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Llistat d'abreviatures 
ADN Àcid DesoxirriboNucleic 

arrayCGH 

ARRAY-CGH 

Array d'hibridació genòmica comparada (Array Comparative 

Genomic Hybridization) 

BAC Cromosomes artificials bacterians (Bacterial Artificial 

Chromosome). 

CC Cardiopatia congènita 

CI Coeficient d’inteligència 

CMA 

CHD 

CNV 

Anàlisi de microarray (Chromosomal Microarray Analysis) 

Cardiopatia congènita 

Variació en nombre de còpia (Copy Number Variation) 

CNP Sonda centromèrica (CeNtromeric Probe) 

DGP Diagnòstic Genètic Preimplantacional 

DGV Base de dades de variants genòmiques(Database of Genomic 

Variants) 

DI Discapacitat Intel·lectual 

EGG Epilèpsia Generalitzada d’origen Genètic 

FE Programari Feature Extraction dessemvolupat per l’empresa 

Agilent (Feature Extraction) 

FISH Hibridació in situ fluorescent (Fluorescent In Situ Hybridization) 

FoSTeS Col·lapse de la forqueta de replicació i canvi de model de còpia 

(Fork STalling and TEmplate Switching) 

Gb Gigabase 

GDD Retard del global del desenvolupament (Global Developmental 

Delay) 

 

GH Hormona de creixement (Growth Hormone) 

kb Kilobases 

LCRs Duplicacions segmentàries (Low Copy Repeats) 

LSI Sonda locus especìfica(Locus-specific Identifier probe) 

Mb Megabases 

MC Malformació congènita 
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MLPA Amplificació multiple de sondes depenent de lligació (Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification) 

NAHR Recombinació homòloga no al·lèlica (Non Allelic Homologous 

Recombination) 

NHEJ Unió dels extrems no homòloga (Non Homologous End Joining) 

OMIM Herència mendeliana en l'home en línea (Online Mendelian 

Inheritance in Man) 

pb Parell de Bases 

PS Psiquiàtric 

QMPSF PCR quantitativa multiplex de fluorescència curta (Quantitative 

multiplex PCR of short fluorescent) 
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En el present capítol, s’exposen els fonaments teòrics de la investigació. 

A la primera part, es fa un breu resum i s'hi descriuen els mecanismes pels quals es 

poden produir reordenaments genòmics que donarien pas a variacions estructurals 

cromosòmiques, entre elles les CNVs (copy number variations) o variació en nombre 

de còpies, desequilibris detectables amb la tècnica d'arrayCGH. 

A la segona part, s’hi troba una exposició general de les tècniques i estratègies 

existents en l’àmbit del diagnòstic genètic postnatal prèvies a la tecnologia d'arrays. 

Es descriu la tècnica d’arrayCGH i s’hi inclou l'estratègia pacient versus pacient, 

metodologia que va més enllà de l'estratègia estàndard pacient versus control. 

La tercera part està dedicada a les aplicacions de la tècnica d’arrayCGH en el 

diagnòstic genètic postnatal.  

.  

1.1.  VARIANTS ESTRUCTURALS DEL GENOMA. 

1.1.1 REORDENAMENTS GENÒMICS. 

Les reorganitzacions genòmiques o canvis estructurals del genoma fan referència a 

duplicacions, delecions, insercions, inversions i translocacions (Lupski i Stankiewicz, 

2005). 

Aquestes reorganitzacions genòmiques corresponen a canvis estructurals del genoma 

amb una mida que va des de més de 50 parells de bases (pb) fins a megabases (Mb) 

(Zarrei et al. 2015).  

Poden representar polimorfismes que són neutres en la seva funció, o poden donar 

lloc a fenotips patològics per diferents vies incloent-hi el canvi en el nombre de còpies 

(CNV) de gens sensibles a dosi, interrupció de gens, creació de gens de fusió o altres 

mecanismes (Lupski and Stankiewicz, 2005; Watson et al. 2014). Les patologies 

humanes que resulten d’aquestes reorganitzacions s’han anomenat desordres 

genòmics. 

LesCNV es defineixen com un guany o pèrdua d’un segment d’ADN de més de 50 pb 

quan es compara amb el genoma humà de referència. Les insercions i delecions 

(indels) estan en el rang inferior. Dins lesCNV podem trobar múltiples, un o cap gen. 

La variació del nombre de còpies d'ADN (CNV) és una font de variació genòmica molt 

freqüent en la població general (Freeman et al. 2006), però també contribueixen a 
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l'aparició de molts trastorns del desenvolupament, incloent-hi el retard global del 

desenvolupament / discapacitat intel·lectual (RGD / DI), malformacions congènites 

(MC) i malalties mentals comuns, com ara l'esquizofrènia i els trastorns de l'espectre 

autista (TEA) (Miller et al. 2010). Les microdelecions i microduplicacions 

cromosòmiques són una fracció de lesCNV. 

Les microdelecions i microduplicacions s’han associat a formes sindròmiques de 

RGD/DI des de 1980. Els exemples clàssics inclouen la deleció 15q11-q13 associada 

a les síndromes de Prader Willi i Angelman (Butler et al. 1986) la deleció 7q11 

associada a la síndrome de Williams-Beuren (Pérez Jurado et al. 1996) i les delecions 

22q11 en la síndrome velocardiofacial (Edelman et al. 1999), entre d’altres. Cada una 

d’aquestes síndromes es reconeixia i descrivia d'acord amb una sèrie de pacients que 

compartien una sèrie de característiques clíniques i fenotípiques. Posteriorment es 

descobrien les bases moleculars o genètiques; és el que es coneix com phenotype 

first, és a dir: la descripció clínica de cada síndrome precedia al descobriment de la 

base genètica responsable (Watson et al. 2014). 

En els últims 10 anys s’han produït grans avenços en la tecnologia genòmica i 

actualment es disposa de diferents tècniques que fan possible interrogar el genoma 

complet per detectar lesCNV proporcionant mètodes de screening molt superiors als 

que es disposava fa 10 anys per detectar microdelecions i microduplicacions. 

La tecnologia d’arrays: arrayCGH i array-SNP, i més recentment les tècniques de 

seqüenciació de nova generació utilitzant MPS (massively parallel sequencing), ha 

incrementat molt significativament el nombre de diagnòstics i ha permès el 

descobriment de nous trastorns genòmics (Watson et al. 2014).  

La utilització d’aquestes tecnologies ha tingut un gran impacte en el camp de la 

genètica humana, ja que moltes síndromes que són difícils de reconèixer únicament 

per les seves característiques clíniques s’han pogut identificar i definir pel fet de 

compartir la mateixa regió genòmica afectada. És conegut que algunes CNV 

presenten variabilitat en la seva expressió i penetrància incompleta la qual cosa 

complica la caracterització de la seva manifestació clínica. Actualment la delineació de 

noves síndromes pot començar amb la identificació de genotips superposats, en els 

cuals els pacients es caracteritzen per una alteració genòmica similar abans que es 

defineixi una manifestació clínica comuna (Watson et al. 2014). Aquesta aproximació 



Introducció 

5	  
	  

que es coneix com genotype first approach ha demostrat ser molt útil si tenim en 

compte el considerable creixement que està tenint en els últims anys la llista de 

microdelecions i/o microduplicacions patogèniques  

Les reorganitzacions genòmiques que donen lloc a patologies poden ser recurrents 

amb una mida equivalent i punts de trencament fixes (cluster o agrupament de punts 

de trencament) o no recurrents amb diferents mides i diferents punts de trencament en 

cada una d’elles. Les reorganitzacions no recurrents comparteixen una regió comuna 

de superposició (smallest region of overlap, SRO) que abasta un locus que seria 

responsable de la patologia. 

Les CNV recurrents es formen generalment durant la meiosi pel mecanisme de NAHR 

(non allelic homologous recombination) amb punts de trencament en les duplicacions 

segmentàries que flanquegen la CNV. Donat que els punts de trencament s’agrupen 

en regions definides, la mida delsCNV recurrents es quasi idèntica en pacients no 

relacionats. Al contrari, lesCNV no recurrents presenten punts de trencament diversos 

i poden originar-se per diferents mecanismes. Com a resultat, encara que dos 

individus no relacionats poden tenir CNV superposades, és poc probable que 

comparteixin els mateixos punts de trencament (Lupski and Stankiewicz, 2005). 

Aproximadament la meitat dels gens que superposen ambCNV és troben representats 

a la base de dades OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), que recull el 

coneixement actual sobre gens associats amb malalties mendelianes, malalties 

genòmiques i malalties complexes. Les primeres evidències que les alteracions en 

nombre de còpia podien influir en el fenotip provenen de malalties esporàdiques 

originades per variants majoritàriament de novo els quals s'anomenen estructurals, 

col·lectivament malalties genòmiques, en contraposició a les malalties genètiques 

clàssiques en què el fenotip anormal és atribuïble a mutacions puntuals (Lupski and 

Stankiewicz, 2005). 

1.1.2   MECANISMES D’ORIGEN 

Per explicar la formació de les variants estructurals del genoma humà, s'han proposat 

tres mecanismes  

RECOMBINACIÓ HOMÒLOGA NO AL·LÈLICA (NAHR, non allelic homologous 

recombination) 
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És el principal mecanisme per a la formació deCNV recurrents (Fig. 1.1). La base està 

en duplicacions segmentàries, també denominades Low Copy Repeats (LCRs), que 

són blocs de seqüències d'ADN majors d'1 Kb representades més d'una vegada per 

genoma haploide i que tenen una similitud superior al 90%. S'estima que 

aproximadament que el 5% de la seqüència del genoma humà són LCRs. El fet que 

aproximadament un 50% de lesCNV descrites en el genoma superposin LCRs, 

indueix a relacionar-les (Cooper et al. 2007). 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Representació esquemàtica de l'origen de les duplicacions i delecions 

recurrents. 

En aquest esquema, dues duplicacions segmentàries grans o LCRs (fletxes blaves) 

amb alta similitud de seqüència flanquegen una regió que conté els gens a, b, i c. 

Després de la desalineació dels homòlegs, aquestes duplicacions faciliten la NAHR 

durant la meiosi. Això dóna com a resultat dos productes: un cromosoma que porta 

una duplicació de la regió intermèdia amb una còpia addicional de gens a, b, i c i un 

segon cromosoma que porta una deleció d'aquesta mateixa regió. Aquests 

reordenaments són causes comunes de molts trastorns genòmics recurrents 

caracteritzats per reordenaments de regions cromosòmiques específiques. Imatge 

extreta de Watson et al. (2014). 

Els mecanismes de la NAHR, poden implicar els dos cromosomes homòlegs 

(intercromosòmic), les dues cromàtides d'un mateix cromosoma (intracromosòmic), i 

fins i tot LCRs d'una mateixa cromàtide (Fig. 1.2)  

La majoria de NAHR, es creu que es produeixen de manera esporàdica en la població 

general. Un major coneixement del mecanisme de les NAHR, combinat amb un acurat 

mapatge de les duplicacions segmentàries o LCRs en el genoma humà pot contribuir 
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a predir les regions més inestables i susceptibles de generar reordenaments 

cromosòmics, que podrien encobrir malalties genòmiques (Sharp et al. 2005; Sharp et 

al. 2006) 

 

 

 

 

 

Figura 1.2: Representació esquemàtica de les duplicacions i delecions. Els 

cromosomes es mostren en negre. Les regions grogues representen LCRs. En els 

reordenaments NAHR intercromosòmic i intercromàtide, els resultats en són 

pèrdues (delecions) i guanys (duplicacions), mentre que en el cas de recombinació 

intracromàtide el resultat és tan sols deleció. Imatge extreta de Gu et  al. (2008). 

 

UNIÓ DELS EXTREMS NO HOMÒLOGA (NHEJ, non homologous end joining) 

Un segon mecanisme que pot originar reordenaments genòmics és la NHEJ. És un 

dels mecanismes principals de reparació de trencaments de doble cadena de l'ADN, 

emprat per les cèl·lules eucariotes (Fig. 1.3) 

S'ha observat que les anomalies resultants de la NHEJ, són responsables del 15% de 

les immunodeficiències humanes severes (Schwarz et al. 2003), i també de la fusió de 

cromosomes translocats en el càncer (Lieber, 2008). 

COL·LAPSE DE LA FORQUETA DE REPLICACIÓ I CANVI DE MODEL DE CÒPIA 

(FoSTeS, Fork stalling and template switching)  

Un tercer mecanisme originari de variants estructurals és el denominat FoSTeS, que 

pot tenir lloc en la replicació de l'ADN (Fig. 1.3). Es creu que aquest mecanisme 

originaria reordenaments amb duplicacions i delecions complexes, com els observats 

en el locus de la distròfia muscular de Duchenne (Zang et al. 2008) en aquells casos 

en que la generació deCNV no es podria explicar per mecanismes de NAHR o NHEJ. 
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Figura 1.3: Mecanismes de reordenaments genòmics.  A) NHEJ: quan es 

produeix un trencament de doble cadena (DSB), pot ser reparat pel mecanisme 

NHEJ. Es produeix en quatre fases (adaptat de Lieber et al. 2003). Es generen un 

pont molecular entre ambdós extrems trencats i les modificacions necessàries en 

els extrems (addició o deleció d'algunes bases) per fer-los compatibles i poder 

procedir finalment a la lligació. B) FoSTeS: (Esquema adaptat de Lee et al. 2007) 

Després d'iniciat el procés de replicació la cadena retardada (línia puntejada) 

s'allibera i s'uneix a una segona forqueta per la via de la microhomologia, seguida 

de l'extensió amb la síntesi d'ADN d'aquesta segona forqueta que passa a ser la 

principal i pot envair una tercera forqueta (les línees puntejades representen la 

nova cadena d'ADN sintetitzada). Finalment es recupera la replicació original. 

Imatge extreta extreta de Gu et al. (2008). 
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1.2.    TÈCNIQUES I ESTRATÈGIES EN EL DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL 

1.2.1  TÈCNIQUES I ESTRATÈGIES EN EL DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL 

PRÈVIES ALS ARRAY-CGH.  

Les tècniques citogenètiques de diagnòstic es poden classificar en tres categories: 

• Tècniques convencionals:  

o Cariotip amb bandes G 

• Tècniques basades en la hibridació d'ADN : 

o FISH: Hibridació in situ fluorescent (Fluorescent in situ 

hybridization) 

o CGH: Hibridació genòmica comparada (Comparative 

genome hybridization)  

• Tècniques moleculars basades en PCR: 

o MLPA: Amplificació de sondes dependent de lligament 

múltiple (Multiplex ligation-dependent probe Amplification) 

o QMPSF: PCR quantitativa multiplex de fluorescencia curta 

(Quantitative multiplex PCR of short fluorescent) 

El cariotip és el patró cromosòmic d'una espècie expressat a través d'un codi establert 

per conveni que descriu les característiques dels seus cromosomes. Donat que a 

l'àmbit clínic sol funcionar, el concepte de cariotip s'usa amb freqüència per referir-se 

a un cariograma, el que és un esquema, foto o dibuix dels cromosomes d'una cèl·lula 

metafàsica ordenats d'acord a la seva morfologia i mida, que són característics i 

representen a tots els individus d'una espècie. El braç de cada cromosoma ha estat 

dividit gràcies a les tècniques de bandeig en zones, cada zona en bandes i fins i tot 

les bandes en sot-bandes (Shaffer et al. 2013). 

L’anàlisi del cariotip dels cromosomes amb bandes-G o R, és la tècnica citogenètica 

estàndard per a la detecció de desequilibris en el nombre de còpies en el genoma i 

dels reordenaments cromosòmics, equilibrats o no, en pacients amb característiques 

com el retard global en el desenvolupament/ discapacitat intel·lectual (RGD/DI) o 

anomalies congènites. (Fig.1.4.) 
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Figura 1.4: Cariotip amb bandes G , es mostra un cromosoma 15 en anell. 

El cariotip convencional és una tècnica de diagnòstic genètic de baix rendiment 

individual i resposta lenta en el context prenatal ja que es tarden dues o tres setmanes 

en obtenir un resultat a partir de cultius de líquid amniòtic o biòpsia corial. En els 

estudis postnatals a partir de sang perifèrica el temps de resposta és millor (a partir de 

3-4 dies). Segons la regió genòmica, el cariotip amb bandes sol ser útil únicament per 

detectar els desequilibris genòmics de més de 5-10 Mb (Vermeesch et al. 2007).  

L’inconvenient més gran de l'anàlisi cromosòmica convencional, o cariotip, és que 

només pot detectar grans pèrdues o guanys de material genètic i reorganitzacions 

estructurals en un 3-5% dels pacients amb RGD/DI i/o MC (Karnebeek et al. 2005; 

Miller et al. 2010; Shaffer et al. 2005). És a dir, no pot detectar moltes de les 

microdelecions i microduplicacions associades a síndromes genètiques postnatals 

amb RGD/DI i/o MC. 

Per millorar aquest rendiment diagnòstic, es va complementar la citogenètica 

convencional amb les tècniques de FISH i MLPA. Ambdues són proves de major 

resolució que el cariotip i que s’han anat afegint al repertori de proves per tal 
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d'augmentar el rendiment diagnòstic (Ahn et al. 2010). Si al cariotip se li suma la 

FISH, per a identificar delecions submicroscòpiques i duplicacions de regions 

subtelomèriques, el rendiment diagnòstic es duplica (Cigudosa et al. 2012). 

La FISH, és una tècnica citogenètica de marcatge de cromosomes mitjançant la qual 

aquests són hibridats amb sondes que emeten fluorescència. Aquesta tècnica permet 

la ràpida determinació d'aneuploïdies, microdelecions, translocacions, insercions, 

inversions, així com l'adjudicació d'un marcador genètic a un cromosoma (cartografia 

genètica). Aquesta tècnica ha resultat ser molt útil en el camp de la medicina 

reproductiva, amb aplicació en el diagnòstic genètic preimplantacional (DGP). A més, 

la FISH té aplicació en medicina per a detectar i determinar el pronòstic d’algunes 

malalties, així com per avaluar l'evolució i/o remissió del càncer.  

La tècnica de MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) és una tècnica 

similar a la PCR quantitativa múltiple que, fent servir un únic parell d'encebadors, 

permet dur a terme l'amplificació d'una cinquantena de seqüències diana d'ADN 

(Schouten et al. 2002). Es tracta d'un mètode fiable, efectiu i de baix cost, amb 

aplicacions a diferents àmbits, com ara la Genètica o la Medicina. A més, és una 

tècnica de resposta ràpida, ja que s’obté un resultat en menys de 5 dies. La baixa 

quantitat d'ADN necessària per dur a terme la MLPA (20 ng d'ADN humà, l'equivalent 

a 3.000 cèl·lules) fa que es pugui dur a terme en un considerable nombre d'ocasions.  

Les principals aplicacions de la MLPA són la detecció de microdelecions i 

microduplicacions associades a síndromes conegudes, com per exemple, les 

síndromes de Williams, Prader-Willi-Angelman, Cri-du-chat, DiGeorge, Miller-Dieker, 

Langer-Giedion, Smith-Magenis i Sotos entre d’altres; l'estudi de regions 

subtelomèriques, la detecció d'aneuploïdies en els cromosomes sexuals (incloent-hi 

monosomies i trisomies) i en alguns autosomes (en concret, en els cromosomes 13, 

18 i 21), la detecció de microduplicacions o microdelecions en els diferents exons de 

gens clarament relacionats amb patologia, o de les seves zones reguladores (el gen 

SHOX, entre d'altres). També la detecció d'alteracions en la metilació, com en alguns 

casos de la síndrome d’Angelman i la síndrome de Prader-Willi, ambdues lligades a la 

mateixa regió q11-12 del cromosoma 15, o la síndrome de Beckwith-Wiedemann i 

Silver-Rusell, que afecten la regió p15 del cromosoma 11.  
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Gràcies a aquestes tècniques, en pacients amb RGD/DI associat a malformacions 

congènites (MC) amb un resultat previ de cariotip aparentment normal, amb l'estudi de 

les regions subtelomèriques es van aconseguir un 2,4-3,7% de diagnòstics 

addicionals (Ravnan et al. 2006; Mundhofir et al. 2013). Amb l’anàlisi de les principals 

síndromes de microdeleció o microduplicació, es va diagnosticar un 5,8% més de 

pacients (Kirchhoff et al. 2007). 

Encara que es realitzin rutinàriament, tant el cariotip, com la MLPA i FISH són 

tècniques de laboratori de baix rendiment individual. Les limitacions que presenten 

són:  

• el límit de resolució del cariotip convencional no permet detectar moltes de les 

aberracions genómiques que ocasionen RGD/DI i/o dismòrfia;  

• la caracterització d'algunes anomalies com els cromosomes marcadors pot ser 

impossible amb un cariotip i requereix tècniques més específiques com la FISH, 

MLPA o array-CGH.  

• l’inconvenient més gran de la MLPA és que en cada assaig només és capaç de 

detectar un petit grup d'anomalies, és a dir, que només és útil en les síndromes 

conegudes i alteracions subtelomèriques i és poc sensible a la detecció de 

mosaics.  

Per a superar algunes d'aquestes limitacions, es van desenvolupar noves tecnologies 

a finals del segle XX. La CGH convencional, que consisteix en la hibridació 

competitiva de dues mostres d'ADN, marcat amb un fluorocrom, tradicionalment 

blau/verd, i un ADN normal o control amb un fluorocrom diferent, tradicionalment 

vermell. Tots dos ADN es barregen en quantitats equimolars. A continuació, es 

realitza una hibridació in situ sobre cromosomes metafàsics normals. Tots dos ADN 

competeixen per hibridar en els mateixos llocs cromosòmics. Si la mostra a estudiar 

conté algun guany cromosòmic, la quantitat d'ADN del pacient disponible per hibridar 

és més gran. Aleshores, la hibridació d'aquesta zona resultarà en una major proporció 

de fluorocrom de l'ADN problema (verd). En el cas contrari, si el cas problema conté 

una deleció (pèrdua), la regió delecionada apareixerà en vermell, ja que hi haurà més 

quantitat d'ADN normal (vermell) per hibridar en aquesta regió cromosòmica. La CGH 

permet, per tant, la detecció de guanys i pèrdues de regions cromosòmiques en tot el 
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genoma del cas problema per la comparació de les intensitats dels senyals 

d'hibridació (Kallioniemi et al. 1992). 

Aquest tipus de CGH sobre cromosomes metafàsics té una resolució a partir de 3 Mb, 

de manera que tampoc permet detectar la majoria de les alteracions genòmiques que 

ocasionen RGD/DI i/o dismòrfia;  

 

1.2.2   DESENVOLUPAMENT DELS ARRAYS D’HIBRIDACIÓ GENÒMICA 

COMPARADA (ARRAY-CGH) 

La solució al problema de la baixa resolució de la CGH cromosòmica va arribar amb la 

incorporació de la tecnologia genòmica als laboratoris de citogenètica (Veltman et al. 

2002; Schoumans et al. 2004; Cigudosa et al. 2012). Mitjançant els microarrays, la 

hibridació competitiva dels ADN de la mostra problema més el control va passar de 

realitzar-se sobre cromosomes a realitzar-se sobre segments d'ADN de mida molt 

menor que un cromosoma immobilitzats sobre un suport de vidre. Aquests fragments 

(als quals s’anomena sondes) tenen coordenades precises (és adir, se sap en quin 

lloc del genoma són complementaris). Aquests fets permeten augmentar la resolució 

de la tecnologia fins a milers de vegades la corresponent a la d'un cariotip 

convencional. 

Inicialment, les plataformes d’array estaven dissenyades i manufacturades en els 

mateixos laboratoris. Per a això, utilitzaven sondes basades en cromosomes artificials 

bacterians (bacterial artificial chromosome, BAC). La primera descripció de la tècnica 

la van fer Solinas-Toldo i els seus col·laboradors l’any 1997. Els autors la van 

denominar “CGH basada en array”. Pinkel i els seus col·laboradors, l’any 1998, la van 

rebatejar amb el nom de “array-CGH”.  

Tot i tractar-se d'una tecnologia desenvolupada de manera no industrial, de seguida 

van aparèixer escrits científics sobre la seva utilitat clínica. L’any 2002 va aparèixer la 

primera publicació sobre la utilitat clínica dels array-CGH, feta per Veltman i els seus 

col·laboradors (2002). En l’article, els autors descriuen la utilització de l'array-CGH en 

regions subtelomèriques. Emfatitzen els grans avantatges de la tècnica: en una sola 

reacció, analitzen 77 sondes subtelomèriques, i a més a més, partir de només 500 ng 

d'ADN genòmic del pacient. En aquesta primera publicació, els autors van preveure 

que l'array-CGH subtelomèric causaria un profund impacte en el diagnòstic i el consell 
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genètic de pacients amb retard mental. Fins i tot, van arribar a aventurar que, en un 

futur, amb aquesta tècnica es podria dur a terme una anàlisi genòmica de nombre de 

còpies, en una sola reacció i amb una resolució sense precedents, per a la 

identificació de gens causants de malaltia.  

Un parell d’anys més tard, Schoumans i els seus col·laboradors (Schoumans et al. 

2004) van utilitzar la tècnica de l'array-CGH en 10 casos d'alteracions cromosòmiques 

críptiques ja diagnosticats amb FISH, amb l’objectiu de confirmar la robustesa de la 

tècnica. Per a la seva investigació, els autors van fer servir arrays de BAC amb 

resolució d'1 Mb. Van concloure que, quan s'introduís aquesta tècnica en els 

laboratoris clínics, es podrien diagnosticar nous desequilibris i es descriurien noves 

síndromes. A més, apunten en el seu article que per a detectar alteracions més 

petites, caldria millorar els arrays. Aquest tipus d'arrays de BAC de resolució d'1 Mb 

ha estat, i segueix sent emprat amb profusió en el diagnòstic genètic (Cigudosa et al. 

2012). 

L'any 2005 va aparèixer el primer array-CGH comercial d'oligonucleòtids, 

desenvolupat per la companyia Agilent. Aquell array-CGH realitzava una cobertura 

completa del genoma amb 44.000 punts, amb una resolució mitjana de 45 Kb, 

aproximadament. L’array va suposar un canvi global en el treball en la genòmica amb 

arrays. Es passava d'una tècnica casolana, amb protocols poc definits i vidres 

impresos en escàs nombre, a una producció altament tecnològica de milers de vidres 

per any, i a més, amb un protocol senzill i estandarditzat, amb criteris de qualitat 

validats internacionalment (Cigudosa et al. 2012). 

El desenvolupament de la tècnica d' array-CGH com a eina de diagnòstic integral més 

eficient va millorar notablement la detecció deCNV, tot i que presenten limitacions en 

la detecció de poliploïdia i translocacions equilibrades. La tècnica array-CGH ha 

revolucionat l'estudi diagnòstic dels pacients amb RGD/DI, anomalies congènites 

múltiples, l'autisme i la dismòrfia. Els arrays dirigits tenen el potencial de detectar la 

majoria dels desequilibris genòmics clínicament rellevants. Tot i que presenten 

limitacions en la detecció de poliploïdia i translocacions equilibrades. S'està convertint 

en una prova molt útil en el descobriment de gens associats a trastorns i en el 

desxiframent de la base genòmica de moltes síndromes nous amb microdelecions i 

microduplications. A més, la tècnica array-CGH està servint per a avançar en el 

significat de l'enorme quantitat deCNV desconegudes que es troben disperses per tot 



Introducció 

15	  
	  

el genoma humà, encara que es necessita molta més investigació per arribar a 

comprendre la seva implicació en malalties humanes (Sharp et al. 2005). 

1.2.3  RESOLUCIÓ I TIPUS D'ARRAYS-CGH 

Els array-CGH permeten explorar de manera simultània la dosi d'ADN en múltiples 

loci del genoma en comparar les quantitats relatives d'ADN de dos genomes (control i 

pacient), marcats amb fluorocroms diferents, que s'uneixen amb fragments d'ADN de 

seqüència coneguda o "sondes" que estan fixats a un portaobjectes o suport de vidre. 

La resolució genòmica de les diferents plataformes d' array-CGH es determina segons 

l’espaiament i la longitud de les sondes d'ADN (Shinawi i Cheung 2008). Una sonda 

d'hibridació és un fragment d'ADN de longitud variable (normalment 60-1000 bases), 

que s'utilitza per detectar la presència, absència, o augment de regions de l'ADN 

estudiat que són complementaris a la seqüència de la sonda. La sonda a la que 

s'hibrida és una sola cadena d'àcids nucleics. La seqüència de bases permet que els 

fragments d'ADN s'hibridin a causa de la complementarietat de bases entre la sonda i 

l'ADN estudiat. 

Hi ha un gran nombre de plataformes de array-CGH, amb diferències notables en el 

seu rendiment diagnòstic. En termes generals, amb suficient cobertura de sondes, 

totes les plataformes actuals d'arrays són capaces de proporcionar una sensibilitat 

suficient per a les proves clíniques de arrays-CGH (Cidugosa et al. 2012). 

Aquesta pluralitat de plataformes d’array es pot agrupar en dos tipus: les d’array BAC 

(bacterial artificial chromosomes) i les d’arrays d'oligonucleòtids (arrayCGH i SNPs) 

(Ahn et al. 2010).  

En general, els arrays BAC tenen una alta especificitat, ja que solen ser fragments 

genòmics de 100-150 Kb. L'alteració d'un sol BAC pot ja suggerir un canvi patogènic. 

Per contra, l'alteració d'una sola sonda d'oligonucleòtids, en general, implica un artifici 

tècnic, i no una alteració veritable de la mostra del pacient. Depenent de la densitat de 

l'array, es requereixen múltiples sondes consecutives indicant el mateix canvi de 

número de còpia per a la determinació precisa d'un guany o pèrdua.  

