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RESUMEN

El sindrome de duplicacién invertida del cromosoma 15 [invdup(15)] es una rara
anomalia cromosOmica caracterizada clinicamente por una discapacidad intelectual de
grado variable, un retraso del desarrollo (psicomotor y del desarrollo del habla), hipotonia
con tendencia a desarrollar hipertonia progresiva, anomalias faciales menores, epilepsia
y conductas autistas. Se han descrito unos pocos casos en nuestro pais, probablemente
por subdiagnéstico de la mayoria de ellos. Se estima una prevalencia aproximada de
1/25.000 a 1/30.000 nacimientos. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyen
retraso del desarrollo, déficit cognitivo de grado leve a grave, ausencia o retraso del habla
y lenguaje expresivos e hipotonia, epilepsia, trastorno de espectro autista que
contribuyen a un retraso psicomotor moderado a grave. Un porcentaje alto de individuos
con [invdup(15)] presentan un grado de trastorno del espectro autista que varia
ampliamente entre ellos, de leve a grave. La dismorfia facial, mas evidente en la infancia,
es sutil y no es caracteristica. Ocasionalmente se han descrito: defectos cardiacos,
anomalias oculares y del sistema urinario, paladar hendido, desarrollo dental anémalo,

asi como anomalias en las extremidades y caderas dislocadas.

El objetivo principal de este PI es abordar los reordenamientos genémicos aplicando

tecnologias pangendémicas (arrays de 1,000,000 SNPs) para la caracterizacion de la

duplicacion y delecidén en todos los pacientes con diagnéstico de [invdup(15)] enviados

desde la Fundacion de Espafia. Siguiendo el modelo que ya hemos aplicado en el

INGEMM para otras enfermedades (ej: Sindrome de Dravet;

http://www.dravetfoundation.eu/es) este proyecto seria potencialmente ampliable a

cualquier paciente con este diagnostico de cualquier parte del mundo. El estudio también

permitira la deteccién de ganancias y pérdidas cromosoémicas en todas las regiones del
genoma y para el abordaje masivo de alteraciones genéticas no diagnosticadas a traves
del cariotipo y/o el FISH.

El uso de un array especifico que combina una cobertura genémica completa y una

alta densidad de sondas en los genes/loci implicados en [invdup(15)] permitird la
deteccién de alteraciones cripticas en estos pacientes y la identificacion de nuevas

regiones, genes o loci candidatos.



ANTEDECENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

El sindrome de duplicacion invertida del cromosoma 15 [invdup(15)] es una

rara anomalia cromosOmica caracterizada clinicamente por una discapacidad intelectual
de grado variable, un retraso del desarrollo (psicomotor y del desarrollo del habla),
hipotonia con tendencia a desarrollar hipertonia progresiva, anomalias faciales menores,
epilepsia y trastorno del espectro autista. Se han descrito unos pocos casos en nuestro
pais, probablemente por subdiagnéstico de la mayoria de ellos. Se estima una
prevalencia de 1/25.000 a 1/30.000 nacimientos.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyen retraso del desarrollo, déficit
cognitivo de grado leve a grave, ausencia o retraso del habla y lenguaje expresivos e
hipotonia, que contribuyen a un retraso psicomotor moderado-grave. La mayoria de nifios
con [invdup(15)] son descritos como afables, sociables y comunicativos (no verbales),
pero algunos pueden mostrar déficit de atencion, agresividad, impulsividad e
hiperactividad. Entre el 30% y el 50% de individuos con [invdup(15)] presentan un grado
de trastorno del espectro autista que varia ampliamente entre ellos, de leve a grave.

La dismorfia facial, mas evidente en la infancia, es sutil y no caracteristica. Los
adultos con [invdup(15)] presentan una talla normal o ligeramente baja y tienen tendencia
a desarrollar hipertonia progresiva, contracturas articulares y escoliosis. Ocasionalmente
se han descrito: defectos cardiacos, anomalias oculares y del sistema urinario, paladar
hendido, desarrollo dental anbmalo, asi como anomalias en las extremidades y caderas

dislocadas.

El diagnostico se basa en los signos clinicos y en el andlisis cromosoémico. Las
técnicas moleculares deben usarse para la caracterizacién genética de la delecion (FISH,
MLPA, array CGH). El diagndéstico diferencial incluye otros déficits intelectuales con
anomalias congénitas multiples como otras anomalias cromosOmicas, en particular
aguellas que presentan epilepsia y trastornso del espectro autista. El diagndstico prenatal
se basa en el analisis citogenéticos tras amniocentesis o biopsia corial. En las familias
con un afectado, se recomienda consejo genético. Los reordenamientos [invdup(15)]
ocurren de novo. Sin embargo, los progenitores pueden portar como variante una
inversion comun que afecte al regibn 15q que, en raras ocasiones, puede conducir al
reordenamiento [invdup(15)] en su descendencia. No existe un tratamiento médico
especifico. Se recomienda la fisioterapia desde una edad temprana, asi como terapia
ocupacional y logopedia. Algunos pacientes se benefician de la terapia musical. No se
observan complicaciones ortopédicas graves. Sin embargo, es preciso un seguimiento

regular. No existen datos en relacién a la esperanza de vida. La mayoria de individuos



[invdup(15)] necesitaran atencion a tiempo completo a lo largo de su vida. La epilepsia

puede requerir tratamiento de por vida y varia de evolucion con la edad.

