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1. Introduccio

1.1 El genoma huma

El genoma huma esta constituit per uns 3.200 milions de parells nucleotids,
distribuits en 24 cromosomes diferents (22 autosomes i 2 cromosomes sexuals)
que contenen entre 20 i 25.000 gens. En aquest conjunt de milers de milions de
“peces” es troba codificada la informacié que es transmetra de generacid en
generacid i que determinara |'expressid, altament coordinada i adaptable a

I'ambient, del conjunt de les proteines que conformen els éssers humans.

1.1.1 Seqiienciacio del genoma huma

El 1990 es va engegar el Projecte Genoma Huma (PGH). Aquest ambicids
projecte va comencar de mans d’un consorci public format per més d’una
cinquantena de centres de recerca dels Estats Units, Regne Unit, Alemanya, Japd,
Franca i Xina. Sota el lideratge de I'Institut Nacional de la Salut dels Estats Units i la
fundacié britanica Wellcome Trust, que es van distribuir la laboriosa tasca de
d’identificar i cartografiar els 3.200 milions de bases que conformen la seqiéncia
del genoma huma. L'estrategia adoptada per aquest consorci public, anomenada
seqglienciacio jerarquica, consistia en trencar el genoma en petits fragments de 100-
200Kb i clonar-los en cromosomes artificials de llevat (YACs) o de bacteri (BACs).
Aquests YACs i BACs, mapats i ordenats linealment sobre el genoma emprant
I'ajuda de marcadors geneétics, eren posteriorment fragmentats en trossets més
petits (500pb) que se solapaven entre ells. Els fragments amb una major longitud
de superposicié eren seqlienciats i assemblats a partir dels successius solapaments
obtinguts en |'etapa anterior.

Vuit anys més tard de l'inici del PGH, Craig Venter es va separar del projecte
public i va constituir la corporacid biotecnologica Celera Genomics. Amb una

inversio de 300 milions de dolars (10 vegades inferior a la del consorci public) van
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comprar 300 unitats de potents equips d’analisi genética i un sistema informatic
constituit per 1.400 ordinadors. Celera es proposava completar la seqliencia del
genoma huma amb molt menys temps i una inversié inferior, amb la intencié, no
absent de polémica, de patentar centenars de gens per vendre’ls a la industria
farmaceutica i demostrar aixi la validesa i efectivitat del seu controvertit metode de
seqlienciaci6 anomenat “shotgun”. Aquest sistema, basat en la forca bruta que
suposa disposar d'una gran capacitat de seqlienciacid i un enorme comput
d’acid

desoxiribonucleic (DNA) que compon el genoma en una infinitat de petits fragments

informatic, consisteix en trossejar a Il'atzar tota la seqliéncia
(~2kb), generant llibreries de plasmidis que seran seqlienciades a partir dels seus

extrems. Posteriorment es procedeix a I|‘assemblatge dels fragments per
solapament de seqlieéncies emprant sistemes informatics que analitzaven la
similitud entre les diferents cadenes. Cal mencionar, perd, que aquest ambicids
objectiu privat finalment va requerir de la utilitzacié de dades del consorci public
per a |'assignacié de la posici6 cromosomica dels fragments que s’anaven generant

en I'assemblatge (Figura 1.1).

Estrategia Consorci Public
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Hiemarchical Shotgun Sequencing Method

Cenoevee DA

Whele Genome Shotgnn Sequencing Method

Cenoeae: OHEA

| BAC Lilnmy - i Sequence Rach Fragment
' ) :IE.-"_f i H wath Shegun & pmeseh
Create Canty Map
i
AT i T Tt e TR B I L Tl L P T T
Secpeies Ench Coatig e e

wrih Shnigun Appmmeh Baen Coshigucs Sequeness

BTN TTT T
Canliftmis deyece
Crenerais Fosshed Secuesce
T LCP FTTLCE T E AT T T :
T T TR G e L T
T TR T T T T TR L R T TR T T T T

Cremermie Mmesed Sequence

Figura 1.1: Esquema de les dues estratégies emprades per a la seqiienciacio del genoma
huma.

El 26 de Juny de lI'any 2000, forca abans del previst i després de deu anys
d’investigacio i d'una dura pugna entre ambdds projectes, es fa public I'anunci de la

consecucid del primer esborrany de la seqliencia completa del genoma huma.
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L'anunci es va fer des de la Casa Blanca amb representacié dels governs america i
britanic, i amb la presencia d’ambdues parts implicades: Craig Venter, president de
Celera, i Francis Collins, director del PGH. Tot i aquest anunci politic, les dues
versions de la seqléncia del genoma huma no van sortir a la llum fins uns mesos
més tard, el 15 de Febrer de 2001, quan el Consorci Public publicava a la revista
Nature (Lander et al. 2001) el resultat de la seva seqliéncia consens, resultant de
I'assemblatge de multiples seqliéncies provinents de nombrosos donants.
L'endema, I'empresa privada Celera comunicava, a través de la revista Science
(Venter et al. 2001), la seva versié de la seqiéncia derivada del genoma de cinc
individus. En ambdues publicacions el genoma huma es presenta com una
seqliencia haploide en que les variants genétiques no van ser anotades. Un parell
d’anys més tard, el Consorci internacional per la seqlienciacié del genoma huma
anuncia que s’ha completat amb éxit el PGH, i és aleshores quan es disposa de la
seqliencia del genoma amb una major qualitat, on la majoria de forats (“gaps”)
estan ja més ben coberts.

L'obtencié de la seqliéncia del genoma huma ha suposat una de les fites més
importants de la genéetica humana. Actualment es coneix que el nostre genoma
presenta una densitat de gens molt inferior a la que s’havia predit inicialment (tan
sols un 1.5% de la seqiiéncia conté exons codificants per proteines). En un 70%
esta constituida per DNA extragénic i només el 30% restant per seqliéncies
relacionades amb gens. Del total de DNA extragénic, aproximadament un 70%
correspon a repeticions disperses, de manera que, més o menys, la meitat del
genoma huma esta composat per seqliéncies de DNA repetitiu. D’altra banda, del
total de DNA relacionat amb els gens s’estima que el 95% correspon a DNA no
codificant: pseudogens, fragments de gens, introns, sequéncies UTR, etc. (Figura
1.2).
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Figura 1.2: Components del genoma huma. Només 1'1.5% dels 3 bilions de parells de bases
codifiquen per proteines, mentre que aproximadament el 45% de la seqiiéncia consisteix en “parasits
genomics” (transposons de DNA, LTR retrotransposons, Long and Short Interspersed Nuclear elements
[LINEs i SINEs]) i especialment els seus romanents extingits. Extret de (Gregory 2005).

1.1.2 Variabilitat al genoma huma

El Projecte Genoma Huma ha aportat a la comunitat cientifica una seqliencia
de 3 bilions de nucledtids de referéncia sobre la qual explorar la variabilitat
genetica en I|'heréncia entre individus. La realitzaci6 d’estudis detallats de
variabilitat en el genoma d’un nombre important d’individus ha permeés constatar
que el grau de variacid de la sequéncia de DNA és de l'ordre de 10 vegades
superior a la que se suposava fa algun temps (Sachidanandam et al. 2001; Hinds et
al. 2005). En paral-lel amb I'evolucié de tecnologies (com els arrays i les noves
tecniques de seqlienciacid) s’ha produit el descobriment de nous tipus de variacions
presents en el nostre genoma que afecten a milers de Kb de DNA, trobant-se
ampliament distribuides al llarg de tot el genoma. Si tenim en compte aquests nous
descobriments, es poden distingir dues grans fonts de variabilitat en la molécula de
DNA: Variabilitat en la sequéncia on s’inclouen els canvis a nivell de nucleodtids que
componen el DNA (canvis puntuals que afecten petites porcions, de menys d’1Kb,
de seqiéncia i que inclouen els SNPs, les insercions/delecions (in/dels), els
microsatél-lits i petites inversions, entre d’altres) i Variants estructurals, on

s‘inclouen les diferencies a nivell de l'arquitectura del genoma (regions de entre
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1Kb i fins a diverses Mb que varien tant en la localitzacié i orientacié, com en el
nombre de copia) (Eichler et al. 2007) (Figura 1.3). Malgrat que no és objecte
d’aquesta tesi, cal tenir present l'existéncia de, com a minim, una altra font de
variabilitat essencial, molt més dinamica que les anteriors, com és la variabilitat

epigenetica.

. s =T N Deteccid
Variabilitat del Variabilitat en la seqiiéncia molecular

genoma e Canvi de base - substitucié- mutacié puntual
¢ Insercions-delecions”indels”
e SNPs-tagSNPs

Variacions estructurals

De 2bp a 1000bp

e Microsatelis, minisatelits

¢ Insercions-delecions "“indels”

e Inversions

e Di. tri-, tetranucleotids repeats

* VNTRs

De 1Kb a submicroscopiques

e Variants en nombre de copies (CNVs)
* Duplicacions segmentaries

* Inversions, translocacions

De subcromosomiquesa microscopiques
* Aneusomies segmentals

« Delecions i insercions cromosomiques
* Inversions cromsomiques

* Translocacions reciproques

De cromosomes sencers a tot el genoma

* Translocacions robertsonianes
e Cromosomes en anell

e Cromosomes marcadors

e Aneuploidies

o Aneusomies Deteccid
« Poliploidia citogenetica

Figura 1.3: Fonts de variacié del genoma huma. Les variants del genoma s’han descrit a nivell
citogenétic i molecular, les noves tecnologies han posat al descobert la seva importancia a escala del
genoma huma complert. Aquesta variabilitat implica des d’un sol nucleotid fins a llargs segments de
DNA, i inclou insercions, delecions, translocacions i inversions de material genomic.

1.1.2.1 Variabilitat en la seqiiéncia i SNPs

Les sequiencies de DNA de dos éssers humans del mateix sexe comparteixen
un percentatge elevadissim de nucleotids, entorn del 99,92%. El 0,08% restant
(2,5Mb) esta format per variants que inclouen els polimorfismes de nucleotid simple
(SNPs, de l'anglés Single Nucleotide Polymorphism), diversos elements repetitius

que impliquen a regions relativament curtes de DNA (com per exemple els micro- i
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minisatel-lits), i també petites (<1Kb) insercions, delecions, inversions i
duplicacions.