Els avantatges dels arrays-CGH d'oligonucleòtids inclouen una major densitat de 

sondes. Encara que es necessita un major nombre de sondes per fer un diagnòstic 
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fiable, la seva densitat és tan gran que la resolució final és molt més gran que la dels 

arrays de BACs. Addicionalment, els arrays d’oligos en tenen una gran flexibilitat en 

termes de selecció de la sonda, la qual cosa facilita una major densitat i 

personalització del contingut de l'array-CGH. Els arrays d’oligos dissenyats 

específicament per analitzar el nombre de còpies tendeixen a l'ús de sondes llargues 

d'oligonucleòtids (d’uns 60-mer), que presenten menys soroll de fons que els 

oligonucleòtids de sondes curtes (d’uns 22-mer) utilitzades en algunes plataformes 

d'arrays per la detecció de SNP (Cigudosa et al. 2012). A més, algunes plataformes 

actuals combinen la detecció de SNP i de sondes per al nombre de còpies que ajuden 

a disminuir el fons d'algunes plataformes. 

La majoria de les plataformes array-CGH clínicament disponibles treballen amb 

microarrays que han estat dissenyats per detectar aneuploïdies, síndromes ben 

caracteritzades de microdelecions o microduplicacions, i/o reordenaments 

cromosòmics desequilibrats, siguin subtelomèrics o d’algun altre tipus. Les sondes 

poden investigar zones localitzades a intervals regulars del genoma humà (esquelet o 

backbone) o regions de les quals se sap estan relacionades amb patologia, o ser una 

barreja de les dues (Baldwin et al. 2008). El consorci ISCA (International Standard 

Cytogenetic Array) proporciona recomanacions que han estat adoptades per la 

majoria dels fabricants d'arrays.  

També hi ha plataformes array-CGH de tot el genoma. En aquestes plataformes, els 

microarrays estan espaiats de la mateixa manera, amb una cobertura que va d'entre 

un clon per megabase a un clon per cada 100 kb, aproximadament (Veltman and 

Vries 2006). Els arrays d’alta densitat de tot el genoma augmenten significativament la 

sensibilitat del mètode, alhora que són rellevants per al descobriment de noves 

síndromes genòmiques, però compliquen la interpretació clínica de les variants de 

nombre de còpies de significació desconeguda (Shinawi i Cheung 2008).  

El desenvolupament dels arrays de dosis per a la detecció d'anomalies de còpia, de 

polimorfismes d'un sol nucleòtid o SNP-arrays i arrays-CGH ha incrementat molt 

significativament el nombre de diagnòstics, permetent el diagnòstic d'un 15-20% dels 

pacients amb retard global del desenvolupament / discapacitat intel·lectual, 

malformacions congènites o trastorns de l’espectre autista (Miller et al. 2010). Els 

arrays-CGH detecten reordenaments patogènics amb un rendiment diagnòstic mitjà 

del 12,2%, en la població de pacients que se sol derivar a les unitats de genètica, 
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cosa que suposa  aproximadament un 10% més que el cariotip sol (Cigudosa et al. 

2012). 

La majoria dels laboratoris comercials i centres de recerca s'han decantat per l'ús 

d'arrays-CGH i de SNPs en els estudis postnatals. Alguns laboratoris clínics utilitzen 

arrays d'oligonucleòtids basats en els seus dissenys previs realitzats i assajats en 

versions anteriors d'arrays de BAC, ja que aquests últims tendeixen a desaparèixer en 

els formats comercials. De tota manera, els arrays de BAC encara són molt utilitzats 

en els estudis prenatals per la seva major tolerància a la menor quantitat i qualitat de 

l'ADN. 

 

1.2.4   ESTRATÈGIES D'HIBRIDACIÓ AMB ELS ARRAY-CGH 

Existeixen quatre tipus d’estratègies d'hibridació (Ahn et al. 2010): 

1- Hibridació "pacient vs. control". Es tracta d’hibridar l'ADN del pacient amb un 

ADN de control. Normalment, aquesta és l'estratègia d’hibridació que es fa servir. 

2- Hibridació "pacient vs. control amb dye swap": Es tracta d’hibridar l'ADN del 

pacient amb un ADN de control, amb un assaig de repetició però amb etiquetatge en 

colors oposats. Cal dos arrays per a cada mostra, però aquesta estratègia assegura 

que els resultats de l’array no són artefactes 

3- Hibridació en "bucle" (loop): En aquest cas, es realitza el marcatge de dues 

mostres de cada pacient (mínim tres pacients per assaig), cadascuna en un color 

diferent. A continuació, cada mostra s’hibrida contra mostres d’altres dos pacients. Per 

a aquesta tècnica, només cal un array per cada pacient, que és analitzat dues 

vegades amb dye swap. Aquesta estratègia assegura que els resultats de la prova 

d’array no són artefactes, a més de controlar la possibilitat de biaix en la reacció de 

marcatge. 

4- Hibridació “pacient vs pacient”, o bé "pacient / pacient": Aquesta estratègia 

(Ahn et al. 2013) consisteix en hibridar l’una contra l’altra les mostres de dos pacients 

diferents. Els pacients han de ser fenotípicament no coincidents, per reduir el risc que 

no es detectés un desequilibri que compartissin tots dos pacients (els arrays tan sols 

detecten diferències de còpia entre dos DNAs). Les ratios de colorants Cy informen 



Introducció  

18	  
	  

del tipus d’anomalia i permeten intuir a qui "pertany" qualsevol desequilibri detectat 

(log2 ratios de -1 i de 0,6 indiquen delecions i duplicacions, respectivament). 

Qualsevol desequilibri es confirma amb un segon array o mitjançant un MLPA. La 

segona prova de confirmació també assegura la identitat del pacient a qui pertany la 

mostra. Per tant, per a la primera ronda de proves d’array es necessita mig array, 

mentre que per a cada desequilibri detectat (cosa que succeeix en el 15-20% dels 

pacients, aproximadament), cal un altre mig array. Tot plegat, això es tradueix en una 

despesa mitjana de 0.5/0.8 arrays per pacient, el que es tradueix en un estalvi 

substancial de costos en comparació amb altres estratègies. 

 

1.2.5   ELS ARRAYS D'SNP 

Els arrays d'SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) inicialment dissenyats per 

interrogar milers de polimorfismes d'un nucleòtid al llarg del genoma, també permeten 

avaluar el nombre de còpies d'ADN mesurant la intensitat de la hibridació de l'ADN del 

pacient amb les sondes immobilitzades en l'array o matriu de punts (LaFramboise, 

2009). 

En el context del diagnòstic genètic postnatal el rendiment diagnòstic dels estudis amb 

els array-CGH i els array d'SNPs són similars (Schaaf et al. 2011). Els arrays d'SNP 

tenen l'avantatge addicional de detectar també grans fragments d'homozigosi, el que 

pot representar disomia uniparental (UPD) o consanguinitat. No obstant això, l'anàlisi 

de rutina dels arrays amb plataformes basades en SNP detectarà UPD només en 

aquells casos en què hi hagi regions genómiques procedents del mateix cromosoma 

(isodisomia) i no en els casos que les regions genómiques procedeixen de 

cromosomes diferents procedents del mateix progenitor (heterodisomia). Les UPD es 

produeixen en general per rescat d'una trisomia, essent més frequent la heterodisomia 

que la isodisomia. Aquestes poden contenir blocs de heterodisomia i isodisomia o 

tenir una heterodisomia completa (Kotzot, 2008) 
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1.3    APLICACIONS DE LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH EN EL DIAGNÒSTIC  
GENÈTIC POSTNATAL 

La tècnica d’array-CGH és una prova potent i innovadora per a la detecció de diferents 

patologies en un ampli rang d'àrees clíniques, especialment en l'àmbit del diagnòstic 

prenatal i en el diagnòstic i investigació de la discapacitat intelectual. La plataforma del 

genoma postnatal complet permet detectar: 

• Aneuploïdies 

• Més de dues-centes síndromes de microdelecció / microduplicació 

• Delecions i duplicacions en gens associats amb els RGD/DI i / o l'autisme 

• Síndromes associades a alteracions de les regions subtelomèriques 

• Noves síndromes i anomalies no descrites. 

• Caracterització d’anomalies poc caracteritzades per cariotip, com ara 

cromosomes derivatius o marcadors accessoris de naturalesa desconeguda 

• Portadors d'anomalies cromosòmiques aparentment balancejades amb 

fenotip anormal i petits desequilibris críptics. 

La utilitat de determinar si les discapacitats d’un pacient s'associen amb 

malformacions o anomalies congènites múltiples i / o trets dismòrfics radica en el fet 

que de vegades pot suggerir un diagnòstic clínic sindròmic a un metge expert 

(Stankiewicz i Beaudet 2007). El diagnòstic genètic d'aquests pacients és de gran 

utilitat en el seu maneig clínic, permet un pronòstic precís i, sobretot, és fonamental 

per a la prevenció de l'aparició de nous casos (consell genètic familiar). Tal com han 

assenyalat Saam i els seus col·laboradors (2008), un diagnòstic precís dels pacients 

proporcionarà al clínic l'oportunitat de determinar les millors opcions de tractament, 

pronòstic i riscos de recurrència, així com d’evitar proves innecessàries en el futur. 

1.3.1    DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL DE PACIENTS AMB RETARD GLOBAL 

DEL DESENVOLUPAMENT / DISCAPACITAT INTEL·LECTUAL (RGD / DI) 

A les societats occidentals, el RGD/DI és la discapacitat més freqüent. Històricament i 

a escala internacional, aquesta afecció és coneguda per molts termes, entre ells 
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retard o retard mental, discapacitat, retard intel·lectual, dèficit intel·lectual, problemes 

d'aprenentatge, dificultat d'aprenentatge i discapacitat mental o intel·lectual. 

Generalment, s’utilitza el terme ampli de retard global del desenvolupament / 

discapacitat intel·lectual (RGD/DI) per referir-se a aquest grup heterogeni i complex de 

pacients (Cigudosa et al. 2012). 

El RGD/DI es defineix com una discapacitat que limita significativament tant el 

funcionament intel·lectual (coeficient d'intel·ligència [CI] <70) com la conducta 

adaptativa, abans dels 18 anys, i que s'expressa per mitjà de restriccions de les 

habilitats pràctiques, socials i conceptuals (Tejada 2006)  

Tant la terminologia com la definició i els criteris diagnòstics de RGD / DI varien 

depenent de la literatura consultada. Mentre que als Estats Units s'utilitzen 

majoritàriament la definició i criteris proposats per l'American Association on 

Intellectual and Developmental Disabilities (Luckasson et al. 1992) i el Diagnostic and 

Statistical Manual for Mental Disorders (DSM-IV-TR) de l'Acadèmia Americana de 

Psiquiatria (American Psychiatric Association. 2000), a Europa se sol fer servir amb 

més freqüència la definició i els criteris proposats per la Classificació Estadística 

Internacional de Malalties i Problemes Relacionats amb la Salut, International 

Classification of Diseases, 10th Revision (CIE-10) (Rodríguez-Andrés et al. 2006). 

L'aplicació dels criteris diagnòstics requereix prèviament la realització de test de 

mesura del CI estandarditzats, realitzats i interpretats de forma segura i vàlida. Atès 

que aquestes proves no es poden dur a terme en nens menors de cinc anys, ha estat 

necessari crear la definició retard global del desenvolupament (RGD) per referir-se als 

nens que presenten retards significatius en l'adquisició d'habilitats corresponents a 

cada edat, tant en l'aprenentatge com en l'adaptació (Shevell et al. 2003). Aquesta 

definició planteja problemes d'inclusió. Per aquest motiu, en edats primerenques, sota 

el terme RGD s’hi solen incloure altres entitats, com els problemes d'aprenentatge, el 

retard escolar, i fins i tot també els trastorns de l'espectre autista (TEA).  

Entre els casos de retard escolar i problemes d'aprenentatge també solen classificar-

s’hi les situacions de coeficient d'intel·ligència límit (CIL). El concepte d’intel·ligència 

límit fa referència als casos en què, un cop passats els cinc anys de vida, el valor del 

CI supera lleugerament el límit estipulat de 70. En els casos de CIL, hi ha una alta 

taxa de troballes genètiques diverses (Artigas-Pallarés 2003).  
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A la llarga, la majoria dels nens que neixen amb anomalies congènites múltiples (MC) 

presentaran també RGD. En cas de sobreviure, se’ls diagnosticarà de RGD / DI. Així 

mateix, dins de l'ampli espectre de malalties rares, la majoria de base genètica, moltes 

incorporen de manera associada RGD / DI (Cigudosa et al. 2012). 

La majoria dels estudis assumeixen que un 3% dels nens en edat escolar tenen un 

retard mental entre lleu i moderat en els països industrialitzats (WHO 1989). Una 

revisió de la literatura relativa a estudis de prevalença estableix que entre un 0,3% i un 

0,5% de la població té una discapacitat intelectual greu Altres revisions informen del 

mateix rang de freqüència de coeficient d'intel·ligència (CI) inferior a 50, en totes les 

franges d’edat (Additional Protocol to the Convention on Human Rights and 

Biomedicine concerning Genetic Testing for Health Purposes 2008; Tejada 2006). 

El RGD/DI, discapacitat intel·lectual i/o trastorn de l'aprenentatge és una afecció greu. 

Representa un repte important per a la salut pública. A més, és un dels trastorns de 

major importància clínica amb una etiologia que segueix sent desconeguda en una 

gran proporció de casos (Cigudosa et al. 2012).  

Tant els factors genètics com els ambientals, que inclouen els infecciosos i els peri-

natals, influeixen en l'etiologia del RGD/ DI. L'exposició a neurotoxines ambientals, 

com ara els metalls pesants, la talidomida, les drogues, l'àcid valproic i l'alcohol, pot 

estar present en fins al 13% dels casos de RGD / DI (Cigudosa et al. 2012).  

Tot i que les comparacions dels resultats dels estudis clínics han de ser tractades amb 

cautela, els resultats de diversos estudis han demostrat que fins al 40% dels casos de 

RGD / DI pot tenir una base genètica (Rodríguez-Andrés et al. 2006; Stankiewicz i 

Beaudet 2007). S'estima que els factors genètics són la principal causa de RGD / DI 

en gairebé la meitat dels DI greu i en al voltant del 15% dels pacients amb DI lleu o 

moderada (Shevell et al. 2003). Una revisió de 16 estudis procedents de tot el món va 

concloure que les alteracions cromosòmiques són les responsables, de mitjana, en el 

16% de les persones amb RGD / DI (rang 4% - 34%) (Rodríguez-Andrés et al. 2006). 

La discapacitat d'aprenentatge també pot ser causada per defectes en gens 

específics, com la síndrome del X fràgil o la síndrome de Rett (Cigudosa et al. 2012).  

El rendiment diagnòstic d'anàlisi de cromosomes amb bandes en nens amb RGD és 

d'un 3,7% aproximadament (Shevell et al. 2003). La identificació de desequilibris 

subtelomèrics submicroscòpics mitjançant l'ús de l'anàlisi FISH es calcula entre un 
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2,5% i un 7% dels pacients amb DI idiopàtica (Flint i Caballero 2003; Ravnan et al. 

2006) la qual cosa va suggerir als investigadors que, fent servir una resolució més 

gran, augmentaria potencialment el rendiment diagnòstic de les tècniques de detecció 

del genoma complet en una proporció significativa dels casos. 

Els primers estudis que van utilitzar un array-CGH de genoma complet per a investigar 

pacients citogenèticament normals amb DI idiopàtica associada amb dismòrfia van 

mostrar un potencial de rendiment diagnòstic del 15% (Vissers et al. 2003; Shaw-

Smith et al. 2004). Més endavant, es van dur a terme més estudis amb un major 

nombre de pacients amb RGD/DI. Llavors, es van trobar unes taxes de detecció 

d'alteracions de novo clínicament significatives d’entre el 10% i el 16% (Friedman et 

al. 2006; Engels et al. 2007).  

Una meta-anàlisi de les recerques fetes amb array-CGH, juntament amb l'anàlisi de 

les dades de 140 pacients més amb DI (un total de 432 pacients), va mostrar que el 

20% dels pacients tenien desequilibris genòmics i l'11%, reordenaments 

subtelomèrics (Menten et al. 2006). Curiosament, en aquests estudis que emfatitzen 

l'heterogeneïtat genètica i genòmica de RGD/DI, la taxa de recurrència de delecions o 

duplicacions va ser molt baixa, cosa que només es pot assegurar mitjançant l'aplicació 

de tècniques d’anàlisi de tot el genoma, com ara l’array-CGH. El rendiment diagnòstic 

de l'array-CGH depèn de la seva capacitat de coberta genòmica. Per tant, se suposa 

que la pròxima generació de tecnologia array-CGH sigui capaç d’augmentar 

significativament les taxes de detecció (Shinawi i Cheung 2008). 

La proporció de casos en què s'identifica una causa genètica definitiva també varia 

d'acord amb la gravetat del RGD / DI. Un 30% aproximadament dels DI greu i un 70% 

dels DI lleus o moderats queden sense un diagnòstic etiològic (American Psychiatric 

Association. Diagnostic and statistical manual of mental disorders 2000). La 

freqüència amb què es detecten anomalies cromosòmiques i / o reordenaments 

genòmics en pacients amb retard en el desenvolupament o DI és més alta quan 

s’associa amb la presència de malformacions o trets dismòrfics, i en el cas de retard 

més greu (Stankiewicz i Beaudet 2007). 

El treball de D'Amours i els seus col·laboradors (2014) és un exemple de la utilitat 

clínica dels arrays-SNP en nens amb discapacitat intel·lectual. Els arrays-SNP 

detecten amb èxitCNV patològics i identifiquen LOHs informatius que poden conduir al 
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diagnòstic d'un trastorn recessiu. Aquest estudi també posa en relleu alguns dels 

reptes associats a l'ús d’arrays-SNP en un laboratori clínic. 

Els avanços en les tècniques citogenètiques i moleculars estan permetent la 

identificació de cada vegada més alteracions genètiques associades a discapacitat de 

l'aprenentatge i RGD / DI. Cal tenir en compte que, quan s’aplica la tècnica d’array-

CGH de manera àmplia en individus amb fenotips inespecífics, com ara RGD, l’array-

CGH és capaç d’identificar un cert nombre de microduplications associades a algun 

fenotip recognoscible (Shinawi i Cheung 2008). 

A partir d'una anàlisi feta amb 36.325 pacients que patien RGD/DI, Hochstenbach i els 

seus col·laboradors (2009) recomanen que l’anàlisi cromosòmica per microarray sigui 

considerada una prova de primer nivell en aquest grup d’individus. En la seva recerca, 

es va trobar almenys una anomalia patològica en el 19% dels pacients 

 

 

1.3.2     DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL DE PACIENTS AMB 

MALFORMACIONS CONGÈNITES. 

Les malformacions congènites es defineixen com alteracions anatòmiques que 

ocorren en l'etapa intrauterina i que poden ser alteracions d'òrgans, extremitats o 

sistemes, a causa de factors mediambientals, genètics, deficiències en la captació de 

nutrients, o bé consum de substàncies nocives. 

S'entén per anomalia congènita qualsevol trastorn del desenvolupament morfològic, 

estructural o funcional d'un òrgan o sistema present en néixer. Les anomalies 

congènites poden ocasionar discapacitats cròniques amb gran impacte en els 

afectats, les seves famílies, els sistemes de salut i la societat. 

Segons l’estudi EUROCAT, la prevalença total dels defectes congènits majors a 

Europa va ser de 23,9 per 1.000 nascuts en el període de 2003-2007. Un 5% dels 

nascuts vius amb una anomalia congènita van morir en la primera setmana de vida, 

un 2,0% eren mortinats o morts fetals a partir de les 20 setmanes de gestació i un 

17.6% del total de gestacions anòmales van ser interrompudes després d’un 

diagnòstic prenatal. La prevalença d'anomalies cromosòmiques va ser de 3,6 per cada 

1.000 naixements, el que contribueix el 28% mortinats / morts fetals de 20 setmanes 

de gestació amb anomalia congènita, i el 48% de totes les gestacions interrompudes 
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per defectes congènits. En la resta de gestacions interrompudes, el subgrup més 

comú són els defectes congènits del cor (CHD), en el 6,5 per cada 1.000 naixements. 

A continuació s’observen els defectes en les extremitats (3,8 per 1.000), les anomalies 

del sistema urinari (3,1 per 1.000) i els defectes del sistema nerviós (2,3 per 1.000). La 

prevenció primària de les anomalies congènites en la població basada en el control 

dels factors de risc ambientals és una prioritat política fonamental, inclosa l'atenció 

preconcepcional i enfocaments de població sencers (Dolk et al. 2010). 

L'etiologia de les malformacions congènites és genètica en un 30-40% dels pacients i 

ambiental en un 5- 10%). Dins de l'etiologia genètica, les anomalies cromosòmiques 

constitueixen el 6%, els trastorns de gens individuals 25% i els trastorns multifactorials 

20- 30%. Gairebé en el 50% dels de les malformacions congènites, la causa encara 

no és coneguda (Rajangam et al. 2007). En un 6% addicional, amb tècniques de 

citogenética molecular, es troben microanomalies per sota la resolució del cariotip 

convencional (Miller et al. 2010; Bachman et al. 2013). 

 

1.3.3    DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL DE PACIENTS AMB TRASTORNS DE 

L’ESPECTRE AUTISTA (TEA) 

La definició TEA agrupa diverses afeccions que tenen en comú les anomalies de la 

socialització i de la comunicació, com ara l'autisme pur, el trastorn generalitzat del 

desenvolupament, la síndrome d'Asperger, els trastorns desintegratius de la infància i 

la síndrome de Rett (Baird et al. 2006). Aquesta diversitat de fenotips fa que les 

prevalences publicades variïn segons l'espectre analitzat (Cigudosa et al. 2012).  

En els últims anys, però, s'observa una clara tendència a l'increment de la prevalença 

de l'autisme en diversos grups poblacionals. Probablement, aquest fet sigui degut a un 

major coneixement clínic de les microdeleccions / microduplicacions que provoquen 

l’autisme, així com a una millor caracterització en què l'array-CGH ha tingut un paper 

diagnòstic fonamental (Sandin et al. 2014). Per exemple, als Estats Units, la 

prevalença d'autisme (incloent-hi l’autisme pur, el trastorn generalitzat del 

desenvolupament i la síndrome d'Asperger) va augmentar entre 2002 i 2006 en un 

57% (Charman et al. 2011). 
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Cal tenir en compte que no es pot afegir la prevalença de TEA amb la de RGD / DI, ja 

que no tots els casos de TEA cursen amb RGD / DI. Atès que els estudis revisats no 

discriminen si el RGD / DI es presenta sol o acompanyat de trastorns com el TEA, no 

és adequat sumar ambdues taxes de prevalença. En un estudi britànic, es va 

comprovar que el 70% dels nens amb TEA tenien un CI <70 i, d'ells, un 16% RGD / DI 

sever (Charman et al. 2011). Dins de la prevalença global del TEA (d'1 a 1,57%), 

queden englobats el 0,7-1% dels nens en edats de 8-10 anys que pateixen 

conjuntament TEA i RGD / DI. 

Vorstman i els seus col·laboradors (2006) van publicar una revisió sobre les regions 

cromosòmiques associades amb el fenotip autista. Els autors van concloure que les 

anomalies més comunes són les delecions de 2qter, les delecions de 22qter i les 

duplicacions de la regió PWS / AS a 15q11-q13. Dos altres grups d’investigadors, 

utilitzant CGH array, van corroborar les troballes de Vorstman i els seus col·laboradors 

(Jacquemond et al. 2006; Sebat et al. 2007). 

Respecte a l'etiologia de l'autisme, s'ha demostrat que delecions i duplicacions de 

novo hi tenen un paper significatiu. Jacquemont i els seus col·laboradors (2006) van 

aplicar array-CGH amb una resolució d' 1 Mb, aproximadament. D’aquesta manera, 

van identificar reordenaments clínicament rellevants en 8 de 27 pacients amb autisme 

'sindròmic'. Els autors de l’estudi van concloure que la array-CGH podria ser 

especialment eficaç en el diagnòstic d'autisme associat amb dismòrfies (DF). Però fins 

i tot després d'excloure els casos d'autisme sindròmic, un array de disseny 

personalitzat amb 35 kb de resolució és capaç de detectarCNV de novo en el 10% 

dels individus amb autisme (Sebat et al. 2007).  

En la mateixa línia, una anàlisi de 427 pacients amb TEA va descobrir novesCNV en 

el 7% dels pacients amb autisme idiopàtic (Marshall et al. 2008). En una altra 

investigació, es van detectar microdelecions recurrents de 593 kb de novo o 

microduplicacions recíproques en 16p11.2, fossin espontànies o heretades, en l'1% 

dels pacients amb autisme i en l’1,5% dels pacients amb retard del desenvolupament 

(Weiss et al. 2008). L'aplicació generalitzada d’array-CGH millorarà el rendiment de la 

detecció d’anomalies genètiques en pacients amb TEA i facilitarà el camí per a la 

identificació de nous gens de l'autisme (Shinawi i Cheung 2008). 
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Shen i els seus col·laboradors (2010) van investigar específicament la utilitat de la 

array-CGH en la investigació dels nens amb TEA. També van donar arguments 

perquè l'array-CGH fós la prova de primera elecció per als nens amb autisme. 

D’entrada, els autors van trobar un 2,23% d’anomalies en el cariotip i/o un 0,46% de 

pacients amb cromosoma X fràgil. En el mateix grup de pacients (N = 848), amb una 

tècnica de microarray van identificar anormalitats evidents en un 7% de les mostres, i 

delecions o duplicacions en un 18,2%. 

 

1.3.4    DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL DE PACIENTS AMB ALTRES MOTIUS 

DE DERIVACIÓ 

Algunes síndromes conegudes que s’associen a discapacitat intel·lectual, com la 

síndrome de Down, es deuen a anomalies de cromosomes complets, que són visibles 

amb un microscopi òptic de forma relativament senzilla (Cigudosa et al., 2012). Altres 

síndromes es deuen a la supressió de la funció o la deleció d'un gen o un grup de 

gens que estan disposats contiguament al llarg d'un cromosoma (síndromes de 

microdeleció o síndromes de gens contigus). La síndrome del “cri du chat” (deleció 5p) 

i la de Wolf-Hirschhorn (deleció 4p) són exemples d'aquests fets. Aquestes patologies 

van ser identificades a partir de la constatació de la deleció de part d'un dels 

cromosomes. Un cop més, aquestes patologies es poden identificar senzillament amb 

un cariotip mitjançant el microscopi. 

Més recentment s'han observat algunes delecions més petites en diverses síndromes 

que no s'havien associat prèviament amb anomalies cromosòmiques (Cigudosa et al., 

2012). Aquest és el cas, per exemple, les síndromes de Prader-Willi i de Williams. La 

mida de les delecions d'alguna d'aquestes síndromes pot variar d'un individu a un 

altre. En molts casos, la deleció no és visible en l'anàlisi cromosòmica de rutina. La 

capacitat per a detectar aquestes delecions depèn de la resolució del bandeig dels 

cromosomes. Encara que la resolució ha millorat en els últims trenta anys, les 

delecions que involucren fins a diverses desenes de gens poden no ser detectades 

pels mètodes de rutina. Les tècniques de FISH i de MLPA ajuden a visualitzar 

delecions cromosòmiques submicroscòpiques i, fins i tot, delecions de gens únics en 

cromosomes específics. 
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L'aplicació d'arrays-CGH està servint per allargar contínuament la llista de noves 

síndromes (Ballif et al. 2007; Sharp et al. 2007; Sharp et al. 2008). 

La talla baixa idiopàtica (TBI) és una descripció clínica més que una malaltia. Dins de 

la categoria de talla baixa idiopàtica, s'agrupen una sèrie d'entitats clíniques d'etiologia 

desconeguda que tenen en comú un retard crònic de creixement, en els quals no 

s'hagi pogut demostrar cap malaltia general, endocrina o metabòlica. 

Les alteracions del creixement d’origen genètic poden associar-se amb anomalies 

cromosòmiques, malalties monogèniques o amb síndromes d'etiologia desconeguda. 

El retard del creixement s'ha observat en alteracions cromosòmiques numèriques 

(trisomia del cromosoma 13, trisomia del cromosoma 21, síndrome de Turner), 

estructurals (síndrome de Williams, translocacions no equilibrades), mosaïcismes 

(síndrome de Turner) i en els casos de disomia uniparental (síndrome de Silver-

Russell) (Cigudosa et al. 2012) 

Les mutacions o delecions en heterozigosi del gen SHOX o de la seva regió 

reguladora són la causa genètica coneguda més freqüent de talla baixa (1: 1.000-

2.000), i són responsables de la majoria de casos de la discondrosteosis de Lery- Weil 

(60-80%), així com de percentatges variables (entre el 2 i el 22%, segons els diferents 

criteris de selecció) dels pacients amb TBI (Jorge et al. 2007). 

El gen SHOX està localitzat a la regió pseudoautosòmica anomenada PAR1 present 

en l'extrem distal del braç curt dels cromosomes X i Y. La incidència de mutacions o 

delecions en heterozigosi en SHOX / PAR1 sembla ser molt superior a la d'altres 

formes de hipocreixement molt millor conegudes, com la deficiència de GH (1: 3.500) 

o la mateixa síndrome de Turner (1: 2.500 nenes), la qual suposa la causa 

monogènica més freqüent de talla baixa en l'home. Les alteracions del gen SHOX 

poden estar presents en el 2-12% dels nens amb talla baixa idiopàtica, encara que la 

seva incidència pot elevar fins al 22% en els nens amb talla baixa disharmònica 

(Rappold et al. 2007; Jorge et al. 2007). Comença a haver-hi evidència que altresCNV 

també són causa de talla baixa (Zahnleiter et al. 2013) 

Les epilèpsies comprenen un grup heterogeni de trastorns neurològics clínicament 

definits per convulsions espontànies recurrents a causa d'una activitat paroxística 

neuronal excessiva i sincrònica en el cervell (Berg et al. 2010). Al voltant del 40% de 

totes les epilèpsies tenen una forta contribució genètica. Les epilèpsies generalitzades 
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genètiques (EGG) representen el grup més comú d'epilèpsies amb etiologia genètica 

predominant, representant el 20% de totes les epilèpsies (Jallon et al. 2001). Les 

seves característiques clíniques es caracteritzen per convulsions generalitzades no 

provocades amb aparició relacionada amb l'edat (Commission on Classification and 

Terminology of the International League Against Epilepsy 1989; Nordli 2005). Malgrat 

la seva forta agregació familiar i l'heretabilitat, sols una petita fracció dels pacients (1-

2%) segueix l'herència monogènica i la majoria presenten una predisposició 

poligènica amb una àmplia heterogeneïtat genètica (Dibbens et al. 2010) Tot i que 

mutacions causants de l'epilèpsia amb herència monogènica han estat identificats en 

gens que afecten principalment a l'excitabilitat neuronal, la transmissió sinàptica, i els 

processos de desenvolupament neurològic (Poduri et al. 2011) (Pandolfo 2013) la 

base genètica de la majoria dels pacients es encara desconeguda. 