Las alteraciones gendmicas y el reordenamiento [inv dup(15)] . Las alteraciones

gendOmicas tales como las duplicaciones, inversiones y translocaciones son los
responsables de del Sindrome de [invdup(15)] debido a la supresién o activacion de
genes que intervienen en el desarrollo pre y postnatal. El principal problema es que la
investigacion sobre este Sindrome es escasa y no se conoce exactamente cual o cuales

son los genes responsables de las caracteristicas clinicas de los pacientes.

La tecnologia de microarrays. Los microarrays basados en la hibridacién

gendmica comparada (CGH array: aCGH) son una técnica relativamente nueva que se
emplea para el analisis del genoma en busqueda de ganancias y pérdidas de material
cromosomico. Este método tiene una resolucién y un rendimiento clinico mayor que
técnicas de citogenética clasica. Los aCGH han demostrando ser una herramienta muy
util en la deteccion de desequilibrios cromosdmicos en una amplia gama de trastornos,
como retraso mental, anomalias congénitas multiples, autismo y otros [15]. Hay por lo

menos tres clases de arrays de ADN __: BACs (cromosomas artificiales de bacterias), de

oligonucledtidos y de SNPs (polimorfismo de un dnico nucleétido). Los arrays de BACs

contienen ADN aislado a partir de clones que varian en tamafio desde 150 hasta 200 kb.
Son muy sensibles y los resultados obtenidos se pueden validar facilmente con
hibridacion in situ fluorescente (FISH). Sin embargo, la produccion de BACs necesita una
gran mano de obra y la resolucion de estos arrays es limitada [15]. Los arrays de
oligonucledtidos estan compuestos de miles del oligos de 50-60 bases que ofrecen una
mayor cobertura del genoma. Por otro lado, los arrays de SNP se basan en la localizacién
de cientos de miles a millones de SNPs para proporcionar una resolucion
extremadamente alta de todo el genoma que permite no sélo la deteccién de nimero de
copias, sino también la pérdida de heterocigosidad debido a la homocigosidad de los
SNPs (disomia uniparental, UPD) [15] 6 por haploinsuficiencia por deleciones. En funcion
del disefio del array estos pueden ser “dirigidos” si se seleccionan BACs, oligos 0 SNPs
para estudiar exclusivamente loci implicados en patologias conocidas. Este tipo de arrays
reduce la probabilidad de detectar variantes de nimero de copias o0 CNVs (Copy Number
Variants) de significado incierto, pero también minimiza la posibilidad de descubrir
alteraciones no descritas previamente. Por el contrario los arrays genomicos

comercialmente disponibles cubren todo el genoma y por tanto son mas adecuados para



la identificacion de nuevas alteraciones relacionadas con una patologia en concreto, pero
detectan CNVs con mayor frecuencia.

En este proyecto nos proponemos utilizar la tecnologia de arrays de SNPs, que es
la que tiene mayor poder de discriminacion en los aspectos de pérdidas y ganancias de

material genético, tal como ocurre en el Sindrome de [invdup(15)].

Nuestras investigaciones previas en esta patologia nos han permitido abordar el
estudio de esta enfermedad en 13 pacientes (de Torres y col., 2014, aun sin publicacion).
Por otra parte tenemos experiencia previa en varios proyectos de investigacion
anteriores y siguiendo en la misma linea de trabajo de los reordenamientos
gendmicos en estas patologias

En este PI pretendemos aplicar tecnologias genémicas (microarr ays de dosis

de SNPs) para la deteccion de las ganancias y pérdidas cromosémicas en todos los

pacientes disponibles con diagnostico de [invdup(15)].
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HIPOTESIS

A. Reordenamientos gendmicos complejos patogénicos est an presentes en

pacientes con Sindrome de [invdup(15)] . Estos, pueden ser diagnosticados por medio

de herramientas de diagnéstico gendmico, como los SNParrays. El uso de un array de

SNPs personalizado disefiado especificamente para este trastorno aumentara el poder
de deteccion/diagnostico de nuevos reordenamientos gendmicos y de otros previamente
conocidos, UPDs y la deteccion de pérdida de heterocigosidad (LOH) en un porcentaje de

pacientes con este diagnostico.

