié cromosomica
implicada és la mateixa (Helali i col. 1996). Aquest fet es podria explicar per les dificultats
d'interpretar el patré de bandes en les trisomies parcials del cromosoma 13 si no s’apliquen

técniques de citogenética molecular.

En la nostra série hem caracteritzat una triplicacié directa de la banda 13921 en un
pacient (MS-105) que presenta macrosomia, trets dismorfics lleus i retard mental moderat.
També hem caracteritzat la duplicacié directa de la banda cromosdomica 13g21 en el seu germa
(MS-105-G). Comparant el patré de bandes G del cas MS-105-G amb el seu pare i avi es pot dir
que aquests també presenten la mateixa duplicacié directa. Aquests Ultims només presenten

hipoacusia com alteracio clinica.

La formacio de la triplicacié en el cas MS-105 es pot explicar pel mal aparellament dels
cromosomes 13 durant la meiosi paterna amb intercanvi desigual de material de la banda
duplicada. Aquests resultats mostren com pacients amb trisomies o tetrasomies per la mateixa
regio cromosomica poden tenir diferéncia significativa en el fenotip. Aquest fet també s'ha
descrit en altres anomalies cromosomiques com per exemple en el cas de la tetrasomia 18p

que és més severa que la trisomia (Li i col. 2002).

Mathijssen i col. (2005) van publicar el cas d'una familia portadora d’una duplicacio
parcial del cromosoma 13 (g21.31g31.1) que presentaven retard del desenvolupament,
problemes de comportament, convulsions, problemes d’alimentacié, estrabisme, sordesa,
anomalies dentals hallux valgus juvenil, peus plans, hipermobilitat, front alt, celles arquejades,
filtre llarg i ample i llavi superior prim. Aixi doncs, la nostra familia amb la duplicacié de 13qg21
presentava una clinica molt més lleu que els casos descrits per Mathijssen i col. (2005). El cas
MS-105, portador de la triplicacié 13g21 tenia un fenotip més afectat perd també lleu comparat

amb la familia de Mathijssen i col. (2005).

Podem concloure, doncs, que la trisomia/tetrasomia de la banda cromosomica 13q21 té
una implicacié clinica lleu comparat amb casos que impliquen altres bandes cromosomiques
(Helali i col. 1996; Mathijssen i col. 2005).

5.3.20- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 15q (MS-137 i
MS-179)

A la nostre série hem estudiat dos casos amb monosomies parcials del cromosoma 15q
(MS-137, MS-179). El pacient (MS-179) és portador d’'un cromosoma en anell i es discutira més

endavant en el apartat 5.5.2 dedicat als anells.
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La regid cromosdomica 15q11ql3 és una de les més inestables en el genoma huma.
Aquesta inestabilitat s’ha relacionat amb la riquesa en duplicacions segmentaries en aquestes
bandes cromosomiques (Locke i col. 2004). El fenotip freglientment associat a les delecions
presents en aquesta regié sén la sindrome de Prader-Willi i Angelman.

En la nostra série hem detectat un cas amb delecié de la regié 15q11.2q13.2? (MS-137)
que presentava retard mental, crisis convulsives i dismorfies. Aquest pacient no havia estat
diagnosticat de sindrome de Prader-Willi ni Angelman (encara que el retard mental i les crisis
convulsives soén tipiques de la sindrome d’Angelman). No se’ns van proporcionar els detalls de
les dismorfies presents en els pacients per aix0 ha estat impossible comparar aquest cas amb

altres descrits a la literatura.

El fet que sindromes especifiques no es sospitin amb anterioritat a I’'analisi amb técniques

de citogenetica molecular podria reflectir I'heterogeneitat en el fenotip associat a la sindrome.

5.3.21- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 15q (MS-104)

La trisomia parcial de 15 que implica les bandes cromosomiques 1525926 s’havia
relacionat a la literatura amb una sindrome concreta que es caracteritzava per craniosinostosi i
sobrecreixement (Zollino i col. 1999). Posteriorment, Roggenbuck i col. (2004) van publicar
tres casos amb trisomia distal de 15q i fent una revisié de la literatura van concloure que no
estava clar que la trisomia de les bandes 15925g26 es relacionessin amb la craniosinostosi i
sobrecreixement ja que hi havia molts casos amb trisomia distal de 15q que implicaven

aquestes bandes cromosomiques i que no presentaven aquesta clinica.

En la nostra série hem caracteritzat un cas amb trisomia de la regié 15q24q26.2. Dos
dels casos presentats per Roggenbuck i col. (2004) presentaven la trisomia de la regié

15924926 i presentaven ptosi, dificultats per alimentar-se , mida petita i retard mental.

El nostre cas es va detectar en un diagnostic prenatal per indicacié d’edat materna
avancada. Els pares van decidir continuar I'embaras, pero el seguiment de la nena ha estat
impossible ja que els pares han decidit no col-laborar per aixd no hem pogut contrastar les
dades cliniques amb les publicades a la literatura.

5.3.22- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 17p (MS-79)

Les delecions terminals del cromosoma 17p estan relacionades amb l'aparicié de la
sindrome de Miller-Dieker (OMIM: #247200). Aquesta sindrome es caracteritza pel retard
mental sever, la lisencefalia, atrofia cerebral, agenésia del cos callés, microcefalia i anomalies
del ronyd. Les microdelecions en 17p poden portar a I'aparicié d’aquesta sindrome i s’ha definit
que la regid critica es localitza a la banda cromosomica 17p13.3. La lisencefalia present en la
sindrome de Miller-Dieker és conseqléncia de la delecié del gen LIS-1 localitzat a la banda
17p13.3.
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S’han descrit families amb translocacions criptiques afectes de la sindrome (Alvarado i
col. 1993; Masuno i col. 1995; Van Zelderen-Bhola i col. 1997) i també pacients portadors de la
delecié terminal 17p13.3 amb fenotip normal (Martin i col. 2002). Recentment, Menten i col.
(2006) han descrit un pacient amb fenotip afectat portador de la delecié terminal 17p13.3 que

presenta hipotonia, escoliosi, defectes cardiacs, estatura baixa i braquicefalia.

El nostre pacient (MS-79), portador d’una delecié terminal 17p13.3 és una nena de cinc
anys que presentava retard psicomotor lleu, retard del llenguatge, fenotip facial peculiar amb
epicant i boca de carpa, veértebra lumbar anomala i leucomalacia cronica periventricular. Podem
dir, doncs, que existeix un ampli ventall clinic en casos portadors de delecions 17p13.3 que es

podria explicar per la mida de la delecidé o bé per si aquesta delecié implica o no el gen LIS-1.

5.3.23- MONOSOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 18

e Monosomia parcial 18p (MS-77 i MS-130)

Les delecions del cromosoma 18p so6n una de les monosomies autosomiques més
freqlients (Schinzel i col. 2001). Les delecions terminals sén les més freqiients (Rigola i col.
2001) encara que també s’han descrit delecions intersticials de 18p (Kacinski i col. 2007). Els
trets clinics caracteristics de la sindrome de 18p- inclouen retard mental de moderat a sever,
retard del creixement postnatal, cara rodona, boca de carpa i orelles displasiques. També s’hi
ha associat microcefalia, plecs epicantics, ptosi, hipertelorisme, micrognatia, anomalies dentals
i coll curt. I amb menys freqliiencia s’han descrit defectes cardiacs o malformacions cerebrals
majoritariament holoprosencefalia. Brenk i col. (2007) han publicat recentment un estudi on es
correlaciona la grandaria de la delecié en 18p i els trets fenotipics que s’hi associen. Aixi, han
conclos que la cara rodona s’associa a la delecio de la part terminal de la banda 18p11.32, el
retard en el creixement postnatal i les convulsions a la delecié 18p11.23pter i finalment la ptosi
i el coll curt a la delecié 18p11.21p22.

En la nostra série hem descrit dos casos que presentaven delecions a 18p (MS-77 i MS-
130). El cas MS-130 presenta una delecié que implicava les bandes 18p11.2pter i clinicament
mostra concordanga amb la sindrome de 18p- ja que presenta retard del creixement postnatal,
orelles d'implantacié baixa i grans i hipertelorisme. El cas MS-77 es tractava d'un cas de
diagnostic prenatal (realitzat per indicacié d’edat materna avancada) en el que es va detectar
per bandes G una reorganitzaci6 complexa t(8;18)(p11.2;p11.2),t(12;13)(q13;q12)
“aparentment” equilibrada. Posteriorment els perfils de la HR-CGH i la CGH van mostrar la
perdua de la banda 18pl11.2. En aquest ultim pacient no es van detectar anomalies
ecografiques i no va ser possible aconseguir més dades cliniques. Per aix0, no I’hem pogut
comparar amb els casos ja descrits a la literatura en relacié a la delecié 18p encara que s’ha de
tenir en compte que els punts de trencament implicats en la reorganitzacié complexa també

podrien afectar al fenotip.
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e Monosomies parcials 18q (MS-100)

El fenotip associat a la sindrome de 18g- (OMIM: #601808) és molt variable pero, en
general, es caracteritza pel retard mental, estatura baixa, microcefalia, hipotonia, deficiéncia

d’oida, defectes del paladar i deformitats dels peus.

Versacci i col. (2005) han publicat un cas amb la delecid 46,XY,del(18)(q22qter) que
presentava fissures palpebrals mongoloides, hipoplasia de la cara, filtre curt, llavis prims,
prognatisme, orelles dismorfiques, criptorquidisme, escoliosi, peu equi, estatura baixa i retard
mental. Més recentment, Linnankivi i col. (2006) han descrit 14 individus portadors de
delecions de 18qg evidenciant la gran variabilitat fenotipica, fins i tot, entre individus que
presentaven la mateixa regié delecionada. Els trets fenotipics comuns incloien: estatura baixa,
dismorfies facials, defectes del paladar, deformitats als peus, criptorquidisme i infeccions
respiratories recurrents degut a la deficieéncia de IgA. La funcié cognitiva va des de intel-ligéncia
normal a retard mental sever. A més, han vist que tots els individus amb la delecié de

18g22.3g23 tenen mielinitzacié anormal.

El cas MS-100 de la nostra série presenta una delecid de la regié cromosomica
18g22qter, semblant als casos presentats per Versacci i col. (2005) i Linnankivi i col. (2006).
Degut a que no ha estat possible aconseguir detalls clinics del nostre pacient no hem

pogut fer comparacions amb els casos descrits.

5.3.24- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 19p (MS-155)

El cromosoma 19 és el que presenta més densitat génica de I’'espécie humana (Deloukas i
col. 1998), per tant s’esperaria que desequilibris en aquest cromosoma comportessin grans

implicacions cliniques.

La trisomia parcial del cromosoma 19p és poc freqiient. S’han publicat diferents treballs
de trisomies parcials del cromosoma 19p associats a monosomies parcials d’altres cromosomes
(Byrne i col. 1980; Salbert i col. 1992; Brown i col. 2000). Fins ara, només hem trobat en la
literatura un Unic cas, descrit per Andries i col. (2002), que presentava una duplicacié de 19p
terminal pura. Aquest pacient mostrava retard mental i psicomotor lleu, microcefalia, pél escas,
nas curt, i orelles d'implantaci6 baixa i hiperactivitat. Compartia el retard mental, la
microcefalia, les orelles malformades i el pél escas amb els casos descrits anteriorment per
Byrne i col. (1980) i Salbert i col. (1992). En els ultims anys Nakatake i col. (2001) han

relacionat el gen FGF-22 localitzat a la banda 19p13.3, amb el desenvolupament del pel.

El nostre pacient (MS-155) presentava una trisomia de la banda 19p13.3 detectada per
HR-CGH. El cariotip del pacient havia estat definit préviament per un altre grup com
46,XY,der(12). Per falta de suspensio cel-lular no ha estat possible comprovar si el material
extra del cromosoma 19 es trobava en el cromosoma 12 derivatiu. La HR-CGH no va mostrar
desequilibri en el cromosoma 12. Cap dels casos descrits, fins al moment, amb trisomia 19p
deriven d’una translocacio entre el cromosoma 12 i 19. El nostre pacient és un nen de sis anys

amb retard mental i malformacions. No tenim dades cliniques més detallades, per aquesta rad
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no s’ha pogut fer una bona comparacié amb altres pacients descrits a la literatura perd hem
pogut confirmar la presencia de retard mental que s’associa a la trisomia parcial del cromosoma
19p.

5.3.25-TRISOMIES PARCIALS EN EL CROMOSOMA 20 (MS-46, MS-65,
MS-76 i MS-96)

En el nostre estudi hem trobat quatre pacient amb trisomies parcials del cromosoma 20:
dos amb trisomies parcials del brag curt (MS-46 i MS-96) i els altres dos casos (MS-65 i MS-76)

amb trisomies molt més petites del brac llarg del cromosoma 20.

e Trisomia parcial 20p (MS-46 i MS-96)

La trisomia parcial 20p és una anomalia cromosomica rara i, fins ara, s’han descrit uns 36
casos (Molina-Gomes i col., 2006). Tots ells van ser diagnosticats postnatalment, excepte un

fetus que mostrava anencefalia i un altre fetus amb transluscencia nucal incrementada.

En la nostra série hem trobat un sol cas (MS-96) amb trisomia 20p “pura”, és a dir com
Unica anomalia cromosomica, que va ser determinat postnatalment. L'altre cas de la nostra
série, portadora d’una trisomia parcial 20p, també presentava una monosomia parcial Xp
resultat de la segregacié meiotica desequilibrada en la mare portadora d’una translocacié
t(X;20) “aparentment” equilibrada.

Dels 36 casos descrits a la literatura amb trisomies 20p, només sis eren de novo, la
majoria s’havien originat a partir d'una translocacié parental i implicaven altres cromosomes,
com en el nostre pacient. Aquests resultats suggereixen una elevada tendencia a les

reorganitzacions cromosomiques associades a la regié 20p.

El fenotip associat a la trisomia parcial 20p inclou retard mental i psicomotor perd amb un
creixement normal, cara rodona amb galtes prominents, anomalies dentals i vertebrals,
coordinacio motora i parla pobra. També s’hi associa, perd amb menys freqiéncia, la preséncia
d’occipital aplanat, hipertelorisme, epicant, estrabisme, nas curt amb narius grans, defectes

congeénits del cor i anomalies als dits de mans i peus (Oppenheimer i col. 2000).

El pacient MS-96, amb una trisomia 20p11.2p13, clinicament presenta caracteristiques
tipiques de la trisomia 20p com retard mental i anomalies vertebrals. Perdo també evidenciava
microcefalia, microftalmia, estatura baixa i els ronyons petits que no hem trobat que s’hagin

associat en la literatura amb la trisomia 20q.

L'altre pacient (MS-46) presenta una trisomia 20p11.29q13.3 acompanyada d’una
monosomia en Xp21p22.3 derivada d’una translocacidé equilibrada en la mare i subsequent
segregaci0 meiotica desequilibrada. A nivell fenotipic presentava fissures palpebrals
mongoloides, parla molt pobre, retard psicomotor discret i comunicacio interauricular (CIA) per
ostium secundum que son trets caracteristics de la trisomia 20p. Perd a més, s’hi observava

paladar estret i alt, coll curt i solc simia bilateral que tampoc s’han associat a la trisomia
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20p. En aquest cas la presentacid clinica pot estar influenciada per la monosomia parcial del
cromosoma X o per la inactivacié del cromosoma X derivatiu que faria que no hi hagués efecte
o que l'efecte sigués més lleu que l'observat en la trisomia parcial de 20p “pura” al inhibir-se
I'expressié genica. Per exemple, en el nostre pacient no es presenta retard mental ni

alteracions vertebrals.

e Trisomia parcial 20q - Monosomia 10q terminal (MS-65 i MS-76)

A la nostre serie hem identificat dos pacients (MS-65, MS-76) que presentaven alhora
una trisomia parcial 20q i una monosomia parcial del 10g que han estat discutits a
I'apartat 5.3.14.

5.3.26- TRISOMIES PARCIALS DEL CROMOSOMA 21q (MS-196)

La sindrome de Down (OMIM:#190685) esta associada a uns trets fenotipics concrets i

apareix quan existeix una trisomia total o parcial del cromosoma 21.

La major part dels trets clinics que defineixen la sindrome de Down han estat associats a

la duplicacié d’una regio critica localitzada a la banda 21g22.3 (Delabar i col. 1993).

El cas MS-196 de la nostra série presenta una trisomia de 21921 i va ser diagnosticat
prenatalment al detectar-se una ectasia piélica bilateral a les 21 setmanes de gestacid. La
parella va decidir fer una interrupcié de I'embaras i malauradament no va ser possible
aconseguir dades de |'anatomia patologica. Cal destacar que no hem trobat cap cas descrit a la
literatura amb duplicacié 21q21, perd, creiem que possiblement el nostre pacient no hagués
presentat la tipica sindrome de Down ja que la trisomia no incloia la regié critica per la

sindrome.

5.4- TRISOMIES I MONOSOMIES GONOSOMIQUES: CORRELACIO
GENOTIP-FENOTIP

Les anomalies en els cromosomes sexuals apareixen en aproximadament 0.2% dels
nounats (Robinson i col. 1998). Entre les anomalies més comunes i que tenen un fenotip
associat destaquen els cariotips 45,X, 47,XXY, 47,XXX i 47,XYY. Per contra, hi ha altres
anomalies, menys freqlents, que no tenen associat un fenotip clar degut probablement al baix

nombre de casos descrits i també perqué moltes vegades el fenotip associat és lleu.