L'Epilèpsia generalitzada Genètica (EGG) és la forma més comuna d'epilèpsia 

genètica. En un estudi recent s'ha confirmat que microdelecions recurrents en 

15q11.2, 15q13.3 i 16p13.11 poden ser factors importants de risc genètic en les 

síndromes d’epilèpsia genètica comuna (Lal et al. 2015) 

 

1.3.5    DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL EN SÈRIES DE PACIENTS. 

En l'estudi més ampli que s’hagi publicat utilitzant FISH subtelomèriques, es van 

trobar canvis patogènics en el 2,6% dels casos (Ravnan et al. 2006). La mostra era 

d’11.688 pacients no seleccionats. En una revisió posterior, amb uns altres 7.000 

casos, es van detectar reordenaments subteloméricos en el 2,4% dels pacients 

estudiats (Ballif et al. 2007). 

A partir dels coneixements sobre l'arquitectura del genoma humà, Sharp i els seus 

col·laboradors (2005; 2006) van utilitzar una anàlisi bioinformàtica de duplicacions 

segmentàries en el genoma per a dissenyar un microarray amb 2007 clons BAC 

específic per a 130 regions genòmiques. Amb aquest microarray, els autors van 

estudiar 290 individus amb disapacitat intelectual i/o dismòrfies i/o anomalies 

congènites múltiples. L’anàlisi va identificar 16 reordenacions patològiques, incloent-hi 

cinc nous desequilibris en els cromosomes 1q21.1, 15q13, 15q24, 17q12 i 

17q21.31(Sharp et al. 2006; Sharp et al. 2007) 



Introducció 

29	  
	  

La publicació de Lu i els seus col·laboradors (2007) recull la seva experiència en 

l'aplicació clínica de l’anàlisi de microarrays cromosòmic (array-CGH). Els autors van 

realitzar clínicament una anàlisi array-CGH en 2513 mostres postnatals de pacients 

remesos amb una varietat de fenotips, majoritàriament retard del desenvolupament i/o 

retard mental. A partir dels resultats obtinguts, els autors van concloure que havien 

demostrat la gran sensibilitat de l'array-CGH per a la detecció de desequilibris 

genòmics clínicament rellevants. També van destacar la necessitat que tenen les 

famílies dels afectats de rebre un consell genètic integral per tal de facilitar la 

correlació clínica precisa i la interpretació dels resultats. 

S'ha demostrat que la sensibilitat de l’array-CGH clínica és més alta en els pacients 

amb dismòrfia (DF), anomalies congènites múltiples o una combinació d'ambdós.  

Lee i els seus col·laboradors (2007) van trobar que 25 de 299 pacients amb 

anomalies congènites múltiples / DF (un 8,4%) tenien desequilibris cromosòmics 

clínicament rellevants en comparació, per exemple, amb el 3,9% dels pacients amb 

RGD / DI (Lu et al. 2007).  

Així mateix, l'aplicació d'arrayCGH en pacients amb defectes congènits del cor i DF 

proporciona un diagnòstic etiològic en una gran proporció dels pacients. En un altre 

estudi, un 30% dels pacients amb cardiopaties congènites associades a altres 

malformacions, RGD/DI en els que l'anàlisi de cariotip havia estat normal, 

presentaven, de fet, desequilibris genòmics patogenèticament significatius (Thienpont 

et al. 2007).  

A partir d'una anàlisi feta amb 36.325 pacients que patien RGD / DI (Hochstenbach i 

els seus col·laboradors (2009) recomanen que la CMA (Anàlisis Cromosòmica per 

Microarray) sigui considerada una prova de primer nivell en aquest grup d’individus, ja 

que troben una anomalia patològica en el 19% dels pacients. 

Miller i els seus col·laboradors (2010) van revisar l'evidència d'utilització de array-CGH 

com a prova de primer nivell per a la investigació de RGD/DI, múltiples anomalies 

congènites i / o trastorns de l'espectre autista (TEA). La recomanació dels autors de 

l'ús de la CMA com a prova de primer nivell es va basar en l’anàlisi de 33 estudis que 

incloïen 21,698 pacients derivats per les indicacions abans esmentades, analitzats 

amb arrays-CGH. L’estudi va demostrar que el rendiment diagnòstic de l’array-CGH 

havia estat un 12,2%; superior a la d'un cariotip de bandes-G. Els autors van 
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confirmar que el rendiment diagnòstic dels arrays-CGH és més gran que el del cariotip 

amb bandes G. 

Ahn i lel seus col·laboradors (2010) van realitzar un primer estudi per a demostrar la 

viabilitat d'utilitzar la tècnica array CGH com a prova diagnòstica de primera elecció en 

lloc de l'anàlisi dels cromosomes amb bandes-G, és a dir, el cariotip. L’estudi va 

incloure un total de 2.414 pacients. Per a 1245 dels pacients, l’array CGH va ser la 

segona la prova, un cop se’ls havia comprovat que presentaven un cariotip normal. 

Per als altres 1.169 pacients, l’array CGH va ser la prova diagnòstica de primera 

elecció. Els autors van constatar que almenys el 89% de les anomalies detectades en 

el grup de primera comprovació diagnòstica, no haurien estat detectades per l’anàlisi 

de cariotip. 

Uns anys més tard, Ahn i els seus col·laboradors (2013) van publicar l’estudi amb la 

sèrie més gran de pacients a qui s’ha aplicat un array-CGH en primera elecció 

diagnòstica. El seu informe descriu 8,794 proves array-CGH realitzades com a 

primera opció, fetes en un laboratori de diagnòstic clínic. Els pacients van ser referits 

per motius diversos, com ara retard en el desenvolupament, neurodiscapacidad més 

específica (autisme, TDAH, etc.), anomalies congènites, dismòrfia, o altres fenotips 

específics. Els resultats de la investigació demostren que array-CGH és una 

alternativa sòlida i rendible a l'anàlisi de cariotip de bandes-G perquè proporciona una 

major taxa de detecció de diagnòstic. 

Bartnik i els seus col·laboradors (2014a) han utilitzat array CGH en una cohort de 256 

pacients amb RGD / DI amb trets dismòrfics o sense , anomalies del 

desenvolupament neurològic addicionals i/o malformacions congènites. En 69 dels 

pacients, van identificar 84 variants no polimòrfiques del nombre de còpies, de les 

quals 41 són coneguts per ser clínicament rellevants, incloent-hi dues delecions 

descrites recentment: 4q21.21q21.22 i 17q24.2. L’anàlisi amb microarrays també va 

descobrir 15 alteracions potencialment patològiques, entre elles, tres delecions rares, 

la 5q35.3, la 10q21.3 i la 13q12.11. A més, es van trobar 28 variants del nombre de 

còpies de significat clínic desconegut. 

Els autors conclouen que els seus resultats donen suport encara més a la idea que les 

variants del nombre de còpies contribueixen significativament a l'etiologia genètica de 
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RGD / DI. També emfatitzen l'eficàcia del l’array CGH en la detecció de nous gens 

candidats a explicar els trastorns del desenvolupament. 

Un estudi de revisió i metanàlisi incloent 13.926 pacients afectats de discapacitat 

intel·lectual i/o malformacions congènites ha proporcionat noves evidències que 

donen suport a la utilització d’ array-CGH com a eina diagnòstica (Sagoo et al. 2009). 

Al nostre país, fins al moment, només s'han publicat sèries que hagin utilitzat els 

array-CGH com a tècnica de tercera línia, en pacients amb resultat normal en altres 

tècniques de diagnòstic genètic, com ara el cariotip i la MLPA (Rodríguez-Revenga et 

al. 2013). 

El present estudi analitza una série de 1000 pacients amb l'array-CGH com a tècnica 

de primera línia diagnòstica. 
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2.1 PREMISA 

S'estima que la prevalença en la població general del retard global del 

desenvolupament / discapacitat intel·lectual (RGD / DI) és d'un 1-3%; la dels trastorns 

de l'espectre autista (TEA) d’un 0,7%; i la de les malformacions congènites (MC) d'un 

2-3%. Aquestes dades indiquen l’existència d’un greu problema sanitari i social. 

Els estudis dels quals disposem en la literatura, indiquen que la tècnica d'arrayCGH 

és l'eina de més rendiment en el diagnòstic etiològic de la discapacitat intel•lectual, 

malformacions i trastorns de l'espectre autista (TEA). La tècnica d'array-CGH triplica el 

nombre de diagnòstics dels obtinguts amb la tècnica estàndard de l'estudi cromosòmic 

convencional,  el cariotip. 

Els resultats obtinguts amb la tècnica d’arrayCGH donen suport a la idea que les 

variants en nombre de còpies (CNVs) contribueixen significativament a l'etiologia 

genètica d'un nombre cada cop més elevat, de trastorns del desenvolupament. També 

emfatitzen l'eficàcia de l’array-CGH en la detecció de nous gens candidats a explicar 

aquestes patologies. 
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2.2  OBJECTIUS 

 

L’objectiu general de la investigació és implementar la tècnica d'array-CGH com a 

primera opció diagnòstica en pacients afectes de retard global del 

desenvolupament/discapacitat Intel·lectual (RGD/DI), malformacions congènites (MC), 

trastorns psiquiàtrics que inclouen  els trastorns de l'espectre autista (TEA), epilèpsia , 

talla baixa (TB), i altres alteracions fenotípiques. 

 

Els objectius específics que s’estableixen són: 

1. Posada al punt i validació de la tècnica d'array-CGH com a eina de rutina 

diagnòstica en un servei de Genètica Hospitalari. 

2. Desenvolupar estratègies d'anàlisi que es corresponguin amb una major eficiència i 

que permetin maximitzar la certesa diagnòstica de l'array-CGH. 

3. Desenvolupar un programari que permeti la classificació de les CNV en funció de la 

repercussió clínica, i que a més faciliti l’accés als recursos de la xarxa.  

 4. Demostrar la capacitat diagnòstica de la tècnica d’arrayCGH realitzant un estudi 

prospectiu d’una sèrie de 1000 pacients afectats de RGD/DI, malformacions 

congènites, TEA, altres patologies psiquiàtriques, epilèpsia, talla baixa i altres 

alteracions fenotípiques 

5. Avaluar els resultats obtinguts, en termes d'eficàcia, efectivitat, eficiència i 

rendiment diagnòstic. 
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3.1. PACIENTS ESTUDIATS  

En el període de gener de 2012 a gener de 2015 s'han realitzat 1222 estudis amb la 

tècnica d'arrayCGH a l'Àrea de Genètica Clínica i Molecular de l'Hospital Universitari 

Vall d'Hebron de Barcelona. Els pacients han estat derivats per les Unitats de 

Genètica Clínica; Neurologia i Endocrinologia de l'Hospital Vall d'Hebron i provenen 

majoritàriament de la regió metropolitana de Barcelona i del territori català, i en alguns 

casos d'altres zones de l'estat espanyol. 

En tots els casos, abans i després de l'estudi s'ha realitzat una visita clínica amb 

assessorament genètic. La 1a visita incloïa l'obtenció d'informació clínica del pacient i 

la seva família, l'explicació de les proves a realitzar i les seves implicacions clíniques, 

l'obtenció de mostres i l'obtenció d'un consentiment informat. 

Per a assolir l'objectiu de la investigació, s'han analitzat 1222 mostres d'ADN, 

obtingudes a partir de sang amb EDTA., de les quals 1000 corresponen a pacients 

afectats amb una o més de les següents patologies: RGD/DI, MC, trastorns 

psiquiàtrics (TEA, TDAH, esquizofrènia, trastorn bipolar, trastorn de comportament), 

epilèpsia, talla baixa, i altres (dismòrfies, fenotip peculiar, miopaties, hipercreixement, 

etc.). La resta dels estudis corresponen a quatre grups: 1) estudis familiars (n= 167), 

2) fetus amb anomalies ecogràfiques (n = 41), 3) caracterització d'anomalies 

prèviament diagnosticades amb altres tècniques, principalment el cariotip (n = 4), i 4) 

pacients (n= 10) amb antecedent d'altres estudis genètics previs. 

Es van excloure del grup d'estudi els pacients amb estudis genètics previs coneguts i 

els estudis de familiars. En resum, el present treball es basa en l'estudi dels 1000 

pacients mitjançant la tècnica d'arrayCGH com a primera opció diagnòstica. 

3.2  DISSENY DE LA INVESTIGACIÓ 

L’objectiu de la investigació és relacionar el diagnòstic clínic del pacient i el resultat 

obtingut amb la tècnica d'arrayCGH, és a dir, la correlació genotip-fenotip. La finalitat 

és aconseguir la correcta interpretació dels estudis d'arrayCGH. 

Per tal de conèixer la taxa diagnòstica en relació a les alteracions fenotípiques, i 

permetre la correcta interpretació dels estudis de arrayCGH, es va efectuar una revisió 
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exhaustiva de les històries clíniques de tots els pacients. Això va permetre establir una 

classificació de les anomalies fenotípiques, i comptabilitzar els casos que 

corresponien a cadascuna d'elles. 

Taula 3.1:  Distribució de taxa d'anomalies fenotípiques dels pacients analitzats. 

	  

  

	   Total	  pacients	  
analitzats	  

(n=1.000)	  

*	  RGD/DI	   406	  

*	  MALFORMACIONS	   394	  

	  	  	  	  	  	  CC	   188	  

	  	  	  	  	  	  SNC	   107	  

*	  TRASTORNS	  PSIQUIÀTRICS	   164	  

	  	  	  	  	  	  TEA	   134	  

*	  EPILÈPSIA	   57	  

*	  TALLA	  BAIXA	   105	  

*	  ALTRES	   298	  
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Els pacients podien presentar una o més de les patologies de la classificació, cosa 

que vol expressar la figura 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Distribució de la població estudiada 

 

3.3   TÈCNIQUES  D'ÚS EN EL LABORATORI D'ARRAY-CGH  

3.3.1 CARIOTIP 

Reactius:  

• Medi de cultiu comercial complet per sang. 
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Descongelar i repartir en alíquotes de 5 ml en tubs de centrífuga estèrils tancats 

amb tap de rosca.  

• Colcemid 10 mg / ml. 

Guardar en contenidor tancat a la nevera. Veure caducitat a l'envàs. 

• Xoc hipotònic CLK 0.075 M  

1.1 g CLK + 200 mL H2O 

Guardar en contenidor tancat a l'estufa a 37ºC màxim tres mesos. 

• Fixador Carnoy  

3 parts de metanol i 1 d'acètic (exemple: 30 ml metanol + 10 ml acètic). 

No guardar més de 6 hores. 

• Tampó fosfat (Sørensen): 

1.1 pH 6.8: 508 ml A + 492 ml B 

Solució A: KH2PO4 1/15 M: 9.1 gr KH2PO4 + 1000 ml H2O 

Solució B: NaH2PO4.2H2O 1/15 M: 11.9 gr NaH2PO4.2H2O + 1000 ml H2O 

• Colorant de WRIGHT  

Dissoldre amb agitador 2.5 gr. de Wright en un litre de metanol com a mínim 2 

hores. Filtrar amb paper Whatman 1 i envellir en contenidor tancat tres dies a 37ºC. 

Conservar 20 dies en contenidor tancat a temperatura ambient. 

• 2xSSC  

17.5 gr ClNa + 8.8 gr Na3C6H5O7.2H2O i enrasar a 1000 ml H2O 

Conservar un any en contenidor tancat a la nevera. 
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Procediment  

• Realitzar un inòcul de 400 µL de sang total (unes 22 gotes de sang total) en 5 ml 

de medi de cultiu de Sangers i incubar de 72 h a 96 h a 37 ºC, emprant un prestatge o 

cubeta diferent per a cada tanda de cultiu. 

• El dia del sacrifici, afegir 50 µL de colcemid (concentració final de 0.1 mg / ml), 

barrejar invertint el tub diverses vegades i reincubar una hora i mitja a 37 ºC. 

• Centrifugar 10' a uns 2685 rpm (1500xG), Decantar i afegir 9 ml de xoc hipotònic 

ClK 0,075M 37 ºC en vòrtex. 

• Incubar 20' a 37 ºC i afegir 6 gotes de fixador en el vòrtex 

• Centrifugar 10' a uns 2685 rpm (1500xG), decantar i afegir 9 ml de fixador fred 

(congelador), primer gota a gota (les primeres 40 gotes) i després més ràpidament. 

• Centrifugar 10' a uns 2685 rpm (1500xG), decantar i afegir 9 ml de fixador en el 

vortex. Repetir dues vegades més. 

• Centrifugar 10' a uns 2685 rpm (1500 G), decantar i resuspendre amb pipeta 

Pasteur. 

• Realitzar les extensions deixant caure una gota de suspensió cel·lular sobre el 

portaobjectes horitzontal des d'una alçada de 2 cm. 

• Deixar assecar sense tocar i comprovar la qualitat al microscopi de contrast de 

fases i envellir 24 hores a 65 ºC. 

• Fer un pretractament de 3 'a 2xSSC a 66ºC i una tinció de 3' de solució de 

Wright a Buffer pH 7 (1: 3). 
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3.3.2   FISH 

Les sondes (petits fragments d'ADN marcats amb una molècula fluorescent) s'hibriden 

directament sobre cromosomes i nuclis que no han perdut la seva morfologia a causa 

d'un tractament de desnaturalització que pot ser molt suau gràcies a la presència de 

formamida, un reactiu que baixa la temperatura de desnaturalització de l'ADN fins a 

74-75°C. Sonda i mostra es desnaturalitzen conjuntament sobre el mateix porta 

(codesnaturalització), d'aquesta manera s'evita la utilització de grans quantitats de 

formamida i simplifica molt el protocol. 

La tècnica d'hibridació in situ fluorescent (FISH) amb sondes de còpia única (LSI) 

és una tècnica que permet la detecció de microdelecions, i insercions, amb sondes 

centromèriques analitzar aneuploïdies, i amb sondes subtelomèriques delecions i 

reorganitzacions implicant els telòmers: També existeixen llibreries molt extenses de 

bacteris amb BACs perfectament caracteritzats que permeten l'elaboració de sondes 

de FISH específiques que permeten l'estudi de la majoria de les troballes de significat 

patogènic de l'array. La seva principal utilitat és confirmar troballes i descartar 

reorganitzacions equilibrades en els familiars dels pacients que poden donar un risc 

de recurrència. 

• Sonda LSI/BACs: Si hi ha una deleció, la sonda no trobarà ADN on unir-se i no 

s'observarà senyal. Una altra sonda de control en el mateix cromosoma amb un color 

diferent evita comptabilitzar com delecions aquells casos en què s'ha produït una 

pèrdua artefactual de tot el cromosoma. 

• Sonda centromèriques (CEP): s'observa un senyal intens per cada centròmer 

marcat present (en nuclis i metafases). Els cromosomes 13/21 i 14/22 comparteixen 

seqüencia centromérica i, per tant, senyal de FISH. 

• Sondes subtelomèriques/BACS: Si hi ha una deleció subtelomèrica concreta, la 

sonda no trobarà ADN on unir-se i no s'observarà senyal. Una sonda en el subtelòmer 

d'altre cromosoma indica una translocació.  

Les mostres poden ser extensions cromosòmiques o cel·lulars fixades en un 

portaobjectes. La tècnica es pot aplicar a mostres de sang en Heparina o EDTA, líquid 

amniótic, frotis bucal conservat en sèrum fisiològic i a cultius cel·lulars tripsinitzats. 
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Reactius 

Sonda LSI / CNP Vysis/Roche amb tampó 

• Solució DAPI Vysis/Roche 

• 0.4X SSC / 0.3% Igepal: 

2 ml de 20X SSC (pH 5.3) + 98 ml d'aigua desionitzada + 100 µl de Igepal CA-630 

(substitut NP-40) i barrejar en agitador molt suau fins que l'Igepal estigui totalment 

dissolt. 

• 2X SSC / 0.1% Igepal: 

10 ml de 20X SSC (pH 5.3) + 90 ml d'aigua desionitzada + 300 µ l de Igepal CA-

630 (substitut NP-40) i barrejar en agitador molt suau fins que l' Igepal estigui 

totalment dissolt. 

Procediment  

1. Hibridació 

Les sondes LSI i centromèriques de Vysis es subministren amb el tampó adequat:  

7 µl de tampó d'hibridació + 1 µl de sonda + 2 µl d'aigua desionitzada  

Les sondes centromèriques ja venen prebarrejades  amb el tampó. 

En ambdós casos: 

• Col·locar els 10 µl de mix d'hibridació sobre un cobreobjectes (20x 32mm). 

• Col·locar el portaobjectes cap per avall sobre el cobreobjectes permetent que la     

sonda es reparteixi per capil·laritat. És important que no quedin bombolles d'aire. 

• Segellar amb una tira de parafilm (el tancament del parafilm ha de quedar a la 

part superior del portaobjectes) i col·locar en l'aparelll Termobryte: 

• Col·locar els portaobjectes i posar en marxa el programa adequat:  
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Sondes LSI/ centromèriques: 4 minuts a 74 ºC, 48 h a 37 ºC 

Sondes subtelomèriques: 2' a 72 ºC, 48 h a 37 ºC  

2. Rentat 

• Treure el Parafilm i el cobreobjectes i submergir el porta en la solució 0.4X SCC / 

0.3 % IGEPAL a uns 72- 73 ºC i deixar a la gerra Coplin durant 1'. 

• Rentar en la solució 2X SSC / 0.1% IGEPAL a temperatura ambient movent un 

parell de cops el porta i deixar sense agitar durant 10 segons.  

• Assecar a temperatura ambient en foscor (procurar evitar un assecament 

excessiu). 

• Aplicar 10 µl de contrast DAPI sobre un cobreobjectes (20x 32 mm). Col·locar el 

portaobjectes cap per avall sobre el cobreobjectes permetent que el DAPI es reparteixi 

per capil·laritat. És important que no quedin bombolles d'aire. 

• Abans de visualitzar congelar a -20 ºC almenys 10 minuts (es pot guardar dies). 

• Realitzar la lectura al microscopi de fluorescència amb els filtres adequats. 

3. Anàlisi 

• Els resultats es donen en valors absoluts i en percentatges. Cal comptabilitzar el 

nombre de nuclis i metafases amb zero, una, dues o tres senyals i la localització en el 

cromosoma esperat o no. 

 

3.3.3  L'ADN :EXTRACCIÓ DE SANG PERIFÈRICA. CONSERVACIÓ,     

QUANTIFICACIÓ DE LA CONCENTRACIÓ I QUALITAT. 

Per estudiar els pacients i familiars, es va obtenir 3 ml de sang perifèrica per 

venopunció, i ja en el laboratori es va purificar l'ADN de forma manual. En uns pocs 

casos, l'ADN havia estat extret per diversos mètodes en altres centres o laboratoris 

hospitalaris. 
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Reactius 

Existeixen nombrosos mètodes d'extracció d'ADN automàtica i manual amb 

rendiments de qualitat i quantitat molt diferents, però el kit manual d'extracció d'ADN 

de Gentra Systems (Qiagen, USA n. Cat 158422) permet l'obtenció ràpida d'ADN en 

gran quantitat i qualitat a partir de sang conservada en EDTA. 

Procediment: 

 

- CONSERVACIÓ DE LA SANG PERIFÈRICA 

S'han estudiat mostres d'ADN, obtingudes de sang dels pacients i dels seus 

familiars preservada en EDTA com anticoagulant. 

Per a l'emmagatzematge a llarg termini, la sang es conserva a 4 °C (6 dies) -20ºC 

(un mes) o -80 °C (un any). 

És necessari recollir la mostra de sang en tubs amb EDTA per reduir l'activitat 

ADNasa. L'heparina no és adequada com a conservant, ja que pot unir-se a l'ADN 

durant la purificació i interfereix o impossibilita moltes tècniques de biologia molecular. 

Per a l'emmagatzematge a llarg termini, a -80 ºC, és recomanable congelar el 

Buffy Coat en comptes de sang sencera. Això suposa centrifugar el tub amb 3 ml de 

sang durant 8 minuts a 1500 xg, i aspirar el sobrenedant ("buffy coat") amb una punta 

de pipeta estèril i congelar-lo en un eppendorf també estèril i correctament etiquetat, 

fins a ser utilitzat. No es recomana l'emmagatzematge a llarg termini -20 °C, ja que 

això pot donar lloc a rendiments més baixos. 

La temperatura de descongelació també pot tenir un efecte sobre la qualitat de 

l'ADN i es recomana que les mostres de sang es descongelin ràpidament a 37 °C, 

millor que lentament a temperatura ambient. 

- EXTRACCIÓ DE L'ADN 

En resum es tracta de lisar les cèl·lules (primer els eritròcits i després els 

leucòcits). A continuació les proteïnes són eliminades per precipitació i, finalment, 
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l'ADN és aïllat també per precipitació amb isopropanol. Finalment l'ADN és rentat i 

assecat amb etanol 70% i és resuspèn en una solució d'hidratació. 

Passos per a dur a terme la lisi cel·lular: 

1 - Preparar per a cada mostra 2 tubs estèrils de 15 ml amb la correcta 

identificació 

2 - Posar 9 ml de RBC Lysis Solution en un tub estèril de 15 ml.  

3 - Afegir-hi 3 ml de sang total. Tapar i barrejar per inversió. Deixar reposar a 

temperatura ambient durant 5 minuts (mai més de 30 minuts). Cal invertir el tub 

almenys una vegada més durant aquest temps.  

4 - Centrifugar a 2000 xg, 5 minuts. Decantar el sobrenedant, deixant el pellet i 

uns 200µl de líquid residual.  

5 - Resuspendre vigorosament les cèl · lules mitjançant vortex i afegir 3 ml de Cell 

Lysis Solution. Cal seguir vortejant per facilitar la lisi.  

Normalment no es requereix incubació. De tota manera, si s'hi veuen restes cel · 

lulars es pot incubar a 37 º C fins que la solució sigui homogènia.  

(Possible punt de parada. Es poden conservar les mostres durant un mes a 

temperatura ambient) 

Per a la precipitació de proteïnes: 

6 - Afegir 1 ml de Protein Precipitation Solution al lisat cel·lular que ha d'estar a 

temperatura ambient.  

7 - Cal barrejar amb vòrtex durant 20 segons i centrifugar a 2000 xg durant 5 

minuts.  

En aquest punt el precipitat de proteïnes hauria de tenir un aspecte compacte. Si 

no fos així, caldria barrejar la solució de nou amb el vòrtex i incubar-la en fred (gel) 

durant 5 minuts abans de tornar a centrifugar-la a 2000 xg durant 5 minuts més. 

Per a la precipitació de l'ADN:  
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8 - Passar el sobrenedant que conté l'ADN en un nou tub cònic estèril de 15 ml, 

correctament identificat, al qual s'hi haurà posat prèviament 3 ml d'Isopropanol 100%.  

9 - Tapar i barrejar per inversió suaument unes 50 vegades, fins veure que l'ADN 

forma una medusa blanca. Si és marronosa, cal rentar eliminant l'Isopropanol tenint 

cura de no tocar la medusa. Caldrà posar Isopropanol nou i barrejar unes quantes 

vegades suaument per inversió.  

10 - Centrifugar a 2000 xg, 2 minuts. El DNA serà visible com un petit pellet de 

color blanc.  

11 - Decantar tot el sobrenedant amb compte de no perdre el pellet, i invertir el tub 

sobre paper absorbent per assecar el màxim possible. Afegir 3 ml d'etanol 70% fred, 

colpejar el fons del tub per desprendre el pellet i invertir el tub tapat diverses vegades 

per rentar l'ADN.  

12 - Comprovar que el pellet està surant en l'etanol 70%. Centrifugar a 2000 xg, 2 

minuts. Decantar amb cura l'etanol i invertir de nou sobre paper absorbent. Deixar 

assecar a l'aire amb el tub invertit. Es pot deixar tota una nit. És molt important que no 

quedin restes d'etanol, ja que interfereixen amb la qualitat de l'ADN. El procés es pot 

accelerar amb estufa seca a 37 ºC (cal vigilar que no s'assequi excessivament)  

Finalment, per a la hidratació de l'ADN: 

13 - En funció de la mida de la medusa d'ADN, afegir 50µl-250 µl de buffer “DNA 
Hydration Solution” (suposem un dissolvent de baixa salinitat donada l'alta 

reproductibilitat de la quantificació i mesura de la ràtio 260/280) 

14 - Incubar a 65 ºC durant 1 hora (mai més de 2h) o fins a l'endemà a 

temperatura ambient. Pipetejar repetidament i amb cura el tub després de la incubació 

per aconseguir una millor resuspensió del ADN. 

15 - Centrifugar 2 minuts a 2000 xg i transferir a un tub eppendorf (1,5 ml) 

correctament identificat. 
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Taula 3.2:  Quantitats dels diferents reactius en funció del volum inicial de sang en 

EDTA. A la columna sombrejada s'indiquen les qüantitats  més freqüentment 

utlitzades en el present estudi. 