Els SNPs sén la font de variabilitat entre individus que ha estat més
estudiada en els darrers anys. Un SNP és la substitucié d’'un nucleotid per un altre
en una posicié concreta dins de la seqliéncia, en qué ambdds al-lels sén observats
amb una freqléncia superior a 1'l% en la poblacié. S’estima que dels
aproximadament 3.2 bilions de nucledtids que constitueixen el genoma d’‘un
individu, uns 10 milions corresponen a SNPs comuns en |'especie humana, aixo
representa una mitjana d’l SNP cada 1200 nucleodtids. Molts d’aquests SNPs
presenten gradients de distribucid geografica i la seva freqliéncia és radicalment
diferent en comparar poblacions humanes. Alguns SNPs es localitzen en regions
codificants del genoma, perd no necessariament impliquen un canvi en la seqiéncia
d’aminoacids de la proteina. Els SNPs en que ambdds al-lels donen lloc al mateix
aminoacid s’anomenen sinonims, mentre que els que resulten en una sequéncia
polipeptidica diferent s'Tanomenen no-sindnims. Al seu torn, un SNP no-sindnim pot
ser o bé “missense” o bé “nonsense”, en funcid de si el canvi déna lloc a un
aminoacid diferent o si origina un codd de stop prematur. Els SNPs que no afecten
nucleotids que donen Illoc a proteines codificants poden tenir igualment
consequliencies funcionals, ja que poden alterar el “splicing” dels gens, afectar llocs
d’'unié de factors de transcripcidé o alterar seqliencies de RNAs no codificants.
Existeixen diferents catalegs que recullen els SNPs identificats en el genoma huma
(HAPMAP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ index.html).

Els SNPs han estat molt utilitzats com a marcadors genétics per a la
identificacio de regions del genoma implicades en malalties, en els anomenats
estudis d’associacié6 global del genoma (GWAS de Genome Wide Association
Studies). Recentment, han permés la identificaci6 de nombrosos gens de
susceptibilitat per a malalties complexes (Burmeister et al. 2008). El
desenvolupament d’aquests metodes d’analisi massiu de variants ha estat possible,
en gran mesura, gracies al desenvolupament de noves tecnologies de genotipat
(que permeten analitzar fins a un mili6 de SNPs en un sol experiment) i al
coneixement generat en el si del projecte HapMap (www.hapmap.org) (Frazer et al.
2007). Aquest projecte persegueix desenvolupar un mapa d’haplotips (grups de
SNPs) del genoma huma i caracteritzar els patrons de variaci6 genética en el
genoma de diverses poblacions mundials, fent possible la seleccié dels anomenats

Tag-SNPs (o SNPs marcadors), que permeten capturar el maxim d’informacié

6



Introduccié: El genoma huma

genetica amb el minim nombre de variants. Tot reduint el nombre de SNPs a
genotipar, es redueix el cost, fent econdmicament factibles els estudis de lligament
a nivell de genoma sencer (Figura 1.4). Donada la diferent freqiiencia de variants
en diferents poblacions humanes, en poblacié europea s’estima que genotipant uns
cinc-cents mil Tag-SNPs es pot capturar tota la variabilitat coneguda en el genoma,

mentre que en poblacid africana se’n necessiten més d’un milié (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Tag-SNPs. El fet que certes variants estiguin en desequilibri de lligament i que, per tant,
s’heretin en bloc, fa que no sigui necessari genotipar-les totes i cadascuna d’elles. Aixi, per exemple,
si en la poblacido europea se sap que sempre que es troba una A en el locus 4, hi ha una T en el locus
8, només genotipant el locus 4 es captura la mateixa informacié genetica que si s’estiguessin
genotipant els dos loci. La taula de sota indica el nombre de TagSNPs seleccionats per capturar tots
els SNPs comuns en la fase I del HapMap (YRI: 30 trios Yoruba; CEU: 30 trios d‘ancestre europeu;
CHB: 45 individus no relacionats de Xina; JPT: 45 individus no relacionats de Japd.)

Els GWAS publicats fins al moment han emprat diferents plataformes o
500.000

d’aquests tag-SNPs comuns, per detectar diferéncies en les freqiuéncies al-léliques

arrays comercials, que contenen aproximadament entre 300.000 i

entre casos i controls (Barrett and Cardon 2006; Pe'er et al. 2006; Clark and Li
2007; Eberle et al. 2007). Per a més de 80 fenotips, incloent malalties i trets
biologics diversos, els estudis del

genoma global han aportat convincents
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associacions estadistiques, implicant a més de 300 loci diferents del genoma huma
(Shaw and Lupski 2004). Sorprenentment la majoria de gens o loci genomics
identificats en aquests GWAS no havien estat préviament relacionats amb malalties
complexes i suggereixen noves vies moleculars que posen de relleu I'existéncia de
sub-fenotips. S’observa que quan es considera a la malaltia en el seu conjunt
s'identifiquen diverses rutes o vies que poden desenvolupar la malaltia, pero si
s’avalua cada individu en particular només una o un subgrup d’aquestes rutes
resulten implicades. Per exemple, la predisposicié genética a la diabetis tipus 2
(T2D) sembla implicar gens de rutes que afecten la formacié i funcié de cél-lules-B
pancreatiques, aixi com rutes que afecten els nivells de glucosa i I'obesitat (Frayling
2007; Bouatia-Naji et al. 2009; Lyssenko et al. 2009).

Un altra observacid resultant dels recents GWAS, és que una mateixa regid
genomica s’ha trobat associada a dues o més malalties diferents. Aquesta
convergéncia de gens associats a multiples malalties genera un nou concepte de
xarxes que connecten gens, rutes i malalties (Goh et al. 2007), com pot ser el cas
de diversos receptors d’interleuquines que han estat associats amb malalties de
Crohn, esclerosi multiple, lupus eritematds sistemic i artritis reumatoide (Armengol
et al. 2008; Lettre and Rioux 2008). O el d’un SNP al cromosoma 9p21, associat a
diferents fenotips vasculars com l'infart de miocardi (Helgadottir et al. 2007;
McPherson et al. 2007), l'aneurisma abdominal aodrtic i I'aneurisma entrecanal
(Helgadottir et al. 2008). Aquestes troballes posen de relleu patogénies comuns en
malalties en qué no es sospitava, suggerint la necessitat d’un replantejament en les

bases moleculars que causen les malalties humanes.

1.1.2.2 Variants estructurals: CNVs

Un dels camps de la genética humana que ha atret gran atencié en els
darrers anys és l'estudi de les variants estructurals. Aquesta font de variacié inclou
grans (>1Kb) insercions, delecions, i duplicacions, anomenades de forma col-lectiva
variants en nombre de copies (CNVs: copy number variations), aixi com variants

posicionals i d’orientacid, com les translocacions i les inversions (Figura 1.5).
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Refarence New allele
Deletion —f SR -
Tandem duplication —— = {1}
VNTR  —{ [}~ =fp — T [}
Dispersed duplication ] —_— ] {1
Novel insertion — 1 =t ——
Repeat insertion I+ =) 0—HHF
Inversion —H— - {1
Translocation — B
TRENDS in Ganetics

Figura 1.5: Alguns tipus de variants estructurals. Vuit tipus de variants estructurals definides en
relacié a la sequencia del genoma de referencia. VNTR: variable number tandem repeat. Extret de
(Hurles et al. 2008).

L'any 2004 es van publicar dos estudis pioners que, emprant BAC-arrays, van
posar de relleu la gran quantitat de variants estructurals existents en el genoma
huma, contribuint enormement al reconeixement de l'abast a nivell de genoma
complet d’aquesta font de variacid (Iafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004).
Posteriorment molts altres estudis han anat descobrint I'abundancia de CNVs en el
genoma i el coneixement d’aquestes estructures ha anat creixent d'una forma
accelerada (Sharp et al. 2005; Tuzun et al. 2005; Conrad et al. 2006; Mills et al.
2006; Redon et al. 2006; de Smith et al. 2007; Korbel et al. 2007; Wong et al.
2007). Actualment, en la darrera actualitzacié (Mar¢ 2009) de la base de dades de
variants genomiques (http://projects.tcag.ca/variation), hi ha registrades 21178
CNVs que corresponen a 6558 loci (Figura 1.6). Cal esmentar, pero, que la majoria
d’aquestes CNVs no han estat validades per metodologies alternatives, i que la seva

llargada exacta tampoc esta ben determinada.



Introduccié: El genoma huma

=

s :

E"_ ~F-E

—e B E-E- - & P J
ggigzﬁgiqug
=L EEEEE N EE
=55 Eaggaiz =
32§§=%ﬂﬁ%g'ﬁ
ESSd-S =S ERE
4

-
gggggﬁiaaﬁrg
'S'Eﬁgg%fjmjﬂg;%zﬁ';ﬁ'

Figura 1.6: Ideograma de variants estructurals descrites en el genoma huma: Les barres
blaves indiquen les CNVs identificades; les vermelles els punts de trencament d’inversions descrites i
les barres verdes a I'esquerra mostren les duplicacions segmentaries.

“Database of Genomic Variants” (http://projects.tcag.ca/variation).

Malgrat que en els darrers cinc anys s’ha avangat molt en el coneixement de les
CNVs, també s’han generat molts interrogants: quin és el nombre total de CNVs en
el genoma huma?, quina és la seva localitzacié exacta?, quin és el seu contingut en
gens?, i la seva freqliéncia en les diverses poblacions humanes?, existeixen patrons
de desequilibri de lligament entre aquestes CNVs i altres variants més facils de
reconeixer?. Resoldre aquestes qliestions permetra entendre quina és la contribucio
de les variants estructurals a la variabilitat fenotipica observada entre humans i en

les malalties genetiques.
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1.1.2.3 Identificacio de variants estructurals

El descobriment de les variants estructurals ha seguit un cami paral-lel al de
I’'evolucié tecnologica en els métodes d’analisi del genoma (Taula 1.2). Els primers
guanys i perdues de material genetic van ser identificats a través de I'examen dels
cromosomes sota el microscopi. Es van descriure alteracions de cromosomes
sencers, com per exemple la trisomia 21 associada a la sindrome de Down, o
d’altres anomalies que afecten a segments suficientment grans com per ser visibles
en l'analisi del cariotip. El perfeccionament de les tecniques citogenétiques ha
permes aconseguir una major resolucid, i en situacions ideals es poden observar,
en un cariotip, segments delecionats o duplicats d’entre 4 i 5Mb.