La patologia associada a alteracions dels cromosomes sexuals depén, no només de les
zones cromosomiques delecionades o duplicades. Depén també d’altres aspectes com la
inactivacié del cromosoma X, la implicaci6 de les regions pseudoautosomiques o de la

presencia/abséncia del gen SRY (sex-determining region Y).
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Les regions distals Xp i Yp contenen seqliencies d’ADN molt semblants (PAR1). Durant la
meiosi masculina hi ha recombinacid entre aquestes regions altament homologues (regions
pseudoautosomiques). També existeixen unes altres regions pseudoautosomiques (PAR2)
localitzades als extrems Xq i Yq que també semblen recombinar en la meiosi masculina (Freije i
col. 1992)

Al llarg del nostre estudi hem identificat monosomies i trisomies parcials que impliquen
els cromosomes sexuals (Fig.40). Entre elles hem trobat tant anomalies aillades, és a dir, sense
implicar cap cromosoma autosomic (deu casos), com delecions en Xp associades a altres

alteracions en cromosomes autosomics (dos pacients).

Fig.40- Ideograma representant les monosomies

! i trisomies parcials de cromosomes sexuals

Iy |

trobades en el present estudi. Les monosomies
parcials s’han representat en verd i les trisomies
parcials en vermell. En color lila s’han marcat

dues monosomies parcial del X associades a

*(HT ETHD

trisomies parcials autosomiques.

5.4.1- ALTERACIONS ESTRUCTURALS DEL CROMOSOMA X

En les cél-lules somatiques d’una dona amb cariotip normal (46,XX), només es manté
actiu un dels cromosomes X. La inactivacié és a I'atzar, tant es pot inactivar el cromosoma X
patern com el matern. El gen que sembla ser el responsable de la inactivacid, gen XIST (X-
inactive-specific transcript) s’ha identificat i sequlienciat i només s’expressa al cromosoma X
inactiu (Brown i col. 1991). Es localitza al centre d’inactivacié del cromosoma X (XIC), a la
banda Xq13 (Fig.41). S’ha de tenir en compte, perd, que no tots els gens del cromosoma X
inactivat es silencien i aquest fet podria explicar el fenotip Turner per |'efecte de la monosomia
dels gens que normalment no s’‘inactiven en cap dels dos cromosomes de la dona (Zinn i col.
1998).

Generalment, les alteracions estructurals del cromosoma X en dones s’associen a una
clinica més lleu que en homes. Aquest fet s’ha associat a la inactivacido preferencial del
cromosoma X desequilibrat en el cas de les dones. La preséncia d’alteracions fenotipiques lleus
en dones portadores de translocacions desequilibrades t(X;autosoma) es podria explicar per
I’'existéncia d’una inactivacio preferencial del cromosoma X amb la translocacié respecte el
cromosoma X normal (Blennow i col. 1999). Actualment, es sap que aquesta inactivacidé
preferencial no sempre es compleix (Chen i col. 2006c). Per contra, si en una dona el

cromosoma X presenta una translocacié equilibrada es tendeix a la inactivacié del cromosoma X
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normal evitant aixi la monosomia que implicaria la inactivacié del fragment del cromosoma

autosoma translocat al cromosoma X.

En el nostre estudi hem caracteritzat: dos casos amb delecié parcial de Xp (MS-21 i MS-
25), un cas amb delecié parcial de Xq (MS-32), un cas amb guany parcial de Xp resultat d’'una
insercié d’aquest en el cromosoma Y (MS-56), un cas amb delecié parcial de Xp i guany parcial
de Xq (MS-97) i finalment dos casos amb translocacions desequilibrades cromosoma
X;autosoma (MS-46 i MS-129).

Fig. 41- Ideograma del cromosoma X
on s‘indiquen les regions pseudo-
autosomiques (PAR1 i PAR2) i el gen

xisT XIST (X-inactive-specific transcript).

PAR2

5.4.1.1- Monosomies/Trisomies parcials del cromosoma X (MS-21, MS-25,
MS-32 i MS-97)

Les monosomies/trisomies parcials del cromosoma X sén relativament freqients. Tenen
expressio fenotipica molt variable perd s’han descrit algunes regions critiques. La regio
Xp11.2p22.1 sembla ser la responsable de diferents trets presents en la sindrome de Turner
(Zinn i col. 1998). En canvi, les delecions en Xq s’associen principalment a amenorrea primaria
o secundaria. S’han descrit dones fertils amb delecions de Xq perd aquestes delecions es

trobaven en Xg21 o en regions més distals (Toniolo, 2006).

En el nostre estudi hem caracteritzat dues pacients que presentaven la delecié6 Xp22.3
(MS-21) i la Xp22.1pter (MS-25). Una dona amb monosomia Xq21.3926 (MS-32) i una altre
amb dos alteracions alhora, la delecid Xp11.4p22.3 i la duplicacié Xq27q28 (MS-97). En tots
aquest casos, el fenotip va ser femeni i a part del cromosoma X alterat (parcialment duplicat i/o

delecionat) hi havia sempre un cromosoma X normal.

El cas MS-21 presentava una clinica alterada (lleu): talla baixa i deformitat de Madelung
(torsid de I'extrem inferior del radi amb dislocacié del clubit cap a darrera). Dels casos MS-25 i
MS-32, diagnosticats prenatalment, no disposem d’informacié clinica encara que probablement

la clinica associada hagués estat lleu per I'efecte de la inactivacié del cromosoma X alterat.

El cas MS-97 presentava caracteristiques Turnerianes (talla baixa, lleugera ptosi i cabell
d’'implantacié baixa). A més s’hi observava cubitus valgus amb lleugera limitacié de la
pronosupinacido, menarquia als 13 anys amb menstruacié irregular i metrorragies.

Probablement el mal funcionament del ovaris en aquest cas és degut a la delecié de la regid
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Xg27qter que es troba dins la regié “critica” (Xq13q27) pel funcionament ovaric normal
(Therman i col. 1990). El cas publicat per Chen i col. (2006c) presentava delecionada la
mateixa regid cromosomica que la nostre pacient perd a més tenia una trisomia 5g21iqgter i
presentava disfuncié ovarica a més de retard mental. En la nostra pacient no s’observa retard

mental probablement perqué aquest tret podria deure’s a la preséncia de la trisomia parcial de

5q.

5.4.1.2- Translocacions cromosoma X-autosoma (MS-46 i 129)

Les translocacions X-autosoma generalment tenen origen matern o sén de novo (Kalz-
Fuller i col. 1999). L'efecte de la translocacié dependra del sexe de l'individu, els punts de
trencament i el patrd d’inactivacio (Kalz-Fller i col. 1999; Waters i col. 2001). Les dones solen
tenir un fenotip més lleu ja que en aquestes, normalment, la inactivacié del cromosoma X
derivatiu es doéna preferentment quedant aixi inactivada també la regié del cromosoma

autosomic que estaria en trisomia (Blennow i col. 1999). En els homes no hi ha aquesta opcid.

En la nostra série hem estudiat dos casos que presenten translocacié desequilibrada entre
el cromosoma X i un autosomic. En el cas MS-46 la translocacidé era t(X;20)(p11.2;p11.2) i
d‘origen matern mentre que en el cas MS-129 era t(X;12)(p22.2;p12.3) i l'origen era
desconegut. L'afectacid clinica dels dos casos s’ha discutit en 'apartat 5.3.25 corresponent a les
trisomies 20p (MS-46) i en I'apartat 5.3.17 corresponent a trisomies 12p (MS-129). Per la zona
de Xp delecionada en els dos casos semblaria que la pacient MS-46 hauria d’estar més afectada
ja que inclou la regié que s’ha descrit com critica per la presentacid de caracteristiques

Turnerianes (Zinn i col. 1998), mentre que el cas MS-129 no la inclou.

5.4.2- ALTERACIONS CROMOSOMIQUES ESTRUCTURALS DEL
CROMOSOMA Y

Al cromosoma Y se li han associat principalment dues funcions. Una d’elles és la
determinacié sexual, controlada pel gen SRY i l'altra és el control de l'espermatogénesi pel
cluster dels gens AZF (factor d’azoospérmia). Aquest cromosoma es caracteritza per contenir
dues regions pseudoautosomiques (PAR1 i PAR2) que s’aparellen amb el cromosoma X durant la
meiosi. Al brag llarg del cromosoma Y es troben localitzats el cluster de gens AZF (AZFa, AZFb i
AZFc) i a la banda Yp11.3 el gen SRY (que és un dels gens implicats en la determinacié sexual)
(Fig.42). Alteracions en el cromosoma Y, depenent de la zona afectada, poden influir en la
determinacié sexual i en la fertilitat de l'individu, encara que també s’hi ha associat altres
aspectes com per exemple l'estatura de l'individu (Kirsch i col. 2002, Kleinman i col. 2004,

DesGroseilliers i col. 2006, Bruyére i col. 2006).

En la série estudiada hem caracteritzat sis casos amb alteracions cromosomiques que
implicaven el cromosoma Y. Entre ells, tenim un pacient amb delecié del cromosoma Y (MS-91),
dos casos amb un isocromosoma Yp (MS-73 i MS-183), un altre cas amb una insercié de material

del cromosoma X en el cromosoma Y (MS-56), un home amb cariotip XX (amb material de la
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banda cromosomica Yp11.2p11.3 addicionat al Xp corresponent al cas MS-184) i una translocacié

desequilibrada entre el cromosoma Y i el 15 (MS-197).

Fig.42- Ideograma del cromosoma Y on es mostra la localitzacio
de les dues region pseudoautosomiques (PAR1 i PAR2), del gen
SRY (sex-determining region Y) i de la regié del cluster de gens
Regié AZFs AZFs (azoospermic factors).

5.4.2.1- Monosomies parcials del cromosoma Y (MS-91)

La majoria de casos publicats fins ara (Kirsch i col. 2002, Kleinman i col. 2004,
DesGroseilliers i col. 2006, Bruyére i col. 2006) amb monosomies parcials de Yg mostren
fenotip de bard i normalment tenen estatura baixa i infertilitat. La infertilitat es deu a la delecid
del cluster de gens AZF. Un estudi recent portat a terme per Hadj-Kacem i col. (2006) en el que
es van analitzar les microdelecions en el cromosoma Y d‘una poblaci6 que presentava
infertilitat, ha revelat que el gen més freqlientment delecionat en aquesta poblacié era I'AZFc
com ja havien descrit préeviament Machev i col. (2004).

En la nostra série hem caracteritzat un cas amb cariotip 45,X,del(Y)(gq11.22),
der(14;15)(q10;q10)pat que presenta un fenotip normal i esterilitat primaria per
oligoastenozoospeérmia severa que es pot explicar perque la banda Yq11.23 perduda és on es
localitza el cluster de gens AZF. Cal esmentar que l'estudi per PCR de les microdelecions del
cromosoma Y no va confirmar la regié delecionada detectada tant per la CGH com per la HR-

CGH (dades cedides per Marta Carrera).

5.4.2.2- Cromosomes Y isodicéntrics (MS-73 i MS-183)

Els cromosomes Yp isodicéntrics (idic Yp) s’han associat a un ampli ventall de fenotips en
els casos detectats postnatalment (Bruyére i col. 2006). S’han associat a fenotips de la
sindrome de Turner (Patsalis i col. 2005) o amb talla baixa com Unica alteracié (Guedes i col.
2006). També s’han associat a pacients amb genitals ambigus (Marrocco i col. 2003), a nens
fenotipicament normals perd6 amb agenésia renal unilateral (Hernando i col. 2002a), nens amb
retard mental aillat (Neas i col. 2005) o amb anomalies craniofacials (Stankiewicz i col. 2001),
estatura baixa i masculinitzacié incompleta (Kozstolanyi, 1988) i a homes infertils amb estatura
baixa (Takihara i col. 1993) o a homes fenotipicament normals pero infértils (Alvarez-Nava i
col. 2003). Els casos detectats prenatalment sén rars i a més en molt pocs ha estat possible fer

un seguiment dels pacients.
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Tots els pacients descrits fins al moment amb cromosomes Yp isodicéntrics mostraven
I'alteracié de novo, fet que recolzaria la hipotesi que els individus amb cromosomes Yp
isodicéntrics sén infertils degut a la disrupcié del cluster de gens AZF. En el cas MS-73 de la
nostra serie es confirma I’herencia de novo i en el cas MS-183 no va ser possible aconseguir

aquesta informacio perd probablement sigui heretat de novo

Normalment aquest tipus de cromosoma es troba en mosaic degut a la naturalesa
inestable dels cromosomes isodicentrics. S’ha suggerit que la proporcié de cel-lules amb
cromosomes Y isodicéntrics en el teixit gonadal respecte l'altra linia cel-lular quan aquesta és
45,X determina el sexe del pacient (Alvarez-Nava i col. 2003; Guedes i col. 2006). En els
nostres pacients (MS-73 i MS-183) el sexe és masculi i en cap cas hem trobat una linia cel-lular
45,X. En el cas MS-73 el cromosoma Y isodicéntric es troba en mosaic amb una linia normal XY,
encara que la linia normal només representa un 22% de les cél-lules. Aquest fet evidencia que
el trencament en el cromosoma Y precedent a la formacié del cromosoma Yp isodicéntric es va
donar postzigoticament. En l'altre cas estudiat (MS-183) el cromosoma Y isodicéntric es troba
en totes les cél-lules analitzades. Aquest fet manifesta una estabilitzacié primerenca del

cromosoma isodicéntric amb la inactivacié d’un dels centromers del cromosoma.

El pacient MS-73 presenta un fenotip concordant amb la sindrome de Weaver (maduracié
i creixement ossi accelerat, aparenca craniofacial inusual, hipertonia amb camptodactilia, retard
psicomotor i hérnies). Revisant la literatura es veu que aquest és el primer cas amb
cromosoma isodicéntric Yp associat a aquest fenotip. Encara que no es pot descartar que
aquest fenotip estigui causat per una altra alteracié cromosomica criptica no detectada amb les
tecniques utilitzades. El cas MS-183 presenta retard mental coincidint amb altres casos descrits
portadors de cromosomes Y isodicentrics (Neas i col. 2005). Comparant amb casos similars
publicats en la literatura es veu una gran diversitat en el fenotip associat, mostrant-se des de
fenotip normal (Bruyére i col. 2006) fins a pacients amb trets dismorfics i amb retard del

llenguatge (DesGroseilliers i col. 2006).

5.4.2.3- Translocacié cromosoma Y-autosoma (MS-197)

Les translocacions entre el cromosoma Y i un cromosoma autosomic tenen una freqliéncia
en la poblacié de 1/2.000 individus (Alitalo i col. 1988). En la majoria de casos (70%) es tracta
de translocacions amb punts de trencament localitzats als bragos curts d'un cromosoma
acroceéntric i en I'heterocromatina del brag llarg del cromosoma Y (Rajcan-Separovic i col.
2001).

Una de les més freqlients és la que implica el Yq (amb punts de trencament a la regié
Yq12) i el brag curt del cromosoma 15. Aquesta alta freqlieéncia pot ser consequiéncia d'una
associacié al paquité en la meiosi masculina entre |'heterocromatina de 15p i Yq degut a
seqliencies homologues (Metzler-Guillemain i col. 1999). Aquest tipus de translocaci6 moltes
vegades es transmet a la generacié seglient i generalment s’accepta que no té conseqliéncies

en el fenotip incloent una fertilitat normal (Fryns i col. 1985; Alitalo i col. 1988).
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En el present estudi, en el cas MS-197 s'ha caracteritzat una translocacié
t(Y;15)(ql11.2;pl11) de novo. En la bibliografia no hi ha cap altre cas descrit portador d‘una
translocaci6 amb aquests punts de trencament. La técnica de M-FISH va mostrar que el
material addicionat al cromosoma 15 procedia del cromosoma Y i a més per HR-CGH es va
determinar el guany de la banda Ygl1.2 posant de manifest que aquesta regidé era la que
estava inclosa en la translocacié. D'aquest cas, detectat prenatalment, no va ser possible
obtenir dades cliniques.

5.4.2.4- Insercié X:Y (MS-56)

Les translocacions que impliquen els bracos curts dels cromosomes X i Y sén rares i una
de les consequieéncies millor conegudes son els homes 46,XX i les dones 46,XY degut a la
translocacié del gen SRY responsable de la reversié sexual (McElreavey i Cortes, 2001). En
alguns casos la translocacié pot resultar en una disomia funcional de part del brac curt del
cromosoma X. Depenent de les bandes cromosomiques implicades en la disomia es podra
manifestar una reversié sexual, també retard mental, anomalies facials menors i estatura baixa
(Lugtenberg i col. 2005). La reversio sexual podra aparéixer quan la disomia funcional inclogui
el gen DAX1 (DSS-AHC critical region on the X, gene 1) localitzat a la banda Xp21 (Swain i col.
1998). Segons la literatura, els homes amb duplicacié parcial de Xp presenten una clinica
diversa. Per exemple, el pacient descrit per Bonnet i col. (2005) amb una duplicaci6 de la regid
Xp11.22p11.23 presentava retard mental lleu, comportament autistic, talla baixa i trets
dismorfics lleus. Normalment, les regions pseudoautosomiques de X i Y (PAR1 i PAR2)
s’aparellen i intercanvien material geneétic. Ocasionalment, perd, recombinacions aberrants
poden donar lloc a translocacions entre altres regions dels cromosomes X i Y. En la bibliografia
s’han descrit diferents exemples de translocacions X:Y (Frints i col. 2001; Chagnon i col. 2006).
Aquest fet podria explicar la insercié de material del brag curt del cromosoma X en el brag curt

del cromosoma Y en el nostre pacient.

En la nostra série hem caracteritzat un fetus (MS-56) amb una insercid, de novo, de la
banda Xp22.2 al brag curt del cromosoma Y. L'ecografia d’alta resolucié era normal i el sexe
ecografic masculi. El diagnostic prenatal es va realitzar per anomalia cromosdmica detectada en
un embaras previ de la parella. El perfil de CGH pel cromosoma Y no ha mostrat cap pérdua.
Aquest fet concordaria amb el fenotip masculi del fetus ja que el gen SRY no s’hauria perdut i la
banda Xp21.2, on es localitza el gen DAX1, no esta implicada en la disomia. No hem trobat en

la literatura cap cas que presentés la mateixa alteracié cromosdomica que la descrita.