Volum	  de	  sang	  en	  ml	   1	   2	   3	   4	   5	   6	   7	   8	   9	   10	  

Nº	  cèl·∙lules	  (x106)	   7	   14	   21	   28	   35	   42	   49	   56	   63	   70	  

RBC	  Lysis	  Solution	  (ml)	   3	   6	   9	   12	   15	   18	   21	   24	   27	   30	  

Cell	  Lysis	  Solution	  (ml)	   1	   2	   3	   4	   5	   6	   7	   8	   9	   10	  

RNasa	  A	  (µl).opcional	   5	   10	   15	   20	   25	   30	   35	   40	   45	   50	  

Protein	  Precipitation	  
Solution	  (ml)	  

0,33	   0,66	   1	   1,33	   1,67	   2	   2,33	   2,67	   3	   3,33	  

Isopropanol	  100%	  (ml)	   1	   2	   3	   4	   5	   6	   7	   8	   9	   10	  

Etanol	  70%	  (ml)	   1	   2	   3	   4	   5	   6	   7	   8	   9	   10	  

DNA	  Hydrationsolution	  
(µl)**	  

100	   100	   250	   333	   417	   500	   583	   667	   750	   833	  

Rendiment	  teòric	  (µgr)***	   33	   66	   101	   134	   168	   202	   235	   269	   302	   336	  

* S'assumeix una mitjana de 7x106 leucòcits per ml de sang total  
 ** El volum proposat de DNA Hydration Solution dóna una concentració mitjana 

d'aproximadament 500 micrograms / ml  
*** El rendiment teòric s'ha calculat assumint 6 pg de DNA per nucli diploide i un índex de 

recuperació del 80%.  
 

-‐	  CONSERVACIÓ	  DE	  L'ADN	  

L'ADN es pot guardar a la nevera (setmanes) o congelar a -20 °C o -80 ºC, en 

funció del temps que es vulgui emmagatzemar. 

Es recomana emmagatzemar l'ADN en alíquotes per minimitzar els cicles repetits 

de congelació-descongelació, de manera preventiva. 

 - QUANTIFICACIÓ DE LA CONCENTRACIÓ I QUALITAT DE L'ADN 

Un cop obtingudes les mostres d'ADN, és important determinar amb precisió la 

seva concentració, ja que les diferències entre les mostres confrontades (pacients i/o 

referències) poden afectar molt negativament el resultat de l'estudi d'array CGH. 



Pacients, material i mètode 

53	  
	  

La qualitat de l'ADN és un punt crític per obtenir uns resultats correctes. El grau 

de fragmentació de les mostres també és determinant, ja que és important comparar 

mostres amb fragmentació similar i que aquesta sigui el més reduïda possible. 

Caldrà mesurar la concentració, i la puresa de tots els ADNs de les mostres per 

espectrofotometria (Nanodrop ND-1000), mesurant l'absorbància de la mostra a 

diferents longituds d'ona i fem servir com a blanc el buffer en què està rehidratat l'ADN 

(DNA Hydration Solution). 

• L'absorbància a 260 nm s'utilitza per calcular la concentració d'àcids nucleics.  

Els àcids nucleics absorbeixen la llum ultraviolada (UV), a causa dels anells 

heterocíclics dels nucleòtids. La longitud d'ona d'absorció màxima per l'ADN (i també 

per l'ARN) és 260 nm (λmax = 260 nm). 

• En condicions òptimes a partir de 3 ml de sang total s'haurien d' obtenir uns 

250µl de solució d'ADN amb una mida mitjana >50Kb (de 100-200 Kb) i una 

concentració de més de 100 ng/µl.  

 µg DNA =([DNA ng/µl]*volum elució) /1000 

 µg DNA = ([DNA ng/ml] * 250) / 1000  

La contaminació per proteïnes pot ser estimada mitjançant la determinació de la 

relació d'absorbància a 260 nm i 280 nm. 

El quocient A260/A280 ha de ser > 1.8  ( < 1.8 indica contaminació amb 

proteïnes).  

La determinació de la relació d'absorbància a 260 nm i 230 nm pot ajudar a 

avaluar el nivell d'arrossegament de sals en l'ADN purificat. Urea, EDTA, carbohidrats 

i ions fenolats tots tenen absorbàncies prop de 230 nm.  

Com a pauta, la relació A260/A230 ha de ser més gran que 1,5, idealment prop 

de 1,8. Com més baixa sigui la relació, més gran és la quantitat de sal present. 

L'electroforesi en gel d'agarosa ens accedeix al grau de fragmentació de l'ADN. 

En un gel d'agarosa a l'1-1,5%, l'ADN genòmic intacte ha d'aparèixer com una banda 
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compacta, d'alt pes molecular, sense "smear" de baix pes molecular. Amb un protocol 

adequat d'extracció d'ADN, la fragmentació no és generalment un problema. 

Diversos factors poden influir en la precisió de les mesures de l'ADN: 

És important assegurar-se que l'ADN es dilueix uniformement/ pipetejant amunt i 

avall. Si cal, s'incuba a 37 °C durant 30 minuts. 

Per garantir que la lectura de concentració és exacta, la lectura de l'absorbància 

ha d'estar dins de l'interval lineal de l'espectrofotòmetre: 2-3700 ng/ul segons el 

fabricant, 20-900 en la nostra experiencia.  

En les lectures de mostres molt diluïdes tindran molt poca diferència entre 

l'absorbància a 260 i 280 nm i proporcionaran ràtios inexactes. 

En les lectures de mostres molt concentrades el valor d'absorbància i per tant la 

concentració tendeixen a ser inexactes. La llei de Lambert-Beer estableix que hi ha 

una dependència logarítmica entre la transmissió de llum a través d'una substància i 

el producte del coeficient d'absorció de la substància i la distància que la llum viatja a 

través del material. La llei ja no es compleix en concentracions molt altes, 

especialment si el material és poc homogeni  

El pH de la solució és important: en condicions àcides (a l'igual que en 

temperatures extremadament altes) els àcids nucleics són completament hidrolitzats i 

en condicions bàsiques, si el pH augmenta per sobre de pH 7.8 l'estat tautomèric de 

les bases es veu afectada. Això és quan alguns dels àtoms d'hidrogen associats dins 

d'una base canvien la seva ubicació per produir un tautòmer. Aquests tautòmers 

canvien els enllaços d'hidrogen específics entre parells de bases i desestabilitzen 

l'estructura de l'ADN de doble cadena. Aquest canvi en l'estructura resulta en un canvi 

de l'absorció a 260 nm. 

L'absorció dels àcids nucleics també depèn del dissolvent utilitzat per dissoldre'ls. 

Un tampó de baixa salinitat (TRIS o TE), ens donarà lectures molt reproduïbles. 

3.3.4  MLPA 

La tècnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) consisteix en el 

cribratge del nombre de còpies (duplicacions, delecions, etc.) de determinades regions 
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Inactivar lligasa, afegir reactius PCR y amplificar 

	  

Desnaturalizar el DNA 

Afegir sondes MLPA i hibridar 

Afegir lligasa 

Diana A                
Diana B 

Diana	  A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Diana	  B	  

Lligasa	  termoestable	  

Analitzar en el seqüenciador genétic.	  	  

Anàlisi	  de	  fragments	  	  

	  

d'ADN mitjançant l'estudi d'unes 50 sondes que s'hibridaran per parelles en diferents 

punts de L'ADN i posteriorment s'amplificaran utilitzant el mateix parell de primers. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2: Tècnica MLPA. Es basa en l'amplificació de sondes depenents de 
lligació, per investigar guanys i pèrdues de zones diana del genoma. 

 

Mitjançant una anàlisi de fragments i aprofitant la diferència de mida de cadascuna de 

les sondes a causa d'un fragment encebador de grandària variable, es podran 
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identificar pèrdues o guanys de material genètic, atenent a la normalització de les 

àrees de cada pic respecte a un control sa. 

Reactius 

• Kits comercials MRC Holland 

Reactius inclosos en el KIT (Probemix MLPA amb buffer MLPA, Lligase-65 buffer A 2 

x 1 mL, Lligasa-65 buffer B 2 x 1 mL, Lligasa-65 salsa, Salsa PCR, Enzime Dilution 

buffer amb dNTPs, Sonda MLPA-FAM I Salsa polimerasa) 

Reactius NO inclosos en el Kit comercial: ROX-500 (GENESCAN, ABI401734), 

Formamida 

• Kits a MIDA 

Reactius inclosos en el Kit comercial MRC Holland: Ligase-65 buffer A 2 x 1 mL, 

Ligase-65 buffer B 2 x 1 mL, Lligase-65 salsa, Salsa PCR 

Reactius NO inclosos en el Kit comercial MRC Holland: Probemix MLPA, EcoTaq 

polimerasa (5 U / ml) amb buffer sense Mg, sondes MLPA-FAM, sondes MLPA-Hexx, 

dNTP 100 mM, ROX-500 (GENESCAN, ABI401734), Formamida 

Tots aquests productes són estables fins a la data de caducitat a -20 ºC. 

Es recomana aliquotar el buffer Ligase-65 A, ja que la descongelació-congelació 

repetida destrueix el cofactor NAD. El nombre màxim de cicles descongelació-

congelació que resisteix és de 15. 

Es recomana utilitzar aproximadament 100 ng d'ADN humà i mai menys de 20 ng. 

L'ADN s'ha de disoldre TE (10 mM Tris-HCL pH 8,2; 1 mM EDTA). És essencial l'ús 

d'un termociclador amb la tapa calenta (105 °C). 

La concentració d'EDTA en la mostra d'ADN no ha d'excedir 1 mM i el volum no ha 

d'excedir 5 ml. El volum de la reacció és important per a la velocitat d'hibridació que és 

depenent de la sonda i la concentració de sal. A més, la Tm d'hibridació de la sonda 

amb la seva diana, també depèn de la concentració salina. 
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El nombre de cicles de PCR sovint pot ser reduït a 30. Això tindrà com a resultat una 

petita millora en la linealitat del senyal relativa de la sonda respecte al nombre de 

còpies de la seqüència diana. Quan només disposem de 10-20 ng de DNA humà, es 

pot requerir un augment a 36 en el nombre de cicles de PCR. 

Procediment  

El procediment detallat s'especifica en l'Annex 1: "MLPA: Full de treball utilitzat en 

l'Hospital Vall d'Hebron 

 

INTERPRETACIÓ DE DADES: 

L'anàlisi d'un nombre limitat de mostres pot ser efectuat fàcilment per examen visual 

del perfil de pics obtinguts amb l'electroforesi capil·lar. De tota manera, és molt 

recomanable fer sempre un anàlisi numèrica, menys subjectiu i menys propens a 

errors. 

A causa que els kits propis de vegades tenen lleugers superposicions entre pics és 

millor utilitzar en els càlculs l'altura dels pics. En els comercials és indiferent. Per 

qüestió d'uniformitat, sempre realitzem l'anàlisi basant-nos en l'altura. 

Primer es normalitza la quantitat inicial de DNA dividint l'alçada de cada pic per la 

suma de l'altura de tots els pics del pacient. Després es compara cada pic entre tots 

els pacients. 

Els productes no específics de l'amplificació, els pics deguts a dímers dels primers i 

els pics generats per la MLPA control mix es poden eliminar generalment causa de la 

baixa àrea del pic i / o una mida fora del rang esperat dels pics de la reacció de MLPA. 

Per corregir les diferències degudes a la variabilitat en les quantitats inicials de DNA, 

els valors obtinguts són normalitzats dividint el valor de cada pic pel valor de la suma 

de tots els pics de mostra. 

Després es comparen els valors normalitzats de cada pic amb la mitjana en totes les 

mostres: els valors de cada pic són dividits per la mitjana dels valors del pic en totes 

les mostres. 
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Tots els resultats que difereixin més del 20% (<0,8 o > 1,2) s'han de revisar i a criteri 

del facultatiu es procedirà o no a la seva repetició. 

La deleció d'una còpia de la seqüència diana d'una sonda, generalment es farà 

aparent per una reducció en el valor relatiu del pic associat al producte amplificat 

d'aquesta sonda en un 35-55%. Un guany en el nombre de còpies de la seqüència 

diana de dues a tres còpies / genoma diploide serà generalment aparent per un 

augment del pic associat a aquesta sonda entre 30 i 55%. La desviació estàndard de 

les àrees dels pics idealment ha d'estar per sota del 10%. 

Tots els resultats patològics han de ser tornats a confirmar per descartar canvis de 

tubs o falsos positius. 

En el cas de les delecions han de ser confirmats amb una altra sonda a fi de 

demostrar que el resultat no es deu a una mutació que interfereix amb la hibridació de 

la sonda 

3.3.5  HIBRIDACIÓ GENÒMICA COMPARADA EN ARRAY D'OLIGONUCLEÒTIDS 

(array-CGH) 

Per a la realització de l'estudi s'han utilitzat la plataforma desenvolupada per 

l'empresa Agilent: 

Equipament i Reactius 

1 - Forn rotatori d'hibridació dissenyat per a la hibridació de sondes d'ADN sobre 

microarrays (Agilent G2545A), amb temperatures i velocitat de rotació variables i 

ajustables. El forn admet fins a 24 càmeres d'hibridació d'acer inoxidable que 

proporcionen un tancat segellat dels arrays durant la hibridació. Les seves 

característiques inclouen velocitat de rotació, i temperatures variables i ajustables. El 

Rotator rack Agilent admet fins a 24 càmeres d'hibridació.	   

2 - Càmeres d'hibridació per a microarrays Agilent. Són 

càmeres d'acer inoxidable que proporcionen un tancat 

segellat dels arrays durant la hibridació	   
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3 - El cobreobjectes és d'un sol ús, amb juntes de silicona dissenyades per a retenir 

les mostres durant la hibridació. G2534-60015 20 Backing Slides (x8) G4126A e-array 

SurePrint G3 Custom CGH (Fig. 3.3). 

 

 

 

 

Figura 3.3: Imatge	  de	  dos	  cobreobjectes	  amb	  formats	  (x4)	  i	  (x8),	  caracteritzats	  per	  les	  
juntes	  de	  silicona	  dissenyades	  per	  a	  retenir	  les	  mostres	  d'ADN	  durant	  la	  hibridació	  

4 - “Portaobjectes" o suport de vidre: array o microarray d'oligonucleòtids Agilent 

producte nº G4827A. Microarray Format 8x60K. Arrays/Slide 8. amb una distància 

mitjana general entre sondes de 60Kb (major en regions ISCA). Agilent 60-mer 

SurePrint technology.  

5 - Escàner DNA Microarray Scanner with Surescan High Resolution  

6 - Programaris Feature Extraction (FE) i Cytogenomics d'Agilent. Programaris 

encarregats de l'extracció de dades, i l'Anàlisi de les dades extretes respectivament.  

7 - Altres equipaments propis d'un laboratori de Biologia Molecular: 

• Nanodrop (ND-1000)  

• Termociclador (peqSTAR 96 Universal) 

• Concentrador SpeedVac (DNA 120) 

• Enzims de restricció, per a la digestió de l'ADN : Alu I (10U/mL) Promega 

R6281 i Rsa I(10U/mL) Promega R6371 

• E5190-0449 Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (50 DNAs)  

• Human Cot-1 DNA (1 mg/mL) Invitrogen part numbers 15279-011 (500 µg) 

• Agilent Oligo arrayCGH Hybridization Kit Agilent p/n 5188-5220 

• Columna purificació 24708980 Amicon ultra 0,5 ml.  

• Tampons de rentatge 1 i 2 (Agilent 5188-5221 i 5188-5222). 
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Procediment 

L'array CGH proporciona una manera d'interrogar molts llocs en el genoma en un únic 

assaig. Independentment del contingut interrogat, les plataformes d'array CGH es 

basen en els següents principis generals: (1) marcatge fluorescent de la mostra i de 

l'ADN de referència, (2) hibridació de l'ADN marcat en una matriu (array) de sondes 

disposades en un suport de vidre, (3) escanejat de la matriu hibridada per detectar la 

intensitat de fluorescència en tots els llocs d'hibridació, i (4) anàlisi de dades (Fig 3.4). 

Aquest protocol és específic de l'array-CGH d'Agilent utilitzant un sistema de dos 

colors per comparar la mostra i un ADN de referència. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4: Protocol de la tècnica d'arrayCGH estàndard. 
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Passos bàsics: 

Primer dia: 

1- Mesurar Qualitat ADNs (ADN pacient i ADN control) 

2- Passar ADNs a concentració equimolar 

3- Digestió ADNs (*) 

4- Marcatge ADNs amb fluorocroms (Cy3 i Cy5) (*) 

5- Purificació per separat dels ADNs marcats (*) 

6- Concentració en el speed vac (*) 

7- Hibridació a 65 ºC (24-26h) 

Segon dia: 

8- Rentats 

9- Escanejat 

10-Extracció de dades (Feature Extraction-FE) i Anàlisi de les dades (Cytogenomics) 

(*) NOTA: la tècnica permet congelar els ADNs després de la digestió, després del 

marcatge, després de la purificació, i després de la concentració en el SpeedVac., i 

posposar la tècnica  

El procediment detallat s'especifica en l'Annex 2: "array-CGH: Full de treball utilitzat en 

l'Hospital Vall d'Hebron 
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3.4  METODOLOGIA DE LA INVESTIGACIÓ AMB ARRAY-CGH 

3.4.1   ESTRATÈGIA D'HIBRIDACIÓ PACIENT VS PACIENT 

Per tal de millorar l'eficiència (relació cost/benefici) de la tècnica, minimitzant costos, 

ens vàrem plantejar una alternativa a l'estratègia d'hibridació estàndard pacient versus 

control, per la de hibridació pacient versus pacient. L'estudi ha estat realitzat en la 

seva totalitat amb aquesta estratègia. 

El perill potencial d’aquesta estratègia és que el risc d’un desequilibri coincideixi en els 

dos pacients contraposats. Al tractar-se d’una tècnica comparativa, l'anomalia 

genètica no es detectaria. 

S'ha proposat cohibridar pacients amb fenotip discordant (Ahn et al. 2010). Donada la 

variabilitat fenotípica de les síndromes recurrents i la similitud de fenotips. Vàrem 

creure que aquesta estratègia era molt arriscada. 

La nostra proposta (Fig. 3.5) és descartar que els dos pacients cohibridats tinguin la 

mateixa micro-anomalia estructural. La tècnica MLPA de trastorns genòmics 

recurrents (TGR)*, ens informarà d’aquesta coincidència, en les principals síndromes 

(síndromes de Williams-Beuren, DiGeorge, Sotos, Prader Willi per deleció, Smith-

Magenis, Rett i altres 20 desequilibris relacionats en la bibliografia amb Retard Mental 

i/o Autisme). Així doncs, s’aplicarà l’estudi a un dels pacients de cada parella 

cohibridada. En aquestes condicions el risc d'error és inferior a l'error d'identificació de 

mostra reconegut en els laboratoris clínics (Wiwanitkit 2001). 

En el cas que es detecti un desequilibri per array, i  resultat de MLPA TRG negatiu , 

es confirmarà aquest, amb un nou estudi d’array.  Aquest array de confirmació es 

realitzarà, en primer lloc, a la mostra a qui havia estat assignat el desequilibri. En cas 

de no confirmació  s'estudiarà l'altra mostra cohibridada. L’assignació la determina el 

programari d'interpretació "EasyArray", de disseny propi, específic per a l'opció 

d'hibridació pacient versus pacient. (veure apartat 4.2.1). 
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Figura 3.5: Protocol de la tècnica d'arrayCGH utilitzat en l'estratègia d'hibridació 

pacient versus pacient. 

3.4.2    GESTIÓ DE CASOS. TÈCNICA D'ARRAY-CGH. FULL DE TREBALL 

Per tal de gestionar cada assaig, s'ha elaborat un full de treball (Annexe 2). Aquest 

constitueix una plantilla en format excel on s'especifica en detall els pacients inclosos 

en l'assaig i el procediment a seguir. El full facilita el càlcul de les dilucions d’ADN per 

a cada assaig, i la identificació de les mostres processades en cada array.  

Seguint el protocol de la tècnica d'arrayCGH, el full de treball consta de diferents 

apartats: 

1 - Taula de casos a estudiar, on s'indica la concentració de les mostres d'ADN, sexe, 

motiu de l'estudi i localització en el suport de vidre, de 4 o 8 arrays, depenent del 

format emprat. 

2 - Quantificació i control de qualitat de l'ADN, prèvia extracció manual de l'ADN 

utilitzant l'equip de Qiagen. Es mesuren la concentració i la puresa, de tots els ADNs 
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de les mostres per espectrofotometria (Nanodrop).  

3 - Digestió que es realitza amb enzims de restricció Alu I / RSA I. 

4 - Marcatge fluorescent de l'ADN genòmic de les mostres amb diferents fluorocroms 

(Cy5 i Cy3). Cal minimitzar l'exposició a fonts de llum en tot el procediment de 

marcatge. Aquests colorants són també sensibles a múltiples cicles de congelació-

descongelació. Generalment, l'etapa de marcatge és sòlida, si bé poden sorgir 

dificultats quan la qualitat de les mostres d'ADN no és l'adequada. 

5 - Purificació de l'ADN marcat utilitzant les columnes de purificació ultra 0,5 µ l 

(Amicon 24708980). 

6 - Quantificació i control de qualitat de l'ADN marcat: es mesura la concentració 

(ng/µl), intensitat de marcatge (pmol/µl) i s'avalua el rendiment del marcatge per 

espectofotometria (Nanodrop). 

7 - Hibridació en condicions òptimes (càmera que proporciona una disminució dels 

nivells d'ozó ambiental). Ambdós ADNs marcats es cohibriden en una relació 

equimolar a una matriu de sondes d'ADN (l'array) que corresponen a regions del 

genoma perfectament identificades. Durant la hibridació, sequ ̈ències d'ambdues 

mostres d'ADN competeixen per la unió a les sondes immobilitzades en el suport de 

vidre. Qualsevol diferència en la ratio de la intensitat del senyal fosforescent ens 

mostra les diferències en el nombre de còpies d'ADN entre les dues mostres. 

8 - Rentats post-hibridació, en condicions de baixos nivells d'ozó (<5 ppb), per eliminar 

la hibridació inespecífica. 

9 - Escaneig, la intensitat relativa de cada fluoròfor és llegit per l'escàner (DNA 

microarray scanner, Agilent Technologies, USA G2505C) que utilitza dos làsers: el 

SHG-YAG làser (532 nm) i el helium-neon làser (633 nm) que exciten els fluorocroms 

Cyanine-3 (Cy-3) i Cyanine-5 (Cy-5) respectivament, i que permet la mesura de les 

respectives fluorescències. S'obtenen imatges en arxius d'imatge Tiff amb una 

resolució de 3 µm. 
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3.4.3     INTERPRETACIÓ DE DADES 

Es distingeixen dues fases, la primera automatitzada, i recollida en la part final del full 

de treball, que consta de dos passos: 

1 - Extracció de dades: A partir de la imatge obtinguda duem a terme l'extracció de 

dades amb el programari, que inclou un component per a imatges (Feature Extraction 

(FE) d'Agilent). El FE extrau informació a partir de la imatge i la codifica de forma 

numèrica. El programari FE ens ofereix les mesures de control de qualitat (Microarray 

QC Metrics) que són la primera etapa de l'anàlisi de les dades CGH (Figura 3.6). 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 3.6: Exemple de mesures  de control de qualitat, proporcionades pel 
 programari Feature Extraction (FE). 

 

Mesures de control de qualitat (Microarray QC Metrics):  

(1) Grid: Avalua si el programa disposa del "grid" o xarxa adequada i si la imatge està 

correctament alineada. El "grid" és un fitxer que descriu la posició de cada punt a 

l'array. La imatge de les quatre cantonades de l'array en què les creuetes queden 

perfectament alineades amb els cercles, ens informen que el “grid” és correcte. (fig 

3.7)  

Si no és així, el valor és <1, i ens indica que s'ha utilitzat un fitxer de dades "grid" 

equivocat o la imatge no està correctament alineada. Cal revisar si l’assignació del 
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fitxer ".xmls" amb el "grid" és l’adequat. En cas contrari, descarregarem els arxius de 

xarxa i protocols de la web d'Agilent. 

 

 

 

 

 

  Figura 3.7: Les quatre cantonades d'un array. 

(2) AnyColorPrcntFeatNonUn: Calcula el percentatge de punts que són valors 

extrems no-uniformes en qualsevol dels dos canals de lectura (per a Cy5 i Cy3). 

Valors per sobre de 5 no són acceptables.  

(3) Derivative LR_Spread: És el principal índex de qualitat. Afecta directament a la 

capacitat de detecció. Avalua la variabilitat en la intensitat del senyal entre els 

diferents punts de l'array. Segons la nostra experiència ha de ser <0,20, per garantir 

una detecció precisa i fiable dels desequilibris genòmics. A major Derivative 

LR_Spread, menor la sensibilitat per detectar tant els guanys com les pèrdues. 

(4) r/g gRepro: Reproductibilitat. Avalua el coeficient de variació (%CV) entre les 

intensitats d'algunes sondes de control de senyals replicades a l'array (s'exclouen els 

valors extrems no uniformes i saturats). Els càlculs es realitzen amb els valors 

d'intensitat un cop restat el soroll de fons. 

Si no hi han suficients sondes replicades (<10 sondes o <10% de las sondes), el valor 

pot arribar a -1. No hi son presents en format 8x60 disseny ISCA. 

(5) r/g_BGNoise: Soroll de fons. Avalua la desviació estàndard de les sondes de 

control negatives, on no s’hauria de detectar cap fluorescència, després de descartar 

els valors extrems, no-uniformes i saturats. 

(6) r/g_Signal2Noise: Ratio senyal/soroll. Avalua el quocient: Intensitat del senyal/ 



Pacients, material i mètode 

67	  
	  

soroll de fons. Ens orienta sobre la qualitat de l'ADN, hibridació, rentat i escaneig. 

 (7) r/g_SignalIntensity: Intensitat de senyal. Avalua la mitjana de la intensitat del 

senyal prèvia sostracció del soroll de fons, i descarta els valors extrems no uniformes 

així com els valors saturats. 

(8) RestrictionControl: Comproven diversos llocs de restricció que no varien de 

mostra a mostra. El valor és el mínim obtingut entre les diverses sondes. Si l'array no 

té sondes de control de restricció el valor és igual a -1 (com en el cas de l'array ISCA 

8x60Kb i de l'array  4x180Kb que són els que hem utilitzat).  

2.- Anàlisi i interpretació de les dades/Detecció deCNV: Importar el fitxer de dades 

de Feature Extraction (.txt) i el programari amb component analític (CytoGenomics 

d'Agilent) que quantifica la relació de color (Cy5/Cy3). Aquest índex reflecteix el 

nombre relatiu de còpies d'ADN corresponent entre les dues mostres de pacients. 

 

Figura 3.8: Cariotip molecular. Imatges proporcionades pel programari Cytogenòmics. 

L'extracció de dades i l'Anàlisi i interpretació de les dades/Detecció deCNV es troben 

integrats en versions més actualitzades del programari Cytogenòmics, on a l'ordre de: 

-"Analitzar"  es posen en marxa, primer l'extracció de dades (FE), i en segon lloc el 

seu  anàlisi, proporcionant els resultats. Dels resultats s'obtenen gràfics, que 
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representen el cariotip molecular (Fig. 3.8) i l'informe o Cyto Report (pdf), on es 

descriuen els desequilibris detectats. 

 A partir de la imatge obtinguda portem a terme l'extracció de dades amb el 

programari que inclou un component per a imatges, Feature Extraction (FE) d'Agilent. 

El FE extrau informació a partir de la imatge i la codifica de forma numèrica. El 

programari FE ens ofereix les mesures de control de qualitat (Microarray QC Metrics) 

que són la primera etapa d'anàlisi de les dades CGH (Fig. 3.6).. 

La segona fase és manual:  S’inspecciona visualment els possibles desequilibris 

detectats a partir de l'Anàlisi fet pel programari Cytogenomics. Posteriorment s'ha de 

dur a terme la interpretació definitiva dels resultats, per la qual cosa cal fer, per cada 

una de les CNV detectades, una valoració de la seva possible correlació amb el 

fenotip del pacient.  

Finalment atorgar a cada una d'elles un significat sigui: patogènic, benigne o de 

caràcter incert; seguint l'algoritme de classificació de les CNV (Fig. 3.9) i les guies de 

l'American College of Medical Genetics, per a la interpretació de lesCNV en el 

diagnòstic postnatal (Kearney et al. 2011) 

 

Es comença per un pacient amb RGD/DI, i/o malformacions congènites, i/o epilèpsia, 

i/o talla baixa, i fins i tot, alguna altra patologia susceptible de presentar un desequilibri 

genòmic. 

- Aquest pacient se li fa un estudi d'arrayCGH, on pot no detectar-se cap CNV. Es 

conclou així que té un resultat d'arrayCGH normal. 

- En el cas que es detectin desequilibris genòmics o CNV, es passa a estudiar 

cadascuna de les CNV trobades. Una a una. 

- SI es confirma que la CNV trobada, es correspon a alguna síndrome de microdeleció 

o microduplicació reconeguda en la clínica i literatura mèdica, es classifica com a CNV 

patogènica. Si no és així, s’investiga la coincidència o superposició amb algun locus 

cromosòmic, identificat com susceptible d'estar relacionat amb patologia de DI, 

malformacions congènites i/o autisme. En aquest cas la CNV també serà classificada 
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com a patogènica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9: Algoritme de classificació de lesCNV Seguint l'algoritme de classificació,  

 

- Si no es dóna cap dels dos supòsits anteriors, passem a comparar la CNV trobada 

amb les CNV polimòrfiques registrades en la base de dades Data Genomic Variants. 

Aquesta base de dades recull una llarga llista de CNV en continua actualització, 

procedents d'un gran nombre d'estudis realitzats a milers de persones aparentment 

sanes (controls). En aquest cas la coincidència de la CV estudiada amb alguna de les 

CNV control, sempre que pertanyin a tres o més estudis diferents; o amb una 

prevalença > 1% (polimorfisme) es classifica com a benigna. 

- Quan res de l’anterior no es confirma, la CNV passa a classificar-se dins el grup de 

les CNV de significat incert. En aquest cas s’estudia el contingut gènic de la CNV: 

- En el cas de no afectar a cap gen, la CNV es classifica com a CNV de significat 
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incert probablement benigne. 