Esta hipétesis estd sustentada sobre las siguientes observaciones: a) el hallazgo

reciente en la literatura de algunos pacientes con [invdup(15)] con alteraciones
citogenéticas y reordenamientos gendmicos no detectadas por los métodos tradicionales,
no esperadas y nuevas; b) la mejor calidad y capacidad de diagnédstico y discriminacion
de los SNParray en comparacion con las técnicas citogenéticas clasicas, el FISH, el
MLPA vy los estudios moleculares clasicos (Southern blot, microsatélites, QF-PCR, etc.),
¢) la posibilidad de estudio de dosis de la totalidad del genoma en un Unico ensayo
mediante SNParrays y el andlisis de todos los genes y de las vias metabdlicas de los
reordenamientos genomicos distintos que puedan detectarse en los pacientes; y d) el
incremento importantisimo en los dltimos 2 afios del uso de tecnologias gendmicas para

la optimizacion del andlisis multigénico para investigacion y asistencia.



OBJETIVOS

El objetivo de este proyecto es A) disefar y aplicar un formato de microarray

de entre 850.000 vy 1.000.000 SNPs: para el diagndstico de anomalias vy

reordenamientos cripticos (alteraciones de la dosis: microdeleciones, microduplicaciones,
etc.), contribucién alélica parental (bloques de homocigosidad, UPD) en pacientes con
[invdup(15)]. Para ello se propone la consecucion de las siguient es acciones

concretas:

1. Implementar el SNParray , con el objeto de identificar las alteraciones

gendmicas cripticas _ (microdeleciones, microduplicaciones o grandes reordenamientos

cromosémicos, disomias uniparentales parciales o totales, bloques de homocigosidad)
mediante técnica de arrays gendmicos combinados de oligonucleétidos y SNPs (array-

CGH) en una serie de pacientes con [invdup(15)].



METODOLOGIA

Lugar de realizaciébn _del Trabajo: _ Instituto de Genética Médica y Molecular

(INGEMM), IdiPAZ, Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Universitario La Paz
de Madrid, Espafia.

Pacientes y muestras bioldgicas. _ Los pacientes seleccionados para este estudio

seran pacientes con [invdup(15)] con muestras ya disponibles y todo paciente con este
diagnostico de cualquier parte del pais (y eventualmente del mundo), enviado a través de

la Fundacion de afectados.

Disefio _del microarray.  Se utilizara un array de SNPs de entre 800.000 y

1.000.000 de SNPS. En dicho formato se incluiran todas las regiones cromosomicas y
todos lo genes conocidos hasta la fecha. Estas regiones estaran enriquecidas de forma
tal que se puedan discriminar reordenamientos (microduplicaciones y microdeleciones)
pequefios con muy buena sensibilidad. Este array ademas tendra suficiente
representacion de todo el genoma (backbone) para sospechar reordenamientos en loci
previamente no conocidos. El equipo del INGEMM ya tiene experiencia en el disefio de
arrays personalizados especificos, su validacion y su uso en clinica, diagndstico e
investigacion. En los ultimos 3 afios se han disefiado y validado va  rias versiones de

KaryoArray® . El _KaryoArray® es un array de disefio de 60,000 oligonucleétidos

disefiado especificamente para mas de 350 enfermedades genéticas, deleciones
subteloméricas, de las regiones centroméricas para detectar marcadores, de las
regiones de los sindromes de microdelecion y microduplicacion conocidos y clasicos
(Smith-Magenis, Williams, Charcot-Marie-Tooth, etc.) y de los nuevos sindromes de
microdelecion (17921.31, 15q13.3, 16p11.2, 15924, 1941942, 2p15p16.1, 9922.3 y 4921,

entre otros). El KaryoArray® ha sido registrado como marca y nombre en Europa y

Estados Unidos por el INGEMM a través de la FIBHULP (Fundacién para la Investigacion

Biomédica del Hospital Universitario La Paz) (http://www.trademarkia.com/karyoarray-

79078751.html) y esta siendo utilizado en el INGEMM con excelentes resultados. El

grupo del INGEMM ha disefiado también otros arrays personalizados, tales como un

array especifico para la region terminal del cromosoma 22 (22qter), de la region terminal
de 9q y 1q, uno para la region del Sindrome de Sotos, Osteogénesis imperfecta, de la
region 8g21 y uno para la region del Sindrome de Pelizaeus-Mersbacher. Junto con el
grupo de Citogenética del Hospital de Badajoz (Dra. |. Vallcorba) hemos trabajado en el
disefio de un microarray para diagnéstico de reordenamientos en pacientes con