5.4.2.5- Home XX (MS-184)

Els homes amb cariotip 46,XX soén rars i es troben amb una frequéncia de 1/20.000-
1/25.000 nounats (De La Chapelle i col. 1972).

S’han identificat tres tipus fenotipics d’'homes XX: homes amb genitals interns i externs
normals, homes amb genitals ambigus (normalment detectats al naixement) i els homes

hermafrodites vertaders. En tots tres tipus, el fenotip va acompanyat d’esterilitat deguda a
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I'abséncia del brag llarg del cromosoma Y, on es localitzen els gens AZF relacionats amb

I’'espermatogenesi/azoospérmia.

El nostre pacient (MS-184) s’inclou en el primer grup ja que és un home que presenta

genitals interns i externs normals i azoospermia.

A nivell molecular aproximadament el 90% dels homes XX sense ambiguitats als genitals
tenen material genétic del cromosoma Y al seu cariotip, incloent el gen SRY. En aquests casos
el desenvolupament testicular es pot explicar per la presencia d’aquest gen ja que té la funcid
de determinar el desenvolupament del sexe masculi. Per contra, la majoria de casos d’homes
XX que son SRY negatius mostren ambiguitat als genitals externs. Perd hi ha hagut algunes
excepcions (Valetto i col. 2004; Rajender i col. 2006) i s’ha hipotetitzat que en aquests casos
podria estar mutat un altre component dins la via de factors determinants del fenotip sexual. La
majoria dels homes XX sén portadors del gen SRY resultant d’un intercanvi de material genétic
entre els cromosomes X i Y durant la meiosi paterna (Fechner i col. 1993). El nostre pacient
s’inclou en aquest grup ja que amb la técnica de CGH i HR-CGH, utilitzant com control un
individu XY vam determinar el guany de tot el cromosoma X i la perdua de Yp11.2q12. Per tant,
es podria assumir que el pacient a més de presentar dos cromosomes X sencers presenta la
regio Yp11.2p11.3. Aquest fet es va confirmar per la M-FISH amb la qual es va determinar que
part del cromosoma Y es trobava addicionat a I'extrem del brag curt del cromosoma X. En el
nostre grup ja s’havia descrit amb anterioritat un altre cas de baré XX com el nostre que

presentava tres regions PAR1 (dos del cromosoma X i una del Y) (Rigola i col. 2002b).

5.5- CROMOSOMES EN ANELL

Els cromosomes en anell son el resultat del trencament del brag curt i llarg d’'un mateix
cromosoma i la posterior reunié dels bracos trencats. Normalment, aquest fet porta a I'aparicié
d’una monosomia parcial d’aquest cromosoma. Els cromosomes en anell, en general, son
inestables i per aixd moltes vegades es troben en mosaic. Perd també s’han trobat cromosomes
en anell estables (Gardner i Sutherland, 1996). El fenotip associat als portadors de
cromosomes en anell dependra dels gens perduts (monosomia parcial) o guanyats si I'anell és
supernumerari (trisomia parcial). I també dependra del grau de mosaicisme en el que es trobi

el cromosoma en anell.

En la nostra série hem caracteritzat dos casos (MS-120 i MS-179) que presentaven un
cromosoma en anell en el seu cariotip. En els dos casos el cromosoma en anell era un
acroceéntric. En un cas es tractava del cromosoma 13 (MS-120) i en l'altre cas (MS-179) el
cromosoma implicat era el 15. En el cas MS-120 el cromosoma en anell es trobava en mosaic
compartit amb una linia cel-lular monosodmica pel cromosoma 13 que indicava la inestabilitat
caracteristica dels cromosomes en anell. En canvi en el cas MS-179 el cromosoma 15 en anell
es trobava en totes les cél-lules analitzades. Com que no va ser possible estudiar altres teixits
no es va poder comprovar si existia mosaicisme en altres tipus cel-lulars del pacient (MS-179).
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5.5.1- ANELLS DEL CROMOSOMA 13 (MS-120)

Els trets clinics de la sindrome del cromosoma 13 en anell inclouen retard mental, retard
en el creixement, microcefalia, dismorfies facials, malformacions genitals, atrésia anal,
malformacions oculars, retinoblastoma i anomalies en les mans o peus. Encara que no s’ha
pogut establir una correlacié clara entre el punt de trencament i la clinica (Brandt i col., 1992).
Per exemple, Bedoyan i col. (2004) van descriure un cas de transmissié d'un anell del
cromosoma 13, r(13)(p13g34), via materna essent el fenotip que mostra tant la mare com la

filla molt lleu comparat amb altres casos descrits amb els mateixos punts de trencament.

El cas MS-120 descrit a la nostra serie presenta un cromosoma en anell, r(13)(q12q31),
en mosaic amb una linia cel-lular amb monosomia de tot el cromosoma 13. Tant la CGH com la
HR-CGH detectaven la pérdua de tot el cromosoma 13. Amb el perfil de CGH, pero, va ser
possible determinar quina regié probablement formava el cromosoma en anell ja que aquesta
regido no es veia tant perduda en el perfil de CGH encara que no es va poder comprovar per

BACs ja que no disposavem de material fixat en carnoy.

Aquest cas va ser detectat prenatalment a les 22 setmanes de gestacié degut a la
presencia en el fetus de multiples malformacions observades al realitzat I'estudi ecografic
rutinari. Malauradament no va ser possible obtenir més informacid de les malformacions
concretes que presentava. Pensem que la monosomia total del cromosoma 13 en mosaic podria

ser la causa de les multiples malformacions presents en aquest fetus.

5.5.2- ANELLS DEL CROMOSOMA 15 (MS-179)

Els cromosomes 15 en anell sén rars (Schinzel, 2001). En alguns estudis s’ha vist la
transmissié generacional d’aquests anells, majoritariament via materna (Nikitina i col. 2003).
L'espectre clinic associat a aquesta alteracio citogenética és molt ampli. La variabilitat clinica
pot ser deguda al nivell de mosaicisme de I'anell, a la variacié del grau de mosaicisme en els
diferents teixits, a la mida de la regié delecionada en I'anell, a I'origen parental de I'anell i a la
seva inestabilitat mitotica (Glass i col. 2006). Malgrat aquesta variabilitat, s’ha establert un
fenotip associat als anells del cromosoma 15. La sindrome del cromosoma 15 en anell es
caracteritza pel retard en el creixement, microcefalia, cara triangular, braquidactilia i retard
mental variable (Tumer i col. 2004). A més, també s’hi ha associat peu equi, sindactilia dels
dits dels peus i malformacions urogenitals. S’hi ha associat retard en el creixement en pacients
amb cromosoma 15 en anell degut a delecié del gen IGF1R (insuline-like growth factor 1

receptor gene, MIM 147370) que es localitza a la banda 15g26.3 (Tumer i col. 2004).

En la nostra série hem detectat un cromosoma 15 en anell en un cas (MS-179). El
cromosoma en anell s’ha observat en totes les metafases analitzades i s’ha originat de novo. El
nostre pacient mostra similituds amb la clinica relacionada amb la sindrome del cromosoma 15
en anell ja que presenta microcefalia, estatura baixa i braquidactilia. L'obesitat, el paladar alt i
arquejat, les taques acromiques, mans petites i el retard en la parla presents en el nostre cas

també s’han descrit en altres casos de cromosoma 15 en anell encara que no majoritariament
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(Tumer i col. 2004, cas 2). Per tant la clinica presentada pel nostre cas s’ajusta perfectament al

quadre clinic associat a la sindrome del cromosoma 15 en anell.

5.6- ALTERACIONS CROMOSOMIQUES CRIPTIQUES

Les alteracions criptiques, en especial les subtelomériques desequilibrades, sén una causa
important de retard mental associat a anomalies congenites. Les regions subtelomeriques sén
riques en gens i en els Ultims anys s’han vist implicades en molts casos que presentaven retard
mental i/o malformacions congénites (de Vries i col. 2003; Gignac i col. 2006). La incidéncia de
desequilibris subtelomeérics en poblacions amb retard mental i/o anomalies congénites s’ha
descrit en un rang de 4%-28% per diferents autors (de Vries i col. 2003; Novelli i col. 2004;
Soogard i col. 2005; Northrop i col. 2005).

En la nostra série hem estudiat 49 casos que presentaven cariotip normal i malformacions
congeénites amb les tecniques de CGH, HR-CGH, M-FISH i/o MLPA per tal de detectar possibles

desequilibris cromosomics criptics que expliquessin la seva clinica.

En nou casos hem caracteritzar delecions aillades, en un cas un guany aillat i en quatre
es va determinar una combinacié de guany i pérdua degut a la preséncia d’'un cromosoma
derivatiu que provenia d’una translocacié equilibrada familiar (encara que en un pacient, MS-
181, no va ser possible confirmar-ho). Per tant, en un 71,4% (35/49) dels casos de la série
estudiada que presentaven cariotip normal (Taula 17; apartat de resultats) no va ser possible
determinar cap alteracié cromosomica que pogués ser responsable de la clinica alterada dels
pacients. Podem dir, per0d, que en tots aquest pacients s’han descartat tant I'existencia de
desequilibris superiors a 3 Mb (que és el limit de resolucié de la HR-CGH) com l’existéncia de

desequilibris subtelomérics (gracies a la técnica de MLPA).

5.6.1- MICRODELECIONS/MICRODUPLICACIONS (MS-79, MS-137,
MS-145, MS-153, MS-157, MS-163, MS-166, MS-172, MS-185 i
MS-187)

Les microdelecions/microduplicacions cromosomiques, no visibles per tecniques de
citogenetica convencional, s’han associat repetidament a pacients amb retard mental i
malformacions congénites (Kirhhoff i col. 2001; Lisenka i col. 2003; Soogard i col. 2005;
Palomares i col. 2006). Técniques basades en FISH (CGH, HR-CGH array-CGH i sondes locus
especifiques) i també técniques basades en la PCR (com per exemple la MLPA) han estat

imprescindibles per caracteritzar aquestes alteracions.

En la nostra série hem trobat 10 pacients portadors de petites monosomies o trisomies
parcials. En tres d’ells (MS-79, MS-153 i MS-172) es van identificar delecions terminals aillades
que inclouen les regions subtelomériques; la resta dels pacients presentaven afectades petites
regions intersticials (MS-137, MS-145, MS-157, MS-163, MS-166, MS-185 i MS-187). S’ha de

destacar que només en un cas (MS-145) s’ha detectat una microduplicacié i que en la resta es
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tractava de delecions. Aquest fet es podria explicar perque les duplicacions sovint tenen un

efecte més lleu en el fenotip i passen més desapercebudes.

En el nostre estudi les microdelecions/microduplicacions detectades han implicat a
diferents cromosomes: # 1 (MS-185), #2 (MS-153), #3 (MS-163), #4 (MS-172), #6 (MS-145
i MS-187), #8 (MS-157), #11 (MS-166), #15 (MS-137) i # 17 (MS-79).

5.6.2- TRANSLOCACIONS SUBTELOMERIQUES CRIPTIQUES
FAMILIARS (MS-65, MS-76, MS-88 i MS-181)

Les reorganitzacions criptiques subtelomeériques desequilibrades sén, com hem comentat,
una causa important de retard mental associat a anomalies congénites. S’ha suggerit que els
cromosomes no homolegs comparteixen regions repetitives localitzades als telomers que poden
potenciar el mal aparellament meiotic i facilitar les translocacions terminals (Ledbetter, 1992).
Adeyinka i col. (2005) van determinar que un alt percentatge (65%) dels pacients que van
estudiar presentaven alteracions subtelomeriques degut a la preséncia d'un cromosoma
derivatiu que era resultat d'una mala segregaci6 meiotica d’una translocacié equilibrada
familiar. L'alta incidéncia de translocacions criptiques desequilibrades familiars en pacients amb
retard mental i/o malformacions congenites ja s’havia descrit amb anterioritat (Knight i col.
1999).

En la nostra série s’han determinat quatre casos (MS-65, MS-76, MS-88 i MS-181) amb
translocacions desequilibrades de regions cromosomiques terminals. El cas MS-65 i MS-76 son
membres d’una mateixa familia i presenten la mateixa translocacié desequilibrada que implica
els cromosomes 10 i 20. En el cas MS-88 la translocacié desequilibrada afecta els cromosomes
7 i 8 i té un origen familiar ja que la mare presenta la translocacié equilibrada. El pacient MS-
181 presenta una translocacié desequilibrada entre els cromosomes 7 i 15 pero en aquest cas
no va ser possible estudiar els pares per confirmar si es tractava d’una alteracié familiar. Aixi,
en el nostre estudi, la majoria dels casos amb cromosomes derivatius criptics provenien de
translocacions equilibrades familiars. Aquests resultats estan d'acord amb les publicacions de
Knight i col. (1999) i Adeyinka i col. (2005) que com hem dit abans ressaltaven la importancia
de les translocacions subtelomériques criptiques desequilibrades familiars com causa de retard
mental i anomalies congénites. Tots aquest resultats mostren que quan un membre de la
familia té una monosomia associada a una trisomia subtelomérica probablement és el resultat
de la preséncia d'un cromosoma derivatiu. Aixi doncs, quan es caracteritza un desequilibri
criptic cal fer l'estudi familiar per confirmar, o descartar, la preséencia de translocacions

criptiques familiars per tal de poder donar un consell genétic més acurat.
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5.6.3- REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES “"APARENTMENT”
EQUILIBRADES (MS-45, MS-117 i MS-118)

Les translocacions reciproques aparentment equilibrades entre dos cromosomes soén
relativament freqlents, es troben aproximadament en 1 de cada 500 individus (Jacobs i col.
1974). Per establir una bona correlacié genotip-fenotip és de vital importancia caracteritzar si
la reorganitzacid cromosomica és realment equilibrada. En els Ultims anys s’han publicat
diferents treballs on s’evidencia la importancia de les tecniques de citogenéetica molecular per a
la caracteritzacié de desequilibris i dels punts de trencament de les reorganitzacions (Ness i col.
2002, Hoffer i col. 2006).

En la nostra série s’han caracteritzat postnatalment tres pacients amb anomalies cliniques
que eren portadors de translocacions reciproques aparentment equilibrades al ser estudiades per
bandes G. Pel que fa a I'origen de l'alteracié cromosomica, en el cas MS-117 era d’origen matern
mentre que en el MS-118 era de novo. En el cas MS-45 no va ser possible determinar I'origen de

|’alteracié cromosomica.

Els cromosomes implicats en les translocacions van ser els cromosomes 1 i 14 (MS-45),els
cromosomes 6 i 19 (MS-117) i el 5i 6 (MS-118). L'Unic cromosoma que es va trobar repetit va
ser el cromosoma 6 encara que la regié cromosomica implicada era diferent (6p21.3 en el cas
MS-117 i 6p23 en el MS-118). En els tres casos es van aplicar les tecniques de CGH i HR-CGH
per determinar possibles desequilibris genomics. En el cas MS-45 vam poder observar una
delecié de la banda 1p22.3 implicada en la translocacié. En els altres dos casos es van descartar

desequilibris del genoma superiors a 3 Mb que és el limit de resolucié de la HR-CGH.

5.7- REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES COMPLEXES (RCC)
(MS-77, MS-111, MS-134 i MS-147)

Les reorganitzacions cromosomiques complexes (RCC) son alteracions estructurals que
impliquen tres, o més, punts de trencament i intercanvi de material genétic entre dos o més
cromosomes (Pai i col. 1980). Son rares i la majoria sén de novo. Warburton (1991) va definir
que el risc de trobar malformacions i retard mental associades a translocacions simples de novo
era del 6.1%. Aquest risc incrementaria al tractar-se de RCC ja que quants més punts de
trencament estan implicats, més probable és la disrupcié génica que condueix a anomalies
fenotipiques (Batista i col. 1994, Karmous-Benailly i col. 2006). Encara que la relacié entre el
numero de trencaments implicats en la RCC i la severitat del fenotip no sempre es compleix
(Hernando i col. 2004). En aquest treball es descriu el cas d’'una dona amb una RCC amb 7
punts de trencament i 4 cromosomes implicats que presenta un fenotip normal excloent

amenorrea primaria i abséncia aparent d’ovaris.

En la nostra série els quatre casos portadors de RCC presentaven lalteracid
cromosomica de novo coincidint amb la literatura (Pai i col. 1980). En dos casos les RCC van
ser diagnosticades prenatalment (MS-77 i MS-147) i en els altres dos postnatalment (MS-111 i
MS-134).
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Entre els casos caracteritzats postnatalment, el MS-111 presentava malformacions
congeénites i en el cas MS-134 no va ser possible aconseguir detalls clinics. Els altres dos casos
portadors de RCC estudiats en la nostra serie (MS-77 i MS-147) es van diagnosticar
prenatalment. El cas MS-147 es tractava d’un diagnostic prenatal a les 17 setmanes de
gestacié per un cribratge bioquimic positiu. No va ser possible obtenir dades cliniques i els
pares van decidir acabar amb la gestacio. I el cas MS-77 també es tractava d’un diagnostic
prenatal realitzat per indicacié d’edat materna avancada i ecograficament no mostrava cap

alteracid (ha estat discutit a I'apartat 5.3.23).

Els punts de trencament implicats en les RCCs sembla que no son a l'atzar. En pacients
amb retard mental i malformacions congénites s’ha descrit una major implicacido dels
cromosomes 1, 2, 7 i 11 seguit dels cromosomes 3, 4, 10, 5i 6 en les RCC (Vermeulen i col.
2004; Borg i col. 2005; Karmous-Benailly i col. 2006). Els cromosomes implicats en les nostres
RCCs sén el 2 i 3 (MS-111)iel 1, 7, 2 i 6 (MS-134). Es a dir, en els dos pacients hem trobat
implicat el cromosoma 2 i tots els cromosomes implicats en ambdues RCCs s’han descrit amb

freqUéncia a la literatura.

