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Learning objectives

• Conceptos básicos en genética y de las técnicas empleadas para el

diagnóstico molecular (secuenciación masiva)

• Importancia de la genética aplicada a los trastorno plaquetarios

congénitos (TPC), Rare bleeding disorders y en Hemofilia
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Richards S., et al. Genet Med. 2015
Amendola LM., et al. Am J Hum Genet 2016

Cambio de terminología

5 - Patogénica (PV)

4 - Probablemente patogénica 
(LPV)

3 - Significado incierto (VUS)

2 - Prob. benigna

1 - Benigna

ACMG  VARIANTE



Diagnóstico molecular clásico

Venter JC et al. Science. 2001
International Hap Map Consortium. Nature. 2005

Sikkema-Raddatz B et al. Hum Mutat. 2013 

Otros: microArrays / GWAS / Linkage Analysis

Secuenciación convencional = SANGER Gen candidato

Limitaciones Tiempo + coste Dco

• Tamaño gen

• Múltiples exones

• Trastornos con clínica parecida

• Múltiples genes candidatos

F8

Variante recurrente: FVL / Protrombina





Secuenciación genoma - Coste

Lu JT  et al. N Engl J Med. 2014 
Van Dijk EL et al. Trends Genet. 2014

Levy SE et al. Annu Rev Genomics Hum Genet 2016 





NGS: revolución diagnóstico molecular

de Koning TJ et al. Exper Rev Mol Diagn. 2015
Biesecker LG et al. N Engl J Med. 2014 

Genoma completo (WGS) Exoma completo (WES)

ChIP-seq: proteína-ADN
microARNs / Sec ARN

Regiones específicas: 
Panel genes

NGS

Simultánea
Paralelo

Único experimento

Datos

- Diseños personalizados y flexibilidad
- Escasa muestra (1 o 2 tubos de EDTA)
- Sensibilidad variantes genéticas
- Análisis rápido y automatizado (7 días)
- Coste asequible

Paneles Genes



Bastida JM et al. Haematologica. 2018
Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019

Plataformas NGS disponibles

> 300 pacientes
Trastorno plaquetario congénito

Rare bleeding disorders

Hemofilia A y B

Total = 110 genes



de Koning TJ et al. Exper Rev Mol Diagn. 2015
Biesecker LG et al. N Engl J Med. 2014 

Probes

Capture

Fluorescencia

Bioinformática

Traducción secuencia 
nucleótidos

Captura de secuencia



Datos / Análisis bioinformático

Cambio de nucleótido correctamente 
secuenciado

Variante que provoque una consecuencia
sobre la proteína

Distribución población (MAF)

Modelo in silico: efecto funcional y 
patogenicidad

Exome Variant Server (EVS)
1000 Genomes Browser

Exome aggregation consortium (ExAC) 

PolyPhen-2 / SIFT / Mutation Taster  /  fathmm
MutationAssesor

Guías ACGS + ACMG + AMP + CAP

Study Group, n=82
Unkown molecular pathology 



Tipos de Trastornos Plaq Cong
Factores Transcripción:

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC
Sd Plaqueta GrisGFI1B

Tromb. y trast. señalización  RUNX1
Tromb. y diseritropoyesis GATA1

Paris-Trousseau Jacobsen  FLI1
Tromb. Ausencia Radio  RBM8A

S. Stormorken STIM1
TAR  RBM8A

ATRUS  HOXA11 / MECOM
TCH4  CYCS

Proteína de unión a FYN FYB
ETS translocation variant 6  ETV6 Citoesqueleto:

Wiskott-Aldrich WAS
Cadena Pesada Miosina  MYH9

Diaphanous Related Formin 1  DIAPH1
Tubulina 1  TUBB1

Filamina A  FLNA
Microtúbulo asociado  serin-threonina MASTL

Dominio 26 Ankirina ANKRD26
α-actinina ACTN1

Proteína kinasa PRKACG
Sitosterolemia ABCG5/8

R- TPO  MPL / THPO
Tromb. Amegacariocítica Cong.