leucemias (OncoHematoArray), en colaboracion con el grupo de la Dra. Magdalena




Ugarte (Dras. Belen Pérez y Lourdes Ruiz) de la UAM uno para el estudio de los
pacientes con alteraciones metabdlicas (MetabolArray) y en colaboracién con el grupo de
la Dra. C Ayuso de la FID una microarray especifico para el estudio de la region del
Sindrome WAGR (WAGRArray). También hemos disefiado un formato especifico para
Oncologia Infantil junto con colaboradores de 8 hospitales de Espafa, que analiza 955
genes implicados en cancer (OncoArray), y que fuera presentado recientemente a la
convocatoria de Pl de la AECC. Por otra parte, en 2010 hemos obtenido con el grupo del
ECLAMC de Argentina/Brasil un PI internancional del Ministerio de Ciencia e Innovacion
para el disefio y aplicacion de un array personalizado para las patologias con fisuras
orales (labio leporino/paladar hendido; denominado CleftArray), que consta de 384 genes
distintos en un formato de 180,000 x 4 (MICINN PIB2010 AR-00345).

Para la_validacion del array y similarmente a lo que hemos hecho con otros formatos

de microarrays dirigidos, primero se disefiard una versién 1 con los genes y regiones de
interés ya seleccionados, luego se procedera a su impresion en formato de porta y se
procederd a su prueba o validacién con un grupo de controles (10 muestras patologicas y
10 controles) a semejanza de lo realizado previamente con otros formatos. En resumen,
el proceso de validacion y andlisis incluye: a) seleccién de las muestras a partir de una
amplia gama de trastornos gendémicos ya conocidos en pacientes con [invdup(15)] para
poner a prueba esta herramienta de una manera ciega (un minimo de 20 muestras
normales y 10 muestras patolégicas previamente diagnosticadas con otros métodos) b)
Eliminar CNVs sin significado clinico tras el andlisis de la primera version; c) Validar
supuestos nuevos hallazgos con otras técnicas moleculares como FISH, MLPA y gPCR,
d) Elaborar nuestra propia base de CNV en nuestra poblacion; e) implementar la
herramienta a medida en nuestro analisis genético de [invdup(15)] en los pacientes
elegidos, en lo que sera la version 2 del array, luego de la correccién de sondas que
puedan mostrar errores de hibridacion o desviaciones de la normalidad, o cualquier otro

problema. Para el desarrollo de este paso se valorardn los siguientes indicadores: 1)

Disefio y desarrollo de proceso: validacion del disefio por el proveedor de servicios del
Array; 2) Validacién: porcentaje de concordancia en muestras patolégicas y no
patolégicas; parametros de calidad “QC metrics”, nivel de la relacién sefial/ruido; 3)
Proceso de implementacion: tasa de deteccidn de desequilibrios genémicos en una
cohorte de pacientes con alteraciones conocidas delecion/duplicacion establecidos

previamente por MLPA, FISH y otros métodos.

Validacion de los resultados de arrays. Para validar las anomalias en desbalance

detectadas mediante arrayCGH se llevaran a cabo otros andlisis de seguimiento. Para la

confirmacién de deleciones y/o duplicaciones (mayores de 3 Mb) detectadas en el estudio



de arrays de SNPs, se emplearan técnicas de FISH con marcaje de los BACs
correspondientes, PCR cuantitativa 6 MLPA de disefio propio. En el caso de
duplicaciones de tamario inferior a las 3 Mb se optard por realizar estudios moleculares
con gPCR o MLPA, pues la resolucion de los microscopios de fluorescencia impide que
sean capaces de separar las sefiales derivadas de una duplicacion. Dado que tanto
deleciones como duplicaciones pueden resultar de la segregacion en desbalance de una
insercién balanceada en uno de los padres, se realizara FISH en metafases de los padres
para excluir translocaciones teloméricas, inserciones o inversiones en los progenitores,
cuando corresponda. La alta densidad y cobertura genémica alcanzada por esta
plataforma de 1,000,000 SNPs nos permitira mapear los puntos de rotura en los
pacientes en los que se detecten alteraciones. Nuestro grupo tiene experiencia en el uso
de arrays customizados, que, cuando bien diseflados, han demostrado que son
superiores a los arrays comerciales en la capacidad de deteccion de anomalias
especificas. A los padres de los pacientes con [invdup(15)] se les realizara un estudio de
FISH con sondas de la regién y si fuera necesarios e les aplicara el array de disefio. Se

ofrecera estudio a todo familiar en riesgo y se podran hacer estudios prenatales.

Comparacion y analisis de los resultados. El analisis de los resultados de

microarrays se realizard mediante el uso del programa propio de lllumina. Todos los
resultados obtenidos se compararan con las bases de datos internacionales:

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed _ /); (https://decipher.sanger.ac.uk

[application/ ); (http://projects.tcag.ca/variation/ ), (http://genome.ucsc.edu/ ).