Giardino i col. (2006) van fer una revisié de 21 RCC diagnosticades prenatalment. En
aquest estudi van observar que la frequéncia dels cromosomes més implicat en RCC eren
diferents. Aixi el cromosoma 4 era el més implicats, seguit dels cromosomes 6, 14, 3, 10, 2, 5,
11, 13, 15, 18, 21, 7, 16, 8, 12 i només en una de les RCC revisades es van veure els
cromosomes 1, 9, 17 i 20. Segons aquestes dades els cromosomes 19, 22, X i Y mai s’han
trobat implicats en RCC diagnosticades prenatalment. En el cas MS-77 els cromosomes
implicats han estat el 8, 18, 12 i 13 ja descrits anteriorment. I en el cas MS-147 s’han trobat
el cromosoma 4 (que és el que més freqientment s’ha descrit en RCC prenatals) i els

cromosomes 12 i 21.

Els punts de trencament implicats en les RCC en la nostra serie, han estat: 8pi11.2,
18p11.2, 12q13 i 13q12 (MS-77), 2933, 3p21 i 2936 (MS-111), 1q43, 7922, 2p25 i 6q21 (MS-
134) 4p15.2, 21g22.3 i 12p13.1 (MS-147). Per tant cap banda ha estat implicada en més d’una
RCC. Només tres de les 14 bandes implicades en aquestes RCCs havien estat descrites en
altres RCC en la literatura: 13q12 (Drummond-Borg i col. 2002; Kim i col. 2001; Till i col.
1991), 2p25 (Schwarzbraun i col. 2006) i 21g22.3 (Weise i col. 2003).

Les RCC normalment s’identifiquen primer mitjancant técniques de citogenética
convencional, perd gracies a l'aplicacié de técniques basades en FISH, en el nostre cas la
M-FISH, la CGH i HR-CGH és possible una millor caracteritzacié. En dos dels casos de la nostra
serie (MS-77 i MS-111) es va determinar una pérdua cromosomica en un dels punts de
trencament de la RCC gracies a les técniques de CGH i HR-CGH. En els altres dos casos (MS-
134 i MS-147) no es van poder aplicar les técniques de CGH i HR-CGH per falta d’ADN, per

tant no es va poder determinar si existien desequilibris cromosomics.
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5.8- CROMOSOMES MARCADORS SUPERNUMERARIS

Els cromosomes marcador supernumeraris petits (sSMC) s’han descrit en 0,04% dels
nounats, 0,08% dels casos prenatals, 0,2% de la poblacié subfertil i en el 0,4% de pacients
amb retard mental (Liehr i col. 2004a, 2004b). En la nostra série hem trobat 25 pacients
portadors de sSMC. Sis casos van ser diagnosticats prenatalment i dinou postnatalment. Entre

aquests Ultims quatre presentaven problemes de fertilitat.

Per tal d’obtenir informacié dels casos de sSMC publicats i aixi poder saber les
caracteristiques citogenétiques i fenotipiques associades ha estat de molta utilitat la pagina:
http://mti-n.mti.uni-jena.de/~huwww/MOL ZYTQO/sSMC.htm confeccionada pel Dr. Thomas

Liehr. En aquesta pagina s’hi resumeixen tots els cromosomes marcador descrits fins al

moment i s’hi citen les referéncies corresponents.

En la nostra série, I'origen cromosomic més comu implicat en els sSMC ha estat el
cromosoma 15, detectat en un 29% (7/24) dels casos. En realitat hem determinat vuit casos
pero dos d'ells pertanyien a la mateixa familia. Aquest frequéncia coincideix amb
aproximadament un 30% que és la descrita a la literatura (Buckton i col. 1985; Paoloni-
Giacobino i col. 1998; Liehr i col. 2006). La majoria d’aquests marcador soén inv dup (15) que
també ha estat observat a la nostra séerie ja que un 85,7% (6/7) dels casos mostren aquesta

morfologia.

El segon cromosoma marcador descrit a la literatura freqlientment és el der(22) que es
troba en el 10% dels casos estudiats. En la nostra serie la incidéncia ha estat menor ja que

només n‘hem caracteritzat un Unic cas el que representa el 4%.

El segon marcador més freqlient que hem trobat ha estat el derivat del cromosoma 13 o
21. D’aquest tipus n’hem caracteritzat sis casos. Tenint en compte que tres d’'aquests casos
eren membres de la mateixa familia la freqiéncia trobada es del 17% (4/23). Cal destacar que
en cinc d'aquests casos no va ser possible definir si I'origen era el cromosoma 13 o 21 ja que

no contenien eucromatina i en tots ells s’observa morfologia dinv dup.

Recentment s’han descrit casos de mosaicisme criptic en alguns pacients portadors de
sSMC (Starke i col. 2003; Liehr i col. 2006; Santos i col. 2007). La determinacié d’aquest
mosaicisme criptic no va ser possible fins a la introduccidé de la técnica de subcenM-FISH amb la
qual s’estudien les regions properes al centromer. En la série estudiada hem determinat dos

casos que presenten mosaicisme criptic pel sSMC (MS-101 i MS-106).

La freqiéncia de sSMC d’origen familiar a la literatura és del 40% (Liehr i col. 2004). En
la nostra série, tenint en compte els casos en els que 'origen familiar s’ha confirmat (MS-42 i
M-14) aquesta incidéncia ha estat del 15,3% (2/13). Aquest valor és molt més baix del que
s’ha descrit pero aquest fet pot ser perque hi ha molts casos en els que no ha estat possible
saber |'origen. Dins els casos familiars s’ha descrit a la literatura que la majoria es transmeten
via materna. En els dos casos descrit en la nostra série es compleix aquest fet encara que una
de les mares portadora del cromosoma marcador (MS-42-M) a la vegada |'havia heretat via

paterna.
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Segons les dades publicades el 76% dels casos amb sSMC d’origen familiar no mostren
anomalies cliniques mentre que el 75% dels casos amb sSMC de novo si. En el nostre estudi
cap de les dues families presenten alteracions fenotipiques exceptuant la infertilitat en un dels
casos (M-14). En els casos en els que I'origen del sSMC és de novo (11 casos) un 72,7% (8/11)
presentaven alteracions fenotipiques, fet que s’aproxima a les dades publicades (Liehr i col.
2006).

En la nostra série s’ha constatat I'existéncia d’una relacid directa entre la preséncia
d’eucromatina en el cromosoma marcador i alteracions fenotipiques i per contra, també s’ha
relacionat I'abséncia d’aquesta amb un fenotip normal. Aquestes observacions han estat també
descrites a la literatura amb anterioritat (Liehr i col. 2006). Pero, cal esmentar que hem trobat
algunes excepcions com en el cas MS-82 i MS-113 en els que no es va detectar eucromatina i
en canvi s’hi presentaven alteracions fenotipiques. Aquest fet podria perque la preséncia
d’eucromatina no va poder ser detectada amb les técniques utilitzades, a un efecte de disomia
uniparental o bé una altra alteracié cromosdmica no caracteritzada. Es interessant destacar que
la banda eucromatica 9p12 “extra” present en el cas MS-106 no va associada a alteracions
fenotipiques, amb excepcié d'infertilitat. Aquest fet esta d’acord amb la bibliografia ja que

aquesta banda ja s’havia definit com variant eucromatica (Barber i col. 2005).

En lideograma de la Fig.43 es detallen les regions cromosomiques implicades en la

composicié dels sSMC que han estat caracteritzades.
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Fig.43- Ideograma on es mostren les regions implicades en la composicié dels cromosomes
marcadors caracteritzats en el present estudi. En els casos els en que no s’ha pogut determinar si el
cromosoma marcador tenia origen en el cromosoma 13 o 21 s’han marcat les dues regions per un

cromosoma marcador (color blau).
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5.8.1- sSMC ACROCENTRICS

5.8.1.1- sSMC derivats del cromosoma 15 (MS-30, MS-37, MS-50, MS-113,
MS-114, MS-198, M-13 i M-14)

L'origen més comu dels sSMC és el cromosoma 15, que aproximadament es troba en
1/5.000 nounats i representa el 30%-40% de tots els cromosomes marcadors (Buckton i col.
1985; Paoloni-Giacobino i col. 1998; Liehr i col. 2006). En la série que hem estudiat nosaltres
s’han detectat marcadors d’aquest tipus en el 29,2% (7/24) casos; en realitat hem determinat
vuit casos pero dos d'ells pertanyien a la mateixa familia. La freqliéncia que hem trobat
coincideix amb Ila descrita préviament. En general només s’inclouen les regions
pericentromeériques i freqiéntment son inv dup (15)(Schinzel i Niedrist, 2001). En la nostra
serie tots els casos de sSMC(15) eren inv dup(15) evidenciant també la prevalenca d’aquest
tipus de sSMC. Només en dos casos d’aquests sSMC(15), MS-114 i MS-198, es va detectar
eucromatina en el cromosoma marcador. El cas MS-50 presentava un cromosoma marcador
neocéntric amb morfologia inv dup perd composat per la regié distal de 15q i sera discutit en
|'apartat 5.9.

Els sSMC, inv dup(15), es transmeten majoritariament via materna (Warburton, 1991).
En la nostra série aquest fet només es compleix en el cas M-14, quatre casos sén de novo i de
la resta no se’'n sap l'origen ja que no va ser possible fer I'estudi dels pares. En el cas M-14,
I'origen matern dels dos sSMC s’ha originat per una no-disjuncié a nivell de la segona divisi
meiotica, ja que la mare (M-13) només presenta un d’aquests cromosomes marcador. Per
contra, aquests sSMC son estables durant la mitosi, tenen una baixa tendéncia a la no disjuncio
mitotica i aixd s’evidencia pel fet que casi tots els casos estudiats en la nostra serie de inv
dup(15) no s6n mosaics pel sSMC (MS-30, MS-37, MS-114, MS-198, M-13 i M-14),

S’ha descrit molta heterogeneitat en les conseqiéncies cliniques que tenen els
cromosomes marcadors derivats del cromosoma 15 (Blennow i col.1994; Huang i col. 1997;
Wolpert i col. 2000). En general s’accepta que els petits cromosomes marcadors derivats del
cromosoma 15 als quals se’ls hi ha descartat la disomia uniparental no comporten alteracions
clinigues mentre que els cromosomes marcadors derivats del cromosoma 15 que continguin la
regio de Prader-Willi/Angelman (PWA) solen presentar anomalies fenotipiques. Els nostres
resultats estan d’acord amb aquests autors ja que tots els casos que hem estudiat que
presentaven cromosomes marcador inv dup (15)(ql1.1), excepte un (MS-113) que presenta
epilépsia i retard psicomotor, no mostren alteracié en la clinica. El cas MS-114 inclou material
eucromatic en el cromosoma marcador pero es tracta d'un cas de diagnostic prenatal i ens va
ser impossible aconseguir dades cliniques del fetus. Malgrat aixd, s’han descrit diferents casos
en els quals no s’observava afectacio clinica (Liehr i col. 2006). En el nostre cas el cromosoma

marcador no contenia la zona critica PW/A.

Aquest tipus de sSMC, inv dup(1l5), s’han associat a individus amb problemes de
fertilitat (Buckton i col. 1985; Wisniewski, 1985; Eggermann i col. 2002). S’ha descrit una alta
incidéncia de cromosomes marcador derivats del cromosoma 15 en homes oligozoospérmics i

azoospermics (Buckton i col. 1985; Cotter i col. 2000; Eggermann i col. 2002). S’han publicat
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tres casos de pacients adults portadors de dos cromosomes marcadors inv dup (15)(ql11l), dos
homes i una dona que presentaven problemes de fertilitat (Martin-Lucas i col. 1986; Manenti,
1992; Shim i col. 2001). En la nostra serie els casos M-14 i MS-198 serien un exemple com els
casos publicat. En el cas MS-198 la CGH i la HR-CGH detecten un desequilibri en la banda
eucromatica 15g12 encara que la implicacié6 d’aquesta en el cromosoma marcador no es va
poder comprovar per FISH ja que no va ser possible aconseguir suspensio cel-lular. S’han
descrit a la literatura diferents casos de cromosomes marcadors amb implicacié d’aquesta
mateixa banda 15q12 que presentaven infertilitat (Liehr i col. 2006). En el cas MS-198 i M-14
la infertilitat podria ser deguda a la preséncia dels dos cromosomes marcadors que podrien
interferir a nivell meiodtic degut a I’'excés d’activitat NOR (Martin-Lucas et al. 1986) o a I'excés
d’heterocromatina que podria originar la fallada en la maduracié de les cel-lules germinals
(Gentile i col. 1993) o finalment també podria deure’s a I'existencia d’algun tipus de seleccié
contra les cél-lules germinals anomals en els homes durant I'espermatogénesi originant

oligozoospermia (Cotter i col. 2000).

5.8.1.2- sSMC derivats dels cromosomes 13/21 (MS-31, MS-36, MS-42, MS-
42-M, MS-43 i MS-82)

La majoria de marcadors del cromosoma 13 o 21 descrits a la literatura tenen un origen
de novo. En el nostre estudi hem trobat sis pacients amb aquest tipus de marcador; en tres
casos (MS-31, MS-36 i MS-82) l'origen del sSMC ha estat de novo i en els altres tres (MS-42,
MS-42-M i MS-43) familiar.

En aquesta familia la mare (MS-42-M) portadora de dos sSMC, té un fill (MS-42) portador
d’un d'aquests marcadors i un cromosoma 21 extra i un altre fill (MS-43) presenta un sSMC. Els
posteriors estudis familiars realitzats han revelat que aquest cromosoma marcador s’ha heretat
a través d'almenys tres generacions, sense tenir cap efecte en el fenotip, incloent una fertilitat
normal. L'abséncia de conseqiéncies cliniques en tots els membres de la familia amb el
cromosoma marcador esta d’acord amb el fet que els marcadors familiars normalment no estan
associats a anomalies fenotipiques (Warburton, 1991). Aquest cas també esta d’acord amb la
literatura pel que fa a la major prevalenca de I'origen matern (Crolla i col. 1992,1998; Blennow
i col. 1994; Bartsch i col. 2005).

La preséncia d'un sol cromosoma marcador en els fills suggereix un efecte de no
disjuncié meiodtica o una pérdua anafasica d'un dels cromosomes marcadors. Es coneix que
aquest procés podria afectar a la no disjuncié d’altres cromosomes (Buckton, 1985). Per tant,
podria ser que els dos cromosomes marcadors presents en la mare poguessin incrementar la
incidencia de disrupcions a nivell de meiosi afavorint la produccié de no disjuncions d’altres
cromosomes, en aquest cas especialment els cromosomes 13 o 21. Encara que Steinbach i
Djalali (1983) van fer un estudi on arribaven a la conclusié que els cromosomes marcadors
bisatelitzats accessoris no induien la no disjuncié meiotica. Per aix0 s’haurien de fer estudis
més extensos per arribar a concloure si efectivament existeix una relacio entre la preséncia de

cromosomes marcadors bisatelitzats i I'increment de risc d’aneuploidies.
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En el cas MS-82, s’ha determinat la presencia d’'un sSMC (13/21) perd tampoc s’ha
detectat eucromatina. Aquest cromosoma marcador es trobava en mosaic i es va detectar
prenatalment. Es va continuar I'embaras i en l'examen clinic del nounat es van detectar
manifestacions cliniques molt lleus, dues anomalies menors i una minima hipotonia axial.
Aquest fet estaria d’acord amb els resultats obtinguts en I'estudi de citogenética molecular al no

detectar-se eucromatina en el cromosoma marcador.

En el pacient MS-31, infertil, s’ha caracteritzat un sSMC (13/21) en el que tampoc s'ha
detectat eucromatina. Aquest fet estaria d’acord amb publicacions que descriuen que la
presencia de sSMC en dones no afecta a la fertilitat mentre que en homes si (Buckton i col.
1985; Manenti i col. 1992).

Cal destacar que en els casos anteriors no va ser possible esbrinar si aquests sSMC
provenien del cromosoma 13 o 21 ja que no contenien eucromatina i I’ADN centromeric dels
dos cromosomes comparteixen un 99,7% de seqiéncia (Maratou i col. 1999). Es a dir, a nivell
metodologic, actualment, no es pot diferenciar si un sSMC deriva del cromosoma té 13 o del 21

si no conté eucromatina.

El cas Ms-36 presentava un cromosoma marcador neocéntric derivat de la regid distal de

13q i sera discutit en I'apartat 5.9.

5.8.1.3- sSMC derivats del cromosoma 14 (MS-103)

S’ha descrit que els cromosomes marcadors derivats del cromosoma 14 moltes vegades
no tenen impacte a nivell fenotipic. Diferents publicacions descriuen portadors de cromosomes
marcadors inv dup (14)(q10) o inv dup (14)(q11.1), és a dir que no contenen eucromatina, que
no estan associats a alteracions cliniques (Starke i col. 2003; Liehr i col. 2003, 2006). En canvi,
cromosomes marcadors derivats del cromosoma 14 que impliquin regions més distals a la
14q11.2 si que s’han associat a alteracions fenotipiques (Eggermann i col. 2005; Fdez-Novoa i
col. 2006). El cromosoma 14 esta subjecte a imprinting i s’ha descrit la sindrome de la disomia
uniparental materna (OMIM:#608149) i la paterna (retard mental sever i anomalies
musculoesquelétiques). Aquest factor s’ha de tenir en compte quan es detecta un cromosoma
marcador derivat del cromosoma 14 i s'ha de fer I'estudi de la disomia uniparental (Shaffer i
col. 2001).