Als anys 90, el desenvolupament de la hibridaciéo in situ fluorescent
(FISH) va aportar una nova eina en la identificaci6 de guanys o peérdues
submicroscopiques. Aquesta tecnica, explicada en l'apartat 3.2.1 del material i
metodes, permet I'analisi de la majoria de les microdelecions i microduplicacions
associades a malalties gendmiques conegudes aixi com avaluar trisomies,
aneuploidies, o guanys i perdues en les regions telomeériques, tant sobre els
cromosomes en metafase com en cel-lules en interfase.

El repte de poder analitzar tot el genoma amb major detall ha empeées el
desenvolupament de noves tecniques i aproximacions. La hibridacié genomica
comparada (CGH: Comparative genomic hybridization) permet analitzar alhora
tots els cromosomes i detectar guanys o pérdues de material genomic amb una
ressoluciéo d’entre 3 i 10Mb. Els dos DNAs, marcats amb fluorocroms diferents,
competeixen per hibridar sobre extensions metafasiques de cromosomes d’un
individu normal. Mesurant la proporcio de fluorescéncia del DNA problema respecte
al DNA de referéencia es poden determinar perdues i guanys relatius en la mostra
problema. Aquesta técnica va tenir un impacte important, particularment en I'estudi
de reorganitzacions cromosomiques associades a tumors i leucémies. Tot i aixi, la
seva resolucié es veu limitada per |'aplicacié de la técnica sobre cromosomes en
metafase.

Les llibreries de BACs utilitzades en la seqilenciacid jerarquica del projecte
Genoma Huma van fer possible el desenvolupament dels arrays de BACs i la técnica
de l'array-CGH. Els cromosomes en metafase de la CGH classica es van substituir
per BACs (que alberguen entre 80 i 200kb de seqliencia de DNA del genoma huma)
que es disposaven de manera endrecada (array) sobre un portaobjectes de vidre

anomenat microxip de DNA o, simplement, array. Els primers arrays daten del
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1997-1998 (Solinas-Toldo et al. 1997; Pinkel et al. 1998), i des d’aleshores s’han
desenvolupat i comercialitzat infinitat de formats i tecnologies que tenen poca cosa
més en comu entre elles que la disposicido ordenada de sondes sobre una matriu de
vidre. Aixi doncs avui en dia conviuen els BAC-arrays, els arrays d’oligonucleotids
(s'empren sondes sintetiques d’oligonucleodtids d’entre 25 i 85 bp) i els SNP-arrays,
que no es basen propiament en la técnica de la CGH, ja que no es realitza una
cohibridacié de dos DNAs que competeixen, sind que s’hibrida un sol DNA. Aquest
darrer tipus d’array va ser desenvolupat inicialment per determinar la composicid
al-lelica dels SNPs, perd a partir de la intensitat de senyal generada per les sondes
hibridades, bo i comparant-la amb les d’un altre individu o grups d’individus,
permeten també identificar regions variables en nombre de copies. Les noves
generacions de SNP-arrays (per exemple Affymetrix 6.0 i Illumina 1M-Duo) ja s’han
dissenyant per tal d’oferir aquest doble potencial d'interrogar SNPs i CNVs.

La tecnologia de microarrays és la metodologia que ha permés descobrir i
avancar enormement en la identificacio i descripcié de les variants estructurals del
genoma huma, pero existeixen també altres tecniques moleculars utilitzades en
I’'analisi de guanys i perdues de loci gendmics. Aquests meétodes resulten més
economics i de gran utilitat en estudis més modestos que pretenen analitzar un
nombre precis i limitat de loci, i a I'nora de validar els resultats obtinguts
mitjancant els analisis d’arrays. Entre aquests metodes es troba la PCR quantitativa
a temps real (qPCR) i altres métodes com la QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of
Short Fluorescent fragments), la MAQ (Multiplex Amplicon Quantification), MAPH
(Multiplex Amplifiable Probe Hybridization) i el MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification), que permeten valorar guanys i pérdues en diverses regions
del genoma simultaniament en un mateix experiment. Les técniques de FISH,
array-CGH i MLPA han estat utilitzades en diversos treballs d’aquesta tesi, i per aixo
es troben explicades amb més detall en I'apartat 3.2 de material i metodes.

Finalment, les aproximacions computacionals i la nova generacid de
tecnologies de seqiienciacio es perfilen com les eines més potents en la
identificaci6 de variants en el genoma. De manera simple, les aproximacions
computacionals consisteixen en alinear in silico dues seqliiencies de DNA per
detectar-hi diferéncies. Aquests méetodes presenten dos avantatges importants, el
primer és que permeten identificar reordenaments balancejats, i el segon és que no

existeix un limit de resolucid, podent definir variants a nivell d'un sol nucleotid.
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Per altra banda, el desenvolupament d’una nova generacié de tecnologies de
seqlienciacid com la 454 Life Sciences (Roche) (Margulies et al. 2005) o la SOLID
(http://solid.appliedbiosystems.com/ - Applied Biosystems) esta reduint el temps i
el cost de la seqlienciacié a nivell genomic, posant en mans dels cientifics una eina
que ajudara a una rapida evolucid en la identificacié de la variabilitat genomica.
Combinant aquesta gran capacitat de seqlienciacié amb |'estrategia del mapatge
d’extrems seqiienciats, s’han desenvolupat aproximacions computacionals on els
punts d’ancoratge deriven de les seqiéncies terminals dels clons (per exemple
fosmids) de llibreries genomiques obtingudes a partir de genomes individuals. El
maig del 2008, emprant aquesta estrategia es va explorar la variacié en els
genomes de vuit individus de diverses etnies. Es va construir una llibreria genomica
per a cada un dels individus, mitjancant el clonatge de fragments de DNA de
tamany predeterminat en fosmids (Donahue and Ebling 2007), dels quals es van
sequenciar els extrems. Enfrontant aquests extrems sequenciats contra el genoma
de referencia, i a partir de les discrepancies en la mida i/o orientacié d’aquestes
respecte el genoma de referencia van identificar potencials variants estructurals,

gue després van validar amb diferents méetodes (Kidd et al. 2008).

Taula 1.2: Métodes per detectar variants estructurals en el genoma huma. Recull dels tipus de
variants estructurals que es poden identificar amb els principals métodes descrits aixi com els limits
de deteccid, que s’indiguen entre paréntesis.

CNVs Variants
Métode Translocacio Inversio (> 1Kb) petites
(< 1Kb)
Analisi de tot el genoma
Cariotip Si (> 5Mb) Si (> 5Mb) Si (> 5Mb) No
BAC-array No No Si (> 50kb) No
Oligonuclotid-array No No Si (> 35Kb) No
SNP-array No No Si Si (SNPs)
Aproximacio
. Si Si Si Si
computacional+seqlienciacio
Mapatge per seqiienciacio - Si (punts de  Si (> 8kb delecions; N
i o}
d’extrems (fosmids) trencament) >40Kb insercions)
Analisi de regions diana
Genotipacié de microsatél-lits No No Si Si
MAPH No No Si Si
MLPA No No Si Si
QMPSF / MAQ No No Si Si
Real-time (QPCR) No No Si Si
FISH Si Si Si No
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1.1.2.4 Origen de les variants estructurals

Existeixen tres mecanismes principals que poden originar variants
estructurals en el genoma huma: 1) recombinacié homologa no al-lélica (NAHR:
nonallelic homologous recombination), 2) fusié d’extrems no homolegs, NHEJ (Non-
homologous end joining), 3) ‘FoSTeS’ (Fork Stalling and Template Switching) basat
en mecanismes de replicacio del DNA.

La recombinacié homologa no al-lelica NAHR és causada per l'alineament i
subseqlient encreuament entre dues seqliencies de DNA no al-léliques que
comparteixen una elevada similitud entre elles. Aquests reordenaments, que es
poden produir tant en meiosis com en mitosis, tenen com a substrat les
duplicacions segmentaries (DS), també anomenades Low copy repeats (LCRs), que
son blocs de sequéncia de DNA de més d’1Kb, que es troben representades més
d’'una vegada per genoma haploide i que tenen una identitat superior al 90%.
S’estima que aproximadament el 5% de la seqliéncia del genoma huma consisteix
en DS (Bailey et al. 2002; She et al. 2004). Aquestes estructures poden contenir
seqliéncies repetitives, estructures reconegudes de intré-exd, aixi com gens
sencers o segments de gens. En les regions pericentromeriques i en els intervals
subtelomeérics s’estima que entre un 11 i un 45% de la seqiéncia de DNA esta
formada per DS. Un 50% de les CNVs descrites en el genoma es troben solapant
amb DS (Cooper et al. 2007), fet que apunta a alguna relacid entre ambdods tipus
d’estructures. L’estructura genomica de les copies paralogues de les DS (tamany,
grau d'identitat, orientacio, distancia i localitzaci6 cromosomica) determina el
resultat dels processos de NAHR. Els mecanismes de NAHR poden implicar els dos
cromosomes homolegs (intercromosomic), les dues cromatides d’un mateix
cromosoma (intracromosomic) i, fins i tot, DS localitzades en una mateixa
cromatide (Stankiewicz and Lupski 2002). Els resultats de la recombinacié seran
delecions, duplicacions, translocacions o inversions que poden afectar fragments de

tamany molt variable (Figura 1.7).
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Figura 1.7: NAHR entre duplicacions segmentaries/LCRs: Durant la meiosi o mitosi es
poden produir errors en l'alineament entre DS, la qual cosa conduiria a un entrecreuament erroni que
donaria lloc a les variants estructurals; a) Quan les dues duplicacions segmentaries es troben
localitzades en el mateix cromosoma i en la mateixa direccidé, la NAHR entre elles generara
duplicacions i/o delecions, b) La NAHR entre DS localitzades en cromosomes diferents donara lloc a
translocacions cromosomiques i c) quan l'entrecreuament es produeix entre DS amb orientacions
oposades es generen inversions.