Andlisis_de correlacién_clinico-molecular. Se analizaran y correlacionaran los

datos clinicos de los pacientes estudiados y su diagnostico presuntivo o principal con los
hallazgos clinicos, citogenéticos y moleculares de los mismos. Se definird el espectro
clinico que cubren las distintas anomalias genomicas identificadas. Se elaboraran listas
de criterios consensuados que detallen la caracterizacion fenotipica en grupos de
pacientes con reordenamientos previamente no identificados y que permitan mas
adelante el reconocimiento de pacientes candidatos a sufrir reordenamientos similares.
Para almacenar los datos obtenidos de este estudio se dispondra de las aplicaciones

informaticas de uso habitual por nuestro grupo (Decipher, DGV, etc.).

Infraestructura y_equipamiento _especifica: Para la realizacion de este proyecto,

el INGEMM del Hospital Universitario La Paz de Madrid cuenta con 3 scanners de
arrays, asi como toda la infraestructura para el marcaje, hibridacion, andlisis y validacion

de microarrays. Este equipamiento especifico es: escaner alta resolucién con una gran




capacidad para realizar el andlisis de los microarrays de alta densidad. Su resolucion es
desde 10 hasta 2 micras, permitiendo el escaneado de los nuevos arrays SurePrint G3
arrays, asi como los microarrays Legacy. El escaner tiene un rango dindmico (XRD), que
permite la identificacion de sefiales débiles y previene la saturacion de la sefal. El
procesamiento de datos y el “autofoco dindmico” aporta la claridad y calidad de sefal

necesarios para el andlisis de microarrays. También contamos con un escaner MS 200

Microarray de NimbleGen para arrays de NimbleGen. El MS200 tiene una resolucion de 2

micras y una sensibilidad incrementada para generar datos de alta calidad y resultados
muy consistentes. El software SignalMap aporta una mejor visualizacion de datos desde
el MS200. Las posibilidades de automatizacion del MS200 permiten el desarrollo de
investigacion gendmica de alto rendimiento. EI INGEMM cuenta también con tres

secuenciadores masivos de nueva generacion (MySeq y Next Seqg 500).

Comunicacion y difusién de resultados. Los resultados de los estudios de arrays

y moleculares de NGS encuadrados en este Pl seran remitidos a los facultativos
responsables de los pacientes con una leyenda explicativa que indique que fueron
realizados en el marco de un PI financiado. De ninguna forma se aceptardn muestras
para diagndstico prenatal en hermanos o familiares de pacientes incluidos en el periodo
de tiempo que dure la investigacion. Si los resultados permiten ser incorporados en forma
directa a la asistencia, al finalizar este Pl se intentara la transferencia de experiencia y
tecnologias al pool de estudios que se realizan en base diagndstica en el INGEMM del

HULP, previa autorizacién de Direccién Médica de la Institucion.



PLAN DE TRABAJO

Lugar de realizacion del Trabajo: INGEMM, Instituto de Genética Médica y Molecular,

Hospital Universitario La Paz, Madrid, Espafia.

Primera etapa:

Objetivos: Puesta en marcha del Proyecto.

Tiempo estimado (meses):4-6

Actividad: Reclutamiento de pacientes y familias seleccionados. Evaluacion de las
genealogias, historias clinico-genéticas completas y extraccidbn de muestras biologicas
(sangre) para extraccion de DNA, RNA y para cultivos y preparaciones de cromosomas
en aquellos pacientes en los que no se hallan obtenido previamente. Desarrollo de los
formatos y soportes informéticos iniciales del Proyecto.

Tarea del Investigador Principal: Evaluacién pormenorizada de los casos para considerar
su inclusion o no. Este es un punto trascendente, debido a que una mala seleccién de los
casos podria conllevar a una evaluacién errénea de los resultados obtenidos. Disefio y
planificacion de los formatos de Recogidas de Datos. Disefio y solicitud del disefio final
del array. Llevar la contabilidad y supervisar la distribucién de asignaciones de fondos.
Monitorizar y coordinar el inicio del funcionamiento de los estudios de microarrays del
Proyecto.

Tareas del resto de los Investigadores Asociados: Disefio y planificacion de los estudios
de microarrays. Evaluacion y revisién bilbiografica de las ultimas publicaciones para
definir el disefio definitivo del SNPArray.

Tareas del Becario: Manejo y procesamiento de las muestras bioldgicas, extraccion de
ADN y ARN, cuantificacion de los mismos. Inicio de los estudios de microarrays con el
formato de disefio especifico. Colaboracion con el disefio de formatos especificos de

recogida de datos clinicos y de laboratorio.

Segunda Etapa:

Objetivos: Realizacion de estudios de microarrays en pacientes con [invdup(15)] de
acuerdo a su diagnéstico presuntivo incial. Analisis de casos seleccionados de pacientes
con fenotipos especificos.