Hem determinat un sSMC (14) en totes les cél-lules analitzades en un cas (MS-103). En
aquest el cromosoma marcador es va caracteritzar per la técnica de cenM-FISH. La cenM-FISH
no permet distingir entre els centromers dels cromosomes 14 i 22 pel seu alt grau d’homologia.
Per tal d’aclarir-ho es va utilitzar una sonda centromérica especifica pel cromosoma 22,
sintetitzada pel grup del Dr. Liehr per discriminar entre els dos cromosomes. Com que no va
hibridar amb aquesta sonda es va concloure que el cromosoma marcador derivava del
cromosoma 14. Posteriorment per confirmar-ho es va aplicar la barreja de sondes subcenM-
FISH especifica pel cromosoma 14 amb el qual es va determinar que el cromosoma marcador
no contenia eucromatina. En el cas MS-103 el cromosoma marcador es va detectar

prenatalment i no va ser possible obtenir dades cliniques.
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5.8.1.4-sSMC derivats dels cromosomes 22/11 (MS-89)

La translocacié t(11;22)(g23;q11.2) és la Unica translocacié constitucional no-
Robertsoniana recurrent en humans (Fraccaro i col. 1980). Els portadors d’aquesta translocacio
son fenotipicament normals pero tenen el risc de tenir descendéncia portadora del cromosoma
marcador der(22)t(11;22) com resultat d’'una segregacié meiotica desequilibrada. Els individus
amb +der(22) tenen un fenotip caracteristic que consisteix en retard mental sever, apéendix
preauricular, malformacié de les orelles, paladar arquejat, micrognatia, microcefalia, anomalies

dels ronyons, defectes de cor i anomalies genitals en homes (Zackai i Emanel 1980).

En la série estudiada, hem detectat un sSMC derivat dels cromosomes 11 i 22 en un
pacient (MS-89). Malauradament no ha estat possible estudiar els pares per tant no sabem
I'origen del cromosoma marcador. I només s’han aconseguit algunes dades cliniques com el fet
que no parlava, presentava sordesa i problemes al caminar. L'Unic punt que es podria
relacionar amb les caracteristiques cliniques dels portadors del der(22) sén les malformacions a

les orelles.

La sonda Jocus especifica per la sindrome de DiGeorge va hibridar en el cromosoma
marcador en la regidé especifica per a aquesta sindrome que es localitza a la banda 22q11.2
(TUPLE) pero no va donar senyal per a la regié control també inclosa en aquest assaig situada a
la banda 22q13.3 (ARSA). La técnica de CGH i la HR-CGH van mostrar un guany en la regio
11923925 perdo no van detectar cap desequilibri en la regié 22q11.2, encara que el perfil
mostrava una desviacié amb tendéncia al guany en aquesta banda. Aquest fet es pot explicar
perque la regidé 22q11.2 és molt propera a la regié centromeérica i a més el cromosoma 22 és
conflictiu per a la técnica de CGH (Moore i col. 1997). Aquests resultats ens fan pensar que es
tracta d’'un sSMC der(22). No es van poder realitzar més hibridacions amb la sonda
centromeérica del cromosoma 14/22 per comprovar si tenia o no centromer (ja que no es
disposava del material necessari) perd podem assumir que el cromosoma marcador no contenia
un neocentromer ja que la técnica de bandes C va donar senyal positiva en el cromosoma

marcador.

5.8.2- sSSMC NO ACROCENTRICS

Tal i com s’ha esmentat anteriorment aquests sSMC sén menys freqlients que els

derivats de cromosomes acrocentrics (Warburton, 1991).

5.8.2.1- sSMC derivats del cromosoma 2 (MS-188)

Els cromosomes marcadors derivats del cromosoma 2 sén poc freqlents. Fins ara, s’han
descrit a la literatura només 12 casos (Plattner i col. 1993; Daniel i col. 1994; Ostroverkhova i
col. 1999; Villa i col. 2001; Giardino i col. 2002; Starke i col. 2003; Lasan Trcic i col. 2003;
Guanciali-Franchi i col. 2004; Mrasek i col. 2005; Brecevic i col. 2006). En tots ells excepte en
el publicat per Brecevic i col. (2006), els sSMC mostraven morfologia d‘anell. S’ha suggerit que
podria deure’'s a la presencia de duplicacions segmentaries presents en la regid
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pericentromeérica del cromosoma 2 igual que també passa en els cromosomes 10 i 12 (Jackson i
col. 1999; Vermeesch i col. 2003). A més, un 58% (7/12) dels casos descrits com sSMC(2)
estaven associats a mosaicisme. L'Unic sSMC(2) de la nostra série (cas MS-188) no mostrava
morfologia d’anell i es trobava en mosaic com la majoria d'aquest sSMC descrits en la

literatura. El mosaicisme ha estat confirmat en un segon teixit (fibroblasts).

Respecte l'efecte a nivell fenotipic, un 58% (7/12) dels casos presenten anomalies
cliniques (Plattner i col. 1993; Ostroverkhova i col. 1999; Giardino i col 2002; Starke i col.
2003; Guanciali-Franchi i col. 2004; Brecevic i col. 2006). I la resta (42%: 5/12) de casos
publicats no tenen simptomes clinics associats. Cal esmentar, perd, que només nou dels casos
publicats han estat caracteritzats detalladament. Quan s’ha pogut fer una identificacié acurada
del marcador s’ha vist una clara correlacidé entre la preséncia de certes bandes cromosomiques i
I'absencia o presencia de simptomes clinics. Aixi, la preséncia de seqléncies
pericentromériques que inclouen la banda 2p11.2 va acompanyada de simptomes clinics. Els
casos restants, que no presenten anomalies cliniques, tenen en comlU que els sSMC estan
formats només per la banda 2q11.2 (Daniel i col. 1994; Villa i col. 2001; Starke i col. 2003
(case 6); Mrasek i col. 2005). Només en un cas amb fenotip normal el cromosoma marcador
incloia les bandes 2p11.2p12, pero el cromosoma marcador es trobava associat a una delecio
de 2p10p12, per tant la dosi genica quedava compensada (Lasan Trcic i col. 2003). També s’ha
descrit que les sequéncies distals a 2q11.2 estan relacionades amb alteracions fenotipiques
(Ostroverkhova i col. 1999).

En el nostre estudi I'aplicaci6 de subcenM-FISH i altres BACs/YACs ha permeés
caracteritzar acuradament el cromosoma marcador com der(2)del(2)(p11.1)del(2)(q12.1). El
marcador implica la banda 2q11.2 a més de part de la banda 2q12.1). Cal destacar que el
nostre pacient presenta alteracions fenotipiques. Aquest fet esta d’acord amb els casos
préviament publicats pel que fa a l|'aparici6 de l'alteracidé clinica en relaci6 a la banda

cromosomica 2gq12.1.

El cas descrit per Giardino i col. (2002) presentava un marcador, en mosaic, composat
per les mateixes bandes cromosomiques que el nostre pacient pero es tractava d’un marcador
en anell que s’havia heretat via materna. Sorprenentment la mare només presentava trets
dismorfics lleugers i el fill, en canvi, presentava malaltia psicotica, lleuger retard mental,
lleugera braquicefalia i la columela nasal prominent. En el nostre pacient, MS-188, el
cromosoma marcador és de novo. Com que el pacient té pocs mesos de vida no s’ha pogut
avaluar el retard mental o la malaltia psicotica. Perd cal destacar que a nivell fenotipic
presentava una clinica molt més severa que el cas publicat per Giardino i col. (2002). Creiem
que I'heterogeneitat clinica observada podria ser deguda al diferent grau de mosaicisme en els

diferents teixits o també a I'existéncia d’un punt de trencament diferent dins la banda 2q12.
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5.8.2.2-sSMC derivats del cromosoma 9 (MS-106)

Fins al moment, s’han publicat diferents sSMC derivats del cromosoma 9 caracteritzats
per citogenética molecular. En tres d’aquests casos, els sSMC(9) es troben en combinacié amb
altres sSMC derivats d’altres cromosomes (Aalfs i col. 1996; Starke i col. 2003; Hall i col.
2005) i en 15 casos els sSMC (9) es presenten com Unica alteracié cromosomica (Callen i col.
1990, 1992; Raimondi i col. 1991; Miller-Navia i col. 1995; Blennow i col. 1995; James i col.
1995; Depinet i col. 1997; Langer i col. 2001; Mowrey i col. 2001; Starke i col. 2002; Amor i
Choo 2002; Warburton, 2004; Guanciali- Franchi i col. 2004; Liehr i col. 2005; Paulis i col.
2006).

En la nostra série només hem trobat sSMC(9) en una pacient (MS-106). Aquest cas és un
exemple perfecte per il-lustrar la utilitat de les metodologies de FISH per tal de caracteritzar un
mosaicisme de cromosomes marcadors que per citogenética convencional passava
desapercebut. Cal esmentar que la CGH i HR-CGH no han estat utils per determinar la regid
cromosomica implicada en el marcador. El mosaicisme, la petita proporcié d’eucromatina que
forma el cromosoma marcador i el fet que la regié eucromatica implicada esta molt propera a la
regié centromeérica bloquejada per I'ADN COT1 han estat limitacions molt importants per

aguestes técniques.

La nostra pacient presenta almenys quatre linies cel-lulars diferents, cada una amb sSMC
diferents, tots derivats del cromosoma 9, en combinaci6 amb una linia cel-lular normal. Es
tracta d’una pacient infértil sense altres simptomes clinics. Els cromosomes marcadors
presenten diversitat morfologica: petits marcadors, anells, amb un o dos centromers, pero tots
estaven constituits per les bandes cromosomiques 9p12q12. Aquest fet apunta a un origen
comu de tots els cromosomes marcadors i una reorganitzacioé posterior degut a una inestabilitat
mitotica.

En els Ultims anys, s’han descrit alguns casos amb mosaicisme criptic de sSMC derivat de
cromosomes diferents o del mateix cromosoma. Fins ara, el nostre cas és el primer publicat
amb mosaicisme criptic de sSMC derivats del cromosoma 9 (Santos i col. 2007). Es interessant
destacar que 7/8 dels casos publicats amb sSMC en mosaic derivats del mateix cromosoma

presenten infertilitat o fenotip alterat.

Un cas publicat per Starke i col. (2002; cas 55) presentava un cromosoma marcador
r(9)(::p12gq10::) en totes les cél-lules analitzades i, per tant la mateixa banda extra
d’eucromatina (9p12) que en la nostra pacient (MS-106). Es tractava d’'una dona sana amb una
historia de tres avortaments. La resta de casos amb sSMC que contenien només la banda
eucromatica 9p12 presentaven fenotip normal amb I’excepcié d’un nen afectat de retard mental
i de parla moderat (Blennow i col. 1995). En general, podem concloure que quan en la formacid
del sSMC(9) esta implicada una banda eucromatica diferent de la 9p12 s’observa un fenotip
alterat. De fet, s’ha descrit que la variacid en nimero de copia de 9p12 és una variant sense
efectes fenotipics (Barber i col. 2005). Starke i col. (2002) van suggerir que aquesta regio
cromosomica no era vertaderament eucromatina ni heterocromatina. El nostre estudi estaria

d’acord amb aquesta afirmacio.
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També s’ha descrit que en parelles subfertils la preséncia de sSMC(9) és quatre vegades
més freqlent que en la poblacié general i que mentre en els homes causa infertilitat en les
dones la fertilitat és normal (Buckton i col. 1985, Manenti, 1992). Malgrat aquesta afirmacid
s’han publicat treballs relacionant infertilitat en dones i la presencia de sSMC (Starke i col.
2002). La nostra pacient, MS-106, seria un altre exemple que relaciona la preséncia de
sSMC(9) amb infertilitat en la dona. L'excés d’heterocromatina present en el nostre cas podria
estar interferint en I’'aparellament cromosomic correcte i podria potenciar I'aparicié de gametes

desequilibrats.

5.8.2.3-sSMC derivats del cromosoma X (MS-101)

Els sSMC derivats del cromosoma X, en mosaic o no, son rars. Només se n’han descrit
deu casos, set dels quals estaven associats a un alt grau de mosaicisme (Callen i col. 1991,
1995; Rauch i col. 1992; Duncan i col. 1993; Amiel i col 1995; Manea i col. 1997; Le Caignec i
col. 2003; Chen i col. 2006d; Liehr i col. 2006). En un 60% (6/10) dels casos el sSMC(X) es
troba com anell. Aquest fet podria anar associat a l'alt grau de mosaicisme ja que els
cromosomes en anell sén més inestables mitoticament. En la nostra série hem identificat un

sSMC(X) en un pacient (MS-101) present en totes les cél-lules analitzades.

Es creu que el fenotip associat a aquest tipus de marcador depén de la preséncia, o no,
del centre d’inactivacié del cromosoma X (XIST) situat en la regido Xq13.2, en el cromosoma
marcador. L'abséncia d’aquesta regié déna lloc a la disomia parcial del cromosoma X. S’han
publicat deu casos amb aquest tipus de marcadors en homes (Callen i col. 1991, 1995; Rauch i
col. 1992; Duncan i col. 1993; Amiel i col 1995; Manea i col. 1997; Le Caignec i col. 2003;
Chen i col. 2006d; Liehr i col. 2006). Les caracteristiques fenotipiques, que coincideixen amb el
nostre cas soén el retard en el desenvolupament, dismorfies i microcefalia. No obstant, no tots
els casos descrits presenten aquests trets. A més, el nostre pacient presenta, altres alteracions
fenotipiques com atrésia anal, el recte esta connectat amb la uretra, els ossos sacrals son
displasics i les vértebres finals estan absents. També presenta reflux sever bufeta-uretra i el
ronyd dret no funcional i una malformacié intestinal. També mostra hiperactivitat i ha estat

operat d’un teratoma immadur en la bufeta.

S’han descrit fenotips més lleus que podrien anar associats al fet que el cromosoma
marcador contingui poca quantitat d’eucromatina o que el cromosoma marcador estigui absent
en alguns teixits importants (Turner i col. 2000). Per exemple en el cas descrit per Chen i col.
(2006d) s‘observa un fenotip normal en un pacient que presentava un petit sSMC(9) i XIST
negatiu, perd que estava present en un baix percentatge de cél-lules (25% en sang periferica).

En el nostre pacient, MS-101, hem caracteritzar diferents cromosomes marcadors tots
derivats del cromosoma X. Per tant és un altre cas de mosaicisme criptic en cromosomes
marcador (com el cas MS-106 descrit anteriorment en el apartat 5.8.2.2). Hem detectat quatre
sSMC(X) diferents, en dos d’aquest marcadors la banda Xp11.2 esta present i en els altres dos
els marcadors només presenten la zona centromérica. També hem vist que alguns marcadors

contenen dos centromers mentre que els altres només en presenten un, perd cap d'ells té
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morfologia d’anell. S’ha suggerit que la banda cromosomica Xp11.21, implicada en els sSMC del
nostre pacient, es un punt calent per trencaments (Wolff i col. 1994). Fins ara només ha estat

descrit un altre cas de mosaicisme criptic associat a un sSMC (X) (Liehr i col. 2006).

5.9- sSMC I NEOCENTROMERS (MS-36, MS-50, MS-64? i MS-152)

Els cromosomes marcadors neocéntrics, tenen una aparenga normal, amb una constriccid
centromérica i sén negatius per bandes C (Amor i Choo, 2002). Aquesta caracteristica es
compleix en els quatre casos detectats en la nostra série (MS-36, MS-50, MS-63 i MS-152) on
els sSMC derivaven respectivament del cromosoma 3, 13, 15 i 20. La distribucid dels
neocentromers no es déna a l'atzar, sind que hi ha certes regions amb més tendéncia a la
formacio d'aquest, com son: 3q, 13q i 15q (Warburton, 2004). Dues d’aquestes regions, la 13q
i la 159 coincideixen amb dos dels casos que hem analitzat (MS- 36 i MS-50). Sovint els casos
amb cromosomes marcadors amb neocentromer es presenten en mosaicisme. Aix0 és normal
ja que la inestabilitat mitotica del neocentromer és més alta que la del centromer comu (Amor i
Choo, 2002). En els casos analitzats en la nostra série amb neocentromer només un, el cas MS-

152, no presentava mosaicisme.

Els cromosomes marcador amb neocentromer no mostren senyal al hibridar amb sondes
centromériques especifiques d’ADN alfa-satél-lit. Aixd s’ha confirmat en el cas MS-50 ja que no
s’ha observat cap senyal al realitzar la hibridaci6 amb la sonda especifica pel centromer del
cromosoma 15. En els altres dos casos (MS-36 i MS-152) no es va fer aquest tipus de
confirmacio. Per confirmar la preséncia dels neocentromers es poden utilitzar anticossos contra
proteines de centromer (CENPs) en assaigs d'immunofluorescéencia (Warburton, 2000), encara
que en cap dels nostres marcadors es va poder utilitzar aquesta técnica.

La classe més comu de cromosomes amb neocentromers son els cromosomes
supernumeraris inv dups de la part distal d'un dels bragos del cromosoma. En aquests casos el
resultat és una tetrasomia per la regié implicada en el neocentromer. En tots els casos de la
nostra série (MS-36, MS-50 i MS-152) els sSMC tenen aparenca de cromosoma submetacentric
i la regié implicada en el guany detectada per la CGH i HR-CGH és més petita que la longitud
del cromosoma marcador. Per aix0, possiblement tots aquests marcadors deriven d’una inv
dup. La formacio d'aquests sSMC es podria haver donat pel trencament del cromosoma normal
seguit d'un intercanvi U-type entre dues cromatides de cromosomes homolegs acompanyat de
I'activacio d'un neocentromer en un dels bragos cromosomics (Fig.44). Aquest procés
probablement explica la formacié del marcador del cas MS-50 ja que s’observa que els BACs de
les regions implicades en la formacié d’aquest cromosoma marcador donen dues senyals en el

cromosoma marcador.
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Fig.44- Esquema de la formacié d’un cromosoma marcador neocentric: trencament de

dues cromatides de cromosomes homolegs seguit d’un intercanvi U-type i de I'activacio
d’'un neocentromer en un dels bracos cromosomics (http://mti-n.mti.uni-

jena.de/~huwww/MOL ZYTQO/sSMC.htm).