- En cas de trobar afectació de gens, el següent pas seria consultar amb l'ajut 

de recursos en xarxa (www: genecards, OMIM, Polysearch,...) la relació de cada un 

dels gens amb possible patologia. Si es troba informació que relacioni el fenotip del 

pacient amb el genotip (duplicació o deleció del gen), es confirma la classificació de 

CNV de significat probablement patogènic. Si aquest darrer punt tampoc no es 

confirma la CNV restaria definitivament com CNV de significat incert. Aquest procés 

es repeteix amb cadascun del gens inclosos en la CNV estudiada.  

Finalment farem el mateix amb cadascuna de les CNV detectades.  

Per implementar aquest algoritme s'ha desenvolupat un programari de producció 

pròpia escrit en llenguatges de programació Phyton i VisualBasic al que hem 

denominat "EasyArray".  

L'EasyArray contribueix a proporcionar seguretat en la gestió de les mostres i les 

anomalies detectades. Facilita l’accés a la informació existent a la xarxa. Suggereix 

una primera classificació de les anomalies i genera part de l’informe clínic. 
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Per tal d’aconseguir l’objectiu general d’implementar la tècnica d'array-CGH com a 

primera opció es van dissenyar dues fases: la primera fa referència a la posada 

al punt  i validació de la tècnica d'arrayCGH; i la segona a la recerca diagnòstica amb 

la tècnica d'array-CGH, com a tècnica de primer nivell (array first) . 

4.1  POSADA AL PUNT I VALIDACIÓ DE LA TÈCNICA D'ARRAY-CGH 

En la posada al punt i validació, es va pensar en una estratègia d'hibridació alternativa 

a l'estàndard, que millorés l'eficiència rebaixant costos i mantenint la fiabilitat 

diagnostica amb l'objectiu de fer econòmicament viable la proposta. 

Per la validació es va optar per una doble l'estratègia de pacient versus pacient, que 

es detallen tot seguit.  

4.1.1  ELECCIÓ DE L'ESTRATÈGIA D'HIBRIDACIÓ 

Per escollir l'estratègia d'hibridacíó es van estudiar per arrayCGH desequilibris 

coneguts, emprant dues metodologies:  

•       HIBRIDACIÓ  "PACIENT VS PACIENT" i 

• HIBRIDACIÓ "PACIENT VS PACIENT" AMB DOBLE MARCATGE EN    

 "BUCLE” 

Pacient vs pacient: Es canvien les mostres de referència o controls, per mostres de 

pacients (Ahn et al. 2010; Ahn et al. 2013). És doncs, una hibridació on es compara 

ADN d'un pacient amb ADN d'un altre pacient. Aquesta estratègia d'hibridació és la 

que s'ha utilitzat en els mil pacients de l'estudi. 

 

Pacient vs pacient amb doble marcatge en bucle o loop design (Allemeersch et al.; 

2009): Consisteix en el marcatge de la mateixa mostra amb dos fluorocroms diferents 

(AA, BB, CC, DD). És a dir, en el cas d'utilització de la plataforma Agilent 4x, 

s'haurien d'utilitzar una alíquota d'ADN de cada pacient (total 4) marcada amb Cy5 

(blau/verd) i una alíquota (total 4) marcada amb Cy3 (vermell).  

Cada mostra marcada, doncs, s'hibrida dues vegades contra mostres de dos pacients 

diferents, en bucle (AB, BC, CD, DA) (Fig..4.1) 
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   Figura 4.1: Hibridació en bucle o "loop" 

 

Aquesta segona estratègia, hibridació en bucle, va ser utilitzada només en la primera 

fase de validació. El fet que totes les mostres fossin analitzades dues vegades i en el 

mateix assaig, ens oferia la confirmació de totes les troballes i confirmava el bon 

funcionament dels algoritmes informàtics que assignen automàticament quina 

anomalia (guany o pèrdua) i quin membre de cada parella és portador de l'anomalia. 

Això donava seguretat diagnòstica, un dels objectius plantejats. Tot i això, no estava 

en la línia d'aconseguir el repte de rebaixar costos. 

Per tal de portar a terme la validació de la tècnica, es van emprar 10 mostres d'ADN 

obtingudes de sang amb EDTA de pacients amb reorganitzacions genòmiques 

desequilibrades (delecions i duplicacions) ja conegudes i detectades amb anterioritat 

per altres tècniques ( anàlisi cromosòmic amb bandes G (Cariotip), FISH, MLPA, i 

també arrayCGH realitzat per un laboratori extern). Aleshores es va procedir a la seva 

detecció i caracterització per arrayCGH. 

En 6 casos es va emprar l'estratègia "pacient vs pacient" + doble marcatge en "bucle" 

i en els altres 4 casos "pacient vs pacient".  

Es va utilitzar la plataforma d'array d'oligonucleotids sondes distribuïdes de manera 

equidistant o backbone no dirigida 4x180K (Agilent G4449A). Els resultats obtinguts 

s'indiquen en la taula 4.1 

Es va considerar validada la tècnica al confirmar-se totes les CNV diagnosticades 

anteriorment per altres tècniques, o per arrayCGH en altres laboratoris.  

	  

	   	  



Resultats 

75	  
	  

Taula 4.1: Confirmació i caracterització de desequilibris diagnosticats amb anterioritat per altres 
tècniques o arrays. 

Array Disseny Desequilibri, confirmat i 
caracteritzat per array Detecció prèvia per... 

1 (1_1)* 
(1_4)* 4x180 

47,XX,+mar(18p) 
arr[hg19]18p11.32-p11.2(118760-

14101582)x3 

• Citogenética 
• FISH 
• MLPA subtelomèrica 
• MLPA pericentromérica 

1 (1_2)* 
(1_1)* 4x180 

Deleció15q26 
arr[hg19]15q26.2-q26.3(94966356-

102465355)x1 
• MLPA subtelomèrica 

1 (1_3)* 
(1_2)* 4x180 

47,XX+mar(11q) 
arr[hg19]11p11.12-

11q12.1(49002438-59710907)x3-4 

• Citogenética 
• MLPA 
pericentromèrica 

1 (1_4)* 
(1_3)* 4x180 

Duplicacioó Xq28 (MECP2) 
arr[hg19]Xq28(153068282-

153373473)x3 

• Array CGH laboratori 
extern 

3 (1_1)* 
(1_2)* 8x60 

Duplicació 22q11.21 
arr[hg19]22q11.21-q12.2(20719112-

30892470)x3 

• Citogenètica 
• MLPA 

5 (1_1)* 
(1_4)* 8x60 

Deleció19p13 
arr[hg19]19p13.12(14141495-

16283956)x1 

• array CGH laboratori 
extern 

7 (1_2) 8x60 
Deleció 6q 

arr[hg19]6q22.1-q23.2(115853923-
131321366)x1 

• Array CGH laboratori 
extern 

7 (1_3) 8x60 
Deleció 22q11 (S. DiGeorge): 
arr[hg19]22q11.21(18706001-

21505417)x1 
• MLPA TGR 

8 (2_2) 
11(1_3) 8x60 

Duplicació Xq28 (IDS) 
arr[hg19]arrXq28(148250026-

148613783)x3 

• Array CGH laboratori 
extern 

9 (1_4) 8x60 
Triplicació MYH1(S. dup16p13) 

arr[hg19]arr16p13.11(14910205-
16041598)x4 

• MLPA TGR 

Notes per a la interpretació: l'asterisc (*,*) fa referència a hibridació pacient/pacient + bucle. 
Per exemple 3 (1_1)* (1_2)* fa referència al tercer assaig i (1_2)* localitzacions dins del suport 
de vidre marcada la mostra del pacient amb color vemell i (1_1) marcada amb fcolor blau). (*) vol 
dir hibridació en bucle. 

4.1.2  ELECCIÓ D'UNA PLATAFORMA D'HIBRIDACIÓ 

Les diferents plataformes poden contenir un nombre variable de sondes fins a un 

màxim d’un milió. El suport de vidre pot estar dividit en una, dues, quatre i vuit àrees 
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(fig. 4.2).  

- Inicialment i en la fase de validació, es va utilitzar l'array d'oligonucleotids 4x180K 

(Agilent nº G4449A) amb aproximadament 180.000 sondes distribuïdes de manera 

equidistant o backbone, i una distància mitjana general entre sondes de 13 Kb (11 Kb 

en els gens RefSeq).  

- Molt poc temps després de l'inici de la posada en marxa de la validació i investigació 

es va tenir accés a una segona plataforma ja recomanada per a diagnòstic, l'array 

d'oligonucleòtids 8x60K (Agilent G4827A) que combina sondes equidistants backbone 

i sondes dirigides a regions específiques, determinades pel consorci ISCA 

(International Standards for Cytogenomic Arrays) amb una distància mitjana entre 

sondes de 60Kb (menor en regions ISCA). En aquest darrer format, acabat de sortir al 

mercat, es van hibridar mostres amb anomalies detectades en l'array 4x180, i totes 

van ser confirmades per l'array 8x60 obtenint, per tant, una validació d'aquest segon 

format o plataforma. 

 

	  

4x180K 
 4 arrays/porta 

 ≈180.000 sondes  

 backbone 

 

8x60K 
 8 arrays/porta 

 ≈60.000 sondes 

 40.208 backbone 
 
Imatges	  extretes	  d'Agilent	  Technologies.	  18.851	  regions	  ISCA	  

Figura 4.2: Característiques de les dues plataformes utilitzades. 
El suport de vidre 8x60K admet el doble de pacients a estudiar amb el mateix cost que 

el de 4x180K. Amb l’estratègia “pacient vs  pacient” doncs, es passava de vuit a setze 

pacients en un sol suport, abaratint sensiblement els costos de la tècnica. 
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Endemés del preu calia comparar el rendiment diagnòstic de les dues plataformes. Es 

van hibridar en la plataforma 8x60K, 6 mostres d'ADN de pacients amb diagnòstic 

molecular ja conegut (identificat amb la plataforma 4x180), confirmant-se els resultats.  

 

Es van utilitzar les dues plataformes per estudiar 24 mostres d'ADN, procedents de 

pacients afectes de cardiopatia congènita dins el context d'un projecte de recerca (FIS 

PS09/00632). En aquest cas, l'estratègia d'hibridació utilitzada va ser pacient vs 

pacient + doble marcatge en bucle. Això comportava confirmar tots els desequilibris 

detectats, ja que s'observaven tots en dos arrays diferents. Igualment, al estar 

marcada cada mostra amb els dos colors de fluorocroms ('dye-swap' method), 

permetia veure si diferien en el seu comportament. El resultat d'aquesta doble 

hibridació, per mostra i plataforma, va ser determinant. Explicació:  

L’anàlisi dels resultats obtinguts amb les dues plataformes diferia en nombre de 

desequilibris detectats. S’avaluà un mostreig de 12 resultats d'array amb paràmetres 

de qualitat òptims,  realitzats en paral·lel amb les plataformes 4x180k i 8x60k. La 

mitjana de desequilibris detectats (que incloïen totes les CNV, benignes, incertes 

probablement benignes, incertes, incertes probablement patogèniques i patogèniques) 

en la plataforma 4x180K va ser de 20,75 i en la plataforma 8x60K va ser de 7,12. No 

obstant el rendiment diagnòstic de les 24 mostres estudiades (detecció de 

desequilibris patogènics i de significat incert probablement patogènic) va ser 

exactament el mateix en les dues plataformes.  

Per altra banda, els resultats de la comparativa entre les dues plataformes de 

arrayCGH (4x180K i 8x60K ISCA v2, ambdues de Agilent Technologies) van mostrar 

clarament una major especificitat de la plataforma 8x60K ISCA v2 en la detecció de 

CNV patogèniques. Explicació: 

Es va observar que la plataforma 8x60K ISCA v2 donava més seguretat diagnòstica 

pel fet de tenir un major nombre de sondes dirigides a les regions de l'ADN 

relacionades amb patogenicitat. 

Així mateix, en un dels resultats era una deleció patogènica de 0,043 Mb que va ser 

detectada per 4 sondes de la plataforma de 4x180K i per 11 sondes a la plataforma 

8x60K ISCA v2. En un  altre cas, la duplicació patogènica afectant la totalitat del gen 

RAF1 es va detectar per 10 sondes a la plataforma 4x180K i per 18 sondes a la 8x60K 

ISCA v2 (taula 4.2). Com a conseqüència d'aquests resultats, es va decidir utilitzar la 

plataforma 8x60K ISCA v2. 
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Taula 4.2: Casos 1 i 2: pacients amb característiques clíniques de la Síndrome de 

Rubistein-Taby i Síndrome de Noonan respectivament. Es detecta una deleció i una 

duplicació susceptibles de ser la causa de les alteracions fenotípiques. En cada cas 

s'observa la diferència en el nombre de sondes segons la plataforma utilitzada (4x o 

8x). 

Cas Array Chr Banda Mida Tipus de 
CNV Sìndrome Gens Sondes 

1 4x chr16 p13.3 0,0432 deleció Rubistein-
Taybi TRAP1,CREBBP 4 

1 8x chr16 p13.3 0,0432 deleció Rubistein-
Taybi TRAP1,CREBBP 11 

2 4x ch3 p25.2 0,15161 duplicació Noonan  RAF1 10 

2 8x ch3 p25.2 0,07175 duplicació Noonan  RAF1 18 

 

4.1.3  ASSAIG PER ESBRINAR LA CAPACITAT DE DETECCIÓ DE MOSAICS 

Es va dissenyar un assaig a partir de dilucions d'ADN de mostres amb alteracions de 

còpia, per a obtenir mosaics artificials, per tal de valorar la capacitat de detecció de la 

tècnica d'arrayCGH.  

Amb aquest assaig  es plantegen quatre escenaris: en tres d’ells es va investigar la 

capacitat per detectar mosaics d’aneuploïdia, i en el quart mosaics de microdelecions i 

microduplicacions. Tots quatre escenaris es repeteixen alternant els colors dels 

fluorocroms. 

Procediment: En les aneuploïdies es va barrejar una mostra d'ADN extreta de sang 

amb EDTA, que procedia d'una pacient amb la síndrome de Turner, amb una mostra 

d'ADN extreta d’un cultiu cel·lular de vellositat corial, en que el resultat del cariotip i 

QF-PCR, havia estat trisomia 18 i sexe femení. Ambdues mostres es van barrejar a 

diferents percentatges d’ADN: 80/20; 50/50 i 20/80. Aquests tres mosaïcismes 

obtinguts artificialment van ser hibridats contra un ADN control. 

En les microdelecions i microduplicacions, es van utilitzar dues mostres, una amb una 

microdeleció 7q11.2 (Síndrome de Williams-Beuren) i l'altra amb una microduplicació 

1q21, diluïdes cadascuna al 50%, les dues mostres diluïdes es van cohibridar. Els 

resultats s'indiquen en la taula 4.3 
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Taula 4.3: Assaig per determinar el llindar de detecció de mosaïcismes 

Array 
8 x 60 

Mos
aic Descripció i marcatge dels mosaics Resultats 

7 (1_1) 
 (2_1) 1 X0 (50%) +18 (50%) / control 

X0 (50%) +18 (50%) / control 

Detecta monosomia X 
no detecta trisomia18 

7 (1_2) 
 (2_2) 2 X0 (20%)+18 (80%) / control 

X0 (20%)+18 (80%) / control 
Detecta monosomia X i 
detecta trisomia18 

7 (1_3) 
 (2_3) 3 X0 (80%) +18 (20%) / control 

X0 (80%) +18 (20%) / control 
Detecta monosomia X i no 
detecta trisomia18 

7 (1–4) 
 (2_4) 4 W-B(50%) / dup1q21 (50%)  

W-B(50%) / dup1q21 (50%) 

Detecta la deleció 7q11.2 
Williams-Beuren i la 
duplicació 1q21 

Notes per a la interpretació: Els percentatges indiquen les dilucions de les mostres, i els colors, 
els fluorocroms Cye 5 (blau) i Cye 3 (vermell) amb què han estat marcades.: Per exemple 7 (1_1) 
(2_1) fa referència al setè assaig,  (1_1) localitzacions dins del suport de vidre marcada la mostra 
del pacient amb color blau  i (2_1)  la localització i marcada amb color vermell. (*) vol dir 
hibridació en bucle. 

Breu	  descripció	  i	  interpretació	  dels	  resultats:	  

La monosomia del cromosoma X es va detectar en les tres proves. Per tant es pot 

afirmar que la tècnica és capaç de detectar un mosaic del 20% o més, en cas de 

pèrdua de tot un cromosoma. 

 En el cas de la trisomia del cromosoma 18 diagnosticada per QF-PCR i Cariotip, sols 

es va detectar el mosaic del 80%. Molt probablement, perquè el teixit de vellositat 

corial del què s'havia extret l’ADN, incloïa ADN d'origen matern. 

En el cas de la microdeleció 7q11 i microduplicació 1q21, van ser detectades per igual 

amb els dos marcatges. Per tant, es pot afirmar que la tècnica és capaç de detectar 

tant microdelecions com microduplicacions en mosaics d'un 50% o superior. 

 

4.2  RECERCA DIAGNÒSTICA AMB LA TÈCNICA D'ARRAY-CGH COM A 
TÈCNICA DE PRIMERA OPCIÓ (ARRAY FIRST) 

La segona fase consisteix en la recerca diagnòstica amb la tècnica d'arrayCGH. Un 

dels objectius principals de l'estudi. 
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Emprant la tècnica d'array-CGH s'han estudiat 1000 mostres d'ADN de pacients 

afectats de RGD/DI, malformacions congènites i TEA. Posteriorment es van ampliar 

les indicacions a altres patologies: psiquiàtriques, epilèpsia, talla baixa i altres.  

També s'han estudiat algunes mostres d'ADN de familiars, per investigar si les 

reestructuracions desequilibrades de significat patogènic i incert detectades, havien 

estat heretades. Aquests estudis han estat realitzats per diferents tècniques, array-

CGH, MLPA, cariotip o FISH comercial i a mida, depenent de les característiques de 

la CNV estudiada. 

4.2.1  INTERPRETACIÓ DE RESULTATS. PROGRAMARI EASYARRAY I 

RECURSOS DISPONIBLES A LA WEB 

Les noves  generacions de microarray s’integren de centenars de milers a milions 

de sondes, i poden evidenciar desenes de  centenars de CNV en un sol individu. Amb 

una grandària que va d'1kb a diverses megabases (Conrad 2010). En un 10-20% dels 

pacients amb RGD/DI, malformacions congènites, epilèpsia i TEA és possible 

identificar CNV clínicament rellevants (Miller et al, 2010). I entre el 4,8 al 9,5% del 

genoma, incloent uns 100 gens, es pot perdre o duplicar sense produir conseqüències 

fenotípiques (Zarrei et al., 2015) 

La interpretació de patogenicitat o normalitat de les CNV segueix sent difícil i 

depèn en gran mesura de la comparació amb cohorts de controls sans, bases de 

dades amb informació sobre CNV clínicament rellevants, i la recerca bibliogràfica 

(Hehir-Kwa et al., 2013). Una tasca gens menyspreable. 

Hem realitzat una recerca extensa dels recursos més útils disponibles de forma 

lliure a la WEB (Taula 4.4); per tal de facilitar l'avaluació del significat benigne, incert o 

patogènic de les CNV detectades i el seu contingut gènic. Per aquest motiu hem 

desenvolupat un programari escrit en els llenguatges de programació Phyton i 

VisualBasic, que hem denominat “EasyArray”.  

L'EasyArray contribueix a proporcionar seguretat en la gestió de les mostres i les 

anomalies detectades. Facilita l’accés a la informació existent a la xarxa. Suggereix 

una primera classificació de les anomalies i genera part de l’informe clínic.  
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Taula 4.4: Recursos públics disponibles per ajudar a la interpretació de CNV. 

Recurs Enllaç Valoració 
VARIACIÓ NORMAL 

DGV http://projects.tcag.ca/variation 

Recurs absolutament 
indispensable. Base de dades 
que recull els resultats d'un 
gran nombre d'estudis de 
individus aparentment 
normals (controls) en un 
format normalitzat. 

VARIACIÓ PATOGÈNICA 

CAGdb http://www.cagdb.org 
Recurs útil, que acumula un 
nombre moderat estudis 
d'array CGH. 

Desórdenes 
genómicos 

https://sites.google.com/site/ 
desordenesgenomicos/ 

Molt útil. Recurs ques'inclou 
el llistat de síndromes 
genòmics més extens i 
detallat disponible actualment 
de forma lliure. 

ECARUCA http://www.ecaruca.net 

Recurs relativament útil ja 
que posseeix principalment 
estudis citogenètics, sent 
menor el nombre d'estudis 
d'arrayCGH. 

COMBINACIÓ DE VARIACIÓ NORMAL I PATOGÈNICA 

dbVAR http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar 

Recurs d'utilitat limitada. 
Acumula dades de variació 
amb un contingut adaptat a 
les mutacions gèniques però 
poc adaptat a les variacions 
de còpia. 

DECIPHER http://decipher.sanger.ac.uk 

Recurs útil. Acumula un gran 
nombre d'estudis 
d'arrayCGH, però no tots amb 
dades fenotípiques. També 
conté un llistat limitat de 
síndromes genòmiques. 

ISCA CNV https://www.iscaconsortium.org 

Recurs útil. Inclou una 
valoració manual de la 
patogenicitat de moltes CNV i 
gens. El llistat és encara força 
incomplet 

PATOLOGIA GÈNICA 

Gene Distiller http://www.genedistiller.org/ 

Molt útil. Recurs que recull de 
forma automàtica gran 
quantitat d'informació sobre 
cada gen. Permet la consulta 
de grups de gens. 

 



Resultats 

82	  
	  

La lectura i interpretació dels resultats dels estudis d'array descansen necessàriament 

en l'ús de programes informàtics especialitzats. Atès l’elevada quantitat de dades 

obtingudes a partir de l'escanejat d'un array, es fa impossible la detecció manual 

d’anomalies. Tanmateix la consulta  manual de les bases de dades descrites a la taula 

4.4 no és senzilla; la qual cosa fa difícil aprofitar tot el seu potencial. 

S'han desenvolupat programaris especialitzats comercials i lliures. Per a la 

interpretació dels arrays de dosi hi han diferents programaris resumits a la taula 4.5. 

 

Taula 4.5: Programaris disponibles per la detecció i interpretació de CNV 

 NOM UTILITAT ENLLAÇ 

PROGRAMARI COMERCIAL 

Bluefuse (Bluegnome/Ilumina) Detecció i interpretació 
CNV www.illumina.com 

Nexus Copy Number 
(BioDiscovery/Ilumina) Detecció CNV www.illumina.com 

Agilent Genomic Workbench and  
Cytogenomics (Agilent) Detecció CNV www.genomics.agilen

t.com/ 

Cartagenia (Cartagenia /Agilent) Interpretació CNV www.cartagenia.com/ 

PROGRAMARI LLIURE 

  WaviCGH (CNIO) Detecció CNV 

http://bioinfo.cnio.es/i
ndex.php/service
s/bioinfotools/21-
wavicgh-server-
application-for-
the-analysis-and-
visualization-of-
array-cgh-data 

Genomic Classification ofCNV 
Objectively (GeCCO) Classificació CNV 

http://sourceforge.net/
projects/genomeg
ecco/files/ 

 

CNV-WebStore v2.0 Detecció CNV 
http://cnv-

webstore.ua.ac.b
e/cnv-webstore/ 

 

En aquests moments es pot afirmar que la detecció de CNV a partir de les dades 

crues d'escaneig d'un array està raonablement resolta, i es realitza de forma totalment 

automàtica, ja sigui pels programaris comercials que acompanyen als lectors d'arrays, 

com pels recursos accessibles a la xarxa de forma lliure.  
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La segona part del procés, la interpretació del significat patogènic o de variant de la 

normalitat de les CNV detectades, és encara un desafiament. S'han realitzat intents 

de desenvolupar programes de classificació automàtica com GECCO o mètodes de 

valorar la patogenicitat dels diversos gens (Huang et al., 2010), però la seva fiabilitat 

és molt limitada. La interpretació de la patogenicitat de les CNV, doncs, es realitza de 

forma essencialment manual i depèn de la consulta d'un gran nombre de dades i 

recursos a la WEB. En el nostre cas, l'aplicació de l'estratègia pacient versus pacient 

comporta la complicació addicional d'assignar cada CNV a un dels pacients 

cohibridats i deduir de quin tipus d'anomalia es tracta. 

 

 

Hem desenvolupat un conjunt d'utilitats agrupades en el programari anomenat 

EasyArray que assigna de forma automàtica cadascuna de les CNV detectades en 

l'estudi d'arrayCGH a un dels pacients de la parella pacient vs pacient cohibridada. 

Avui per avui les compara amb 41.982,00 duplicacions i 133.386,00 delecions 

descrites en els estudis de controls (individus aparentment normals, sense patologia) 

inclosos en Database of genome variants (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). El 

programari EasyArray també compara cadascuna de les CNV amb una base de dades 

d'elaboració pròpia, amb quasi 200 síndromes de microdeleció / microduplicació ( 

https://sites.google.com/site/desordenesgenomicos ) i la base de dades de malalties 

gèniques de UniProt ( http://www.uniprot.org/ ). El programari també descriu el 

contingut gènic i exons afectats per cada CNV amb dades extretes de UCSC Genome 

Browser ( http://www.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables ) i facilita la consulta de les 

bases de dades del consorci ISCA ( https://www.iscaconsortium.org ), GeneCards ( 

http://www.genecards.org ) i Decipher ( https://decipher.sanger.ac.uk ).  

Finalment, el programa EasyArray facilita la redacció dels informes d'acord amb les 

recomanacions de l'American College of Medical Genetics (Kearney et al. 2011). Les 

dades demogràfiques del pacient, fórmula ISCN, classificació manual i contingut gènic 

de les CNV, paràmetres de qualitat i altres dades són incloses en l'informe de forma 

totalment automàtica reduint al mínim les possibilitats d'un error de transcripció. El 

programa genera un informe en format WORD a partir d'una plantilla fàcilment 

modificable para adaptar l'estètica i distribució a les necessitats de l'usuari. 
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4.2.2  CAPACITAT DIAGNÒSTICA 

 

Emprant la tècnica d'arrayCGH s'han estudiat 1000 mostres d'ADN de pacients 

afectats de RGD/DI, malformacions congènites MC, trastorns de l'espectre autista 

TEA. Posteriorment es va ampliar les indicacions a altres patologies psiquiàtriques, 

epilèpsia, talla baixa i altres alteracions fenotípiques.  

S'ha utilitzat la plataforma 8x60K ISCA v2 i emprant l'estratègia d'hibridació pacient vs 

pacient disenyada en el laboratori (veure apartat 3.7.3). 

 

S'han detectat desequilibris d'efecte patogènic en un 14% dels pacients (140 / 1.000), 

en 17 casos s'ha detectat més d'una CNV patogènica. Endemés, s'han detectat 

desequilibris de significat incert de més de 400Kb (VOUS, de l'anglès variants of 

uncertain significance) en un 6.1% dels pacients (61 / 1.000). 

 

Es va detectar anomalies de còpia patogèniques en un 18,9% dels pacients afectats 

de RGD / DI (77/406), un 13,7% de les malformacions congènites (54/394), un 9,75% 

de les patologies psiquiàtriques (16/164), un 7,01% dels casos amb epilèpsia (4/57) i 

un 13,3% dels casos remesos per talla baixa (14/105). El rendiment diagnòstic va ser 

del 12,08% (36/298) per a les diverses patologies classificades en la categoria "altres" 

(incloent-hi dismorfies, fenotips peculiars, miopaties, parèsia, hipercreixement). Dins 

de les malformacions congènites destaquen les anomalies del sistema nerviós central 

amb un 14,9% de diagnòstics (16/107) i les cardiopaties congènites amb un 10,6% de 

diagnòstics (20/188). En el grup de les patologies psiquiàtriques, destaquen els 

pacients amb TEA, amb un 8.9% (12/134) de diagnòstics (taula 4.6).  
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Taula 4.6: Taxa diagnòstica resultant amb la tècnica d'arrayCGH en relació als 

diferents fenotips estudiats. 

  Total pacients 
analitzats 

Pacients amb 
resultat patològic Diagnòstics 

(n=1.000) (n=140) (%) 

* RGD/DI 406 77 18,97 

* MALFORMACIONS 394 54 13,71 

 · CC 188 20 10,64 

 · SNC 107 16 14,95 

*TRASTORNS 
PSIQUIÀTRICS 164 16 9,76 

 · TEA 134 12 8,96 

* EPILÈPSIA 57 4 7,02 

* TALLA BAIXA 105 14 13,33 

* ALTRES 298 36 12,08 

 

4.2.2.1  CNV PATOGÈNIQUES i DE SIGNIFICAT INCERT 

 

De 140 pacients diagnosticats, 121 presentaven una sola CNV de significat patogènic 

(taula 4.7). En 14 casos la CNV patogènica anava acompanyada d'una o més CNV de 

significat incert o VOUS. En 17 casos es va trobar més d'una CNV de significat 

patogènic (taula 4.8). La descripció de les variacions en nombre de còpies (CNV) de 

significat patogènic detectades s'indica a les taules de la 4.7.i 4.8. 

En aquestes taules es descriuen les diferents patologies que presentaven els 

pacients, les CNV detectades, la seva mida, la localització, i en els casos que s'han 
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pogut fer estudis familiars, si eren heretades o de novo. També s’indiquen amb un 

asterisc (*) aquelles CNV que estaven en mosaic. El contingut gènic de les CNV, es 

pot trobar a : www.genetistiller.org 

 

De les 176 CNV incloses a les taules 4.7. i 4.8, 159 eren de significat patogènic, i 17 

van ser classificades com a variants de significat incert (VOUS). 

 
Detecció d'aneuploïdies 

Es van detectar tres casos d'aneuploïdia (taula 4.9): Trisomia 13 en el pacient 

número139; trisomia 18 en el pacient 140 (taula 4.8) i una aneuploïdia XXY en el 

pacient 138, acompanyada d'una deleció en la banda p11.3 d'un dels cromosomes X. 