Tiempo estimado (meses): 26-28

Actividad: Realizacion de estudios de microarrays. Analisis de los resultados mediante el
software especifico de microarrays. FISH a padres y familiares.

Tarea del Investigador Principal: Evaluacién de los resultados. Evaluacion de los datos

obtenidos y disefio de los estudios de validacion. Elaboracién de los informes anuales



financiero y cientifico. Presentacion y/o publicacibn de conclusiones y resultados
parciales en congresos y reportes en revistas de impacto.

Tareas del resto del Equipo: Realizacion de los estudios. Andlisis de los datos parciales.
Tareas del Becario: Realizacion de estudios de microarrays y validacion de resultados por

otras técnicas.

Tercera etapa:

Objetivos: Andlisis final de datos y elaboracion de conclusiones. Publicaciones en
revistas. Elaboracion del informe final.

Tiempo estimado (meses): 4-6

Tarea del Investigador Principal y asociados: Supervision de los estudios con
microarrays. Analisis de los datos que surjan. Elaboracion del informe anual, financiero y
cientifico. Publicacion de hallazgos, conclusiones y reportes en revistas de impacto.
Busqueda de financiacién para asegurar la continuidad del Proyecto. FISH a padres y
familiares.

Tareas del Becario: Colaboracion con el analisis final y conclusiones de los estudios con
arrays gendémicos de olignoculéotidos y de secuenciacibn masiva. Colaboracion y
redaccion de articulos para la difusion de hallazgos, conclusiones y reportes en revistas

de impacto.



CRONOGRAMA del PLAN DE TRABAJO

Actividad ler afio 2do afio 3er afo

AT | 2T | 3T | 4T | AT | 2T | 3T | 4T | 1T | 2T | 3T

Elaboracion del disefio final del

microarray

Validacion analitica del microarray

Estudios de laboratorio de

muestras de pacientes

Andlisis de los resultados de los

microarrays

Validacién de resultados de

microarrays

Estudios de laboratorio
confirmatorias de algunas
muestras seleccionadas. FISH a

padres y familiares.

Anadlisis de los resultados

Validacion de resultados y andlisis
dirigido a potenciales regiones

adicionales

Presentacién de resultados

parciales

Escritura de resultados y

publicaciones

Informes anuales e informe final

Supervision de tesis doctoral




EXPERIENCIA DEL GRUPO INVESTIGADOR

El IP de este PI es el Coordinador-Director y uno de |  os 14 investigadores del
INGEMM del Hospital Universitario La Paz de Madrid, creado en 2008 fruto de la fusién
de varios Grupos, Servicios y Secciones del Hospital con intereses comunes en las
enfermedades de base Genética. Cuenta con varias Secciones y Grupos de investigacion
(véase mas abajo), con un total de 84 personas en el INGEMM a marzo de 2011. El
INGEMM es uno (y el mas grande) de los 40 grupos de investigacion que forman el
IdiPAZ, el Instituto de Investigacion Sanitaria del HULP. En conjunto, en los ultimos 40
afios se han visto mas de 55.000 pacientes, se ha realizado unos 35.000 estudios
citogenéticos postnatales y unos 17.000 estudios citogenéticos prenatales. Actualmente
en el INGEMM se realizan unos 40.000 estudios genéticos por afio. El valor afiadido del
INGEMM radica en 1) la participacion de diferentes grupos de trabajo pertenecientes a
distintas &reas funcionales del HULP; 2) la altisima dotacién tecnoldgica obtenida en los
ultimos afios, lo que le permite abordar estudios genéticos de alta complejidad; 3) la
gestion integral de los procesos con la consecuente optimizacion de costes y
procedimientos 4) una cartera de Servicios de Genética muy amplia en estudios
genéticos (méas de 350); y 5) un grupo de investigadores de gran nivel que ha permitido
en los ultimos 5 afios la publicacion de méas de 350 articulos en revistas de primer nivel y
la concesion de mas de 45 proyectos de investigacion competitivos.

Nuestro grupo tiene demostrada capacidad de desarrollo e innovacion, vy

acreditada _capacidad de disefio _de herramientas gendmicas ya que ha generado y/o

registrado 6 herramientas gendmicas de disefio que han finalizado en patentes/marcas
registradas, principalmente en el ambito de la gendmica. Entre estos productos podemos
destacar KaryoArray[l pre y postnatal, MetabolArray[], OverGrowthArrayl],
OncoHematoArrayll y OncoArray[].