El cromosoma 13 presenta una gran tendéncia per a la formacidé de neocentromers
suggerint que aquesta alta freqliéncia s’explicaria per la viabilitat de les trisomies 13
(Warburton i col. 2000). No obstant, aquesta radé no es pot aplicar a altres trisomies que es
toleren bé, com la 18, 21 o X. S’ha descrit un punt calent per a la formacié de neocentromers a
la banda 13g32. encara que també s’han descrit neocentromers en les regions 13g21 i 13g31
(Warburton i col. 2000). La banda 13qg32, especialment implicada en la formacié de
neocentromers, esta inclosa en el sSMC del cas MS-36 suggerint que el neocentromer es podria
trobar en aquesta regié. El fenotip associat a aquest tipus de cromosomes marcador sol
incloure: microftalmia o altres defectes oculars, hemangioma i sordesa (Warburton i col. 2000).
En la nostra pacient es presentava una displasia ectodérmica, pero la clinica no es pot
comparar amb el cas descrit per Warburton i col. (2000) ja que en la nostra pacient el

cromosoma marcador es trobava en cél-lules de la pell i no en sang periférica.

En el cas MS-50 el cromosoma marcador neoceéntric inclou la regid cromosomica
15026.1926.3. Aquesta regié es troba en tetrasomia ja que es tracta d'un inv dup. Fins ara
s’han descrit uns trets clinics comuns per a la tetrasomia de 15q que inclouen orelles
d'implantacié baixa, micrognatia i aracnodactilia encara que també s'hi ha associat la
craniosinostosi, nas bulbds, pont nasal ample, filtre llarg, paladar alt i retard en el
desenvolupament i mental (Mahjoubi i col. 2005). D’aquestes caracteristiques en el nostre
pacient s’hi observa craniosinostosi i retard en el desenvolupament psicomotriu. Les diferéncies
amb els altres casos es podrien deure al grau de mosaicisme i a les diferéncies en les regions
implicades en el cromosoma marcador, encara que Rowe i col (2000) van descriure que la mida
del cromosoma marcador analfoide no semblava correlacionar-se amb la severitat de la clinica.
Un altre factor important que cal tenir en consideracié és l'origen parental del cromosoma

marcador.

El cas MS-36 de la nostra série presenta un cromosoma marcador derivat del cromosoma
13 que inclou la regié 13g22qgter. Aquest cromosoma marcador ha estat detectat en mosaic en

les cél-lules de la pell, perd no es va detectar en sang periférica. Es tracta d'una nena amb
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displasia ectodermica i abséncia de molts dels trets que s’han associat a la preséncia d’aquests
tipus de cromosomes marcadors, com la sordesa, dificultats d’aprenentatge i convulsions
(Barwell i col. 2004). Aix0 es podria deure, al fet que en la nostra pacient el cromosoma

marcador només es trobés restringit a certs teixits.

Fins ara només hi ha hagut un cas descrit de cromosoma marcador neocentromeric
derivat del cromosoma 20 (Voullaire i col. 1999). En aquest cas el cromosoma marcador era un
inv dup (20p) i anava acompanyat d’una delecié 20p11.2pter d’un dels cromosomes 20. En el
nostre pacient, MS-152, el cromosoma marcador deriva del cromosoma 20 pero del brag llarg i
també era neocentric ja que no incloia la regié centromeérica en la seva composicié. Revisant la
literatura, el nostre cas seria el primer on es descriuria un cromosoma marcador amb un
neocentromer en el brag llarg del cromosoma 20. Sembla que també es tracta d’un inv dup ja
gue el cromosoma marcador és el doble de gran que la regi6 implicada en el desequilibri
detectat per la CGH i la HR-CGH. En el cas descrit per Voullaire i col. (1999) el sSMC
presentava un aspecte de cromosoma submetacentric al igual que el nostre i estava present en
totes les metafases, també igual que en el nostre cas. S’han descrit molts pacients amb una
trisomia parcial de 20g perd moltes d’elles estan associades a monosomies parcials d’altres
cromosomes ja que sovint s’originen a partir d’'una translocacié equilibrada en un dels
progenitors. Per aix0 ha estat dificil definir un fenotip concret associat a la trisomia parcial del
20q. Malgrat aix0, s’han descrit casos associats a delecions d’altres cromosomes molt petites i
s’ha pogut definir un fenotip caracteristic per la trisomia 20gq que inclou malformacions
craniofacials, anomalies muscular-esquelétiques i defectes cardiacs (Grange i col. 2005). El
nostre pacient, MS-152, presenta multiples malformacions esquelétiques i cerebrals a més de
mostrar un retard en l'edat Ossia. Aquests trets es correspondrien amb els fenotips descrits
amb anterioritat per la trisomia 20q. En canvi, la principal diferéncia entre aquest casos es

I’'absencia de defectes cardiacs en el nostre pacient.

Hem inclos en aquest apartat el cas MS-64 que presenta un cromosoma marcador derivat
del cromosoma 3. Els resultats de bandes C han estat negatius per tant es podria tractar d’un
cromosoma marcador amb neocentromer. Com que només hem disposat d’una Unica
preparacié cromosomica no ha estat possible saber la regié especifica del cromosoma 3 implicat
en el cromosoma marcador. El patré de bandes present en el cromosoma marcador no ha
permés identificar la regid implicada ja que no s’identificava cap patrd caracteristic del
cromosoma 3. La regid distal de 3q s’ha descrit com una regioé calenta per a la formacidé de
neocentromers (Amor i col. 2002). Cal tenir en compte, que normalment aquests tipus de
cromosomes marcadors solen ser inv dup que coincideix amb el patré de bandes que mostra el
nostre cromosoma marcador. Les caracteristiques fenotipiques que s’han associat amb la
presencia de cromosomes marcadors neocentrics derivats del cromosoma 3 son anomalies de
pigmentacié en la pell, retard mental i en el desenvolupament (Barbi i col. 2003). En el nostre
cas, que ha estat detectat prenatament, s’ha observat per ecografia la presencia d’'omfalocele,
creixement intrauteri retardat, peu equi i higroma. No obstant, no ha estat possible obtenir
dades de la pell per determinar si existien anomalies. Només el retard en el desenvolupament

(tret poc especific) ha estat coincident amb els altres casos descrits.
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5.10- ANALISI DELS PUNTS DE TRENCAMENT

En aquest estudi hem caracteritzat 116 punts de trencament implicats en translocacions
(45), duplicacions (17), delecions (28), formacié de cromosomes marcador (21), cromosomes

en anell (4) i isocromosomes (1) (Fig.45).
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Fig.45- Ideograma representant els punts de trencament detectats en el present estudi (vermell). En blau
s’han marcat les regions implicades (13q11/21q11.1 o 13p10/21p10) en els casos (MS-82, MS-31 i MS-42-

M). No s’han repetit els punts de trencaments trobats dins d’'una mateixa familia.

Per a cada banda cromosomica implicada en aquests punts de trencament s’han recopilat
una serie de dades: el tipus de patré de banda G (clar o fosc), la mida de la banda, el nombre
de gens en aquesta regid, grau de coincidéncia amb la localitzacié d'un lloc fragil i la preséncia
0 abséncia de duplicacions segmentaries. El conjunt de dades s’han resumit a la Taula 29, on
també s’ha descrit el tipus d’anomalia cromosomica associada a cada punt de trencament.

Per obtenir la informacié del nimero de gens que s’han definit en cada banda implicada
en un punt de trencament hem utilitzat el NCBI Map Viewer

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ map search.cgi?taxid=9606&query=), per localitzar

els llocs fragils s’ha consultat el Human Gene Mapping 11. London conference (1991). 11th

International Workshop on Human Gene Mapping. Human Gene Mapping. Cytogenet Cell Genet
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58: 27-84 i per ultim, per la localitzacié de duplicacions segmentaries ens hem basat en la base
de dades Human Genome Segmental Duplications (http://projects.tcag.ca/humandup/).

En el nostre treball tots els cromosomes han mostrat algun punt de trencament implicat
en alteracions cromosdmiques, encara que no amb la mateixa freqlieéncia evidenciant que és un
esdeveniment no a l'atzar. El cromosoma 22 esta implicat en el cas MS-89 perd no s’ha
representat ja que no ha estat possible definir el punt de trencament en aquest cromosoma. Els
cromosomes més implicats han estat per ordre: el 15, X, 13, 2i 6.

Al analitzar les bandes cromosomiques implicades en els punts de trencament hem
observat que tampoc es déna a l'atzar. Les bandes cromosomiques més implicades han estat:
15g11.1 (4 casos), 15926 (4 casos), Xp22.3 (4 casos), Yql1.2 (3 casos) i 11923 (3 casos).

Hem analitzant el tipus de patrdé de bandes G dels punts de trencament implicats. Si
descartem de I'analisi les bandes que estan composades d’heterocromatina en el nostre estudi
hem observat que una majoria de punts de trencament implicaven les bandes clares (62,2%)
comparat amb les bandes fosques (37,8%). Aquest fet suggereix una major predisposicié de
les bandes clares a patir trencaments. S’ha de tenir en compte que les bandes clares sén més
riques en gens i també més actives transcripcionalment (Swansbury, 2003) i per aixo0, els
trencaments en aquest tipus de bandes podrien provocar disrupcions geniques que impliquessin
alteracions cliniques amb més probabilitat que si afectessin a bandes fosques. La major
implicacié dels punts de trencament en les bandes clares respecte les fosques ja s’havia
observat préviament (Savage,1977; Bauchinger i Gotz, 1979; Tanaka i col. 1983; Fuster i col.
1989; Barrios et al. 1989; Hernando, 2005). En el nostre estudi, les bandes clares implicades
en punts de trencament que presentaven més densitat génica han estat: 3p21, 6p21.3, 12p13,
12g13, 16p13.3, 19q13.4 i 21g22.3. Cal destacar que totes aquestes bandes s’han vist

implicades en translocacions excepte la banda 12q13 que estava implicada en una duplicacié.

Els llocs fragils (FS) son regions especifiques del genoma amb una gran predisposicié als
trencaments (Sutherland, 1979; HGM11, 1991). S’expressen com gaps o trencaments en els
cromosomes de les cél-lules que creixen sota condicions especifiques de cultiu. Es pensa que
I'expressié dels llocs fragils podria predisposar a l'aparicid d’‘anomalies cromosomiques
estructurals. Si aquesta expressido dels llocs fragils tingués lloc durant la meiosi podrien
originar-se gametes genéticament desequilibrades amb els conseqiients problemes de fertilitat
o descendéncia afectada de malformacions congeénites o avortaments espontanis (Hecht i
Hecht, 1984; De Braekeler, 1985). Aquest fet, perd, encara no ha estat demostrat (Sutherland
i Baker, 2000). En canvi, si aquesta expressio es produeix a la mitosi les cél-lules genéticament
desequilibrades podrien originar inestabilitat cromosdomica transformant-se en canceroses si
quedés afectada la funcié de protooncogens o gens supressors de tumor (Coquelle i col,1997;
Sutherland and Richards,1999; Richards, 2001; Pollack, 2006). Comparant els punts de
trencament en el nostre estudi amb els llocs fragils que han estat descrits (HGM11, 1991)
observem que només un 25% coincideixen. Aquest percentatge no és significatiu ja que
s’acosta al que trobariem per atzar (28,3%; ja que s’han descrit 113 llocs fragils en les 400
bandes). Per tant, podem dir que no sembla que hi hagués cap correlacié entre els punts de

trencament implicats en el nostre estudi i els llocs fragils.
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Finalment també hem tingut en compte la preséncia o abséncia de duplicacions
segmentaries en les bandes cromosomiques implicades en els punts de trencament. Les
duplicacions segmentaries (DSs) son regions d’una llargada variable >5kb i que comparteixen
una alta homologia de seqlieéncia (>95%) i representen entre el 5-10% del genoma huma
(Samonte i Eichler, 2002). En els ultims anys s’han relacionat les duplicacions segmentaries
amb l'aparicié d‘alteracions cromosomiques pel mecanisme de recombinacié homologa no
al-lelica (Christian i col. 1999; Antonell i col. 2005). Al analitzar les bandes implicades en punts
de trencament en el nostre estudi veiem que un 81,9% de les bandes contenen duplicacions
segmentaries i que 9 d'aquestes bandes contenen gran densitat de duplicacions segmentaries
(7922, 12p13, 13912(x2), 15911.2(x2), 19913.4, Xp22.3(x4), Xp11.2, Xg21.3 i Yq11.2(x3)).
Aixi doncs, els nostres resultats estarien d’acord amb el fet que les zones cromosomiques que
contenen duplicacions segmentaries podrien estar més freqientment implicades en els punts de
trencament de les anomalies cromosdomiques. Aquesta observacié ja s’havia fet anteriorment

en el nostre grup (Hernando, 2005).

- 185 -



Discussi¢,

Taula 29- Caracteristiques de les bandes cromosomiques implicades en els punts de trencament del nostre

estudi.
Banda Patré de Mida banda Namero Densitat Lloc Duplicacions Ilglﬁog:r:?crjzg
Citogenética Bandes G de gens genica Fragil = segmentaries | -
a que participa
1p36.3 C 7,1Mb 135 19 - + t
1p22.3 C 3,5Mb 30 8,6 + 4+ t
1q31 F 13,5Mb 51 3,8 + + del
1g41 F 9,9Mb 66 6,6 - + dup
1q42 C 13,1Mb 149 11,4 + + dup
1943 F 6,6Mb 43 6,5 - + t
2p25 C 12,1Mb 83 6,9 - + t
2p11.1 H 2,4Mb 13 54 - 4+ mar
2q12.1 F 2,9Mb 20 6,9 - + mar
2qg33 C 11,6Mb 126 10,9 + 4+ t
2q34 F 6,3Mb 21 3,3 - + dup
2q36 F 9,4Mb 48 5,1 - + del
2q37.1 C 4,6Mb 84 18,3 - + del
2q37.3 C 5,9Mb 84 14,2 + + del
3p21 C 10,8Mb 234 21,7 - + t
3p13 C 4,3Mb 13 3 - 4+ del
4p15.2 C 5,2Mb 25 4,8 + - t
4q33 C 1,8Mb 10 5,5 - 4+ del
4g35.2 F 3,911Mb 41 10,5 - + del
5p13.3 C 5,1Mb 28 5,3 + + dup
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Banda
Citogenética

5q13

5q23

6p23

6p21.3

6pl2

6q16.3

6921

6G22(x2)

7p22.3(x2)

7p21

7922

8p23.2

8p22

8p12

8p11.2

8q23.3

8q24.1

9p23

9p13.3

9p13.2

9pl12

Patro de
Bandes G

Mida
banda

5,7Mb

17Mb

1,8Mb

5Mb

11,4Mb

5,1Mb

9,4Mb

15,9Mb

2,7Mb

13,7Mb

9,3Mb

4Mb

6,4Mb

9,6Mb

4,7Mb

5,5Mb

9,6Mb

5,1Mb

3Mb

2,4Mb

2,8Mb

Namero

Densitat

de gens geénica

97

65

12

267

101

16

81

71

29

46

158

31

58

a4

61

14

109

19

21

17

3,8

6,6

53,4

8,9

3,1

8,6

4,5

10,7

3,4

17

0,75

4,8

9,3

0,6

6,3

2,7

36,3

7,9

7,5
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Banda Patré de
Citogenética Bandes G
9q12 H
10p15.3 C
10q24 C
10g26(x2) C
11g22.3 F
11g23 C
11g23.3(x2) C
1124 F
12p13.1 C
12p13 C
12p12.3 F
12q13 C
13p11.2 H
13p10/ H
21p10(x2)
13q11/ H
21qg11.1
13g12(x2) C
13g21.1 F
13g21.33 F
13922 C
13931 F
14p11.2 H

Mida banda

8,3Mb

3Mb

8,7Mb

16,7Mb

7,6Mb

11,2Mb

6,8Mb

9,1Mb

1,8Mb

14,7Mb

5,2Mb

11,7Mb

5,2

189,5Kb/
44,63Kb

2,4Mb/
900Kb

12,7Mb

4,3Mb

4,6Mb

5,8Mb

15,9Mb

6,9Mb

Namero
de gens

47

21

128

161

50

147

88

138

25

266

36

330

0/0

9/0

133

11

31

35

Tipus
Densitat Lloc Duplicacions d'alteracié
génica Fragil  segmentaries =~ cromosomica
en la que
participa
/7 + + mar
7 - + ;
14,7 + i dup
9,6 + + t
6.6 - + del
13,1 + + mar
12,9 + + del
15,2 - + del
13,9 - - t
18,1 - t dup
6,9 - - t
28,2 " N ;
0 - - t
g - - mar
3,8/0 - + mar
10,5 - ++ t/r
2,6 + + dup
L/ i - dup
>3 ) + mar
2,2 ; + )
0 - - t
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Banda
Citogenetica

14q11.1

15p11.2(x2)

15q11.1(x4)

15q11.2(x2)

15q12

15q13

15q24

15¢26.1

15q26.2

15926.3(x2)

16p13.3

17p13.3

18p11.2(x2)

18q22

19p13.3

19g13.4

20p11.2(x2)

20913.2(x2)

21q21

21g22.3

Patro de
Bandes G

Mida
banda

3,4Mb

6,2

1,3Mb

4,9Mb

2,5Mb

5,7Mb

5,7Mb

5,2Mb

4,2Mb

4Mb

6,3Mb

3,2Mb

8,2Mb

11,5Mb

6,9Mb

7,8Mb

7,9Mb

4,3Mb

15,2Mb

5,5Mb

NUmero
de gens

21

98

72

97

70

11

45

294

80

85

31

231

290

83

23

58

114

Densitat
genica

6,2

0,8

20

3,2

12,6

17

13,5

2,6

46,7

25

10,4

2,7

33,5

37,2

10,5

5,3

3,8

20,7
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Duplicacions
segmentaries

++

++

Tipus d’alteracio
cromosomica en
la que participa

mar

r/t

mar

mar/del

mar

del

dup

mar

dup

r/t

del

t/del

del

t/dup

t/mar

dup
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Banda
Citogenética

22p11.2

Xp22.3(x4)

Xp22.1

Xp21

Xp11.4

Xp11.2

Xp11.1

Xq11.1

Xq21.3

Xq26

Xq27

Yp11.3(x2)

Yqi11.2(x3)

Patro de
Bandes G

C

Mida banda

3Mb

4,2Mb

7,5Mb

12,7Mb

4,7Mb

9,3Mb

2,9Mb

2,1Mb

12,1Mb

8Mb

9,1Mb

3,3Mb

14,7Mb

NUmero Densitat  Lloc
de Gens génica | Fragil

64

49

65

40

188

12

19

25

97

60

34

187

15,2 +

6,5 -

5,1 =

8,5 -

20,2 =

4,1 -

12,1 .