Atès que la responsabilitat dels trets fenotípics que presentava el pacient 138 

s'atribueixen a la microdeleció i no a la aneuploidia, aquest ha estat inclós a la taula 

4.8. 

 

CNV de significat incert (VOUS).  
En 61 pacients s'han detectat CNV de mida ≥ 400Kb que han estat classificades 

com a significat incert i, per tant, no ha estat possible diagnosticar-los. A les taules 

4.10 es descriuen les diferents patologies que presentaven aquests pacients, les 

VOUS detectades, la seva mida i localització. En tots ells s'han trobat un total de 68 

VOUS, de les quals 49 corresponen a duplicacions i 19 a delecions. 
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De les taules 4.7 a la 4.9 es desprèn :  

- La majoria de les CNV patogèniques detectades són delecions (106/156), la resta 

(50/156) corresponen a duplicacions.  

Pel que fa a les variants de significat incert (VOUS) acompanyants la relació 

s'inverteix, ja que el nombre de duplicacions (12/17) és el doble que el de delecions 

(6/17). 

 

- Pel que fa a la mida de les CNV patogèniques oscil·la des de 0,002 Mb a 61,3 Mb. 

La de menor grandària correspon a una deleció de la regió 11p11.2 en un pacient amb 

autisme i discapacitat intel·lectual. 

La CNV de més grandària correspon a un pacient amb encefalopatia epilèptica, es 

tracta d’una duplicació de la regió 1q21.1 a 1q32.1 en mosaic. Mitjançant les 

tècniques de cariotip i FISH, es va confirmar el mosaic en 1,3 % de limfòcits cultivats. 

En general, la mida de les anomalies genètiques amb significació clínica potencial 

correlaciona bé amb la gravetat del fenotip. Tot i això, hi han excepcions. Ahn i els 

seus col·laboradors (2013) destaquen exemples que demostren els perills potencials 

de la utilització de talls arbitraris en el contínuum normalitat-patologia. Els autors 

assenyalen la necessitat de considerar acuradament el contingut gènic de les regions 

desequilibrades a l’hora d’interpretar els resultats de l’arrayCGH.  

En el nostre estudi s’han identificat, el contingut gènic de la regiól les funcions dels 

gens afectats i la seva possible relació amb la patologia, per tal de arribar a un 

diagnòstic acurat. Utilitzant les dades de la Data Genome Browser, el programa 

EasyArray, dissenyat en el present estudi, informa automàticament dels gens i exons 

afectats. 

 

- Pel que fa a recurrència de CNV patogèniques, l'alteració més freqüent va ser la 

deleció 22q11.21, trobada en 15 casos, dels quals 12 eren proximals, una centrals i 

dos distals (22q11.21-q11.22) 

 

La segona CNV patogènica més freqüent la trobem en set casos, amb deleció 1q21.1-

q21. En tres dels quals anava acompanyada per la duplicació de la zona TAR (1q21.1) 

En tercer lloc les delecions i duplicacions que afecten la regió 16p13.11, trobades en 6 

casos, i la regió 15q11.2 trobades en 6 casos més. 

Altres alteracions freqüents han estat les delecions i duplicacions de la regió 7q11.22, 
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16p11.2 i regió pseudoautosòmica PAR1 en 5 casos cadascuna  

Cal destacar que les CNV més freqüentment detectades en el nostre estudi 

coincideixen amb les dades de la literatura (Stankiewicz and Beaudet, 2007; Miller et 

al. 2010; Weiss et al. 2013; Ahn et al. 2013; Shen et al. 2013; Beaudet 2013; Watson 

et al. 2014) 

Estudis familiars 

En els casos de desequilibris cromosòmics identificats per arrayCGH, es recomana un 

seguiment adequat que pot incloure: estudis citogenètics o un FISH del pacient; estudi 

dels progenitors; l'avaluació genètica clínica de pacients i progenitors, i 

l’assessorament genètic. 

Atès que moltes CNV patogèniques presenten una expressivitat variable i una 

penetrància incompleta, és molt important fer un estudi dels progenitors per 

determinar si la variant és de novo o ha estat heretada. 

En el present treball s’ha fet l’estudi familiar en 84 CNV patogèniques; 53 eren de 

novo i 27 heretades (11 d'herència materna i 16 d'herència paterna), generalment d'un 

progenitor amb menor o nul·la afectació. Depenent de la variant detectada es va 

aplicar la tècnica de cariotip, FISH,  MLPA o arrayCGH.  

D’entre les CNV patogèniques heretades que s’han trobat en el present estudi, caldria 

destacar la deleció 1q21, 15q11.2, i 22q11.2;  delecions i duplicacions de 1q21.1q21.2 

i  16p11.2. Totes elles alteracions recurrents, que presenten una penetrància 

incompleta. 

La penetrància de la deleció 1q21.1 distal és d’un 36,9%. La de la deleció 15q11.2 és 

baixa 10,4%. La de les delecions i duplicacions 16p11.2 proximals és 46,8% i 27,2% 

respectivament (Rosenfeld et al. 2013). En el present estudi, almenys una d’aquestes 

variants ha estat heretada d’un progenitor no afectat. 

Dins les variants patogèniques que poden ser heretades es considera les que afecten 

a 1q21.1, 1q41.42, 3q29, 15q11.2, 15q13.2q13.3, 16p11.2, 16p13.11 i 22q11.2 (Miller 

et al. 2010). La majoria dels casos afectant la regió 22q11.21 detectats en la nostra 

sèrie eren delecions i en aquells casos que havia estat heretada sempre va ser per 

transmissió paterna (Taules 4.7 i 4.8). 

 

 

En un cas 90, la pacient presentava una variant patogènica i una de significat incert, 

ambdues heretades del pare. En el cas 84 es va detectar una variant de significat 
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incert heretada del pare i una variant de significat patogènic en mosaic no heretada. 

Altres casos presentaven una variant de significat patogènic de novo acompanyada de 

variant de significat incert heretada d’un progenitor . 

 
Cal destacar tres casos en els que l’estudi dels progenitors va permetre detectar que 

aquests eren portadors de translocacions recíproques equilibrades: 

• Els casos 128 i 129  (taula 4.8) eren germans  portadors d’una deleció 

2q37.3 i una duplicació 14q32.33. Al fer l’estudi familiar es va descobrir 

que el pare era portador d’una translocació equilibrada t (2;14). 

•  El cas 132 (taula 4.8) era portador d’una duplicació 21q22.3 i una deleció 

7p22.3. Al fer l’estudi familiar es va descobrir que la mare era portadora 

d’una translocació equilibrada t (7;21). 

•  El cas 136 (taula 4.8) que era portador d’una duplicació 16q22.1-q24.3 i 

una deleció Xp22.33-p22.13. Al fer l’estudi familiar es va descobrir que la 

mare era portadora d’una translocació equilibrada t (X;16). 

Aquests últims resultats reforcen la importància d’ampliar l’estudi als progenitors i 

especialment en aquells casos portadors d’una deleció i una duplicació  ja que poden 

ser producte de la segregació meiòtica d'una translocació equilibrada. L'estudi dels 

progenitors, no solament permet definir si la CNV és de novo o heretada, sinó que 

també, tal i com s'ha demostrat en el present estudi, permet detectar portadors de 

translocacions equilibrades, la qual cosa té molta importància per a l’assessorament 

genètic de la parella i altres familiars, possibles portadors de la translocació.  

Detecció de mosaics  

En la nostra sèrie s’ha detectat un total de 7 CNV patogèniques en mosaic 

(assenyalats amb asterisc a les taules 4.7 i 4.8). Com exemples, podem destacar: 

1. una deleció 1p36 de 12.6 Mb en un pacient afectat de cardiopatia congènita. 

Confirmada mitjançant tècniques de FISH en un 9,8% de les cèl·lules d'un cultiu de 

sang. 

2. una duplicació 1q21.1 - q32.1 de 61.38 Mb en un pacient amb epilèpsia 

confirmada per cariotip i FISH en un 1,2% de les metafases i 

3. una deleció intersticial 18q21.31 - q22.2 de 14,6 Mb en un pacient amb RGD, 

no detectada pel programa Cytogenomics, però si present en el gràfic que proporciona 

el mateix programa, i que es va comptabilitzar en un 43,3% de les metafases 

analitzades.  
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En alguns casos es va detectar dues variants de significat patogènic en mosaic (cas 

135); o una variant patogènica  i una de significat incert, ambdues en mosaic (cas 7). 

 

Variants de significat incert  (VOUS) en casos no diagnosticats 
A la taula 4.10 s’indiquen els casos en els què s’han detectat únicament  variants de 

significat incert i que, per tant, no han pogut estar diagnosticats.  

De les 68 variants detectades la majoria corresponen a duplicacions, 

 

Les variants de significat incert representen un dels majors reptes en el camp dels 

microarrays. Cada vegada hi ha un nombre més gran de CNV dels que se sospita 

puguin estar implicats en susceptibilitat a malalties i pels qual es necessita de més 

dades a nivell poblacional (Zarrei et al. 2015). 
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4.2.2.2  DESCRIPCIÓ DELS RESULTATS PER FENOTÍPS 

 

Per determinar la distribució de les CNV detectades segons la patologia, hem agrupat 

les CNV patogèniques en 6 grups: 1. RGD/DI; 2. malformacions congènites; 3. 

malalties psiquiàtriques; 4. epilèpsia; 5. talla baixa i 6. altres. 

Cal destacar que en molts casos una mateixa CNV patogènica estava implicada en 

diferents manifestacions fenotípiques i/o clíniques. 

 

1. En el RGD/DI, s'han detectat 90 CNV patogèniques (taula 4.11), en la majoria 

dels casos corresponen a les síndromes de microdeleció i microduplicació descrits 

(Stankiewicz i Beaudet, 2007; Watson et al. 2014; Bartnik et al. 2014). 

D’entre les CNV més freqüents en aquest grup es troben les delecions de 22q11.2, 

16p11.2 i 16p13.3; duplicacions / delecions 15q11.2-q13.1, 16p13.11. Les delecions 

16p11.2 i 16p13.3 han estat associades al trastorn generalitzat del desenvolupament 

no especificat (pervasive developmental disorder not otherwise specified), inclosos 

dins dels tratorns del espectre autista (Shen et al. 2010) 

Destaquem dos casos amb microdeleció 3p26.3 en què es troba implicat el gen CHL1, 

en ambdues de manera parcial i afectant zones exòniques. Els pacients presentaven 

endemés del RGD malformacions del sistema nerviós central . 

En 50 CNV trobades en pacients amb RGD/DI es va poder determinar que 33 eren de 

novo i 11 van ser heretades d'un progenitor. La relació paterna/materna va ser 8:3. En 

un estudi realitzat per Roselló i col·laboradors (2014) en pacients afectes de RGD/DI. 

van trobar una proporció 3:1 amb una desviació a favor de la transmissió paterna; els 

nostres resultats estarien en la mateixa línea. 

 

2. En el grup de malformacions congènites, es van detectar 60 CNV 

patogèniques (taula 4.12.). S'observa un predomini de delecions 22q11.21 que 

correspon a la síndrome de DiGeorge/ Velocardiofacial. S'explica pel fet que quasi el 

50% de les malformacions congènites del nostre estudi eren cardiopaties.  

La majoria de CNV detectades associades a malformacions congènites 

cardiovasculars coincideixen amb les descrites en la revisió de Lalani i colaboradors 

(2014). 
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Les delecions/duplicacions que afecten la regió 1q21.1 han estat relacionades amb 

cardiopaties congènites, RGD/DI i altres alteracions fenotípiques (Lalani et al. 2014; 

Bartnik et al. 2014; Nevado et al. 2014). En el nostre estudi s'han detectat 4 

duplicacions 1q21.1-q21.2 de les quals dues estaven associades a cardiopatia 

congènita. 

Cal també destacar que les dues CNV que afecten les regions 1q21.1 o 1q21.1-q21.2, 

a qui se'ls va poder fer l'estudi familiar, procedien d'un o altre progenitor  Aquest fet 

confirma la baixa penetrància d’aquestes anomalies (Rosenfeld et al. 2013). 

En 36 CNV en que es va poder fer l'estudi familiar es va determinar que 22 eren de 

novo i 14 heretades d'un progenitor, la relació paterna/materna va ser 8:6. 

3. En el grup de trastorns psiquiàtrics diagnosticats, cal destacar que un 80% 

dels casos corresponien a TEA.  

S’han detectat 16 CNV patogèniques (taula 4.13), de les quals 12 estaven 

relacionades amb autisme. 

Els resultats es corresponen amb la bibliografia, ja que les anomalies detectades en 

aquest grup són la deleció 16p13.3, la duplicació 16p11.2 proximal, que inclou el gen 

TBX6 (revisat per Shen et al. 2013). En el nostre cas ha estat heretada de la mare, la 

qual cosa reforça la baixa penetrància d'aquesta variant (Stefanson et al. 2014).  

S'han detectat delecions 22q11.21 proximals, en dos pacients amb trastorns de 

l'espectre autista. Vortsman i col·laboradors (2006) han proposat que els TEA i altres 

transtorns psicòtics poden considerar-se  com a elements importants en el  

comportament dels nens afectats per la deleció 22q11.2. 

En un altre cas, s'ha detectat una deleció 14q21.1 q21.2 de 3 Mb que inclou un únic 

gen, el gen LRFN5, que participa en les sinapsis neuronals. 

En 12 CNV a qui es va poder fer l'estudi familiar es va determinar que 5 eren de novo, 

i 7 heretades d'un progenitor. La relació paterna/materna va ser 3:4. 

 

4. Epilèpsia. S’han trobat 5 CNV patogèniques (taula 4.14), dos en mosaic i dos 

són producte de la segregació meiòtica d’una translocació equilibrada present en la 

mare. 

Un dels casos presentava una duplicació en mosaic de 61,379Mb, de la regió 

1q21.1q32.1. Dins aquesta regió es troba el gen CHRNB2. Mutacions i delecions 

d'aquest gen s'han trobat associades a un tipus d'epilèpsia (OMIM: 603575); en 
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alguns casos s'ha descrit duplicacions del gen també amb epilèpsia (Muhle et al. 

2010). 

Altres alteracions trobades en el present treball també han estat associades amb 

l'epilèpsia. Així és el cas de la deleció 5q14.3-q15 i la duplicació 16q22.1 (revisat per 

Nevado et al. 2014). Els nostres resultats confirmen l'impacte de les CNV en 

l'epilèpsia i aconsellem el seu estudi per arrayCGH pel diagnòstic d'aquesta patologia.  

En tots els casos diagnosticats es va poder fer l'estudi familiar i es va determinar que 

totes eren de novo excepte les derivades de la segregació meiòtica de la translocació 

materna t(X;16). 

 

5. Talla baixa. S’ha pogut diagnosticar un 21,42 % dels casos, trobant-se 14 CNV 

patogèniques de les quals només 3 afecten el gen SHOX (taula 4.15)  

Els desequilibris més freqüents relacionats amb talla baixa corresponen a delecions 

Xp22.3. També hem trobat delecions en autosomes, específicament les delecions 

3p26.3, 7p21.1p15.2, 22q11.22q11.23 en pacients que presentaven altres alteracions 

fenotípiques endemés de talla baixa. 

La deleció 12q14.3-q15 es va detectar en una nen (cas 48) que presentava talla baixa 

i fenotip suggerent de la síndrome de Silver Russell. Una deleció 3p26.3 de 1.794 Mb 

també es va detectar en un nen amb talla baixa com a única anomalia fenotípica.  

En 7 CNV en que es va poder fer l'estudi familiar va determinar que 5 d'elles eren de 

novo i 2 heretades d'un o altre progenitor. 

6. Altres 

S’ha pogut diagnosticar un 12% dels pacients afectats de diverses patologies 

classificades en la categoria "altres" (incloent-hi dismòrfies, fenotips peculiars, 

miopaties, parèsia, hipotonia, hipercreixement). S’ha detectat un total de 55 variants 

patogèniques (taula 4.16). Les variants patogèniques d’aquest grup es distribueixen 

de forma similar al total de casos descrits, si tenim en compte  que en la majoria dels 

casos presentaven altres alteracions fenotípiques a més de la que va ser motiu 

d'estudi d'arrays. 

Únicament vuit casos presentaven en el moment de l'estudi una única afectació. En 

destaquem: 

Casos 22 i 23 afectats de dismòrfia facial, presentaven la mateixa deleció 3q29. 

Delecions i duplicacions d'aquesta regió han estat relacionats amb dismòrfia facial i 

trastorns psiquiàtrics (revisat per Nevado i col·laboradors, 2014). 
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El cas 44 amb sospita clínica de la malatia de Charcot-Marie-Tooh presentava una 

deleció 11p15.4 de 0.39Mb, que implica els gens SWAP70 (OMIM 604762), SBF2 

(607697). Defectes en el gen SBF2 s'associen a la forma recessiva de la malaltia de 

Charcot-Marie-Tooth 4B2 (OMIM 604563). Es va recomanar sequ ̈enciar el gen SBF2 

a fi de tractar de trobar una probable mutació que en combinació a la deleció trobada 

justifiquin el fenotip del pacient. 

 

El cas 119, una nena amb diagnòstic clínic de distrofia muscular congènita, 

presentava una deleció Xq28 de 1.06 Mb. La deleció implica 7 gens, entre ells el gen 

MTM1 (OMIM 300415). Mutacions en el gen MTM1 s'associen a la miopatia 

centronuclear (miotubular) d'herència recessiva lligada al X (Jungbluth H Orphanet 

Journal of Rare Diseases 2008, 3:26). Les troballes d'aquest estudi poden explicar el 

fenotip de la pacient, si s'assumeix una mutació en l'altra còpia del mateix gen, o una 

inactivació no al atzar del cromosoma X. 

 

El cas 137, un lactant que presentava hipotonia se li va detectar una duplicació 

d'aproximadament 5.8Mb en Xq28 i una nulisomia d'aproximadament 7.8Mb en 

Yq11.222 - q11.23, classificades com de significat patogènic; ambdues resultats d'una 

translocació t(X;Y) desequilibrada de novo. La duplicació inclou 113 gens entre els 

quals destaquen MECP2 (OMIM 300.005), GDI1 (OMIM 300.104) i RAB39B (OMIM 

300.774). Les duplicacions distals de Xq28 incloent el gen MECP2 en els homes són 

causa de la síndrome síndrome de Lubs (OMIM 300.260) que sovint s'acompanya de 

discapacitat intel·lectual severa, retard o absència de la parla, hipotonia, dificultats 

d'alimentació, predisposició a infeccions, crisis epilèptiques, característiques dins de 

l'espectre autista, disfunció gastrointestinal i dismorfies facials. Ambdues 

reestructuracions molt probablement impliquen també la zona pseudoautosòmica 

(PAR2) però, pel fet que és una regió comuna als cromosomes X i Y, no es registren 

variacions en el nombre de còpies d'aquesta regió 
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Taula 4.11: Casos diagnosticats en el grup de pacients afectats de RGD/DI. El contingut 

gènic de les CNV, es pot trobar a : www.genetistiller.org 

Cas Sexe RGD / DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

2 D + del 1p31.3 61861221 61870755 0,01 P 

6 H + del 1q21.1 - q21.2 145799543 147824207 2,025 P 

9 H + del 1q44 243840526 246992726 3,152 P 

10 D + del 1q44 244527815 246655416 2,128 de novo 

11 H + del 2p23.1 31750429 31804492 0,054 de novo 

13 D + del 2q13 111442130 113065779 1,624 P 

15 H + del 3p26.3 - p25.3 93949 11207135 11,113 de novo 

17 D + del 3p26.3 270649 283052 0,012 P 

18 H + del 3p26.3 286300 312097 0,026 de novo 

20 D + del 3p14.2 60331268 62939276 2,608 de novo 

21 H + dup 3q21.3 - q25.32 127982496 158594718 30,612 
 

24 D + del 4q28.3 - q31.1 134685014 140498659 5,814 de novo 

25 D + del* 5q14.3 - q 21.1 84907187 99715229 14,808 de novo 

26 D + del 6p25.3 - p25.2 1529484 2613944 1,084 de novo 

28 D + del 6q11.1 - q12 61971892 68656014 6,684 M 

29 H + del 6q15 - q21 90341181 113579063 23,238 
 

30 H + del 6q16.3 - q21 100755121 108941289 8,186 
 

31 H + dup 7p21.2 - p21.1 15614415 19870349 4,256 de novo 

32 D + del 7p21.1 - p15.3 17666324 22006091 4,34 de novo 
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Taula 4.11: Continuació. 

Cas Sexe RGD / DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

33 D + del 7p21.1 - p15.2 20308338 27746299 7,438 de novo 

34 D + del 7q11.21 - q11.23 66937687 73533167 6,595 de novo 

36 H + del 7q11.22 69130237 69433076 0,303 P 

38 D + del 7q11.22 - q11.23 71300290 73283679 1,983 de novo 

38 
  

del 5q21.1 - q21.2 102693360 104389763 1,696 de novo 

39 H + del 7q36.1 - q36.3 149364045 158110290 8,746 de novo 

41 D + del 8q23.1 - q24.12 110168284 122271062 12,103 
 

41 
  

dup 15q11.2 - q12 25623922 26557916 0,934 
 

44 
  

dup 6q11.1 61971892 62877253 0,905 
 

45 D 
 

del 11p11.2 44301552 44303057 0,002 P 

46 H + del 11q24.1 121679782 122984773 1,305 de novo 

47 H + dup 
12q13.11 - 

q13.12 
48750463 50754724 2,004 de novo 

47 
  

dup 4q23 99086260 99533658 0,447 de novo 

49 D + del 12q24.21 116466743 116591442 0,125 de novo 

49 
  

dup 1q44 248635738 249197762 0,562 M 

55 D + dup 15q11.2 - q13.3 22765628 32195607 9,43 de novo 

55 
  

dup 9q22.31 95290097 96011338 0,721 
 

55 
  

dup 14q13.2 - q13.3 36473822 37553115 1,079 
 

56 H + dup 15q11.2 - q13.1 23656936 28520313 4,863 
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Taula 4.11: Continuació. 

Cas Sexe RGD / DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

57 D + del 15q11.2 - q13.1 23707452 28520313 4,813 
 

58 H + dup 15q11.2 - q13.1 23707452 28520313 4,813 de novo 

59 H + dup 15q11.2 25360008 25404415 0,044 M 

60 D + del 15q21.1 - q22.2 49195141 59898291 10,703 
 

61 D + del 15q25.2 - q25.3 83283503 85728844 2,445 
 

63 H + del 16p13.3 3760450 3803649 0,043 
 

64 H + del 16p13.3 6087983 6123674 0,036 
 

65 D + dup 
16p13.12 - 

p13.11 
14762239 16525348 1,763 

 

67 H + del 16p13.11 14910205 16525348 1,615 de novo 

68 D + dup 16p13.11 - p12.3 15404452 18306854 2,902 
 

70 H + dup 16p13.11 - p12.3 15551302 18306854 2,756 
 

71 H + del 16p11.2 29592783 30190568 0,598 M 

74 H + dup 16p11.2 29673954 30190568 0,517 
 

75 D + dup 16p11.2 29673954 30190568 0,517 
 

75 
  

dup 10q25.1 106776786 107570220 0,793 
 

75 
  

dup Xp22.33 187113 750807 0,564 
 

76 D + del 16q12.2 - q21 55922943 60313560 4,391 de novo 

77 H + dup 17p12 14111772 15442066 1,33 
 

78 D + dup 17p11.2 16720871 20294038 3,573 de novo 
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Taula 4.11: Continuació. 

Cas Sexe RGD / DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

79 D + del 17q12 34856055 36248918 1,393 
 

80 H + dup 17q12 34856055 36593257 1,737 de novo 

81 H + del 17q21.31 43706886 44138572 0,432 de novo 

82 D + dup 17q23.1 - q23.2 58172700 60315303 2,143 
 

83 H + del 
18p11.32 - 

p11.31 
2425506 6606548 4,181 

 

83 
  

del 6q26 163883407 164049532 0,166 
 

84 D + del* 18q21.2 - q22.3 51034013 71812396 20,778 de novo 

84 
  

dup 16p12.1 27194652 27600124 0,405 P 

85 H + del 18q21.31 - q22.2 54370433 68956470 14,586 
 

87 D + del 18q22.3 - q23 72738259 78012829 5,275 de novo 

87 
  

del 14q12 31911716 32117666 0,206 
 

88 D + del 
20q13.12 - 

q13.13 
44833804 48563833 3,73 de novo 

90 D + del 22q11.21 18661724 21440514 2,779 P 

90 
  

dup 3q25.1 149861383 151034285 1,173 P 

92 D + del 22q11.21 18894835 21440514 2,546 de novo 

96 H + del 22q11.21 18894835 21505417 2,611 
 

101 H + del 22q11.21 18894835 21505417 2,611 de novo 

103 H + del 22q11.21q11.22 21505358 22905068 1,4 
 

104 H + del 22q11.21q11.22 21505358 22905068 1,4 de novo 
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Taula 4.11: Continuació. 

Cas Sexe RGD / DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

105 D + dup 22q11.22q11.23 23012013 23654222 0,642 
 

106 H + dup 22q11.22q11.23 23012013 24959827 1,948 
 

107 D + del 22q12.1q12.2 27802388 30450127 2,648 de novo 

114 D + del Xp22.33 219609 3911921 3,692 
 

122 H + del 1p36.32 2694731 3697118 1,002 
 

122 
  

dup 22q11.21 21081260 21561514 0,48 
 

122 
  

del 22q11 - q11.22 21957411 22905068 0,948 
 

125 H + dup 1q21.1 145415190 145799602 0,384 
 

125 
  

del 1q21.1 - q21.2 146507518 147381411 0,874 
 

125 
  

dup 1q21.2 148867551 149275124 0,408 
 

126 D + dup 1q21.1 145415190 145799602 0,384 
 

126 
  

del 2p24.2 - p23.3 18359851 26013473 7,654 de novo 

127 D + dup 1q21.1 - q21.2 145799543 149768855 3,969 
 

127 
  

del 9q22.32 - q22.33 98233641 101461789 3,228 
 

127 
  

del 15q11.2 22765628 23082821 0,317 
 

128 D + del 2q37.3 241687451 243007359 1,32 
P 

transloc 

128 
  

dup 14q32.33 104913869 107287505 2,374 
P 

transloc 
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Taula 4.11: Continuació. 