La majoria de processos de NAHR es creu que s’originen de forma esporadica
en la poblacié general. La relativa freqliéncia amb la que s’identifiquen delecions i
duplicacions en el genoma, flanquejades per DS i mediades per aquest mecanisme
de NAHR, ha generat un interés creixent en |'analisi d’aquestes regions ja que
poden tenir una important rellevancia clinica. Un major coneixement del mecanisme
de NAHR, combinat amb un acurat mapatge de les DS en el genoma huma esta
contribuint a predir les regions més inestables i susceptibles de generar
reordenaments cromosomics que podrien encobrir malalties genomiques (Sharp et
al. 2005; Sharp et al. 2006).

Entre els altres mecanismes que poden originar variants estructurals trobem
el Non-homologous end joining-NHEJ que és un dels mecanismes principals
emprats per les cel-lules eucariotes per a la reparacié dels trencaments de doble
cadena del DNA (Figura 1.8) (Roth et al. 1985; Lieber et al. 2003; Weterings and
van Gent 2004). En les cél-lules humanes és utilitzat de forma rutinaria per reparar
tant els trencaments fisiologics com els patologics per exemple causats per
radiacions ionitzants. Els punts de trencament dels reordenaments originats per
NHEJ cauen sovint sobre elements repetitius com LTR, LINE, Alu, MIR i MER2
(Nobile et al., 2002; Toffolatti et al., 2002). A més a més motius de seqliéncies
com TTTAAA, que poden causar trencaments de doble cadena o curvatures del
DNA, es troben sovint en aquests punts (Nobile et al., 2002; Toffolatti et al., 2002).
S’ha observat que anomalies en aquest procés de NHEJ son responsables d'un 15%

de les immunodeficiéncies severes humanes (Schwarz et al. 2003), i aquest
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mecanisme també és considerat el responsable de la fusi6 de cromosomes
translocats en el cancer (Lieber 2008).

Més recentment s’ha descrit un altre mecanismes anomenat ‘FoSTeS’ (Fork
stalling and template switching) basat en la replicacid del DNA (Figura 1.8) (Slack
et al. 2006) i que permetria explicar reordenaments complexes, com els observats
en el locus de la distrofia muscular de Duchenne (DMD) (Zhang et al. 2008) o les
duplicacions en tandem descrites en els gens PLP1 i LMNB1 (Woodward et al. 2005;
Lee et al. 2006; Padiath et al. 2006). El FoSTeS es creu que podria ser l‘'origen de
complexes duplicacions i delecions de CNVs, especialment en aquelles regions on la

generacié de CNVs no es pugui explicar per mecanismes de NAHR ni NHEJ.
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Figura 1.8: Mecanismes de reordenament genomic NHEJ i FoSTeS.

A) El mecanisme de NHEJ es produeix en quatre etapes (Adaptat de (Lieber et al. 2003). Es detecta
un trencament de la doble cadena de DNA (DSB: double-strand DNA break), es genera un pont
molecular d’'ambdds extrems trencats i les modificacions necessaries en els extrems (addicié o delecid
d’algunes bases) per fer-los compatibles i poder procedir a la lligacid, i finalment el pas de lligacié. Les
dues linies gruixudes mostren les dues cadenes de DNA amb el trencament, i els segments prims del
mig representen les modificacions que han patit els extrems abans de la lligacié final. La maquinaria
d’enzims que catalitzen cada pas esta simplificada i extreta de les referéncies (Kirchhoff et al. 2007;
Lieber 2008). B) Esquema adaptat de (Lee et al. 2007). Després de formar-se I'embus de replicacié
(linies continues en blau fosc i vermell), la cadena motlle (linea puntejada vermella) s’allibera i
s’anella a una segona forca (linies continues en verd i lila) per la via de la microhomologia (1) seguida
de (2) I'extensié de la segona forca que ara sera la “principal” i la sintesi de DNA (linia puntejada
verda). Després de qué la forca s’alliberi (3) la forca original (linies continues en blau fosc i vermell)
que esta fent de motlle a les cadenes (vermella i verda, en linia puntejada) pot envair a una tercera
forca (linies en gris i negra). Les linies puntejades representen la nova cadena de DNA sintetitzada.
Aquesta seérie d’una forca de replicacié que s’allibera i envaeix a una altre cadena motlle pot produir-
se varies vegades (ex FoSTeS x2, FoSTeS x3 ...etc) abans del punt (4) on es recupera la replicacid
original. Esquema extret de (Gu et al. 2008).
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1.1.3 Contribucié de les CNVs al fenotip i malalties humanes

La recent apreciacio de les CNVs com una font amplia i freqlient de variacié
en el genoma huma aporta un revolucionari coneixament en el camp de la genética
clinica, genetica de poblacions i epidemiologia. Mitjancant diversos mecanismes
moleculars que inclouen les alteracions en la dosi genica, la interrupcié de gens, la
fusido de gens, o efectes posicionals, entre d’altres, aquestes variants poden estar
implicades en malalties Mendelianes, malalties genomiques (Lupski et al., 1998), o

malalties complexes.

1.1.3.1 CNVs i gens

La distribucié de CNVs al llarg del genoma no sembla a l'atzar ja que s’han
identificat diversos “punts calents” en qué s’acumulen, com per exemple els
telomers o regions centromeriques (Cooper et al. 2007). També sembla que no hi
ha proporcionalitat entre el tamany dels cromosomes i el nhombre de variants que
s’hi ha identificat. El cromosoma 18, per exemple, només conté un 19,8% de CNVs
mentre que el contingut en els cromosomes 16, 17, 19 i 22 és de més del 41% en
cada un d’ells (Iafrate et al. 2004).

També s’ha observat un enriquiment en CNVs en regions del genoma riques
en gens, i una major densitat d‘exons en les regions on s’hi localitzen CNVs (Cooper
et al. 2007), i aquestes observacions també s’han descrit en el genoma de rata
(Guryev et al. 2008). Cal esmentar perod, com han suggerit alguns autors (Redon et
al. 2006; Korbel et al. 2007), que aquests calculs podrien estar esbiaixats pel tipus
de tecnologia emprada, ja que en la identificaci6 de CNVs sovint s’han utilitzat
arrays que contenen una major densitat de sondes que solapen amb gens.
Actualment la xifra de gens continguts en CNVs és de més de 7000 (de Smith et al.
2008) i diversos estudis han descrit un enriquiment en determinades categories de
gens. Entre aquestes, hi trobem gens implicats en la resposta immune (Feuk et al.
2006) i gens relacionats amb la percepcié d’estimuls provinents de I'entorn, com els
receptors olfactoris, els receptors del gust i diversos gens relacionats amb la vista i
I'oida (Redon et al. 2006; de Smith et al. 2007; Wong et al. 2007). També s’ha
identificat una elevada presencia de gens implicats en el processament
neurofisiologic i el desenvolupament del cervell (de Smith et al. 2007). Per exemple
el clister de gens de les protocaderines en el cromosoma 5, és particularment ric

en CNVs. Aquests gens es creu que tenen un paper en la complexa generacié de les
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connexions sinaptiques (Cooper et al. 2007), suggerint un impacte de les CNVs en
la funcid del cervell i la intel-ligéncia. Aquestes CNVs, que impliguen a gens
relacionats amb la resposta a I'ambient i en el neurodesenvolupament, poden haver
estat influides per la seleccidé natural, tenint un paper en 'adaptabilitat i capacitat
de resposta als estimuls externs (Feuk et al. 2006). Totes aquestes observacions
suggereixen que aquestes variants poden estar contribuint de forma rellevant a la
diversitat humana i que poden tenir un paper important en malalties humanes,
incloent les malalties monogéniques, infeccions, desordres autoimmunes i altres
malalties complexes amb una component hereditaria.

La seglient questidé que es planteja és, doncs, esbrinar com aquestes variants
poden afectar |'expressid dels gens i si aquest efecte es reflecteix en el fenotip.
S’ha estimat que les CNVs sén responsables del 17,7% de la variacid en |'expressio
genetica heretada (Stranger et al. 2007). Els canvis en |'expressié originats per una
CNV poden ser diferents d'un gen a un altre; per exemple en tres gens
comunament delecionats com sén el GSTT1, GSTM1 i UGT2B17, s’ha vist que els
canvis de dosi expliquen el 88%, 75% i 26% de la variacié en els nivells d’expressid
respectius (McCarroll et al. 2006). Perd s’ha observat també que no tots els canvis
en el nombre de copies dels gens es corresponen amb canvis en els nivells
d’expressid, un altre exemple son els gens de les alfa-defensines, que no mostren
una relacié entre els nivells totals de mRNA i el nombre de copies (Aldred et al.
2005). En el requadre 1, es recullen diverses situacions que il-lustren com les
CNVs poden alterar I'expressié dels gens. Stranger i col-laboradors (2007) van
descriure que la meitat dels efectes de les CNVs sobre |I'expressié dels gens sén
degudes a disrupcions en les sequéncies codificants, com la perdua d’exons, efectes
en els elements reguladors o altres regions funcionals. Les CNVs també poden
originar nous gens resultants d’una fusio, i en aquest sentit Korbel i col-laboradors
(2007) van identificar un nou gen resultant de la fusié entre les regions codificants
de dos gens de receptors olfactoris (OR51A4 i OR51A2). Un altre exemple seria la
fusid entre el gen PRSS1 i PRSS2, que es creu responsable d'una pancreatitis
hereditaria identificada en una familia francesa (Masson et al. 2008). Finalment,
també existeixen evidéncies que les CNVs poden tenir efectes sobre gens localitzats
a grans distancies >2Mb (Stranger et al., 2007). La delecié d’'un gen repressor pot
conduir a un increment en els nivells de transcripcié d’un altre gen, mentre que
duplicacions en les seqliencies del promotor en direccio 3’ poden disminuir els

nivells d’expressido a causa de l'alteracié de la posicid entre el promotor i el gen

18



Introduccié: El genoma huma

(Rodriguez-Revenga et al. 2007). Per exemple una petita duplicacié del promotor
del gen PLP1 en direccio 3’ silencia la seva expressido i causa un fenotip de
paraplegia espastica tipus II, molt similar a I'originat per mutacions en el gen (Lee
et al. 2006).
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Requadre 1. Les variants estructurals poden resultar benignes, predisposar a la malaltia,
causar influencies subtils en el fenotip (per exemple modificant la capacitat de resposta a
medicaments o predisposar a la malaltia a les seglents generacions. En funcié de com el CNV
efecte als gens existeixen diverses vies que poden conduir al fenotip patologic.

a) Gens inclosos a dins d’una variant estructural

Els gens sensibles a dosi inclosos Els gens no sensibles a dosi també

dins d’una variant estructural poden causar la malaltia, quan la

poden causar la malaltia a través seva delecié desemmascara una

d’una duplicacié o delecié. mutacioé recessiva en el gen del
cromosoma homoleg.

b) Gens que solapen amb variants estructurals

e Gen interromputs per una Un punt de trencament pot
inversio, translocacio o delecid desencadenar en la formaci6 d'un
poden originant una reduccid en nou transcript resultant de la fusio
I’'expressio del gen. de dos gens.