6,6 +

10,3

12,7 -

Duplicacions
segmentaries

++

++

++

++

Tipus d’alteracio
cromosomica en
la que participa

del/t

del

del

mar

mar

mar

del

del

dup

iso/t

Abreviacions. dup: duplicacid, del: delecid, t: translocacid, mar: cromosoma marcador, r: cromosoma en

anell, iso: isocromosoma, C: banda clara, F: banda fosca, H: heterocromatina, Mb: Megabases, kb: kilobases.

- 190 -



6. CONCLUSIONS



Conclusions

6- CONCLUSIONS

1- Al comparar l'eficiéncia en la deteccid/identificacié de desequilibris globals del genoma
en tumors de retinoblastoma emprant els softwares de CGH convencional i de HR-CGH

s'ha observat que:

o Es millor interpretar els resultats de CGH sense utilitzar intervals de confianca ja
gue amb interval de confianga es perd molta informacioé encara que tot el que es
detecta té un elevat grau de coincidéncia amb els resultats obtinguts per HR-
CGH.

e El software de HR-CGH és més potent que el de CGH a I'hora de determinar

pérdues.

2- L'aplicacié de diferents técniques de citogenética molecular per la deteccid/identificacio
anomalies cromosomiques en pacients amb malformacions congénites o infertilitat ha

permeés concloure que:

e Quan existeixen discordances entre els resultats obtinguts pels dos softwares,
sén més fiables els obtinguts per CGH. En alguns casos, perod, la HR-CGH és més
potent que la CGH com per exemple en l’analisi de translocacions reciproques
aparentment equilibrades, en la deteccié de microdelecions intersticials i quan
I'alteracié impliqui els cromosomes 1pter, 19 o 22.

e Les observacions respecte els softwares de CGH i HR-CGH descrites
anteriorment sén  valides per [I'analisi d’anomalies cromosomiques

constitucionals.

e La técnica de MLPA és la més idonia per a la caracteritzaci6 d’anomalies
subtelomeériques en pacients amb cariotip normal i suggereix que aquesta
metodologia s’hauria d’utilitzar préviament a |'analisi per HR-CGH. En casos en
els que no es detectin alteracions subtelomériques per MLPA |'estudi per HR-CGH

seria recomanable per descartar desequilibris intersticials.

e La técnica de M-FISH és molt eficient en la caracteritzacié de reorganitzacions
cromosomiques complexes i de cromosomes marcadors que continguin
eucromatina i sobretot resulta de gran utilitat per a I'estudi del cromosomes
marcadors neocentromerics. La técnica de cenM-FISH, juntament amb la

subcenM-FISH, séon de gran utilitat per determinar l'origen dels cromosomes
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marcadors quan no contenen, o tenen molt poca, eucromatina ja que en aquests

casos la M-FISH no és Uutil.

3- La combinacid6 de técniques de citogenética convencional i molecular ha permes

identificar en aquests pacients:

26 monosomies i 29 trisomies parcials autosomiques
9 monosomies i 6 trisomies parcials gonosomiques
4 reorganitzacions cromosomiques complexes

21 marcadors supernumeraris petits

4- L'analisi citogenetic global ha revelat que en la nostra série:

Existeixen desequilibris autosomics i gonosomics per a tots els cromosomes amb

I’'excepcié del cromosoma 14, 16 22.

L'origen cromosomic més comu implicat en els sSMC ha estat el cromosoma 15,
seguits dels derivats del cromosoma 13/21 amb morfologia d’ inv dup. S’ha

determinat un percentatge important (16%) de sSMC neocentromerics.

5- La combinacié de técniques de citogenética convencional i molecular ens ha permeés

establir

diferents correlacions fenotip-genotip tant associades a alteracions

autosdOmiques com gonosomiques.

6- Per

altim, l'analisi de 116 punts de trencament implicats en les anomalies

cromosomiques estudiades mostra que:

Les bandes cromosomiques més implicades han estat: 15q11.1 (4 casos),
Xp22.3 (4 casos), Yql1.2 (3 casos), 15926 (4 casos) i 11g23 (3 casos).

La seva distribucié en el genoma no és a l'atzar ja que la majoria es localitzen
en les bandes clares (62,2%) que corresponen a regions amb major densitat

geénica.

En la majoria de casos (75%) no coincideixen amb les bandes on s’ubiquen llocs

fragils.

El 81,9% es localitzen regions del genoma riques en duplicacions segmentaries
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8- ANNEX

8.1- SUMARI DELS RESULTATS CITOGENETICS

Resultats obtinguts en cada un dels casos ordenats correlativament

Cas Férmula cromosomica final

MS-21 46,X,del(X)(p22.3)

MS-25 46,X,del(X)(p22.1).

MS-30 47,XX,+inv dup(15)(q11.1)

MS-31 47,XY,+del(13)(q11) or +del(21)(q11.1)

MS-32 46,X,del(X)(q21.3G26)

MS-36 47 ,XX,+neo(13)(q22q34)

MS-37 47,XX,+inv dup(15)(q11.1)

MS-42 48,XY,+21,+ider(13)(p10) or ider(21)(p10)
MS-42-M 47,XY,+ider(13)(p10)x2 or +ider(21)(p10)x2

MS-43 48,XY,+21,+ider(13)(p10) or +ider(21)(p10)

MS-44 46,XX, der(2)dup(2)(q34q37.2)del(2)(q37.3)

MS-45 46,XX,t(1;14)(p22.3;p11.2)del(1)(p22.3p22.3)

MS-46 46,X,der(X;20)t(X;20)(p11.2;p11.2)

MS-47 46,XX,dup(10)(q24q26.3)

MS-50 47,XY,+inv dup(15)(q26.1926.3)[65]/46,XY[35]

MS-54 46,XY,del(7)(p21p21)

MS-55 46,XX,dup(5)(p13.3p15.3)

MS-56 46,X,der(Y)t(X;Y)(p22.3;p11.3)

MS-60 46,XX

MS-63 46,XX, add(2)(q37).ish der(2)dup(2)(?)(wcp2+)

MS-64 47 ,XX,+mar.ish der(3)(wcp3+)[30]/46,XX[14]

MS-65 46,XY,der(10)t(10;20)(q26,q13.2)

MS-66 46,XX

MS-70 46,XY,dup(8)(p12p22)




Cas Férmula cromosomica final
MS-71 46,XX,der(13)t(9;13)( p13.2p11.2)
MS-72 46,XX,der(22)t(9;22)(p13.3;p11.2)
MS-73 46,X,idic(Y)(q11.2)[78]/46,XY[22]
MS-76 46,XX,der(10)t(10;20)(g26,q13.2)
MS-77 46,XY,t(8;18)(p11.2;p11.2)del(18)(p11.2),t(12;13)(q13;q12)
MS-78 47,XX,+mar[35]/46,XX[8]
MS-79 46,XX,del(17)(p13.3)
MS-80 46,XY
MS-82 47 ,XX,+ider(13)(p10) or +ider(21)(p10)
MS-87 46,XX
MS-88 46,XY,der(8)t(7;8)(p22.3;p23.2)
MS-89 47 ,XX,+der(22)t(11;22)(g23;911.2)
MS-90 46,XX
MS-91 45,X,del(Y)(g11.2g12),der(14;15)(q10;q10)
MS-92 46,XY
MS-93 46,XY
MS-96 46,XX,dup(20)(p11.2p13)
MS-97 46,X,der(X)del(X)(p11.4p22.3)dup(X)(q27g28)
MS-99 46,XX,dup(8)(?)
MS-100 46,XX,del(18)(g22)
47 ,XY,+der(X)(:p11.?3->q10::p?->p?:)[1]/
MS-101 der(X)(:pll.1->qgi11.1:)[2)/
der(X)(p11.2?2->q11.1::q11.1->p11.1:)[4]/
der (X)(:p11.1->qg11.1::gq11.1->p11.1:)[6]
MS-102 46,XX
MS-103 47,XY,inv dup(14)(q11.1)
MS-104 46,XX,dup(15)(q24q26.2)[20]/46,XX[42]
MS-105 46,XY,trp(13)(gq21.1921.33)
MS-105-G 46,XY,dup(13)(gq21.1921.33)




Cas

Formula cromosomica final

47 ,XX,+der(9)(:p12->q12:)[3]/
47 ,XX,+der(9)(:p12->q12::q12->p12:)[4]/

MS-106 47,XX,41(9)(::p12->q12::)[2]/
47 XX, +r(9)(::pl2->ql2::p12->ql12::)x2[1]/ 46,XX[18]
MS-107 46,XX,dup(5)(q21q35.?)[?1/46,XX[?]
MS-110 46,XY,del(6)(q16.3q22.?)
MS-111 46,XX,der(2)t(2;3)(q33;p21),
der(3)t(2;3)inv(3)(q36q2?3)del(2)(q36)

MS-112 46,XY
MS-113 47,XX,+inv dup(15)(q11.1)[70]/46,XX[30]
MS-114 47 ,XX,+inv dup(15)(q11.2)
MS-116 46,XY,der(10)t(10;12)(p15.3;p11.1?)
MS-117 46,XY,t(6;19)(p21.3;q13.4)
MS-118 46,XX,t(5;6)(q13;p23)
MS-119 46,XY

) 46,XX,r(13)(q12931)[33]/
Al 45,XX,-13[6]
MS-123 46,XY
MS-124 46,XY
MS-127 46,XX
MS-129 46,X,der(X)t(X;12)(p22.2;p12.3)
MS-130 46,XX,del(18)(p11.2).
MS-131 46,XX
MS-132 46,XX
MS-134 46,XX, t(1;7)(q43;922)t(2;6)(p25;921)
MS-135 46,XX,der(1)t(1;20)(p36.3;?)
MS-137 46,XY,del(15)(q11.2g13.?)
MS-138 47~53,XY,+1~7mar[?].ish der(?)(D15Z1-,SRPN-,CEP1-,CEP2-CEP4-,

CEP5-,CEP13-, CEP16-,CEP19-,CEP21-)/46,XY[?]




Cas Férmula cromosomica final
MS-140 46,XY,der(16)t(9;16)(p23~p24;p13.3)
MS-141 47,XY,+mar[13]/46,XY[8]
MS-143 46,XX
MS-144 46,XX
MS-145 46,XY,dup(6)(p12p12)
MS-146 46,XX,inv(9)(p12q13)
MS-147 46,XY,t(4;21;12)(p15.2;G22.3;p13.1)
MS-148 46,XY
MS-149 46,XY
MS-150 46,XY
MS-151 46,XX
MS-152 47,XY,+neo(20)(q13.2g13.3)
MS-153 46,XX,del(2)(q37)
MS-154 46,XX,dup(1)(q41q42)
MS-155 46,XY,der(12)t(12;19)(?;p13.3)
MS-156 46,XY
MS-157 46,XX,del(8)(g23.3q24.1)
MS-159 46,XX,del(11)(g23.3)
MS-161 46,XX,del(11)(q24)
MS-162 46,XX
MS-163 46,XY,del(3)(p13~14.2)
MS-164 46,XY
MS-165 47 ,XX,+mar[50].ish der(?)(wcpl17-)/46,XX[50]
MS-166 46,XX,del(11)(q22.3923.3)
MS-169 46,XX
MS-170 46,XX,dup(12)(p13)
MS-171 46,XY
MS-172 46,XY,del(4)(q33935.2)
MS-173 46,XY
MS-175 46,XX
MS-179 46,XX,r(15)(p11.2926.3)




Cas Férmula cromosomica final
MS-180 46,XY
MS-181 46,XY,der(15)t(7;15)(p22.3;G26.3)
MS-182 46,XY
MS-183 46,XY,idic(Y)(q11.1~11.2)
MS-184 46,X,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.3)
MS-185 46,XX,del(1)(g31g31)
MS-186 46,XX
MS-187 46,XY,del(6)(q21~22)
MS-188 47, XY,+der(2)del(2)(p11.1)del(2)(q12.1)[30]/46,XY[70]
MS-190 46,XY
MS-191 46,XX
MS-192 46,XX
MS-194 46,XX,der(10)t(5;10)(q33~34;G26)
MS-195 46,XX,dup(10)(?)
MS-196 46,XY,dup(21)(q21g21)
MS-197 46,XY,der(15)t(Y;15)(q11.2;p11.2)
MS-198 48,XY,+2mar.rev ish enh(15)(q11.2q12)
M-13 47,XX,+inv dup(15)(q11.1)
M-14 47 ,XX,+inv dup(15)(gq11.1)x2




8.3- COINCIDENCIES I DISCREPANCIES DE LES BANDES
IMPLICADES EN DESEQUILIBRIS DEL GENOMA EN TUMORS DE
RETINOBLASTOMA

Taula 23.- Coincidencies i discrepancies en les bandes cromosomiques en les que es detecten guanys al
utilitzar CGH convencional respecte les detectades per HR-CGH

HR-CGH vs CGH sense interval

Banda només

Bandes equiparades
. detectada per

Cas %

HR-CGH vs CGH amb interval

Bandes equiparades %

Banda només
detectada per

coincidencia coincidéncia
HR-CGH CGH HR-CGH HR-CGH CGH HR-CGH
. 1q2123,
100% (5/5) 1q 1932, | 80%(4/5) | 5p13pis
1932.3q42
2 - -
3 | 1q24.3g32.1, ] \ , 1q24.3q32.1,
o 1g21-gter [100% (2/2) 0%(0/2) o
4 6p24.1p22.2,
6p24.1p22.2, \ \ 6p21.1p12.1,
i Spherg 6p  [85.7%(6/7) 21q11.2g21 43 %(3/7) | a1t hes1
Yq11.211
171p71q32'§3§§'2’ 62,5% | ©P21.3p25.3,
v | 17,20 |100% (8/8) ' 1722025.1,
20p11.2, (5/8) Sonti
20q12q13.2 :
6 100% (2/2) 0%(0/2)
2422.2q35,
1921.3, 7p15.1p21.3,
7 10p11.23,
1425.2q44, ST
7p15.1p21.3, | 1g21g44, 93.3% 7922, o !
s |1 0H L 35S | 20222435 | 7a11.22q34 |, S0 | 40%(6/15)| 179229232,
19p13.1q13.1,
10p11.23p13, 20
10p21.2 21q11.2q22.1,
Yq11.2
8 | 1921.2q23.1, \ . 1932.3q42.3,
s 5iays | la2lad4 85.7%(6/7)  18q21 57%(4/7) | 18031 3. 180s1
1921.2q23.1
9 ! 1g25.2qg31.1,
1932.3942.3, 66.7%(4/6)|1922-2931.12 50%(3/6) | 6p22.3p24.1,
18911.2, 1q11.2 223024
18422 qil.
10 119p13.1p13.3, B | 62,5% | 19p13.1p13.3,
19913.1 g (5/8) | 19q13.1, Xq25
Total 92% 50%
(55/60) (30/60)



Taula 24- Coincidéncies i discrepancies en les bandes cromosomiques en les que es detecten guanys al
utilitzar HR-CGH respecte les detectades mitjangant CGH convencional

CGH sense interval vs. HR-CGH

CGH amb interval vs. HR-CGH

Cas
Bandes equiparades Bandes equiparades Banda
% Banda detectada % detectada
CGH HR-CGH coincidencia  "OMes per CGH CGH HR-CGH | coincidéncia nonégsHper
1921923,
1 83,3% (5/6)  17p12ql1.2 1932, 1 | 100% (6/6)
1g32.3g42
9q34, 15q11.2q13,
2 16q13p13.3, 17p11.2p12,
16q24, 19, 22q13
= 17911.2p13.3, =
1725, 19, 20, 22
15q11.2q13,
3 |1q21q44 1q241'3jj’2'1' 16,7% (1/6)| 16q12p13.3, 19, 0% (0/1) | 19p13.3
a 22,Yql11.2p11.3
1p36.1p36.3,
6p24.1p22.2, | 41,7% | 16q13p13.3, 17, . 19p13.3,
& 6P | ep21.1p12.1 | (5/12) |18q11.2pil.3, 19, 60% (3/5) | 224112
20, 22
17p13.2q11.2,
5 17, 20 172q02p21q122'1' 100% (6/6) 83,3% (5/6)| 19p13.2p13.3
20g12q13.2
6 50% (2/4) 6p21.3, 19 -
1g21.3,
1g25.2qg44, 22 76.9%
1q21q44,| 7p15.1p21.3, | 91,7% 7922, , 6p21.3,
/ 7,10 | 7q11.22q34, | (11/12) 7q34q36 |/A11-2a34  (10/13) | 450034 ")
10p11.23p13,
10p21.2
1p35p36.3,
7pl2ql1l.2, 9q34.1q34.3,
)
8 |1q21q44 11q2312'23qié'13' ‘(‘51/12/‘)’ 9q33934.3, 57,1% (4/7)|  16p13.3,
q32.3q%<. 12q23q24.3, 179, 17g25
20, 22
16p11.2,
9 66,7% (4/6) 19, 16p 60% (3/5) | 190158 55153
10 19 | 19p13.1p13.3, | 100% (7/7)
19g13.1 100% (5/5)
Total 64,8% 75%
(46/71) (36/48)




Taula 25- Coincidéncies i discrepancies en les bandes cromosomiques en les que es detecten pérdues al
utilitzar CGH respecte les detectades per HR-CGH

HR-CGH vs CGH amb interv.conf.