Cas Sexe 
RGD / 

DI 
Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi 

Mida 

(Mb) 
Herència 

129 D + del 2q37.3 241687451 243007359 1,32 
P 

transloc 

129 
  

dup 14q32.33 104913869 107287505 2,374 
P 

transloc 

130 H + dup 3q28 - q29 190445912 197837049 7,391 
 

130 
  

del 11q24.2 - q25 124540224 134868407 10,328 de novo 

133 D + dup 6q22.33 - q23.1 129474013 131172051 1,698 
 

133 
  

del 7q31.1 - q31.31 108324916 117946257 9,621 
 

134 D + dup 19p13.3 259395 4334388 4,075 
 

134 
  

del 21q22.3 45202853 48090317 2,887 
 

135 H + dup* 19p12 20760439 24378493 3,618 
 

135 
  

dup* 19q11 - q13.12 27853207 37274975 9,422 
 

136 D + dup 16q22.1 - q24.3 70188386 90148393 19,96 
M 

transloc 

136 
  

del Xp22.33 - p22.13 60701 19076560 19,016 
M 

transloc 
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Taula 4.12: Casos diagnosticats en el grup de pacients amb afectats de malformacions congènites, es detallen 

en subgrups de cardiopatia congènita, malformacions del sistema nerviós central i d'altres malformacions. El 

contingut gènic de les CNV es pot trobar a : www.genetistiller.org	  

Cas Sexe MC CC 
Malf 

SNC 

Altres 

MC 

Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi Mida (Mb) Herència 

1 H + + - - del* 1p36.32 - p36.13 5159991 17753699 12,594 de novo 

2 D + - + - del 1p31.3 61861221 61870755 0,01 P 

3 D + - - + dup 1p12 118276487 120520278 2,244 M 

4 H + - + - dup 1q21.1 145415190 145799602 0,384 M 

5 D + - + - dup 1q21.1 - q21.2 145415190 147380935 1,966 M 

7 H + - + - dup* 1q21.1 - q32.1 145415190 206794531 61,379 de novo 

7           del * 5q12.1 60963037 61822100 0,859 de novo 

8 D + + - - dup 1q21.1 - q21.2 146507518 148545520 2,038 P 

9 H + - - + del 1q44 243840526 246992726 3,152 P 

15 H + + - - del 3p26.3 - p25.3 93949 11207135 11,113 de novo 

17 D + - + - del 3p26.3 270649 283052 0,012 P 

18 H + - + - del 3p26.3 286300 312097 0,026 de novo 

19 D + + - - dup 3p25.2 12633308 12705058 0,072 
 

24 D + - + - del 4q28.3 - q31.1 134685014 140498659 5,814 de novo 

27 H + - - + del 6p24.3 - p22.3 9796651 19501625 9,705 
 

34 D + + - - del 7q11.21 - q11.23 66937687 73533167 6,595   

35 H + - + 
 

del 7q11.22 68518856 69520566 1,002 de novo 

39 H + - - + del 7q36.1 - q36.3 149364045 158110290 8,746 de novo 

40 D + + - - del 8p23.1 11536598 11805960 0,269 de novo 

43 H + - + - del 10q26.13 - q26.3 126987600 135434178 8,447 de novo 
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Taula 4.12: Continuació 

Cas Sexe MC CC 
Malf 

SNC 

Altres 

MC 

Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi Mida (Mb) Herència 

47 H + + - - dup 
12q13.11 - 

q13.12 
48750463 50754724 2,004 de novo 

51 D + - + + del 13q22.2 - q31.1 76844352 85236228 8,392 de novo 

53 H + - - + del 14q22.3 56036325 57701845 1,666 M 

55 D + + - - dup 15q11.2 - q13.3 22765628 32195607 9,43 de novo 

55           dup 9q22.31 95290097 96011338 0,721   

55           dup 14q13.2 - q13.3 36473822 37553115 1,079   

61 D + - - + del 15q25.2 - q25.3 83283503 85728844 2,445 
 

62 H + + - - dup 16p13.3 2953899 5600098 2,646   

62           dup 16p11.2 - p11.1 33773075 35149147 1,376   

66 D + - - + dup 
16p13.12 - 

p13.11 
14762239 16674321 1,912 

 

73 H + - + - del 16p11.2 29673954 30190568 0,517 
 

79 D + - - + del 17q12 34856055 36248918 1,393 
 

82 D + - + - dup 17q23.1 - q23.2 58172700 60315303 2,143   

83 H + - + - del 
18p11.32 - 

p11.31 
2425506 6606548 4,181 

 

83           del 6q26 163883407 164049532 0,166   

84           dup 16p12.1 27194652 27600124 0,405 P 

86 D + - - + del 18q22.3 - q23 70049344 78012829 7,963 de novo 

88 D +   - + del 
20q13.12 - 

q13.13 
44833804 48563833 3,73 de novo 

89 D + + - + dup(x4) 22q11.1 - q11.21 17397498 18984519 1,587   

90 D + + - - del 22q11.21 18661724 21440514 2,779 P 

90           dup 3q25.1 149861383 151034285 1,173 P 
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Taula 4.12: Continuació 

Cas Sexe MC CC 
Malf 

SNC 

Altres 

MC 

Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi Mida (Mb) Herència 

91 H + + -   del 22q11.21 18894835 21286962 2,392   

92 D + - - + del 22q11.21 18894835 21440514 2,546 de novo 

94 H + - - + del 22q11.21 18894835 21440514 2,546 P  

95 D + + - - del 22q11.21 18894835 21464119 2,569 P 

98 H + + - - del 22q11.21 18894835 21505417 2,611 de novo 

99 D + - - - del 22q11.21 18894835 21505417 2,611 de novo 

100 H + + - - del 22q11.21 18894835 21505417 2,611 de novo 

102 D + + - - del 22q11.21 20754422 21561514 0,807 P 

105 D + - - + dup 22q11.22q11.23 23012013 23654222 0,642   

108 D + - + - del 22q13.2 42125854 43862086 1,736 de novo 

108           del 1q42.13 227108696 227859471 0,751 de novo 

116 D + + - - dup Xp11.22 - p11.21 51776771 58081470 6,305 
 

123 H + - - + dup 1q21.1 145415190 145799602 0,384   

123           del 1q21.1q21.2 146507518 149232481 2,725   

127 D + + - - dup 1q21.1 - q21.2 145799543 149768855 3,969   

127 
     

del 9q22.32 - q22.33 98233641 101461789 3,228 
 

127   
    

del 15q11.2 22765628 23082821 0,317   

130 H + + - - dup 3q28 - q29 190445912 197837049 7,391   

130           del 11q24.2 - q25 124540224 134868407 10,328 de novo 
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Taula 4.12: Continuació 

Cas Sexe MC CC 
Malf 

SNC 

Altres 

MC 

Tipus 

CNV 
Ubicació Inici Fi Mida (Mb) Herència 

131 D + - - + dup 6p21.2 - q13 39602129 71377089 31,775   

131           dup 19p13.11 - q13.2 18715895 36185719 17,47   

132 D + - - + del 7p22.3 54185 2361751 2,308 M 

132           dup 21q22.3 43014314 48090317 5,076 M 

134 D + + - - dup 19p13.3 259395 4334388 4,075   

134           del 21q22.3 45202853 48090317 2,887   

138 H + - + - 
dup XXY 

amb del 
(X)x2.(Y)x1 Xx2.Y X x 2Y 

aneuploidi

a 
de novo 

138           del Xp11.3 41548417 44961813 3,413 de novo 

139 H + - - + dup(tris) (13)x3 (chr13)x3 (13)x3 
aneuploidi

a 

  

140 D + - - + dup 
18p11.32p11.21-

18q11.1q23 
(chr 18)x3   

aneuploidi

a 

  

  



Resultats 

125	  
	  

Taula 4.13: Casos diagnosticats en el grup de pacients afectats de trastorns psiquiátrics. Es 

detalla el subgrup de transtorns de l'espectre autista  El contingut gènic de les CNV, es pot trobar 

a: www.genetistiller.org	  
Cas Sexe PSQ TEA TipusCNV Ubicació Inici Fi Mida 

(Mb) 

Herència 

4 H + - dup 1q21.1 145415190 145799602 0,384 M 

12 H + + del 2p16.3 50943382 51251557 0,308 P 

20 D + - del 3p14.2 60331268 62939276 2,608 de novo 

35 H + + del 7q11.22 68518856 69520566 1,002 
 

37 H + + dup 
7q11.22 - 

q11.23 
72041404 73592052 1,551 

 

42 D + + dup 
10q22.3 - 

q23.2 
81641918 88940429 7,299 de novo 

45 D + + del 11p11.2 44301552 44303057 0,002 P 

50 D + + del 13q21.32 67396520 67410693 0,014 M 

52 H + - del 14q21.1q21.2 40733870 43788932 3,055 M 

58 H + + dup 
15q11.2 - 

q13.1 
23707452 28520313 4,813 de novo 

69 H + + dup 16p13.11 15551302 16194578 0,643 
 

72 H + + dup 16p11.2 29592783 30332581 0,74 M 

94 H + + del 22q11.21 18894835 21440514 2,546 P 

97 H + + del* 22q11.21 18894835 21505417 2,611 
 

109 D + - del 
22q13.31 - 

q13.33 
48202588 51178264 2,976 de novo 

110 D + + del 22q13.33 49711443 51178264 1,467 de novo 

 

 

 



Resultats 

126	  
	   	  

Taula 4.14: Casos diagnosticats en el grup de pacients afectats d'epilèpsia. El contingut gènic de 

les CNV, es pot trobar a : www.genetistiller.org 

Cas Sexe EPS TipusCNV Ubicació Inici Fi 
Mida 

(Mb) 
Herència 

7 H + dup* 
1q21.1 - 

q32.1 
145415190 206794531 61.379 de novo 

7     del * 5q12.1 60963037 61822100 0.859 de novo 

24 D + del 
4q28.3 - 

q31.1 
134685014 140498659 5.814 de novo 

25 D + del* 
5q14.3 - q 

21.1 
84907187 99715229 14.808 de novo 

136 D + dup 
16q22.1 - 

q24.3 
70188386 90148393 19.96 M transloc 

136     del 
Xp22.33 - 

p22.13 
60701 19076560 19.016 M transloc 
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Taula 4.15: Es detallen els casos diagnosticats en el grup de pacients afectats de talla baixa. El 

contingut gènic de les CNV, es pot trobar a : www.genetistiller.org 

Cas Sexe TB TipusCNV Ubicació Inici Fi 
Mida 

(Mb) 
Herència 

16 H + del 3p26.3 232270 2026269 1.794   

33 D + del 7p21.1 - p15.2 20308338 27746299 7.438 de novo 

48 H + del 12q14.3 - q15 65557000 68405256 2.848 de novo 

104 H + del 22q11.21q11.22 21505358 22905068 1.4 de novo 

106 H + dup 22q11.22q11.23 23012013 24959827 1.948   

110 D + del 22q13.33 49711443 51178264 1.467 de novo 

111 D + del Xp22.33 - p22.31 60701 6807794 6.747   

112 H + del Xp22.33 - p22.31 60701 8698299 8.638 M 

113 D + del Xp22.33 60701 2358165 2.297   

115 H + del(nulis) Xp21.1p11.4x0 36780790 38122588 1.342 
 

118 D + del Xq25 - q26.1 121718742 130280357 8.562 de novo 

120 H + del Xp22.33 or 291285 851883 0.561   

121 H + del Xp22.33 777799 822429 0.045 P 

124 H + dup 1q21.1 145415190 145799602 0.384   

124     del 1q21.1 - q21.2 146507518 147381411 0.874   
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4.3  EFICIÈNCIA DE L'ARRAY-CGH COM A TÈCNICA DE PRIMERA OPCIÓ 

DIAGNÒSTICA. ANÀLISI DE COSTOS SEGONS PROTOCOLS I ESTRATÈGIES 
D'HIBRIDACIÓ 

El cost d’un arrayCGH supera al del cariotip. Segons Cigudosa i els seus 

col·laboradors el cost de l'array és de 355,39€ en vers 121,55€ del cariotip (2012). 

Malgrat tot, l’arrayCGH és més eficient en el diagnòstic de discapacitats de 

l’aprenentatge o intel·lectuals i o malformacions congènites, atès el seu major 

rendiment diagnòstic. Així doncs, si els arrays s’apliquesin en primera opció evitaria 

l’ús d’un nombre significatiu d’altres tècniques diagnòstiques actuals, la qual cosa 

milloraria la seva rendibilitat. Després d’estudiar mil pacients on s'assumeix que 

l’arrayCGH ha detectat la totalitat de les anomalies desequilibrades (CNV) clínicament 

rellevants, l’estudi vol fer palesa que el seu cost és competitiu si el comparem amb les 

tècniques habituals.  

 

Per tal de comparar la taxa diagnòstica i el cost de les diferents tècniques en la 

població estudiada, varem fer el que segueix: en primer lloc un citogenetista expert va 

revisar totes les anomalies detectades amb la tècnica d’arrayCGH, a fi de determinar 

quines d’aquestes hauria diagnosticat amb la tècnica de cariotip convencional; 

anomalies de més de 6Mb (Vermeesch et al. 2007) i amb un patró de bandes jutjat 

com a suficient per a ser detectades per microscòpia òptica. De la resta, i en segon 

lloc es va estudiar quines anomalies haurien estat detectades per MLPA 

subtelomèriques (P070 , MRC Holland, Països Baixos), i MLPA de síndromes 

recurrents (P245 i P297, MRC Holland, Països Baixos). Per a l’anàlisi de costos s’han 

utilitzat els descrits per prova del concens espanyol per a la implementació dels arrays 

en la genètica clínica (Cigudosa et al. 2012), on inclouen costos de personal i 

amortització d’equipaments a set anys. 

Els estudis de cariotip, i l’MLPA (dos kits de trastorns genòmics recurrents i un 

d'anomalies subtelomèriques) per al diagnòstic de RGD/DI i/o malformacions 

congènites per una banda,  i la tècnica de l’array per l’altra assenyalen, en aquest 

ordre, les tres opcions diagnòstiques que són d’aplicació segons el protocol actual i 

que donarien el següent resultat i cost associat: 

• 12 pacients diagnosticats amb la tècnica de cariotip (primera línia o opció 

diagnòstica), i 



Resultats 

136	  
	   	  

• 31 pacients més, diagnosticats amb la tècnica de MLPA (segona línia o opció 

diagnòstica) 

Fins aquí, s'haurien diagnosticat 43 dels 140 pacients (30,7% dels diagnosticats amb 

arrayCGH) acumularien un cost de aproximat de 362.000€ (1.000 cariotips + 988 

MLPA).  

• Quedaria per afegir 340.108,23€ corresponents al cost dels estudis d’array (3a 

línia o opció diagnòstica) que s’aplicarien als 957 pacients pendents de 

diagnosticar per arribar a 140 pacients diagnosticats. 

El cost acumulat d'aplicar successivament les tres tècniques seguint el protocol actual 

seria de 702.107 € (fig.4.3).  

 

L'estudi dels mateixos pacients utilitzant l'arrayCGH com a primera i única opció seria 

de 355.390 €. 

Queda provat que l'ús del cariotip i l'MLPA només aconseguiria un 30,71% (43/140) 

dels diagnòstics aconseguits amb l'estudi d'arrayCGH. Així doncs, aplicar les tres 

tècniques quasi duplica (x1,97) el cost d'emprar la tècnica d'array com a primera i 

única opció (fig.4.3). 

Fins aquí, i pel que fa la tècnica dels arrays, els càlculs són el resultat d’aplicar una 

estratègia  d’hibridació pacient versus control (fig 4.3). 
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4.2.3.1 CÀLCULS DE COSTOS SEGONS PROTOCOL UTILITZANT L'ESTRATÈGIA  
D’HIBRIDACIÓ PACIENT VERSUS PACIENT + MLPA TGR	  

En cas d'aplicar el'estratègia d'hibridació proposada: pacient versus pacient + MLPA 

de transtorns genòmics recurrents (en la meitat dels pacients), l'eficiència 

s'incrementa.  

En aquest cas, aplicar les tres tècniques seguint el protocol tradicional o estàndard (en 

blau en les fig de 4.3, 4.5 i 4.6) multiplica  x 2,76  els costos  en el nostre cas, en que 

hem utilitzat un sol kit de MLPA de TGR, de disseny particular (fig 4.4  i 4.5).  

El punt clau en la reducció de costos és la utilització de l'estratègia pacient vs pacient, 

en que el cost passa a reduir-se aproximadament a la meitat. Amb el mateix temps de 

treball dels professionals, i mateix material fungible (suport de vidre amb 8 arrays, i 

reactius per 16 mostres: 8 pacients i 8 controls) es passa d'estudiar 8 pacients a poder 

estudiar-ne 16.  

Els costos reals de l'estudi dels 1000 pacients, realitzat en el laboratori de l'Àrea de 

Genètica clínica i Medicina molecular  de l'Hospital de la Vall d'Hebron ha estat de 

253.971,69€. (fig.4.4) 

Es a dir, hem realitzat l'estudi de 1000 pacients rebaixant  els costos 2,76 vegades. 

(fig.4.5)  

En el cas d'utilitzar dos kits de MLPA comercial, els costos es reduirien  2,38 vegades 

(fig 4.6) 

 

Figura 4.4: Càlcul de costos del estudi d'arrayCGH realitzat a 1000 pacients en el laboratori de 
l'Àrea de Genètica clínica i Medicina molecular  de l'Hospital de la Vall d'Hebron. 

*el cost d'un assaig d'aCGH per pacient en l'estratègia pacient versus pacient passa a reduir-se a 
la meitat, o sigui 177,695 € 

** Protocol A no en tots els casos es repetirà un array, donat que hi han casos que s'hauran 
diagnosticat per MLPA. Aquí aquest abaratiment no l'hem comptabilitzat.
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5.1 POSADA AL PUNT DE L'ARRAY-CGH COM A TÈCNICA DIAGNÒSTICA DE 

RUTINA 

Un dels aspectes fonamentals de la recerca translacional en Ciències de la Salut, és 

la seva repercussió en la clínica. En aquest sentit, els nostres resultats demostren que 

la tècnica d'arrayCGH té la capacitat diagnòstica i l'eficiència per a ser implementada 

com eina diagnòstica de rutina en un servei  de laboratori hospitalari. 

Si bé s'ha establert un consens en què els microarrays han de ser introduïts com a 

eina diagnòstica, els laboratoris s’enfronten a una sèrie de problemes pràctics que han 

de resoldre per tal d'implementar-los. Cada laboratori és responsable d’assegurar la 

validesa analítica de la tècnica abans d'introduir-la en un servei de rutina diagnòstica.  

.  

5.1.1 PROBLEMES TÈCNICS EN LA FASE DE POSADA AL PUNT I VALIDACIÓ  

La tècnica d'array CGH és delicada i ocupa un temps llarg. 

En el transcurs del període de validació i la posada en marxa de la tècnica 

d'arrayCGH, varen sorgir una sèrie de problemes tècnics, la solució dels quals ha 

comportat una millora en l'optimització de la tècnica. 

Hi ha moltes variables que poden afectar els resultats de l'arrayCGH incloent la 

qualitat de la mostra, incidències tècniques i elements ambientals. 

Si els resultats d'un assaig d'arrayCGH són subòptims o fallits, l'acurada anàlisi dels 

paràmetres de qualitat subministrats pel programari Feature Extraction/Cytogenomics i 

la inspecció visual de la imatge escanejada dels arrays aporta informació clau per 

localitzar la font del problema i poder realitzar les adequades accions correctives. 

 

A continuació revisem les principals incidències derivades de la pèrdua de solució 

d’hibridació, problemes mecànics i problemes en el moment del rentatge. 

 

1.- Visualització en la imatge escanejada de l'array d'una zona central fosca més o 

menys oval.  

Això ens indicaria un nivell de solució d'hibridació insuficient per cobrir la totalitat de 

l'array durant la hibridació. A causa del moviment rotatori del forn d'hibridació, la 

barreja cobreix correctament els extrems de l'array però mai la part central. La 

quantitat de solució d'hibridació pot resultar insuficient a causa d’un volum escàs, des 

de l'inici o per pèrdua de líquid durant la hibridació (fig.5.1) 
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Figura 5.1: Imatge escanejada. Plataforma 4x180. 4 arrays, un dels quals presenta una zona 

central fosca, on no hi ha hibridació, si més no, la hibridació és molt inferior al reste de l'array. 

Aquest array, i per tant els resultats es desestimarien, i caldria repetir. 

 

Aquest problema es corregeix ajustant la quantitat de solució d'hibridació amb aigua 

destilada immediatament abans de la hibridació, incrementant lleugerament el volum 

inicial de la solució d’hibridació, o distribuint les diferents solucions d'hibridació sobre 

el cobreobjectes a temperatura ambient (les indicacions del fabricant recomanen fer-

ho a 37 ºC. Aquestes condicions de Tª faciliten l'evaporació). També existeix la 

possibilitat d'una ocasional pèrdua de líquid durant el muntatge de l’array sobre el 

portaobjectes, un inadequat muntatge de la càmera d'hibridació i, finalment 

l’existència de discontinuïtats en la silicona del cobreobjectes. 

2.- Una baixa intensitat del senyal  

Una intensitat del senyal baixa pot ser deguda a un rentatge excessiu, (fig 5.6-B) un 

baix marcatge de les mostres o en els escàners Agilent, la interposició de material 

fluorescent. 

Aquest problema es corregeix revisant la duració del rentatge, velocitat de l'imant, la 

temperatura, l’ordre dels tampons, així com les condicions de la reacció de marcatge. 

La degradació dels fluorocroms del marcatge, especialment del Cy5 per l'ozó o un 

ADN de baixa qualitat (especialment si està molt fragmentat) també poden ser la 

causa d'una intensitat del senyal baixa.  

Finalment, si part de la solució d’hibridació d’un array ha sortit a l’exterior, pot 

dipositar-se en la part de darrere del suport de vidre (Figura 5.2.). En l'escàner 

d’Agilent la llum làser travessa el vidre i qualsevol material dipositat en la part 

posterior esmorteirà el senyal. (fig 5.2) 
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3- Ratlles fosques a la imatge de l'array. 

Aquesta imatge indica un array malmès per unes pinces o l'iman agitador utilitzat 

durant el rentatge final. Depenent del nombre de punts afectats (paràmetre 

AnyColorPrcntFeatNonUn) es desestimaria l'array. 

 

                    
        Figura  5.2 Dipòsit del reactiu d’hibridació fora de l'array  

 

	                                                                        Figura 5.3:  Array malmès mecànicament 
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4- Aparició d’un patró fluorescent d’aigües 

Els reactius de rentatge elaborats per Agilent permeten obtenir un array absolutament 

sec i sense aigües. Aquesta propietat es perd totalment amb la presència de 

substàncies tensioactives com el sabó. Per tant, les cubetes i, en general, tot el 

material utilitzat en els rentatges es neteja únicament amb aigua destilada. Quantitats 

mínimes de sabó produeixen l’aparició d’una imatge d’aigües fluorescent que pot 

afectar molt negativament a la qualitat de l’array. (Figura 5.4) 

 

 
Figura 5.4: Patró fluorescent d’aigües produit  pel ús de sabó. 

	  

5- Empitjorament progressiu del paràmetre de qualitat Derivative LR_Spread, 

atribuïble a problemes mecànics durant la hibridació. (figura 5.5.) 

 
Figura 5.5: (A) Efecte de la vibració causada per la manca de lubricació del mecanisme de 
rotació  del forn d'hibridació, sobre el Derivative LR_Spread (0,33) i (B) el mateix parell de 
mostres sense vibracions, DerivativeLR_Spread (0,13).  
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6- Una Intensitat del senyal massa baixa, amb la ràtio intensitat del senyal/soroll 

correcta  

pot ser deguda a 

- baixa qualitat de l'ADN (es recomana repurificar la mostra),  

- problemes de marcatge mostra (es recomana comprovar que el nivell de l'ozó sigui 

<5 ppb) 

- problemes d'hibridació (comprovar la temperatura del forn). 

 

7.- Valors elevats del paràmetre de qualitat  Derivative LogRatio-Spread 

El Derivative LR-Spread és el principal índex de qualitat, ja que afecta directament a la 

capacitat de detecció. Avalua si la variació en la intensitat del senyal dels dos 

fluorocroms entre els diferents punts de l'array és similar. Amb valors alts del 

Derivative LR_Spread menor serà la probabilitat per detectar guanys i pèrdues (menor 

sensibilitat). El fabricant accepta valors <0,30, però en la nostra experiència, a l'igual 

que la de Ahn i col·laboradors (2010), l’ideal és un valor per sota de 0,20, ja que 

valors superiors augmenten la freqüència de falsos positius i negatius, especialment 

en el cas de les anomalies de petita grandària. 

 L'augment del Derivative LR_Spread es pot produir quan tenim un ADN de deficient 

qualitat (especialment si està molt fragmentat) o bé davant d'interferències en la 

hibridació. 

 

8.- Molt soroll de fons i la intensitat del senyal alta (fig. 5.6 - A)  

Normalment es tracta d’un rentat insuficient. Aquest problema es corregeix revisant la 

duració del rentat, velocitat de l'imant, la temperatura, l’ordre dels tampons (fig.5.6) 
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Figura 5.6: (A) insufient rentat. (B) excessius rentats. (C) pràctica de rentats correcta.	  

A la  figura 5.6 - A es mostra un exemple de rentats insuficients amb elevada intensitat 
del senyal, i del soroll de fons. En la figura 5.6 -B, succeeix tot al contrari, baixa 
intensitat del senyal i del soroll de fons , indica un rentatge excessiu. La figura 5.6 - C 
és un exemple de paràmetres de qualitat correctes. 

9- Valors elevats dels paràmetre de qualitat combinats amb una baixa intensitat del 

senyal, sobre tot de Cy5 i l'aparició de dipòsits fluorescents punctiformes en la imatge 

de l'array 

S'ha comprovat que l'ozó ambiental degrada el fluorcrom Cy5, fins i tot a nivells 

considerats acceptables pels estàndards de les agències de protecció ambiental. La 

imatge d'un array danyat per l'exposició a l'ozó és de múltiples precipitats repartits 

aleatòriament (Figura 5.7 a) i l'aparició de cercles brillants amb la regió central fosca 

en les sondes (Figura 5.7 c). 

Figura 5.7: Imatge d’un array amb exposició a nivells elevats d’ozó(a) i  comparació del mateix 
array sense (b) i amb intensa exposició a l’ozò    (c) (Imatges b i c: Maitreya Dunham's lab, 
Department of Genome Sciences at University of Washington 
(http://dunham.gs.washington.edu/ozone.html)	  
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L'ozó es forma quan els òxids de nitrogen i compostos orgànics volàtils (COV) 

reaccionen en presència de la llum solar. Aquests són emesos per la fuita dels 

vehicles de motor, les emissions industrials, els vapors de benzina, solvents químics i 

fonts naturals. En conseqüència, els nivells d'ozó són més alts a les zones urbanes i 

industrials, especialment durant els mesos d'estiu i en zones de tràfic intens. L'ozó 

afecta els fluorocroms de Cianina, que s'utilitzen en la tècnica d'arrayCGH per a 

marcar els ADN. La degradació és més important sobre el colorant Cy5, i, en menor 

mesura sobre Cy3. S'aconsella l'escaneig immediat després dels rentats i un ambient 

molt pobre en ozó (existeixen dispositius amb filtres que redueixen el nivell d’ozó de 

l’aire). També es comercialitzen reactius que redueixen el problema (Agilent 

Stabilization and Drying Solution), encara que sòn tóxics i requereixen un ús en 

condiciones ambientals especials (campana de gasos). 

10- Valors del paràmetre de qualitat Derivative LR_Spread > 0,20 i els demés 

paràmetres de qualitat d'acceptable a correctes.  

Davant una situació així hem de pensar en la possible fragmentació de l'ADN. 

Aquesta, és invisible amb els mètodes habituals de lectura de la concentració i qualitat 

de l’ADN com ara amb el Nanodrop. Molts cops es pot esperar una situació  com la 

descrita quan la mostra no reuneix les condicions idònies (sang coagulada, no 

correcta conservació de la mostra, mostres de teixits en no idònies condicions) La 

fragmentació es pot verificar amb una electroforesi en agarosa a l’1.2%S’ha suggerit 

en la literatura (Graig et al; 2012) que cohibridant mostres d'ADN de fragmentació 

semblant, ens permetria obtenir uns resultats més satisfactoris. Això ens va succeir en 

mostres d'ADN no incloses en l'estudi procedents de mostres fetals degradades. 

També és molt important realitzar la hibridació competitiva amb mostres d'ADN el més 

semblants possible, és a dir, del mateix tipus de teixit i amb la mateixa tècnica 

d'extracció de l'ADN. 

5.2. LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH COM A PRIMERA OPCIÓ EN EL DIAGNÒSTIC 

GENÈTIC POSTNATAL. 

 

5.2.1. CAPACITAT DIAGNÒSTICA SEGONS  INDICACIÓ  

En la població general, s'estima que la prevalença del retard global del 

desenvolupament / discapacitat intel·lectual (RGD / DI) és d'un 1-3% (Shevell et al., 
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2003), dels trastorns de l'espectre autista (TEA) d’un 0,7% (Newschaffer et al., 2007), i 

de les malformacions congènites (MC) d'un 2-3% (Shevell et al 2003; Corsello i 

Giuffrè, 2012). Aquestes dades indiquen l’existència d’un greu problema sanitari i 

social.  

Segons la nostra experiència, el motiu de derivació més freqüent a l’Àrea de Genètica 

Clínica i Molecular de l’Hospital Universitari “Vall d’Hebron”, de Barcelona, és el retard 

global del desenvolupament / discapacitat intel·lectual (RGD / DI). Altres motius de 

derivació habituals són les malformacions congènites, els trastorns psiquiàtrics, la talla 

baixa, i l'epilèpsia. Dins de les malformacions congènites, les més nombroses són les 

cardiopaties congènites (CC) i les malformacions del sistema nerviós central (SNC). 

Els trastorns psiquiàtrics inclouen els  trastorns de l'espectre autista (TEA),  el trastorn 

per dèficit d'atenció i hiperactivitat (TDAH), la psicosi esquizofrènica, i el trastorn 

bipolar. Hi ha altres motius de derivació, com ara dismòrfies, fenotips peculiars, 

miopaties, hipotonia, parèsia, hipercreixement, etc. Cal tenir present que molts 

pacients presenten més d’un dels fenotips descrits. 

El present treball presenta la sèrie mes gran descrita a l'estat espanyol d'estudis de 

arrayCGH com a primera opció diagnostica. Fins ara s'havien publicat sèries de 

menor grandària o utilitzant els arrayCGH com a tècnica de tercera línia, en pacients 

amb resultat normal en altres tècniques de diagnòstic genètic com ara el cariotip i la 

MLPA (Rodríguez-Revenga et al., 2013), (Roselló et al., 2014) 

Amb un 14% de pacients amb anomalies detectades (taula 5.1), els nostres resultats 

confirmen que actualment l’arrayCGH és la tècnica individual amb un major rendiment 

diagnòstic en els pacients amb RGD / DI, malformacions congènites i TEA (Miller et 

al., 2010). El rendiment diagnòstic no és uniforme i varia molt en funció del tipus i 

nombre d'anomalies fenotípiques que s'observen en els pacients, coincidint els 

nostres resultats amb els estudis publicats per altres autors (veure referències en 

taula 5.1). Les indicacions clàssiques de l'estudi de aCGH inclouen RGD / DI, TEA i 

MC TEA (Miller et al., 2010) amb unes taxes diagnòstiques del 18.9%, 14.8% i 13.7% 

respectivament. Els nostres resultats i els d'altres autors (Zahnleiter et al., 2013) 

suggereixen la conveniència d'incloure la talla baixa com a nova indicació de l'estudi 

amb arrayCGH, ja que s'ha detectat aproximadament un 13,3% (14/105) d'anomalies 

de les quals només un 21,42% (3/14) afecten el gen SHOX. Els nostres resultats 

també suggereixen la conveniència d'incloure com a indicació de l'estudi d'arrayCGH 

les epilèpsies amb un 7% de diagnòstics. 
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La diferència en la taxa diagnòstica en funció de les diverses indicacions pot justificar 

la disparitat dels resultats publicats, els rangs van del 7.6% de Shen et al. (2007) fins 

al 35% de Aradhya et al. (2007). Tots dos estudis analitzen el genoma amb una 

resolució similar (35 Kb) però difereixen en la població analitzada: poc definida 

fenotípicament en el primer estudi, i pacients seleccionats per presentar un fenotip 

considerat molt suggestiu de tenir una anomalia de còpia en el segon. Les grans 

sèries publicades que utilitzen la tècnica de arrayCGH com a primera opció 

diagnòstica, (Ahn et al. (2013) amb 8.300 pacients i Shaffer et al.(2007) amb 8.789 

pacients), aporten la detecció d'un gran nombre de CNV patogèniques però detallen 

poc el fenotip dels mateixos. D'altra banda, les sèries de pacients ben caracteritzades 

fenotípicament sovint són de mida petita i focalitzades en un tipus concret de patologia 

com ara la de Roselló et al. (2014) amb 246 pacients amb discapacitat intel·lectual. 

 La nostra sèrie aporta els resultats de l'estudi de arrayCGH com a primera opció 

diagnòstica en 1.000 pacients amb una completa classificació fenotípica. En 

conseqüència, el present estudi permet contrastar amb fiabilitat en termes d'efectivitat 

a més de l'eficiència  l'estratègia del arrayCGH com a primera opció diagnòstica en la 

detecció de desequilibris genòmics enfront de l'estratègia estàndard de cariotip, estudi 

de MLPA i l'addició de l'estudi de arrayCGH com a opció de tercera línia. 