En estos Ultimos 10 afos, nuestras aportaciones esp  ecificas de
investigacion en SSC incluyen: 1) Desde el punto de vista nosolégico se ha propuesto

una clasificacion de los SSC que ha sido publicada v es de uso generalizado [1], se han

descrito casos y series de pacientes con SSC y tumores [2-7] y se han publicado articulos

de revision editorial por invitacion acerca de los riesgos de céncer en los SSC y sus

recomendaciones de sequimiento [1, 2, 8]. Desde el punto de vista clinico también se han

publicado grandes series de pacientes con patologias con sobrecrecimiento, pacientes

aislados de interés unico y recomendaciones de seguimiento clinico [1-5, 7-17]. A nivel de

diagnéstico e investigacibn molecular se han descrito mutaciones nuevas en varias

patologias [9-25]. 2) Recientemente, hemos contribuido con la descripcién de un nuevo




sindrome previamente no conocido con compromiso vascular y sobrecrecimiento en 6

pacientes [26], la descripcion de un mecanismo molecular y biolégico muy infrecuente
(Disomia uniparental paterna genémica en mosaico) en una mujer con SSC y cancer [6].
El grupo ha obtenido 6 proyectos de Investigacion relacionados con los Sindromes de
Sobrecrecimiento (2 FIS, 1 de la Fundacion Mutua-Madrilefia y 2 Proyectos de la
Universidad Autonoma de Madrid, 1 Proyecto de la Maraté TV3) y participa actualmente
en mas de 10 Proyectos de Investigacion activos, obtenidos con fondos competitivos
otorgados por el FIS, MEC, la Union Europea, la FMMA, la FIBHULP, la UAM vy el
CIBERER. Se han establecido colaboraciones estables con el grupo de investigadores de
la Unidad de Epigenética del IdiBell (Dres. Monk y Esteller) en relacién a temas concretos
de metilacién gendmica, que ha redundado en la publicacion de 3 articulos a revistas
internacionales [27-29]. La colaboracion internacional se ha reflejado en la publicacién de
un articulo internacional de grupos europeos de estudio de Sobrecrecimiento (Dra. N.
Rahman, UK) [10], otro estadounidense (Dr. S. Warren, USA) [14] y otros multinacionales
[30-32].

En el area de Gendmica , el IP y grupo Investigador posee una importante
experiencia en las técnicas gendmicas y moleculares, que vienen siendo utilizadas en
nuestro Institituo desde hace unos afios. Concretamente, utilizando abordajes genémicos

con arrays de oligos y arrays de SNPs recientemente hemos hallado un _nuevo gen

(Osterix) de una forma recesiva de osteogénesis imperfecta [33]. También hemos

contribuido al hallazgo de un nuevo Sindrome de microdelecién (del8g21.11) en 8

pacientes con fenotipo similar en los que hemos sido capaces de acotar a un gen

(ZEHX4) como potencial responsable del fenotipo de estos pacientes [34]. El equipo
investigador y el IP de este Pl ha recibido financiacion para Proyectos de Investigacion en
el campo de la genética a traves de proyectos financiados del Fondo de Investigacion
Sanitaria y Proyectos Europeos, por su actividad en investigacion clinica aplicada. En las
técnicas de Genética Molecular, el equipo investigador cuenta con experiencia
demostrada con publicaciones y cantidad de pacientes estudiados. El Investigador
Principal de este PI ha obtenido una Intensificacion del FIS-ISCIII para el afio 2011 para
el 50% de su actividad asistencial pueda ser invertida en Investigacién. Nuestro grupo
participa como Unidad (U753) del CIBERER (Centro de Investigacién Biomédica en Red
de Enfermedades Raras) desde 2008, y colabora activamente con la Mendelian
Cytogenetic Network Project BMH4-CT97-2268) http://www.mcndb.org; ECARUCA

(Proyecto QLRI-CT-2002-02746; www.ecaruca.net ) y.participamos como socios activos

de las Redes Discerne y Dechiper.



IMPACTO CLINICO ASISTENCIAL Y/O DESAROLLO TECNOLOGI CO E
IMPACTO BILIOMETRICO.

Los resultados del hallazgo de nuevas regiones genomicas y huevos genes
implicados en el Sindrome de [invdup(15)] serian de traslacién inmediata para el
diagnéstico genético para los profesionales de la Salud, contribuyendo al diagndstico
asistencial de los propios enfermos. Asi, la utilidad de los resultados de este Proyecto

de Investigacion podrian observarse a distintos niv eles.

1) Asistencial. Por una parte, una vez identificadas las regiones gendmicas

implicadas en reordenamientos complejos en pacientes con [invdup(15)] (Objetivo 1)
podran tal vez extrapolarse a otros genes relacionados con la patologia, la identificacién
de anomalias especificas en estos genes o0 regiones gendémicas podran dar nuevas
perspectivas al conocimiento de estos procesos patoldgicos. Ademds, clarificar los
mecanismos moleculares mediante estudios gendmicos subyacentes en algunos
enfermos contribuira a un conocimiento mayor de la historia natural de esta enfermedad.
Por otra parte y en forma adicional, a nivel de los pacientes y su familia, contribuiria con
la confirmacién diagnéstica a nivel molecular de las patologias de éstos, con la
consecuente mejor asistencia, seguimiento y conocimiento de la enfermedad y beneficios
directos para el asesoramiento del propdsito y su familia ampliada, a la vez que el estudio
sistemético en los padres de los pacientes afectos ayudara a proporcionar elementos de

conocimiento para estimar riesgos en la familia.