HR-CGH vs CGH sense interval de confianga

Cas
Banda només Bandes equiparades Banda només
% coincidencia | detectada per HR- % coincidencia| detectada per
CGH HR - CGH CGH HR-CGH
1 - -
2 - -
3 - -
= 100% (5/5) 100% (5/5)
5 10926.1q26.3, 10426.1426.3,
14q11.2q13, i 102
14%(1/7) 14921q22, 43% (3/7) | 140430313
14q24.3q31.3, 1oatiaa1d’
15q11.2q14, 16 :
6 - -
1p31.3p36.3,
3p24p26, 3p24p26,
, 3p22p26.3, 3p22p26.3,
3g21.2g24, 4p16, 3g21.2qg24, 4p16,
6424.2927, 6q24.2q27,
8p12p23, 8ql12qg21.1, 8p12p23,
o, [v)
18% (3/17) 8q12q21.1,  |8q21.3q24.3, 8412024.1 | 29% (5/17) | 4051 30343,
9422.3q34.3, 12g23q24.3,
12423q24.3, 13934,
13934, 15q12q26.3, 16,
15q12q26.3, 16, 22q
22q
8
67% (2/3) 17p12p13.1 67% (2/3) 17p12p13.1
9 - - -
10 2q14.1p14.3,
33% (2/6) 8p23.1, 16q, 67% (4/6) 2p1§1.£114.3,
17p12p13.3 ps.
Total 34% (13/38) 50% (19/38)




Taula 26- Coincidéncies i discrepancies en les bandes cromosomiques en les que es detecten pérdues al

utilitzar HR-CGH respecte les detectades per CGH

CGH amb interval de confianga

CGH sense interval de confianga vs HR-CGH

vs HR-CGH
Cas Banda només Bandes equiparades Banda només
% coincidencia detectada per % coincidencia detectada per
CGH CGH sense CGH
AliSeein interval
1 - -
2 - -
3 - -
4
100% (5/5) - 100% (5/5) -
> 100% (1/1) - 100% (3/3) -
6 - -
4913928,
7 100% (3/3) - %qulqglt'elr' 8912q24.1| 62.5% (5/8) | 12q15q21.3,
qs1-29 13q21.3q22
8 100% (2/2) = 100% (2/2) =
9 - -
10
100% (2/2) - 100% (4/4) -
Total 100%(13/13) 86,4%(19/22)




Identification of a “cryptic mosaicism” involving
at least four different small supernumerary marker
chromosomes derived from chromosome 9 in a
woman without reproductive success

Monica Santos, M.S.,* Kristin Mrasek, M.S.,b Maria Angels Rigola, Ph.D.," Heike Starke, Ph.D.,b
Thomas Liehr, Ph.D..,° and Carme Fuster, Ph.D.*

# Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica, Facultat de Medicina, Universitat Autobnoma de Barcelona, Spain; and ® Institut
fiir Humangenetik und Anthropologie, Jena, Germany

Objective: To characterize the small supernumerary marker chromosomes (sSSMCs) present in the female member
of an infertile couple who has no further clinical symptoms.

Design: Case report.

Setting(s): Faculty of medicine and institute of human genetics and anthropology.

Patient(s): A young, healthy, nonconsanguineous couple asked for genetic evaluation for infertility.
Intervention(s): Intracytoplasmic sperm injection, conventional and molecular cytogenetic analyses.

Main Outcome Measure(s): We characterized the sSSMCs present in a woman, who was a member of an infertile
couple, by molecular cytogenetic techniques.

Resuli(s): The G-banding technique showed that a marker chromosome was present in some of the examined cells
describing the 47,XX,+mar[30]/46,XX[70] karyotype. Subsequently, using new fluorescence in situ hybridization
(FISH) techniques, four distinguishable sSMCs (cryptic mosaicism), all derived from chromosome 9, were ob-
served, including minute and ring chromosomes. This heterogeneity was impossible to detect by the conventional
G-banding technique or conventional FISH technique that were used before the new FISH techniques (subcentro-
mere-specific multicolor-FISH [subcenM-FISH]) and specific probe for the 9q12 band. In each metaphase with
sSMCs, only one or two markers were observed. On the basis of the FISH analyses, the patient’s karyotype was
defined as 47,XX,+min(9)(:p12 —q12:)/47,XX,+min(9)(:p12 —ql2::q12 —p12:)/47 XX, +1(9)(::p12 —>ql2::)/
47, XX, 4+1(9)(::p12—>ql2::p12 —q12::)x2/46,XX.

Conclusion(s): The presence of sSSMCs derived from chromosome 9 could influence the couple’s infertility. The
new subcenM-FISH techniques are very useful in the characterization of cryptic mosaicisms of marker chromo-
somes. Additionally, the hypothesis that the 9p12 chromosomal band is an euchromatic variant region without
any phenotypic impact other than possible infertility is supported by this case study since the woman shows a
normal phenotype. (Fertil Steril® 2007; ll: ll—l. ©2007 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: Small supernumerary marker chromosome (sSMC), multiplex-fluorescence in situ hybridization

(M-FISH), subcentromere-specific multicolor-FISH (subcenM-FISH), infertility

Infertility and sterility are an extensive widespread problem
in the general population. It has been suggested that infertility
may be due to different causes such as systemic infections,
endocrine and immunology disorders, or cytogenetic alter-
ations. In fact, one important cause of infertility is the pres-
ence of a chromosomal aberration in one member of the
couple. In the general population, there is a 1% frequency
of chromosomal aberration; however, it has been reported
that in couples with repeated spontaneous abortions, the
frequency is 2.4%—6.8% (1).
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Small supernumerary marker chromosomes (sSMCs) were
recently defined as structurally abnormal chromosomes that
cannot be identified or characterized unambiguously by con-
ventional-banding cytogenetics alone and are generally equal
in size to or smaller than chromosome 20 of the same meta-
phase spread (2). The sSSMCs are common findings in karyo-
types of cancer, in constitutional genetic disorders or
mentally retarded patients, in patients with reproduction
problems, and in prenatal diagnosis (3-5). In a review pub-
lished by Liehr et al. (2), the sSSMC frequency was described
as 0.043% in newborns, 0.077% in prenatal cases, 0.433% in
mentally retarded patients, and 0.171% in infertile people.

The genetic origin of these sSMCs usually remains
unknown by conventional cytogenetic techniques, but the
development of technologies based on fluorescence in situ
hybridization (FISH) has allowed for important progress to-
ward this goal. Comparative genomic hybridization (CGH)
(6), multiplex-FISH (M-FISH) (7), spectral karyotyping
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(SKY) (8), centromere-specific multicolor FISH (cenM-
FISH) (9), and subcentromeric multicolor FISH (subcenM-
FISH) (10) are some of these methodologies.

Here we describe the combined use of G banding, CGH,
M-FISH, and subcenM-FISH for the detection and character-
ization of the sSSMCs present in a woman who is the infertile
member of a couple with no other clinical symptoms.

CASE REPORT

A young, healthy, nonconsanguineous couple with no repro-
ductive success over a period of 4 years asked for genetic
evaluation due to their apparent infertility. Both members
of the couple had a normal phenotype. A gynecological
examination of the woman was normal, but the husband’s
exam revealed teratoasthenozoospermia (22 million/mL,
spermatozoids with normal morphology 5%, and motility
3 + 2 and 30%). Cytogenetic analysis revealed a normal
(46,XY) karyotype in the man and the 47,XX,4+mar de
novo/46,XX karyotype in his wife.

The couple decided to undergo an in vitro fertilization
(IVF) program, and they underwent two intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) treatments because with this tech-
nique the teratoasthenozoospermia was circumvented.
Fourteen eggs were retrieved, and three were fertilized. All
three embryos were transferred. However, no pregnancy
was achieved.

The study was approved by the Universitat Autonoma de
Barcelona’s Institutional Ethics Committee. Informed con-
sent was given in writing by the patient.

Cytogenetic and FISH Studies

A peripheral blood sample from the 31-year-old woman was
cultured for 72 hours in RPMI-1640 medium. Metaphasic
chromosomes were analyzed by Wright G-banding and
FISH techniques. FISH was performed by M-FISH according
to the methodology used by Speicher et al. (7). Moreover, the
chromosome 9 centromeric probe (alpha satellite), the probe
for 9q12, and the subcenM-FISH mixture for chromosome 9
described by Starke et al. (10) were used for analysis. Sub-
cenM-FISH is a new FISH technique that combines various
FISH probes to characterize the composition of sSMCs.

Slides were evaluated on a fluorescence microscope
equipped with a charge-coupled-device camera and an im-
age-analysis system (MetaSystems; Altlussheim, Germany).
For M-FISH analysis, digital fluorescence imaging was per-
formed using an Olympus BX-60 epifluorescence micro-
scope and SpectraVysion software (Vysis).

CGH Analysis

To determine gains and losses of genomic material, the DNA
from the patient was compared with the control DNA using
the CGH technique. DNA isolation and labeling, hybridiza-
tion, and detection were performed essentially as described

2 | Santos et al.

“Cryptic mosaicism” of marker chromosomes

by Kallioniemi et al. (11). Slides were analyzed using a
Cytovision Ultra workstation (Applied Imaging; Sunderland,
United Kingdom) and high-resolution CGH (HR-CGH) soft-
ware (Rigshospitalet; Copenhagen, Denmark). Aberrations
were detected by standard reference intervals as described
in Kirchhoff et al. (6).

RESULTS

G-banded chromosome preparations analysis revealed the
presence of normal cells and cells with an extra marker
chromosome (mosaicism) that define karyotype 47,XX,+
mar[30]/46,XX [70], in which the origin of the small chro-
mosome marker was impossible to characterize by this
technique. HR-CGH analysis detected no imbalances in the
genome. M-FISH showed that the marker chromosome
stained in chromosome 9—a typical fluorochrome combina-
tion, with no other abnormal findings being found. The
hybridization with the chromosome 9 centromeric probe
confirmed the origin of the marker as chromosome 9.

Further analysis with the subcenM-FISH mixture for chro-
mosome 9 and the probe for 9q12 showed that the marker
consisted of chromosome 9 heterochromatic material and
that it also contained the 9p12 euchromatic region. Molecular
cytogenetic analysis showed the presence of at least four
sSMCs (Fig. 1), all derived from chromosome 9, which
confirms a “cryptic mosaicism” (not detected previously)
involving chromosome 9.

This heterogeneity was impossible to detect by the conven-
tional G-banding or M-FISH techniques that were used
before the new FISH techniques (subcenM-FISH). In each
metaphase with sSMCs, only one or two markers were
observed.

Based on the FISH analyses, the patient’s karyotype
was defined as 47,XX,+min(9)(:p12 — q12:)/47,XX,+min(9)
(pl2—ql2::q12 - p12:)/47,XX,41(9)(::p12 —q12::)/47,XX,
+r(9)(::pl2—>ql2::p12 —ql2::)x2/46,XX. The abbreviation
“min” is used here according to the definition of Crolla (12),
not according to ISCN 2005 (13).

DISCUSSION

The interpretation of the clinical significance of marker chro-
mosomes is extremely problematic, as sSSMCs have heteroge-
neous phenotypic consequences and their effects seem to
depend on their size, origin, presence or absence of euchro-
matin, degree of mosaicism, affected tissues, and, in some
cases, their parental origin (whenever the marker contains
imprinted genes). Our patient with at least four different
sSMCs, all derived from chromosome 9, in combination
with a normal cell line, presents the possibility of infertility
without further clinical symptoms.

This report is a new case study that illustrates the useful-
ness of FISH methodologies to detect and characterize the
presence of at least four different sSSMCs, all derived from
chromosome 9, present in a phenotypically normal woman,
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FIGURE 1

Spec.Orange
M Spec.Green
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Teras Red

Trisomy 9

Santos. “Cryptic mosaicism” of marker chromosomes. Fertil Steril 2007.

The subcenM-FISH scheme and a normal chromosome 9 depicted in pseudocolors are shown. The four different
sSMCs 9 from the present patient are shown (2-minute and two-ring chromosomes). Scheme of sSMC
formation. A trisomy 9 was omitted by degradation of the superfluous chromosome (left part of figure).

The resulting sSMCs 9 developed by further degradation and inverted duplication to the observed 2-minute
chromosomes and/or by ring formation directly and ring duplication to the observed ring chromosomes.

The not detected and postulated variants are marked with asterisks.

min(9)(:p12->ql12::ql2->pl2:)

r(9)(::pl2->ql2::pl2->ql2::)x2

min(9)(:p12->q12:)

r(9)(::pl2->q12::)

who is a member of an infertile couple and who has a
47,XX,+mar[30]/46,XX[70] karyotype.

The CGH technique, described by Kallioniemi et al. (11),
has been used for marker chromosome identification to deter-
mine the chromosome region involved in the composition of
the marker chromosome. CGH determines gains and losses
of genomic material comparing DNA from the patient with
control DNA. High-resolution CGH, described by Kirchhoff
et al. (6), defines aberrations using standard reference inter-
vals by increasing resolution in the detection of imbalances
of conventional CGH. However, mosaicism and the small
amount of euchromatin found in sSSMCs < 3-5 Mb are two
important limitations (14). In our case, it is important to re-
mark that the HR-CGH cannot detect the origin of the marker
chromosome even when it contains euchromatic material.
The explanation could be that the mosaicism degree is at
the limit of HR-CGH resolution and that the euchromatic
gain is very near the centromere region and is blocked with
COT-1 DNA (DNA rich in repetitive sequences used to

Fertility and Sterility®

exclude from analysis polymorphic regions) in HR-CGH
experiments.

Mosaicism in association with sSSMCs is well known, and
great variations in mosaicism with no clinical consequences
have been reported (15, 16). Our patient, phenotypically nor-
mal, has at least four different SSMCs, all composed of chro-
mosome 9 pericentromeric euchromatin and heterochromatin
(p12 —q12) and with a high degree of morphological hetero-
geneity (ring/min and one/two centromeres). The sSSMC mo-
saicism observed in this woman points out a common origin
of all marker chromosomes, but a high degree of rearrange-
ments, due to mitotic instability of the markers, led to the
“cryptic karyotype.”

In recent years, several cases with cryptic mosaicism for
sSMCs derived from different chromosomes (17-24) or
from the same chromosome (5, 7, 8, 19, 20) or X chromo-
somes (5, 9, 10, 16) have been published. To date, our patient
is the first case reported with cryptic mosaicism for sSMCs
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derived from chromosome 9. Detections of all cryptic mosa-
icisms derived from the same chromosome (Table 1), with the
exception of the case reported by Daniel and Malafiej (16),
have been made using subcenM-FISH, testing the utility of
this methodology; moreover, in our study we also used the
probe for 9q12. It is interesting to note that 8 of the 9 cases
(including the present report) with mosaicism for the same
chromosome presented with infertility or phenotypic mani-
festations (congenital malformations or/and dysmorphisms).
These findings show that cryptic mosaicism of sSMCs is
a new factor to take into account to establish the relationship
between genotype and phenotype.

To the best of our knowledge, there are three published
cases with markers derived from chromosome 9 combined
with an sSMC derived from another chromosome (20, 10,
24) and 15 reported cases with markers only derived from
chromosome 9 (Table 2) (25-39) that have been determined
cytogenetically at the molecular level. In one patient (case
55) reported by Starke et al. (25), the sSSMC, without cryptic
mosaicism, also contained the 9p12 chromosome euchro-
matic region; the patient was a healthy woman with a history
of three miscarriages. The rest of the cases with sSSMC, con-
taining only the 9p12 region, presented normal phenotypes,
with the exception of a child who was affected with moderate
mental retardation and speech delay (31). In general, when-
ever other chromosome 9 bands are implied in the composi-
tion of the sSSMC, the phenotype seems to be affected.

The 9p12 euchromatic region has been described as a var-
iant without clinical effects (40, 41). Starke et al. (25) sug-
gested that this chromosome region is neither really
euchromatic nor really heterochromatic since this region
shows homology with short arms of acrocentric chromo-
somes and many genes located at this band are pseudogenes.
All data summarized in this report and the absence of clinical
symptoms in our patient (apart from possible infertility) are
in agreement with this hypothesis.

It has been reported that the presence of a marker chromo-
some in infertile couples is four times more frequent com-
pared with the overall population (2). Small SMCs have
been described in 0.171% of the infertile population (5). In
general, the presence of sSSMCs in the male causes infertility,
while females usually present normal fertility (42, 43). How-
ever, to date, two reports about infertile females with sSSMCs
have been published (25, 42). Although the confirmation of
the unusual karyotype in a second type of tissue was not pos-
sible, it is probable that the woman had a germ-line mosai-
cism. The heterochromatin excess present in the sSSMCs in
our patient could disturb correct chromosome pairing, and
it could influence acquisition of unbalanced gametes. It
may be the cause of the couple’s infertility. The present report
could be a case in which the presence of sSSMCs in a woman
also led to infertility. Nevertheless, it is not possible to con-
firm or refute this fact because of the presence of teratoasthe-
nozoospermia in the husband. At first sight, the low quality
of sperm in the husband could explain the infertility, but
the unsuccessful ICSI treatment and the published reports

Santos et al.
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correlating cytogenetic anomalies with infertility suggest
that the presence of the sSSMCs could influence in the couple’s
reproductive problems.

We conclude that it is essential to perform karyotype anal-
ysis in couples with fertility problems to discover the possible
reason for the infertility, such as the cytogenetic anomalies.
The presence of various sSSMCs could exert influence on
the reproductive problems in the couple. New FISH tech-
niques like subcenM-FISH are very useful in the character-
ization of cryptic mosaicism of marker chromosomes. And,
finally, our findings support the hypothesis that the 9p12
chromosomal band is a euchromatic variant region without
phenotypic impact other than possible infertility since the
woman in this case presents a normal phenotype.
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