—a - — - ——-m

c) Gens que flanquegen variants estructurals. Efecte posicional

Per exemple una delecid, inversio La delecio del promotor pot

o translocacio que inclogui un desemmascarar un polimorfisme
element regulador pot alterar funcional que pot tenir
I’'expressio d’'un gen que no es conseqliencies en |I'expressio.
troba propiament dins la variant

estructural.

Element

regulgdor _[ -

—>

—— 9 ——e.

d) Gens implicats en desordres complexes

Les variants estructurals poden funcionar com al-lels de susceptibilitat, quan es combinen
diferents factors genetics que desencadena el fenotip.

No fenotip
_’ 4—

—(———
Fenotip (Malaltia Complexa)
—H- - -— .
= T e,
<

No fenotip
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1.1.3.2 CNVs i malalties humanes

Aproximadament la meitat dels gens que solapen amb CNVs es troben
representats en la base de dades OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), que
recull el coneixement actual sobre gens associats amb malalties Mendelianes,
malalties gendmiques i malalties complexes (de Smith et al. 2008).

Les primeres evidencies de que les alteracions en nombre de copia podien
influir en el fenotip, provenen de malalties esporadiques originades per variants
estructurals, majoritariament de novo, les quals s’anomenen col-lectivament
malalties genomiques, en contraposicid a les malalties genetiques classiques en
que el fenotip anormal és atribuible a mutacions puntuals (Lupski 1998; Lupski and
Stankiewicz 2005; Lupski 2006). Actualment l'analisi mitjancant arrays permet
avaluar la preséncia de guanys i perdues al llarg de tot el genoma amb una elevada
ressolucid. L'Us d'aquesta tecnologia en I'analisi d’amplies séries de pacients amb
retard mental, retard del desenvolupament, autisme, o anomalies congénites ha
posat de relleu noves microdelecions i microduplicacions que podrien estar
implicades en l|'etiologia d'un 7-16% dels casos amb aquests trastorns (de Vries et
al. 2005; Friedman et al. 2006; Jacquemont et al. 2006; Szatmari et al. 2007;
Marshall et al. 2008). Aixi, des del 2005 s’han descrit 18 noves malalties
genomiques que impliquen a 12 regions del genoma (Taula 1.3), nombre que
representa més del doble de les descrites en els previs 20 anys. Aquesta mateixa
capacitat de detectar alteracions, també ha conduit a identificar moltes variants
rares en pacients amb un significat clinic incert. Per tal de determinar-ne la
patogenicitat, és clau la identificacié d’individus amb una mateixa CNV i un fenotip
similar. En aquest sentit, la base de dades DECIPHER (DatabasgE of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources;
https://decipher.sanger.ac.uk) recull aquestes microdelecions i microduplicacions
del genoma huma identificades en pacients amb diverses patologies amb |’objectiu
d’unificar les troballes i contribuir a determinar els efectes fenotipics d’aquestes
CNVs. A mesura que es va dibuixant el mapa de CNVs en cohorts de pacients
aparentment sans, també es van incorporant aquestes dades per a la discriminacid

de variants benignes i patologiques.
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Taula 1.3: Noves malalties genomiques i fenotips associats. Malalties genomiques descrites en
els darrers 4 anys (Mefford and Eichler 2009). Coordenades del Build 36.

Locus 2Bl G DI EIECED Taman Fenotip associat SETE
dup (Mb) Y P candidats
1921.1 del Chr1:144.10- 500 Kb SlnFIrome de TAR (Thrombocytopenia absent PIAS3, Lix1L
144.69 radius).
Del:Fenotip variable: RM lleu-greu,
. _ microcefalia, defecte cardiac congenit
121,10 98l Chr1i145.0- o0 vy Esauizofrénia, ChAg, CLd,
dup 146.35 - - s HYDIN2
Dup: macrocefalia, retard mitja o moderat,
trets autistes.
. Del: RM lleu o moderat, microcefalia, trets
3929 (‘jjj' Chrfélsgg"" 1.5Mb  dismorfics lleus. PAK2, DLG3
P ) Dup: RM mitja o moderat.
Anomalies cognitives i de conducta de C'i\IF};ICI;DBf
10g22- Chr10:81.12- severitat diversa que inclouen dificultats !
del 7.95Mb >, - : BMPR1,
q23 89.07 d’aprenentatge, en la parla i el llenguatge i ASNCG
retard en el desenvolupament. GLUD1
Del:fenotip variable: RM moderat-greu,
15q13.3 del Chr15:28.7- 1.5 Mb dlsmprflsmg IIeu,la‘nolmaIles dlgllta.|S, fagtlsme, CHRNA7
dup 30.2 esquizofrenia, epilepsia general idiopatica.
Dup:retard lleu-moderat.
RM lleu-moderat, linia de cabell anterior alta, MAN2C1
1524 del Chr15:72.2- 1.8 Mb fenestrgs pa_lpebrals avall flltrum I.Iarg, CYP11A1,
73.8 anomalies digitals, anomalies genitals, pell
|- STRAG6
del Chr16:15.4- Del: RM, autisme, anomalies cerebrals.
EppLEh L dup 16.4 & il Dup: RM, autisme, penetrancia decreixent. NDE1L, NTAN
Del:autisme, trastorns psiquiatrics i del AP,
del Chr16:29.50- llenguatge i
16p11.2 e 600 Kb guatge. o DOC2A,
dup 30.10 Dup: autisme, trastorns psiquiatrics i del SEZ6L2
llenguatge. HIRIP3
16p11.2- Chri6:22.0- Retard sever del desenvolupameqt, hipotonia,
del 6 Mb cara plana, fissures palpebrals baixes, orelles molts gens
pl2.2 28.0 .
posteriors rotades.
17q12 del Chr1373:?§1.8- 1.5 Mb Anomalies renals, de severes a lleus. HNF1B
Chri7:41.0- Retard del desenvolupament moderat-sever,
17g21.31 del 41' 7 ’ 700 Kb hipotonia, cara allargada, nas tubular o de MAPT
’ pera, punta nasal bulbosa, conducta amigable
Del: naixement prematur, retard de
22q11.2 del Chr22:19.8- creixement, problemes aprenentatge i/o retard
. 2.2 Mb . S MAPK1
(distal) dup 22.0 desenvolupament, anomalies esqueletiques.

Dup: RM lleu-moderat, trets dismorfics

Apart d'aquests noves malalties genomiques, |'analisi de CNVs a nivell de tot
el genoma esta posant al descobert tant CNVs rares com CNVs comuns (freqliencia
> 1%) implicades en diverses malalties complexes. En aquest context les CNVs
rares poden ser considerades com a mutacions que afecten al nombre de copies
amb una freqliencia al-lélica <1%. S’han descrit duplicacions i triplicacions del gen
SNCA (a-sinucleina) en pacients amb Parkinson hereditari (Singleton et al. 2003;
Chartier-Harlin et al. 2004), o casos d’Alzheimer familiar d’‘aparicié temprana,
causats per la duplicacido del gen APP (precursor amiloide de la proteina A4 beta)
(Cabrejo et al. 2006; Rovelet-Lecrux et al. 2006; Sleegers et al. 2006). Malgrat que

aquest tipus de CNVs rares permeten explicar I'origen genétic d’un baix percentatge
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dels casos amb aquests trastorns, poden contribuir a definir noves vies
patofisioldgiques en les malalties complexes.

D’altra banda, diverses CNVs comunes han estat associades amb malalties
complexes. Malgrat que alguns estudis no han pogut ser replicats i la seva validesa
esta actualment en entredit, el primer exemple va ser el descobriment d’una
associacié entre el nombre de copies del gen CCL3L1 i la susceptibilitat a la infeccid
amb el virus de la immunodeficiéncia humana-1 (HIV-1) i al desenvolupament de la
sindrome d’'immunodeficiencia humana (SIDA) (Gonzalez et al. 2005). Es va
observar que els individus que, en relacid a la seva étnia, presenten un baix
nombre de copies del gen de la quimioquina tenen una major susceptibilitat a
desenvolupar la SIDA. En les mostres genotipades del projecte HapMap s’ha
observat que aquesta regid mostra una elevada variabilitat, tant en nombre de
copies del gen CCL3L1 com en l'estructura gendomica entre individus de diferents
poblacions (Redon et al. 2006). Recentment s’ha descrit també una associacid entre
les diferencies en el nombre de copies del gen CCL3L1 i susceptibilitat a I'artritis
reumatoide (McKinney et al. 2008). Un altre exemple seria l'estudi en quée es
demostra que una reduccié en el nombre de copies del gen FCGR3B incrementa el
risc de patir glomerulonefritis d’origen autoinmune (Aitman et al. 2006). Aquest
gen, que té un paper en la regulacié de la resposta inflamatoria i immune, també
ha estat associat amb el lupus eritematos disseminat i a d’altres malalties

autoimmunes sistémiques, com la vasculitis ANCA-positiu (Fanciulli et al. 2007).
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1.2. Regidé cromosomica 22q11.2

1.2.1 Sindrome de DiGeorge/Velocardiofacial (SDG/VCF)

Les sindromes de DiGeorge (SDG) i Velocardiofacial (SVCF) estan causades
per la mateixa microdelecid intersticial en heterozigosi a la banda cromosomica
22q11.2. Es tracta d’'una sindrome que ha rebut diferents noms, reflectint I'amplia

variabilitat fenotipica associada.