P2RY12  Defecto Recetor 
ADP

GNAS1, GNAQ, RGS2
 Defecto Prot G

GP6 Defecto Inducción Colágeno
TBXA2R Def Receptor 

TXA2

TMEM16F
ABCA1
Scott

Enzimas:
TBXAS1
PTGS1  COX 

ITGA2 Defecto  
R. Colágeno

CD36 R. 
Trombospondina

GP1BA  / GP1BB / GP9 
Sd. Bernard Soulier

GP1BA
EVW-TP

Gránulos Densos:
LYST S. Chediak-Higashi
HPS, AP3B1, BLOC1S3, PLDN, DTNBP1  S. Hermansky-Pudlak
MYO5A, RAB27A, MLPH  S. Griscelli

Gránulos alfa:
VPS33B ARC
PLAU S. Quebec
NBEAL2 SPG
SLFN14 TP - AD

FERMT3 LADIII
RASGRP2 TG-Like ITGA2B, ITGB3  T. Glanzmann

Defecto combinado: PRF1, UNC13D, STX11, 
STXBP LHL

Trombocitopenias 
Hereditarias

Trombocitopatías 
Hereditarias



Algoritmo diagnóstico de la trombocitopenia 
hereditaria

Historia clínica y examen físico
Inmunodeficiencia, sordera, alteraciones renales, neoplasias hematológicas, 

anomalías esqueléticas, paladar hendido, anomalías cardiacas, retraso mental, 
heterotropia ventricular nodular, astenia, miopatía, miosis, migraña, xantelasmas

No Si

Tamaño Plaquetar Tamaño Plaquetar

N N

TLX, 
TT4, 
TLA

TCAM, EPLMA, T-
ANKRD26, T-ETV6

T-MYH9, SBSm, EvW-TP, 
T-ITGA2B/ITGB3, T-
GATA1, SPG, T-GFI1, T-
FLNA, SIST, T-TUBB1, T-
ACTN1

WAS

TAR, TASR, 
EPLMA, T-
ANKRD26, E-
ETV6, SKS

MYH9. T-
DIAPH1, T-
FLNA, SVF, 
PT-SJ, SBS

Frotis Plaquetas agranulares grises   ,   Cuerpos de Döhle, anomalia May-Hegglin , Estomatocitos

Modificado de Lozano ML & Rivera J: Diadhema 2017

MYH9, MYH10, FLNA, TUBBInmunohistoquímica

Agregometría

Citrometría de flujo

SBS

SBS, ITGA2A/ITGB3, WAS

Estudio genético



Con la 
llegada de 

NGS…
Genes 

descritos en 
coagulopatías 

congénitas 
hemorrágicas

Bastida JM . Semin Thromb Hemost 2019. In press



Estudio nacional / Experiencia personal

Bastida JM et al. Haematologica. 2018
Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



Genética aplicada a TPC
1- Correlación genotipo – fenotipo: pronóstico / guías de manejo

2- Diagnóstico: confirmatorio / diagnóstico diferencial

3- Riesgos asociados / consejo genético

5- Conocimiento científico  nuevos genes / nuevos trastornos

4- Nuevos patrones de herencia



1. Correlación genotipo - fenotipo
Sordera neurosensorial / Catarata / Nefropatía

Pecci A et al. Hum Mut. 2014 
Bastida JM et al. Haematologica. 2018 

Supervivencia libre de complicación:

Non-muscle myosin IIA heavy chain
(NMMHC-IIA)

p.Lys74Glu 
p.Ser96Leu

p.Arg903Gly 
p.Arg1162Ser 
p.Arg1417Glnp.Asp1925Thr fs*23 

p.Arg1933*

• Enfermedad relacionada con MYH9:

Cadenas 
Pesadas

Cadenas 
Ligeras

NHT

Helical Coil GlobularTail



• Macrotrombocitopenias autosómico dominante fenotipos solapados
- Macrotrombocitopenia AD + sordera neurosensorial

Noris P et al. Haematol. 2012 
Stritt S et al. Blood. 2016

Bastida JM et al. Haematologica. 2018 

- Enfermedad relacionada con DIAPH1 (DIAPH1-RD)