5.2.2   CONTRIBUCIÓ A LA CARACTERITZACIÓ DE LES ANOMALIES  

Com a benefici addicional, els estudis d'arrayCGH permeten una caracterització de les 

anomalies més precisa que la FISH o la MLPA comercial. De vegades amb 

implicacions d'assessorament reproductiu importants, per exemple la Figura 5.8 

mostra una deleció del gen SHOX en el cas 112 que també inclou altres gens no 

pseudoautosòmics com l’ARSE. Mentre que les delecions aïllades del gen SHOX 

produeixen un fenotip de talla baixa semblant en ambdós sexes (Rappold et al., 2002; 

2007), la pèrdua de gens addicional, produeix en els homes un fenotip molt més greu 

que inclou talla baixa, condrodisplàsia punctata i RGD / DI (Boycott et al., 2003). 
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Figura 5.8:	  a) Genealogia d'una família portadora d'una deleció Xp22.33-p22.31. b) Resultat de 
l'anàlisi mitjançant array CGH, que implica la pèrdua dels gens SHOX i ARSE principals 
responsables de les alteracions fenotípiques.  

5.2.3  DETECCIÓ DE NOUS PUNTS DE TRENCAMENT 

Els arrayCGH permeten la identificació de nous punts de trencament atípics 

generadors de síndromes de microdeleció i microduplicació. Aquests nous punts de 

trencament a vegades poden ser font de falsos negatius en les proves de FISH, fins 

ara el mètode diagnòstic més estès. Un exemple d'aquesta afirmació és un pacient 

(cas 1, Fig. 5.9) amb característiques clíniques de la síndrome de Williams- Beuren 

(WBS), que va resultar tenir fet amb anterioritat un estudi de FISH amb resultat 

negatiu per a la  síndrome. Mitjançant la prova d'arrayCGH es va diagnosticar una 

microdeleció de la regió de la síndrome de Williams. L'explicació a aquests resultats 

contradictoris, és senzillament que en la prova de FISH comercial es produïa una 

hibridació parcial (concretament dues de les tres sondes que la formen, si hibridaven), 

produint falsos negatius en delecions atípiques. (Fig.5.9 i 5.10). En casos posteriors 

de microdeleció i microduplicació amb el mateix punt de trencament que en el cas 

descrit, han permès reconèixer un nou punt de trencament recurrent en la regió crítica 
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de la síndrome de Williams (Fig. 5.10) (Plaja et al., 2015). 

 

Figura 5.9: FISH amb sonda comercial Vysis per a la Síndrome de Williams amb resultat negatiu 

per a la síndrome. Un cop coneguda la deleció, per arrayCGH, si, som capaços de veure una 

diferència d'intensitat de fluorescència en la meitat de sondes de FISH comercial (Vysis-Abbot 

06N28-020) corresponents a la regió 7q11.23 (vermell) .Fletxa contínua: sonda de menor 

intensitat de fluorescència, fletxa discontínua: sonda de major intensitat de fluorescència.  

 

Figura 5.10: Gràfic que vol representar la regió de la WBS del cromosoma 7, gens inclosos, i 

tres exemples d'anomalies de còpia que tenen en comú un mateix punt de trencament ( línea 

negra gruixuda/) . En el cas descrit  (en vermell) sol s'hibrida una de les tres sondes (en vermell 

traslúcid) que formen la sonda comercial per a FISH  en la sospita de la Síndrome de Williams. 
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Els nostres resultats ens duen a considerar de nou l'arrayCGH com la  primera prova  

diagnòstica en sospita de la Síndrome de Williams, la qual cosa entra en contradicció 

amb Manning i Hudgins  (2010)  quan afirmen que la FISH amb una única sonda seria 

la opció més rendible per confirmar un diagnòstic de sospita d'una síndrome ben 

descrita, com ara la síndrome de Williams.  

Probablement podríem fer extensible considerar l'arrayCGH la primera prova  

diagnòstica en sospita clínica d'altres síndromes.   

5.2.4   DETECCIÓ DE NOVES VARIANTS PATOGÈNIQUES 

Dins la nostra casuística, destaca una alta prevalença de trastorns psiquiàtrics en una 

família amb una deleció del gen LRFN5. 

La deleció es va detectar per primera vegada en un nen de 8 anys d'edat (cas 52) que 

va arribar a la consulta de  genètica clínica per presentar alteració de conducta.  Un 

discret retard del llenguatge, dificultats en les habilitats motores fines i dificultats de 

representació visual-espacials.  L'estudi amb arrayCGH va mostrar una deleció de 3 

Mb  (arr[hg19]14q21.1q21.2(40,733,870-43,788,932) x1). La deleció inclou un sol gen, 

l'anomenat LRFN5 o SALM5 (Figura 5.11).  

El gen LFRN5 és membre de la família de proteïnes d'adhesió cel·lular SALM o LRFN, 

amb  patró d'expressió específic al  cervell i implicades en la regulació del creixement 

de les neurites i la ramificació, formació i maduració de les  sinapsis. El gen LFRN5 

pot jugar un paper important  en el desenvolupament neuronal sinàptic.  

Estudis recents suggereixen que les variacions del nombre de còpies (CNV), que 

inclouen diversos gens implicats en les vies de desenvolupament neurològic, poden 

estar associats amb fenotips neuropsiquiàtrics. (Mikhail et al., 2011; Perlis et al., 2012; 

Xu et al., 2009). En aquest sentit, el gen LRFN5 podria estar implicat en l'autisme 

progressiu greu, retard mental i l'esquizofrènia familiar. 

En realitzar l'estudi familiar amb la tècnica de FISH a mida amb la sonda RP11-

189h22, es va trobar que la deleció segregava en 9 membres de la família (Fig. 5.12).  

Alguns  estan afectats de trastorns psiquiàtrics ben identificats (II-1, III-1) i la resta han 

estat tractats per episodis d'ansietat i depressió. Així mateix, la transmissió d'aquesta 
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rara deleció en tots els membres de la família, podria ser indicatiu d'una selecció 

favorable durant la meiosi. 

En aquest estudi familiar es pot observar una àmplia variabilitat d'expressió fenotípica 

en l'àrea dels trastorns d'ansietat.  

Alteracions de LRFN5 s'han associat amb l'autisme sever, discapacitat intel·lectual i 

l'esquizofrènia (de Bruijn et al. 2010 ; Mikhail et al 2011; Xu et al. 2009). Només en el 

nostre estudi i en el de  Xu i  col·laboradors, la pèrdua  del gen LRFN5 es troba aïllada 

i no hi ha altres alteracions genètiques acompanyants com seria en els casos descrits 

per de Bruijn i col·laboradors i Mikhail i col·laboradors. 

El estudi familiar mostra un ampli espectre fenotípic que va de la normalitat al trastorn 

obsessiu-compulsiu, i dóna suport a la idea que la mateixa mutació pot augmentar el 

risc d'una àmplia gamma de manifestacions clíniques.  

La deleció del gen LRFN5 que es manifesta amb una expressivitat variable i  

penetrància incompleta, podria ser considerada com una mutació causal primària amb 

efectes modificats per la presència de variants addicionals en el genoma. 

Les nostres dades confirmen, igual que en la literatura, que l' haploinsuficiència del 

gen LFRN5 constitueix un  important factor de risc per a un ampli espectre de 

trastorns psiquiàtrics. 

 

 

 

 

 

	  

Figura	  5.11	  :	  	  Deleció14q21.1q21.2(40,733,870-43,788,932) , per array, i FISH a mida amb 

una sonda que hibrida amb la seqüència del gen  LFRN5 .



Discussió 
 

157	  
	  

 

Figura	  5.12:	  Estudi	  familiar	  de	  la	  deleció	  14q21.1	  q21.2	  .	   Portadors	  de	  la	  delecció.	  

Portadors	  afectes	  de	  trastorns	  psiquiàtrics	  identificats.	   	  Portadors	  amb	  antecedents	  
d'episodis	  d'ansietat	  i	  depressius.	  

 

5.2.5. DETECCIÓ DE MOSAICS 

Els estudis d'arrayCGH suggereixen la presència d'un mosaïcisme quan s'observen 

valors intermedis entre el rang normal i el patològic de fluorescència. Malgrat tot, és 

difícil deduir el grau de mosaïcisme i, encara avui ningú pot dir amb fiabilitat quin és el 

mínim grau de mosaïcisme detectable en situacions reals. 

La capacitat de detecció depèn del tipus de desequilibri (pèrdua o guany) i de la mida 

de l'anomalia de còpia. Les delecions autosòmiques suposen un canvi de 

fluorescència major que les duplicacions i, per tant, és de preveure una major 

capacitat de detecció dels mosaics de delecions que no de duplicacions (el canvi de 

dues còpies a una -en delecions- produeix una reducció de fluorescència del 50%; i el 

canvi de dues còpies a tres -en duplicacions- produeix un augment del 30%)  

Canvis molt petits de fluorescència es poden confondre amb soroll de fons i amb 

anomalies de poca grandària, amb poques sondes implicades.  

Generalment, els estudis de validació es realitzen simulant diferents graus de 

mosaïcisme amb dilucions seriades d’un ADN amb anomalia mesclat amb un altre 

sense l’anomalia. Amb aquesta metodologia hem estat capaços de detectar la pèrdua 
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d’un cromosoma complet (monosomia del cromosoma X) fins una dilució equivalent a 

un mosaic del 20%. Probablement encara serien detectables dilucions majors, però no 

es van fer mes experiments. Els resultats amb una trisomia del cromosoma 18 van ser 

decebedors, en el sentit que va ser impossible detectar-la amb una dilució del 50%. 

Un estudi paral·lel amb una microduplicació 1q21 i una microdeleció 7q11.23, 

ambdues per sota la resolució del cariotip convencional, va permetre detectar sense 

problemes una simulació d’un mosaic del 50%. Per tant, la menor detecció en un 

guany de tot un cromosoma, tan sols pot explicar-se por la presència d’un mosaic 

críptic en la mostra d'ADN original. Aquesta interpretació és probable donat que es 

tractava d’un ADN procedent d’una biòpsia corial, teixits amb molta probabilitat de 

presència de mosaïcismes i contaminacions amb cèl·lules d’origen matern. 

Amb mostres reals, els nostres resultats han estat dispars. Mentre que per una banda 

es va diagnosticar fàcilment anomalies confirmades posteriorment per FISH  i només 

observades en un 9,8 i 1,3% de les metafases analitzades (Fig.5.13. A i B), per l'altra 

banda  un  mosaic observat en un 43% de les metafases en el cariotip van provocar 

canvis de fluorescència tan subtils que no van ser detectats pel programa d'anàlisi 

Cytogenomics, encara que si es visualitzaven en el gràfic proporcionat pel mateix 

(Fig.5.13. C). (aquest va ser un cas deivat al nostre laboratori per a caracterització 

d'una pèrdua de material en el cromosoma 18, vista per cariotip). Una possible 

explicació és que les diverses tècniques analitzen poblacions cel·lulars distintes: 

limfòcits T procedents de cultius cel·lulars estimulats amb fitohemaglutinina (PHA) en 

els estudis de cariotip / FISH i totes les cèl·lules sanguínies nucleades en els 

arrayCGH. (Stankiewicz y Beaudet 2007) 
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Figura¡5.13: Casos de mosaïcismes detectats per hibridació genòmica comparada: A) deleció 1p36 en mosaic 
en un pacient amb cardiopatia: (1) detectada mitjançant aCGH i (2) confirmada en un 9,8% de les cèl·lules 
analitzades per FISH. B) Duplicació 1q21.1-q32.1 en un pacient amb epilèpsia: (1) detectada mitjançant 
arrayCGH, (2) confirmada en un 1,2% de les cèl·lules analitzades per FISH i (3) cariotip. C) deleció 18q21.31-
q22.2 en un pacient amb RGD: (1) detectada en part per arrayCGH és a dir el programari Cytogenòmics no la 
reporta però si que es visible en la gràfic cromosòmic que ofereix, i (2) confirmada en un 43,3% de les cèl·lules 
analitzades per cariotip.  

 

5.3  COMPARACIÓ AMB EL RENDIMENT DIAGNÓSTIC I L'EFICIÈNCIA D’ALTRES 

TÉCNIQUES.  

Tot i les avantatges d'objectivitat i d'alt rendiment de l’arrayCGH, la introducció 

d'aquesta prova en els serveis de citogenètica clínica ha estat lenta, degut 

principalment a dos factors (Ahn et al 2010): d'una banda el cost dels consumibles,  

de l'altra la inèrcia deguda a l'àmplia difusió i l'acceptació generalitzada de l'anàlisi de 

cariotip, com a prova de primera elecció en cas de sospita d’anomalies genètiques.  

Per a contribuir a la reducció de costos i l'augment de l'eficiència de les proves d’array 

CGH, Ahn i els seus col·laboradors (2010) van elaborar les següents propostes: 
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 a) utilitzar la tècnica d’hibridació pacient vs pacient:, b) utilitzar recursos informàtics 

específics 

a) Utilitzar l’estratègia d’hibridació pacient vs. pacient: aquesta estratègia redueix a 

quasi la meitat els costos de consumibles i personal, i augmenta l'eficiència d'anàlisi. 

Per dos pacients amb resultats normals, només cal un estudi d’array CGH. El gran 

perill d'aquesta estratègia deriva de l'existència de reorganitzacions recurrents i, per 

tant, existeix la possibilitat d’un fals negatiu si es dóna la coincidència que dos 

pacients amb el mateix desequilibri s’hibridessin l’un contra l'altre. El protocol dels 

autors inclou utilitzar en el mateix assaig pacients amb fenotips diferents, amb 

l'objectiu de reduir la possibilitat d’aparellar dues anomalies iguals. Aquesta estratègia 

és, en la nostra opinió, poc viable, ja que moltes anomalies recurrents donen fenotips 

molt inespecífics i semblants. Per aquesta raó, en la pràctica la classificació per 

fenotips pràcticament es redueix a no analitzar conjuntament dos pacients amb 

cardiopatia (de vegades associades a delecions en el cromosoma 22). Els mateixos 

autors indiquen que la probabilitat de no detectar una de les síndromes més freqüents, 

la deleció 16p11.2, és inferior a 1 sobre 25.000. De tota manera, per establir un risc 

d'error acurat és necessari comptabilitzar totes, o almenys les més freqüents, les 

síndromes de microdeleció/microduplicació recurrents i, per tant, el risc és molt més 

alt que’l indicat per Ahn i col·laboradors (2010). 

Per aprofitar les avantatges econòmiques de l’estratègia d’hibridació pacient vs. 

pacient amb una adequada seguretat diagnostica nosaltres proposem realitzar un 

estudi de MLPA en paral·lel a un sol dels pacients inclosos en cada parella de cada 

assaig d'arrayCGH. És a dir es faria un estudi de MLPA de síndromes recurrents en el 

50% dels pacients. En cas de resultat positiu en la MLPA, aquest ens serviria de prova 

de confirmació del resultat de l'array, evitant la repetició d'aquest. 

En aquestes condicions el risc d'error (0,2 º/ºº) és inferior a l'error d'identificació de 

mostra (0,3 º/ºº) reconegut en els laboratoris clínics (Wiwanitkit,  2001) (Taula 5.2). 
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Taula 5.2: Estimació del risc d'error diagnòstic basat en la freqüència de diferents desequilibris 

recurrents en població de pacients (Kaminsky et al. 2011 ; Shaffer et al. 2007) 

tant per 1000 
(º/ºº) 

x2 pac/pac 
(º/ºº) errors calculats 

1.327 2,6 error arrayCGH pacient/pacient 

1.063 1,1 error arrayCGH pacient/pacient no cohibridant 
cardiopaties (fenotip "NO" coincident ("?") 

0.130 0,2 º/ºº 
error arrayCGH pacient/pacient amb MLPA de 

trastorns genòmics recurrents al 1 de cada 2 pacients 
cohbridats (la nostra proposta) 

0,300 0,3 º/ºº error reconegut en els laboratoris clínics com a 
conseqüència de la identificació errònia dels tubs 

 

b) Utilitzar recursos informàtics específics per facilitar el seguiment de les mostres i la 

construcció de fulls de treball, amb enllaços a recursos d'Internet, en particular la base 

de dades DGV, per a agilitzar el diagnòstic i la interpretació dels resultats i l’elaboració 

d’informes. 

La lectura i interpretació dels estudis d'arrayCGH descansa necessàriament en l'ús de 

programes informàtics especialitzats. D'una banda, la detecció manual d'anomalies a 

partir de les dades crues obtingudes a partir d'un array és impossible a causa de 

l'elevat nombre de dades. D’altra, la consulta de forma manual de la majoria de bases 

de dades accessibles a internet és generalment molt tediosa i, per tant, és difícil 

aprofitar tot el seu potencial. 

En aquest sentit hem desenvolupat un programari especialitzat, EasyArray descrit a 

l'apartat 4.2.1. del capítol de Resultats. 

El present estudi permet contrastar amb fiabilitat en termes d'eficàcia, efectivitat i 

eficiència l'estratègia del aCGH com a primera opció diagnòstica en la detecció de 

desequilibris genòmics enfront de l'estratègia estàndard de cariotip, estudi de MLPA i 

l'addició de l'estudi de aCGH com a opció de tercera línia (Figs. 4.3, 4.5 i 4.6).  
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La comparació de les sèries publicades de pacients estudiats amb cariotip, FISH, 

MLPA o aCGH és complicada ja que també analitzen poblacions diferents. Aquest 

estudi permet una aproximació basada en una població relativament gran, 1000 

pacients, assumint que el aCGH detecta la quasi totalitat de les anomalies clínicament 

rellevants. L'estratègia tradicional d'estudi de cariotip i MLPA disponibles per a 

aquestes patologies (2 kits de trastorns genòmics recurrents i un d'anomalies 

subtelomèriques), hauria diagnosticat només 43 (30,7%) dels 140 pacients 

diagnosticats per aCGH a un cost aproximat de 362.000€ (1.000 cariotips + 988 

MLPAs) al qual caldria afegir el cost de 957 aCGH per arribar a diagnosticar els 140 

pacients, amb un cost global de 702.107€ (Fig.4.6). L'estudi dels mateixos pacients 

únicament per aCGH seria d'uns 355.390€. En resum l'enfocament tradicional de 

MLPA i cariotip hagués aconseguit menys d'un terç dels diagnòstics en la nostra 

població, i s'aconseguiria la detecció del 100% dels desequilibris detectables per 

aCGH com a tercera opció diagnòstica multiplicant la despesa per 1,97. 

Els nostres resultats il·lustren l'efectivitat i eficiència de la utilització dels aCGH com a 

primera opció en el diagnòstic genètic dels pacients amb RGD / DI, MC, TEA, talla 

baixa i epilèpsia. Aquests resultats i l'anàlisi cost-benefici avalen la seva inclusió dins 

del Sistema Nacional de Salut en complementació i / o substitució de les tècniques de 

cariotip, MLPA i FISH. 

5.4  PUNTS FORTS i FEBLES DE LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH EN EL 
DIAGNÒSTIC GENÈTIC.  

 

5.4.1  AVANTATGES DE LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH EN EL DIAGNÒSTIC 

GENÈTIC POSTNATAL 

En comparació amb l'anàlisi cromosòmica de bandes-G, l’array CGH ofereix els 

avantatges de l'objectivitat i de l'alt rendiment diagnòstic. La tècnica d'array-CGH 

triplica el nombre de diagnòstics obtinguts amb la tècnica estàndard de l'estudi 

cromosòmic convencional, és a dir, el cariotip. La tècnica d'array-CGH proporciona el 

diagnòstic del 13-18% dels pacients, mentre que amb el cariotip només se’n pot 

obtenir el 3-5%, en individus amb retard intel·lectual o del desenvolupament, 

alteracions de l'espectre autista i múltiples anomalies congènites, excloent la 

síndrome de Down i altres alteracions cromosòmiques ben conegudes. Aquesta 
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diferència és atribuïble a la seva alta sensibilitat per detectar delecions o duplicacions 

cromosòmiques submicroscòpiques (Miller, et al 2010).  

 

5.4.2  INCONVENIENTS DE LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH EN EL DIAGNÒSTIC 

GENÈTIC POSTNATAL 

Encara que els microarrays siguin una eina de diagnòstic poderosa per a l'avaluació 

dels canvis de nombre cromosòmics, el seu ús com a prova de primera elecció no 

sempre és apropiat. Igual que amb altres mètodes de diagnòstic clínic, en la 

tecnologia aCGH també hi ha limitacions (Shinawi & Cheung 2008). Potser 

l’inconvenient més important és que l’aCGH no és capaç d'identificar reordenaments 

equilibrats, com ara translocacions i inversions.  

 

L’aCGH només és capaç de detectar desequilibris en el nombre de còpia en relació a 

altres regions d'ADN dins de la mateixa mostra. Per tant, l’arrayCGH tampoc pot 

detectar la poliploïdia. 

Finalment, l’arrayCGH tampoc dóna informació sobre la ubicació en el genoma de, per 

exemple, regions duplicades, o en l'estructura dels cromosomes. No obstant això, 

alguns especialistes creuen que, en alguns casos, els patrons de desequilibri es 

poden utilitzar per a deduir aquesta informació (Ahn et al 2013). 

 

Schluth-Bolard i els seus col·laboradors (2013), per exemple, estan investigant sobre 

el potencial de la ultraseqüenciació (NGS) en el diagnòstic de pacients amb 

reorganitzacions aparentment equilibrades i fenotip a qui s’ha exclòs un desequilibri 

genòmic mitjançant un array CGH. Els autors troben tres de cada quatre pacients una 

alteració genètica que pot explicar el seu fenotip i que permet el consell genètic 

adequat i aturar les investigacions innecessàries 

 

5.5 RECOMANACIONS PER L'US DE LA TÈCNICA D’ARRAY-CGH EN EL 

DIAGNÒSTIC GENÈTIC POSTNATAL 
 

A l’estat espanyol, el nostre grup ha colaborat en l'elaboració de les següents 

recomanacions generals incloses en relació amb les aplicacions clíniques dels arrays-

CGH : 
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- per als pacients amb RGD / DI, TEA i / o MC cap plataforma és millor que una altra. 

Si la densitat els cobreix adequadament, es poden utilitzar arrays-CGH de BAC, 

oligonucleòtids o SNP amb bon grau de resolució. 

- amb l'objectiu de cobrir, com a mínim, la mateixa resolució que el cariotip, els arrays-

CGH han de tenir una cobertura uniforme de tot el genoma per a detectar àrees de 

desequilibri en qualsevol localització d'almenys 5 Mb, però es recomana que es 

puguin analitzar regions de, almenys, 400 Kb. Els arrays han de ser dissenyats de 

manera que es puguin veure delecionades o duplicades múltiples sondes o SNP en 

un segment específic per a produir una marca reconeixible per al genetista molecular. 

 

Com que el rendiment diagnòstic dels arrays-CGH és més gran que el del cariotip 

amb bandes G, cal considerar els arrays-CGH com a primera opció sistemàtica del 

laboratori per a l'avaluació diagnòstica dels pacients amb RGD / DI, TEA i MC (Miller 

et al., 2010; Shevell et al.,  2008). Els casos es remetran per a que se’ls realitzi un 

array-CGH després de l'avaluació per part d'un especialista apropiat segons la seva 

patologia, l'avaluació del genetista clínic i l'aplicació de criteris de selecció adequats 

per a cada patologia. Degut a que el cost dels arrays-CGH està disminuint 

progressivament, cal considerar als arrays-CGH com a proves de primera elecció en 

l'avaluació sistemàtica en aquest grup de pacients, ja que complementarà o anticiparà 

al cariotip amb el fi de minimitzar la pèrdua d'oportunitats d'arribar al diagnòstic del 

pacient. 

 

Els arrays-CGH orientats a regions conegudes de patologies ben descrites comporten 

al diagnòstic prenatal. Les dades actuals suggereixen que l'aplicació dels arrays-CGH 

en el diagnòstic prenatal incrementa la detecció de reordenaments genòmics fetals i 

són cost efectius i ben acceptats per les parelles. Les parelles o gestants que se 

sotmetin a un estudi d'arrays-CGH deuen, prèviament a la realització de l'estudi, ser 

assessorades sobre l'abast, limitacions, beneficis i utilitats dels estudis d'arrays-CGH 

en medicina prenatal. Es recomana que els laboratoris que apliquin els arrays-CGH al 

diagnòstic prenatal tinguin una comunicació fluida amb els professionals sol·licitants, 

siguin capaços de coordinar amb aquests consultes d'assessorament genètic prèvies i 

posteriors a la sol·licitud de l'estudi, si cal puguin corroborar amb altres tècniques 

genòmiques (FISH , MLPA, qPCR, etc.) les troballes eventuals, i puguin en un termini 
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raonable de temps analitzar les mostres parentals per poder complementar l'informe 

de l'estudi fetal. 

 

Els arrays-CGH haurien de ser sol·licitats i interpretats per professionals de la salut 

capaços de transmetre la informació al pacient i/o la seva família, i de completar un 

assessorament genètic. Els genetistes clínics i/o assessors genètics són els que han 

d'estar familiaritzats, entrenats i tenir idoneïtat suficient per explicar l'abast, limitacions, 

beneficis i utilitats dels estudis d'arrays-CGH.  

 

Els arrays-CGH haurien de ser informats per citogenetistes, genetistes moleculars o 

genetistes clínics amb entrenament suficient en genètica humana i amb experiència 

demostrada en citogenètica o genètica molecular humana. Els arrays-CGH han de ser 

informats seguint les recomanacions internacionals (ISCN, 2013) i han de complir els 

mínims estàndards de qualitat requerits per a cada plataforma utilitzada. En els 

informes haurà de constar la plataforma i el format d'arrays-CGH utilitzats, la densitat 

dels arrays-CGH utilitzada i la forma en què ha estat analitzada (programari aplicat, 

etc.). Es convenient registrar els resultats dels arrays-CGH (en termes de genotip i 

fenotip) en una base de dades adequada per facilitar l'intercanvi d'informació. En el 

registre d'aquests pacients en les bases de dades nacionals o internacionals haurà 

d'atendre la legislació vigent sobre protecció de dades personals i qualsevol normativa 

nacional o internacional al respecte. 

Els informes dels arraysCGH haurien de contenir una interpretació  clínica dels  

resultats relativa al "estat de l'art", informació referida a les dades poblacionals 

relatives a la troballa (DGV), els gens eventualment afectats i les bases de dades de 

patologies existents (com ara Decipher, OMIM, etc.). 

 

La informació relativa als arrays-CGH de pacients amb fenotips específics hauria de 

recollir en una base de dades nacional i/o abocar-se a les bases disponibles 

internacionalment, a fi d'ampliar la informació requerida a l'hora d'elaborar un informe 

clínic assistencial i de participar en la descripció de noves patologies de reordenament 

genòmic, incrementar la informació disponible per a la investigació i incrementar el 

coneixement genòmic en general. Aquesta informació ha de recollir-se salvaguardant 

tots els criteris ètics, legals i administratius vigents i que marquin les comissions o 

comitès específics de cada institució o administració. 
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Tot i les recomanacions dels especialistes, cal tenir present que existeix una 

experiència limitada en la interpretació dels resultats obtinguts amb la tècnica d'array-

CGH. Encara s’estan desenvolupant els criteris de diferenciació entre anomalies 

patogèniques i variants de la normalitat, i s'està precisant la correlació genotip/fenotip. 

El nombre de recursos accessibles a la xarxa Internet s'amplia constantment, donat el 

continu increment del coneixement científic. 
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1. L'arrayCGH és la tècnica de diagnòstic genètic amb un major rendiment en els 

pacients amb retard global del desenvolupament/discapacitat intel·lectual, 

malformacions congènites i /o trastorns de l’espectre autista. 

2. Un 70% dels pacients diagnosticats en el present estudi no s'haurien  diagnosticat  

utilitzant únicament les tècniques de cariotip + MLPA.  Aquest resultat implica la 

necessitat d'implementar la tècnica d'arrayCGH en el diagnòstic. 

3. Els resultats en la nostra sèrie i d’altres autors avalen la utilització de la tècnica de 

l'arrayCGH com a primera opció diagnòstica en lloc de les tècniques de cariotip, 

MLPA i FISH. Podem afirmar que els arrays com a primera opció diagnòstica són 

clarament rendibles perquè eviten la realització d'un significatiu nombre  d'altres 

tècniques diagnòstiques 

4. El rendiment diagnòstic dels arrayCGH en els pacients amb talla baixa i l'epilèpsia 

avalen la seva inclusió com a noves indicacions per a l'estudi d'array CGH 

5. Els arrays CGH d'oligonucleòtids amb disseny ISCA i format 8x60K són els que 

proporcionen un millor balanç cost / benefici. 

6. L’estratègia d’hibridació pacient versus pacient amb el suport de l’anàlisi de MLPA 

permet un gran estalvi econòmic, millora la seguretat diagnòstica i facilita la seva 

aplicació en un entorn clínic. 

7. La utilització d’un programari especialitzat és indispensable per l'eficient 

interpretació dels resultats de arraryCGH. 

8. Els estudis d’array CGH detecten mosaics. La distribució desigual en els diversos 

teixits pot provocar resultats aparentment contradictoris. 

9. En la nostra sèrie l'alteració detectada més freqüent va ser la deleció 22q11.21.  

Altres variants patogèniques freqüents a la nostra sèrie han estat la deleció 1q21.1-

q21.2, delecions i duplicacions afectant la regió 16p13.11, 15q11.2, delecions i 

duplicacions de la regió 7q11.22, 16p11.2 i regió pseudoautosòmica PAR1 

10. Es confirma que moltes CNVs patogèniques presenten una penetrància 

incompleta i expressivitat variable. 
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11. Els nostres resultats demostren l'efectivitat i eficiència de la utilització de 

l’arrayCGH com a primera opció en el diagnòstic genètic dels pacients amb sospita de 

desequilibris genòmics. Tot això avala la seva inclusió dins del Sistema Nacional de 

Salut.  
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