1.2.1.1 Antecedents i nomenclatura clinica

La sindrome de DiGeorge (OMIM 188400) va ser descrita el 1965 pel Dr.
Angelo DiGeorge, que va identificar un grup de pacients d’edat pediatrica amb uns
trets fenotipics compartits: abséncia de timus i carencia de glandules paratiroides,
que provoca baixos nivells de calci en sang. Posteriorment va descriure un elevat
percentatge d’anomalies cardiaques congenites en aquests infants (DiGeorge i
Harley 1965) Per la seva banda, la sindrome Velocardiofacial (OMIM 192430)
va ser descrita el 1978 pel Dr. Robert Shprintzen, com un trastorn familiar que
combina tres trets fenotipics: “velo” que fa referéncia a les anomalies del paladar,
“cardio” associat a defectes cardiacs conotruncals i “facial” que engloba els trets
facials caracteristics que presenten els pacients amb aquesta sindrome. El 1992 es
va identificar que la causa genetica d’aquestes dues sindromes era la mateixa, una
microdelecié a la regié cromosomica 22q11.2 (Scambler et al., 1992).

La sindrome de Cayler, també coneguda com a "asymmetric crying facies”,
(OMIM 125520) és una malaltia molt poc freqient caracteritzada per defectes
cardiacs congenits i un desenvolupament anomal de la musculatura del llavi
superior, que es manifesta en l'etapa neonatal quan l'infant plora o somriu. Altres
anomalies associades inclouen defectes en l'esquelet, el tracte genitourinari,
caracteristiques facials (hipertelorisme, epicantus, pont nasal pla, fissures
palpebrals estretes) o un retard mental i motor, entre d’altres. El 1993, Burn i
col-laboradors van identificar la microdelecié 22g11.2 en pacients amb aquesta
sindrome (Wilson et al. 1993). La confirmacié d’aquesta associacid en treballs
posteriors va portar a altres autors a proposar que aquesta sindrome és una
manifestaci6 més de |'ample espectre fenotipic de la microdeleci6 22qi11.2
(Giannotti et al. 1994).
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A més d’aquestes sindromes, existeixen també pacients amb la sindrome de
CHARGE (Coloboma, Heart, Atresia, Radiation of growth, Genitourinary problems
and Ear abnormalities) i amb la sindrome Optiz-GBBB (hipertelorisme, fistula
traqueo-esofagica, fenadura labial i/o palatina, dificultats per empassar, un plor
ronc, defectes genitourinaris, retard mental i defectes cardiacs congenits) que
també presenten la microdelecié a 22q11.2 (McDonald-McGinn et al. 1995; Fryburg
et al. 1996; Lacassie and Arriaza 1996). Aquestes sindromes sovint també
s’inclouen com anomalies associades a aquesta microdelecid, engrandint encara
més la llista de presentacions cliniques associades a la mateixa anomalia genética.

Actualment, doncs, no existeix un consens en la nomenclatura de la
sindrome associada a la microdelecid 22q11.2, perd sembla existir la tendencia a
reservar el terme Sindrome DiGeorge als casos de diagnostic neonatal amb
presentacié de hipoplasia de timus i hipoparatiroidisme associat a una
hipocalcemia, mentre que el diagnostic de Sindrome Velocardiofacial, s‘'empra per a
la resta de pacients, sense afectacido de timus, sovint diagnosticats al llarg de la
infancia o en l'adolescéncia quan els trets fenotipics de la sindrome resulten més
evidents. A més d’aquests diagnostics a nivell clinic, la literatura actual es refereix
sovint a aquest grup de malalties com a sindrome de la delecié 22q11 i el debat
sobre quina nomenclatura és la més idonia continua viu. En una revisidé publicada
I'any passat, RJ Shprintzen (2008) discuteix extensament sobre la confusid clinica
gue pot generar aquesta nomenclatura multiple, on defensa i encoratja a utilitzar
un sol terme, el de sindrome Velocardiofacial basant-se en la seva facilitat, claredat
i simplicitat (Shprintzen 2008). En aquesta tesi s’utilitza el terme sindrome de
DiGeorge/Velocardiofacial, abreujat com a SDG/VCF, ja que engloba les dues
nomenclatures originals de la sindrome, que sén les més utilitzades en el diagnostic

medic d’aquesta malaltia genomica.

1.2.1.2 Caracteristiques cliniques

Els antecedents referents a la nomenclatura de les sindromes associades a la
microdelecié 22q11.2 ja reflecteixen la complexitat clinica i I'’enorme variabilitat
fenotipica d’aquests pacients. Actualment la llista de caracteristiques cliniques
associades a la SDG/VCEF inclou més de 180 trets fenotipics, recollits en una revisid

de Robin i Shprintzen (Robin and Shprintzen 2005). Malgrat cap de les
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caracteristiques cliniques és present en el 100% dels casos i no existeix cap pacient
gue presenti tots els trets fenotipics associats a la sindrome, existeixen certes
caracteristiques que es consideren com els principals indicadors de sospita clinica
de SDG/VCF (Taula 1.4) (Ryan et al. 1997; Hay 2007; Sullivan 2007; Shprintzen
2008).

Taula 1.4: Freqiiéncies de les principals caracteristiques cliniques associades a la SDG/VCF

Caracteristica clinica Freqiiéncia
Defecte cardiovascular congénit 49-83%
Tetralogia de Fallot 17-22%
Interrupcié de I'arc aortic 14-15%
Comunicacio interventricular (CIV) 13-14%
Truncus arterios 7-9%
Hipocalcémia neonatal 17-64%
Deficiencies immunologiques 50-77%
Anomalies del paladar 69-99%
Paladar fes/lepori 9-11%
Fenedura submucosa 5-16%
Insuficiéncia velofaringia 27-92%
Anomalies renals 31-37%
Absent o displasic 17%
Obstruccio 10%
Reflux 4%
Anomalies esquelétiques 15-20%
Dificultats d’aprenentatge 70-90%
Retard en el llenguatge 79-84%
Retard en el desenvolupament 45-75%
Problemes de conducta i psiquiatrics 9-50%
Deficit d’atencié i hiperactivitat 25%
Esquizofrénia 6-30%

o Defecte cardiovascular congenit
Les anomalies cardiaques afecten a un 49-83% dels pacients amb microdelecid
22q11.2, la majoria sén defectes conotruncals, tot i que sovint també s’observen
anomalies en els vasos de sortida del cor. A més de les recollides a la Taula 1.4,
s‘inclouen altres anomalies com una arteria subclavia aberrant o un arc aortic dret i
anomalies cardiaques més greus com una estenosi de la valvula pulmonar, defectes
septals auriculars, un canal atrioventricular, la transposicié de grans vasos, un
doble arc aortic, absencia de valvula pulmonar, i/o una coartacié d’aorta, doble
sortida del ventricle dret i la persisténcia del ductus arterids, entre d’altres.
Estudis en series de pacients amb defectes cardiacs congenits descriuen que
la microdelecié 22q11.2 es troba en un 10% dels individus amb defectes del septe

ventricular (McElhinney et al. 2003), en un 15% dels casos amb Tetralogia de Fallot
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(Botto et al. 2003) i en un 35% dels pacients amb defectes conotruncals en general
(Rauch et al. 2004). Davant d’aquests percentatges, alguns autors suggereixen
I'analisi de la microdelecié en tots els pacients nounats amb aquests tipus de
cardiopaties (Shprintzen 2008), mentre que altres autors son partidaris d’analitzar
nomeés aquells casos que presentin altres caracteristiques cliniques extracardiaques
com per exemple: dismorfisme facial amb dificultats d’aprenentatge (microdelecid
en el 82,4%) o anomalies en la veu, com una hipernasalitat (microdelecié en el
81,6%) (Fung et al. 2008).

e Hipocalcémia neonatal
La hipocalcémia és el resultat d’una disfuncié en les glandules paratiroides, i
és un bon predictor de la microdelecié 22q11.2 en l'etapa neonatal (Bassett et al.
2005). Amb el temps, la majoria de pacients normalitzen els nivells de calci, per

aixo resulta dificil determinar la freqliencia d’aquesta anomalia.

o Deficiéncies immunologiques

En un percentatge elevat d’individus amb la microdelecié 22q11.2 apareixen
desordres relacionats amb el sistema immunitari. Resulten freqlents les infeccions
que afecten a les vies respiratories superiors, otitis i sinusitis i, en casos més
severs, s’ha descrit pneumonia i bronquitis que persisteixen al llarg de la infancia.
Una altra conseqiéncia de les deficiencies immunologiques d’aquests pacients sén
les malalties autoimmunes, observades en un 9% dels pacients amb la SDG/VCF
(Jawad et al. 2001). S’inclouen, l'hipertiroidisme, la trombocitopénia immune (200
vegades més freqlient que en la poblacidé general), lI'anemia hemolitica
autoimmune, la monoartritis (o artritis autoimmune juvenil - 20 vegades més alta
que en la poblacid general), el vitiligen la neutropénia autoimmunitaria, I'anémia

aplastica i el desordre celiac (Davies et al. 2001; Oskarsdottir et al. 2005).

e Anomalies del paladar

Una altra caracteristica molt tipica dels pacients amb la microdelecié 22q11.2
son les anomalies congénites del paladar. Tot i que inicialment es va descriure el
paladar fes (Shprintzen et al. 1978), actualment s’ha vist que les formes més

comunes son la fenedura submucosa, que consisteix en una manca de soldadura de
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les crestes palatines en la part posterior del paladar i la insuficiencia velofaringia,
(IVF) que es manifesta en la incapacitat del vel del paladar per cloure l'obertura
nasofaringia. Aquestes anomalies sovint poden passar inadvertides ja que
requereixen de l'observacid amb un nasofaringoscopi i d’'un especialista en el
diagnostic d’anomalies al paladar, per aix0 la seva freqléncia esta poc definida
(McDonald-McGinn et al. 1997; Ryan et al. 1997; Botto et al. 2003; Oskarsdottir et
al. 2005). Tot i aixi, aquestes anomalies del paladar sovint van associades a altres
caracteristiques més evidents d’identificar; com ara els problemes d’alimentacid,
dificultats de succié i freqlient regurgitacié nasal present en un 74% dels pacients
durant la infancia (Oskarsdottir et al. 2005). Els individus de més edat mostren una
hipernasalitat al parlar, ja que l'aire s’escapa pel nas durant la produccié de sons
orals, aix0 ocasiona dificultats en la pronunciacié dels sons nasals, i una veu com

de refredat molt caracteristica entre els pacients amb la SDG/VCF.