- R1213* Proteína DIAPH1 estabilidad citoesqueleto

- Neutropenia fluctuante (+ sordera + MCT AD)

2. Diagnóstico diferencial y confirmado

NO
Cuerpos Döhle

 MYH9-RD



• Mujer, 46 años
• P = 90 x109/L
• VPM normal
• Herencia AD
• SMD del7q  TPH-DNE
• LMA

Bastida JM. ASH. 2017 

3.- Trombocitopenia leve y antecedentes familiares de 
neoplasias hematológicas

RUNX1, exon 6, p.Thr196Ala

N - - CRHD TAD



4. Cambios patrón de herencia
Gen (Locus) Herencia conocida Nuevo patrón herencia Referencia

ITGA2B / ITGB3
(14q24)

AR = Trombastenia de Glanzmann 
(OMIM 273800)

AD = Macrotrombocitopenia 
(OMIM 187800)

Ghevaert et al. Blood
2008

GP1BA
(17p13)

AR = Síndrome Bernard Soulier (SBS)
(OMIM 231200)

AD = Variante Bolzano
(OMIM 153870)

Savoia et al. Blood 2001

Bastida JM et al. 
Haematologica 2018

GP1BB 
(22q11)

AR = SBS
(OMIM 231200)

AD = MacroTP
(No OMIM)

Sivapalaratnam S et al. 
Blood 2017

Bastida JM et al. 
Haematologica 2018

FLI1
(11q23)

AD = del11q Paris-Trosseau (PT)
(OMIM 188025)

AD: FLI1-RT (missense)
AR: PT-like (missense)

(OMIM 617433)

Stockley et al. Blood 2013
Stevenson et al. Blood

2015

GFI1B
(9q34)

AD = GFI1B-RT 
(OMIM 187900) AR: SPD (storage pool disease) Ferreira et al. Mol Genet

Metab 2017



• Niño 9 años (asiático), consanguinidad
• Epistaxis + gingivorragias  UCI
• Sospecha Trombastenia Glanzmann (Agregación patológica + discordante CMF)

Lozano ML et al. Blood. 2016
Bastida JM et al. Haematologica. 2018

Nuevo trastorno plaquetario congénito

RASGRP2 exón 10; Ser381Phe

• Secuenciación masiva (Panel genes):

Trombastenia 
Glanzmann – like

(2º caso)



Genética aplicada a coagulopatías

Correlación genotipo –
fenotipo

Estado de portadora y 
Consejo genético

Diagnóstico diferencial 
HA / EVW-2N

Riesgo desarrollo 
inhibidor y discrepancias 

laboratorio

Rare bleeding disorders
Hemofilia A y B



Bastida JM. et al. Thromb Haemost. 2017
Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019

Hemophilia A, B or VWD diagnosed

HTS (Whole gene)
F8, F9 and VWF

Hemophilia B

MILD, MODERATE
and SEVERE

MILD
MODERATE

Hemophilia A

SEVERE

IVS-22

POSITIVE NEGATIVE

IVS-1

POSITIVE NEGATIVE

POSITIVE NEGATIVE

MLPA

Subclying-PCR

Long distance PCR

Grandes alt
estruct

Del / Ins / Dup

Algoritmo diagnóstico en hemofilia



Limitaciones / retos de NGS

• Registros internacionales

• Next-Generation

• Modelos in silico

• iPSC

• Knock-out / in

• Transgénesis

• CRISPR/Cas9

• Definición

• Relación

• Resultado neg

• Inversiones

• Translocaciones

• Cromosómicas

• Grandes In, Del

(>200pb)

• Clínica diaria
• Centros de referencia

Jarvik GP et al. Hum Genet. 2016 
Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019

Coste Patogenicidad 
causalidad

Alteraciones 
estructurales

Bases de datos 
Sistemas 

bioinformáticos

Modelos 
celulares y/o 

animales



Conclusiones

• El conocimiento de las alteraciones genéticas de las coagulopatías

congénitas es fundamental para nuestros pacientes: mejor

diagnóstico, seguimiento, pronóstico, tratamientos

• La secuenciación masiva facilita su identificación

• Es medicina de precisión
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