2) Investigacion e Innovacién tecnoldgica. La implementacién de este PI

colaborara _con el desarrollo tecnolégico ya que finalizara en el disefio de

herramientas de investigacion (un microarray custom izado directamente trasladables
a la asistencia, ya que permitird en un breve plazo de tiempo y en aquellas patologias en
las que es necesario analizar un nimero importante de genes, cambiar el abordaje del

diagnostico a la captura genémica.

3) Impacto Bibliométrico. Finalmente, creemos que con el historial de nuestro
grupo en publicaciones surgidas de proyectos de investigacion anteriormente concedidos,

el impacto bibliométrico _estaria garantizado ___, ya que con la concesion de proyectos

anteriores se han publicado mcuhos articulos cientificos.



MEDIOS DISPONIBLES

El Instituto de Genética Médica y Molecular (INGEMM) del Hospital Universitario
La Paz de Madrid, creado en 2008 fruto de la fusion de varios Grupos, Servicios y
Secciones del Hospital con intereses comunes en las enfermedades de base Genética. El
INGEMM cuenta desde febrero de 2011con 2.135,80 m2 distribuidos en 2 plantas
con 39 laboratorios, 5 consultas, salas de reuniones y seminarios, 2 salas blancas y
espacio fisico para desarrollar todas las areas asi  stenciales y de investigacion del
INGEMM. Estéd organizado en 10 Secciones verticales (Preanalitica, Genética Clinica,
Citogenética, Genética Molecular, Diagnéstico Genético Preimplantacional, Genética de
las Enfermedades Metabdlicas, Gendmica Estructural y Funcional, Farmacogenética y
Farmacogendmica, Oncogenética Molecular y Endocrinologia Molecular) donde se
articulan las actividades asistenciales y 6 Secciones horizontales (Administracion,
Docencia, Gestién, Calidad, Investigacion y Supervision de Enfermeria) que vertebran las
anteriores Areas.

El grupo de investigacion en SSC estd integrado en la Seccién de
Endocrinologia Molecular y colabora activamente con todas las Secciones del Instituto,
principalmente para el desarrollo de tecnologias gendmicas con la Seccién de Gendmica
Estructural y Funcional.

El INGEMM cuenta con 3 secuenciadores automaticos (2 de 16 capilares y uno de
96 capilares y personal facultativo y técnico para su funcionamiento). Se cuenta también
con laboratorios de cultivo, areas de procesamiento de material biolégico, cuarto oscuro,
areas de marcaje para radioactividad, termocicladores (37 bloques de placas de 96
pocillos), y material y equipamiento habitual para el desarrollo y aplicacién de técnicas de
biologia molecular.

El 4rea de GenoOmica cuenta con 3 scanners de microarra ys (Agilent,
CapitalBIO e lllumina), un spotter (arrayer) y una estacién de hibridacion
automatizada . Para secuenciacibn masiva contamos con tres secuenciador es

masivos (MySeq y Next Seq de Illumina).



JUSTIFICACION DETALLADA

Hemos solicitado en este Proyecto de Investigacion la provision de fondos para la

actualizacion de los cariotipadores y material fungible diverso para los SNParrays.

FUNGIBLES

Se utilizara para poder llevar a cabo este PI reactivos para la realizacién de
arrays.
Se utilizaran arrays en formato lllumina, reactivos de diversa indole APRA citogenética y
citogenética molecular. Para los arrays y la validacion de resultados de arrays se
requieren ademas reactivos adicionales: columnas de purificacion de acidos nucleidos,
soluciones de hibridacion, reactivos para secuenciacion de fragmentos de DNA, kits de
MLPA, material para el marcaje de sondas no comerciales de FISH. Estos son los

fungibles y reactivos basicos que se utilizaran en el desarrollo del Proyecto.

CARIOTIPADORES
Se reactualizaran los cariotipadores con softwares y cadmaras de captura nueva

para poder dar respuesta al proyecto.

PRESUPUESTO SOLICITADO

Actualizacion de cariotipadores y material necesario de citogenética molecular y
citogenética tradicional, incluyendo si fuese necesario contratacion de personal para la

ejecucion del proyecto

32.100 euros
Fungibles
Arrays de SNPs 6.500 euros
(el resto de los fungibles por un valor de 21,000 los proveeréa el Hospital Universitario la

Paz)

TOTALES 38.600 euros