e Caracteristiques facials
Els pacients amb la SDG/VCF no mostren una aparenca facial anomala com es
pot donar en moltes altres sindromes i per aix0 es parla d’unes caracteristiques o
trets facials “tipics”, que els fan semblants entre ells. La valoracié d’aquestes
caracteristiques facials resulta variable en funcié de I'edat i del grup huma al qual
pertanyen els pacients, i reconeixer-les depen també de I'ull clinic de I'especialista
que les avalua i no sempre apareixen recollides en les series de pacients publicades
(aquest fet fa dificil establir-ne la freqliéncia i per aguest motiu no es mostren en la
Taula 1.4). Tot seguit es fa una descripcié dels trets facials, d’acord amb |'edat dels
pacients (Bassett et al. 2005; Robin and Shprintzen 2005; Pagon 2006; Hay 2007).
i en la Figura 1.9 es mostren algunes fotos de pacients amb la microdelecio
22q11.2
- En nadons: micrognatia, orelles d’'implantaci6 baixa, telecantus amb
fenedures palpebrals estretes, els ulls amb una inclinacié caracteristica que pot ser

tant cap amunt com cap avall i la boca relativament petita amb els llavis prims.
- En la resta de pacients persisteixen algunes de les caracteristiques

anteriors perd0 a més s’han n’'han descrit d’‘altres com la cara allargada,

hipertelorisme (la parpella superior adquireix una forma que recorda una caputxa),
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una configuracié nasal distintiva (rectangular i amb una punta bulbosa i una linea

divisoria), anomalies a les orelles, boca petita i retrognatia.

Figura 1.9: Caracteristiques facials de pacients amb la SDG/VCF. Fotografies de pacients amb
la microdelecid 22q11.2 que il-lustren algunes de les caracteristiques facials tipiques: orelles
prominents, ulls petits, parpella superior en forma de caputxa i nas rectangular amb punta bulbosa.

e Manifestacions neurologiques

Els problemes d’aprenentatge i desenvolupament varien també en funcio
de l'edat. Les dificultats motores i la hipotonia sén comuns en nadons, mentre que
posteriorment apareixen problemes d’aprenentatge i retard en el llenguatge. La
majoria dels pacients manifesten importants limitacions en les habilitats
comunicatives relacionades amb la parla, I'adquisicié de vocabulari i I'aprenentatge
de diferents sons vocals (Solot et al. 2000; Persson et al. 2006). Les dificultats
d’aprenentatge consisteixen en problemes d‘abstraccié, comprensié lectura,
habilitats aritmetiques i executives (Moss et al. 1999). Sovint presenten un
coeficient intel-lectual baix (CI entre 50 i 80), i una major puntuacié en les funcions
verbals que en les de procediment. S’ha postulat que aquests problemes cognitius
sorgeixen de problemes visuo-espaials (Hay 2007). Els pacients adults tenen un CI
entre 45 i 95 pero la majoria mostren una historia de dificultats d’aprenentatge en
edat escolar i manifesten deficits en habilitats visuo-perceptives, problemes de
resolucid i planificacid, i en els pensaments abstractes i socials (Bassett et al.
2005).
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Els problemes de conducta també soén freqlients en individus amb la
SDG/VCEF. El trastorn per déficit d'atencié amb hiperactivitat (TDAH) s’ha descrit en
un 35-55% dels casos (Gothelf et al. 2004), aproximadament un 11% dels infants
presenten trets autistes i un retard del desenvolupament més sever (Fine et al.
2005). Apareixen sovint desordres afectius com el trastorn bipolar i la depressio
(Arnold et al. 2001). En pacients adolescents i adults la freqiéncia de trastorns
psiquiatrics és 25 vegades superior a la de la poblacié general (Karayiorgou et al.
1995; Usiskin et al. 1999). El més comu és l'esquizofrenia, present en un 30-58%
dels individus (Bassett et al. 2005; Gothelf et al. 2007), perd també s’han descrit
altres trastorns com desordres emocionals i d’ansietat (Karayiorgou et al. 1995;
Karayiorgou et al. 1996; Cohen et al. 1999).

1.2.1.3 Prevalenca i diagnostic

e Prevalenca

La incidencia global estimada de la microdelecié6 22g11.2 se situa al voltant
de 1:4000-6000 naixements, essent la microdelecid intersticial més freqlent en
humans, i el segon desordre cromosomic més comu després de la sindrome de
Down. En un estudi poblacional realitzat a Atlanta es van identificar 43 nens amb
microdelecié 22g11.2 en una serie de 255.849 naixements, establint una
prevalenca global de 1 en 6000, perd observant que aquesta era de 1 en 6500 en la
poblacidé blanca, negra i asiatica i 1 en 3800 entre els hispans (Botto et al. 2003).
Existeixen altres estimacions, realitzades amb la poblacié de Nova York, que
estableix una freqliéncia molt més elevada de 1:2000 naixements (Shprintzen et al.
2005; Shprintzen 2008).

o Diagnostic
Quan un pacient manifesta diverses de les caracteristiques cliniques descrites
anteriorment (Taula 1.4) sorgeix la sospita de la SDG/VCF. Existeixen, pero, dos
fets que dificulten el diagnostic clinic: el primer és la considerable variabilitat
fenotipica en I'expressié de la sindrome, i el segon que la majoria de les
caracteristiques cliniques (com la cardiopatia, anomalies al paladar, retard mental,

problemes immunes i el retard del desenvolupament) sén comunes en moltes altres
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sindromes. Per aquests motius el reconeixement de la SDG/VCF depén
considerablement de I'habilitat i experiencia del clinic per reconeixer les diverses
entitats, mentre que el diagnostic final del pacient depén en gran mesura dels
resultats de les analisis genetiques. Davant de la sospita clinica de SDG/VCF, la
primera determinacié és la de la microdeleciéo; en cas de no ser present,
s’acostumen a seguir explorant altres possibles origens.

La primera sospita de |'associacié entra aquesta malaltia genomica i la regid
22q11.2 es va establir a partir de l'observacid de diverses translocacions que
afectaven a la banda 22q11.2 (de la Chapelle et al. 1981; Kelley et al. 1982;
Greenberg et al. 1984; Augusseau et al. 1986). Uns anys més tard, amb el
perfeccionament de les técniques de citogenética, es van obtenir cromosomes més
llargs i bandes d’alta resolucié (més de 800 bandes per haplotip), fent possible, en
situacions molt optimes, I'observacié de les 3Mb implicades en aquesta microdelecid
(Wilson et al. 1992). El pas més important es va produir amb el desenvolupament
de la tecnica de la FISH i el disseny de sondes especifiques per a la regi6 22q11.2,
gracies a la qual es pot avaluar amb tota certesa la presencia de la microdelecié
22g11.2 sobre els cromosomes en metafase o nuclis interfasics.

Diversos grups han avaluat la utilitzacié d’altres tecniques, com el MLPA, la
PCR quantitativa o el array-CGH (Mantripragada et al. 2004; Tokuyasu et al. 2007;
Brunet et al. 2008; Jalali et al. 2008; Yang et al. 2009), com a eines eficients en la
identificacié d’alteracions cromosomiques com la microdelecié 22q11.2. Entre els
avantatges d’aquestes técniques trobem la capacitat d’identificar diferéncies en el
tamany de les microdelecions, aixi com microdelecions atipiques que no es
detectarien amb la sonda comercial de FISH (Vorstman et al. 2006; Sivertsen et al.
2007). La técnica de la MLPA ofereix una interessant opcié per la seva relacié cost-
efectivitat. Actualment I'empresa propietaria de la tecnologia, MRC-Holland, té al
mercat tres kits per a I'analisi la regié 22q11.2 (P023-B, P324 i P250), dissenyats
per poder identificar tots els tipus de variants de nombre de copia conegudes; aixi,
per exemple el kit P324 inclou 12 sondes localitzades en el gen TBX1 que permeten
identificar petites delecions d’aquest gen, i el P250 incorpora sondes que
flanquegen els LCRs dels extrems de la delecié més comu de 3Mb per permetre la
deteccid de petites diferéncies en els punts de trencament de la microdelecié

22q11.2 (Jalali et al., 2008). Malgrat que la técnica de MLPA va guanyant adeptes,
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en la practica rutinaria, la técnica més utilitzada per al diagnostic de la microdelecid
22q11.2 és la FISH, probablement perqué és la més accessible als laboratoris de

citogeneética.

1.2.2 Sindrome de la microduplicacié 22q11.2

El 1999 es va descriure el primer cas amb una microduplicacié a la regié
22g11.2, reciproca del fragment delecionat en la SDG/VCF, en un nen de 4 anys
amb un modest retard en el desenvolupament, insuficiéncia velofaringea i retard en
el llenguatge (Edelmann et al. 1999). Quatre anys més tard, I'analisi mitjancant
FISH de 653 casos amb clinica de SDG/VCF, permetia identificar 13 casos més, 10
no emparentats (1,5%), establint-se d’'aquesta manera una nova malaltia
genomica: la sindrome de la microduplicaciéo 22q11.2 (Ensenauer et al. 2003). Des
d’aleshores s’han descrit a la literatura 92 casos amb aquesta microduplicacid, dels
quals 45 corresponen a individus emparentats, reflectint una elevada freqiéncia de
microduplicacions familiars.

Les caracteristiques cliniques associades a aquest reordenament també sén
molt variables: des de casos sense cap caracteristica clinica evident, fins a pacients
amb multiples anomalies severes. Les caracteristiques més freqlents (vegeu Taula
1.5) sén: trets facials lleugerament dismorfics (parpelles altes, ulls separats amb
fenestres palpebrals cap avall i celles d'implantacio alta), deficit cognitiu (que inclou
des de lleus problemes d’aprenentatge i/o llenguatge fins al retard mental
moderat), insuficiencia velofaringia amb o sense paladar fes, retard en el
creixement, pérdua d’oida, anomalies urogenitals, defectes cardiacs i problemes
psiquiatrics (que inclouen trastorns de la conducta, com ara el deficit d’atencid i la
hiperactivitat, comportament agressiu i/o desordre autista). Altres caracteristiques
observades amb menys freqliencia inclouen la hipotonia, aplasia de timus, escoliosi,
anomalies esqueletiques als dits del peus o infeccions freqlients com otitis,
(Ensenauer et al. 2003; Hassed et al. 2004; Portnoi et al. 2005; Yobb et al. 2005;
Ou et al. 2008; Portnoi 2009).
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Taula 1.5: Principals caracteristiques cliniques associades a la microduplicacié 22q11.2

Caracteristica clinica Freqiiéncia
Trets facials dismorfics 63/79 (79,7%)
Defecte cardiac congeénit o

Tetralogia de Fallot 12/82/35 %)
Anomalies de I'arc aortic 3/12
Hipoplasia ventricle 3/12
esquerre 1/12
Cardiopatia complexa
Anomalies del paladar
Fenedura palatina 8/47 (17%)
Insuficiencia velofaringea 31/77 (40,2%)
Pérdua d’'oida 15/75 (20%)
Anomalies urogenitals 15/77 (19,4%)
Retard en el creixement 21/79 (26,5%)
Deficits cognitius 59/76 (77,6%)
Problemes psiquiatrics 10/73 (13,6%)

Malgrat que el coneixement que tenim d’aquesta nova sindrome és molt
recent, les dades apunten que la microduplicacié 22q11.2 és molt menys freqtent
que la microdelecié reciproca, aproximadament la meitat (Ou et al. 2008; Turner et
al. 2008). Una possible explicacié per aquest fet podria ser una penetrancia molt
reduida que es traduiria en I'existencia d’un important nombre de portadors que no
requerissin d’atencid6 medica i que, per tant, no serien diagnosticats. Una altra
explicacié que s’ha donat a aquesta baixa freqliéncia fa referencia a limitacions de
la metodologia emprada en el seu diagnostic: la majoria dels casos recollits en la
literatura han estat estudiats mitjancant FISH; en l’analisi de FISH en metafases,
donada la proximitat dels dos senyals, aquests poden sobreposar-se i passar

inadvertides, confonent-se amb un senyal Unic.

1.2.3 Duplicacions segmentaries a la regi6 22q11.2

La regid 22ql1.2 presenta una elevada incidéncia de reorganitzacions
cromosomiques. Entre les més freqients, destaquen les detectades en neoplasies
com poden ser la t(9;22) (cromosoma Philadelphia) associada a la leucémia
limfocitica aguda i a la mieloide cronica, la t(8;22) en el limfoma de Burkitt, i la
t(11;22) en el sarcoma d’Ewing, fins a anomalies constitucionals com les
duplicacions de la regié proximal 22q observades en la sindrome del Cat Eye, les

translocacions t(11;22) que originen sindromes causades per cromosomes extres
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derivats d’una segregacié cromosomica der(22)t(11;22) i les sindromes associades
a la microdelecié intersticial 22g11.2 (SDG/VCF) o a la seva microduplicacio
reciproca.

Al cromosoma 22 s’hi localitzen diversos blocs de duplicacions segmentaries
anomenats, de manera genérica, LCR22. En concret, a la banda g11.2, s’han
identificat fins a vuit blocs d’aquest grup de duplicons, que ocupen I'11% de la regid
i s'anomenen, de centromer a telomer, i de manera consecutiva LCR22-A fins a
LCR22-H (Figura 1.10). L’estudi de regions sinténiques en altres especies revela
que el genoma de ratoli no conté aquests blocs de duplicons (Bailey et al. 2004),
pero si que sén presents en la resta d’espéecies de primats (Shaikh et al. 2000).
S’ha suggerit que el complex mosaic de gens i pseudogens que configuren aquests
LCR22s es podrien haver originat per la duplicaci6 de gens i per fenomens de
recombinacié entre seqléncies Alu flanquejants durant I'evolucid dels primats
(Babcock et al. 2003).

La majoria dels pacients amb la microdelecié 22q11.2 (97-98%) presenta el
punt de trencament més centroméric en el LCR22-A, mentre que la localitzacié de
I'altre “breakpoint” és més variable: en un 86% dels casos es troba en el LCR22-D
(produint una delecié d’'unes 3Mb), i en un 7% dels casos es localitza al LCR22-B
(generant una delecié d'aproximadament 1.5Mb). S’han descrit pacients amb la
SDG/VCF i reordenaments atipics en qué els punts de trencament afecten altres
LCR22s, i també, perd en casos molt rars, es localitzen fora dels LCR22s (Nogueira
et al. 2008). Pel que fa a les microduplicacions descrites a la regié 22g11.2, la
majoria afecten la regi6 de 3Mb compresa entre els LCR22-A i D, perd també se
n'han identificat entre els LCR22-A i B (1.5Mb), aixi com segments més grans entre
els LCR22-A i E (~4Mb) o els LCR22-A i G (~6Mb) (Ensenauer et al. 2003; Portnoi
et al. 2005; Alberti et al. 2007; Ou et al. 2008; Yu et al. 2008).
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Figura 1.10: LCR22s de la regié 22q11.2. Organitzacié dels LCR22 (A-H) situats de centromer a
telomer. Representacié dels blocs duplicats de cada LCR22 en rectangles de colors, els moduls
homolegs es representen en un mateix color. Destacar el bloc BCRL que esta representat en blau en
tots els LCR22s, excepte en el LCR22-B. La linia vermella continua indica les ~3Mb més freqlientment
delecionades i duplicades en aquesta regio; i la linia vermella discontinua senyala el segment de
1,5Mb afectat en un percentatge molt menor de casos [Estructura i organitzacié dels LCR22s: (Shaikh
et al. 2000; Shaikh et al. 2007)]
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Els LCR22-A i D sén els més llargs i cadascun consta de 240Kb de seqlieéncia
genomica amb una elevada identitat (>98%). Aquests dos LCR22s es troben
orientats en la mateixa direccié i la recombinacié meiotica intercromosdomica entre
ells és I'origen més tant de la microdeleci6 com de la microduplicacidé reciproca de
3Mb. S’ha descrit que la recombinacid6 homologa no al-lelica, que doéna lloc a les
microdelecions i microduplicacions a la regid, és d’origen intracromosomic en un
87% i intercromosomic en el 13% restant (Edelmann et al. 1999; Shaikh et al.
2001; Shaikh et al. 2007; Torres-Juan et al. 2007).

El LCR22-B, implicat en les delecions i duplicacions d'1.5Mb, és una de les
regions del genoma més propenses a generar reordenaments cromosomics. Els

punts de trencament de diverses translocacions constitucionals recurrents t(11;22)
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i t(17;22) es localitzen en aquest LCR22 (en concret els trencaments es produeixen
dins de diferents gaps encara existents en la seqliencia del genoma huma (hg19)),
suggerint que aquest LCR conté algun tipus de seqiéncia recalcitrant al clonatge.
Recentment s’ha pogut clonar una part d’'aquest gap i es tracta de 595pb de
repeticions palindromiques riques en AT (Kurahashi et al. 2007). Aquestes
estructures semblen estar implicades en les translocacions descrites en aquesta
regido (Kurahashi et al. 2003; Gotter et al. 2004), pero la seva implicacié en la
generacié de les delecions i duplicacions esta per determinar.

Els quatre LCRs més distals, LCR22-E fins al LCR22-H, son més petits i
presenten menys moduls duplicats aixi com un menor grau d’identitat de
seqiencia. Tot i que aquests LCR22s rarament han estat associats a
reorganitzacions d’aquesta regid, s’han descrit quatre casos amb una microdelecié
de 1.4Mb implicant els LCR22-D i LCR22-E, i dos pacients amb una microdelecié de
2.1 Mb compresa entre el LCR22-D i el LCR22-F. Aquests sis pacients amb
microdelecions de novo atipiques presentaven també caracteristiques cliniques
relacionades amb la SDG/VCF. També s’han descrit quatre pacients amb trets
suggestius de SDG/VCF i amb tumor rabdoide amb delecié entre el LCR22-D i
LCR22-G. (Ravnan et al. 1996; Amati et al. 1999; Rauch et al. 1999; Saitta et al.
1999; Ben-Shachar et al. 2008; Emanuel 2008; Jalali et al. 2008).

La complexitat i el tamany dels LCR22s implicats en les delecions i
duplicacions recurrents dificulta la localitzacid precisa dels punts de trencament
d’aquests reordenaments (Sharp et al. 2005; Conrad et al. 2006; Wong et al.
2007). Tot i aixi, mitjancant técniques com la gPCR o el MLPA, s’ha descrit que la
deleci6 de 3Mb compresa entre el LCR22-A i LCR22-D no és idéntica en tots els
pacients. El punt de trencament de I'extrem LCR22-A es localitza en la majoria dels
pacients entre el gen USP18 (no delecionat) i el gen PRODH (delecionat), pero
existeixen alguns casos amb el gen PRODH no delecionat i per tant el punt de
trencament desplacat cap el seglient gen DGCR2 (delecionat). A l'altre extrem, dins
del LCR22-D, també s’observa que majoritariament el punt de trencament se situa
entre D225936 (delecionat) i HIC2 (no delecionat), definint un interval de 3,1Mb,
perd un 6,5% de casos presenten també delecié de HIC2 (Weksberg et al. 2007;

Jalali et al. 2008). Aquestes variants en els punts de trencament poden ser d’utilitat
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per explicar els mecanismes de reordenament que afecten a aquests pacients aixi
com per intentar trobar explicacions en la variabilitat fenotipica.

Recentment, un estudi realitzat en dos pacients amb delecions atipiques que
compartien el punt de trencament sobre el LCR22-E ha permes identificar un
trencament a 8Kb del modul duplicat que conté el pseudogen BCR-like (BCRL),
suggerint que aquest bloc estaria implicat en la predisposicid als reordenaments.
De fet les sequencies que conformen els blocs BCRL de dins els LCR22s ja havien
estat considerades préviament com a punts calents dels reordenaments entre els
LCR22-A i D (Pavlicek et al. 2005). Aquests blocs BCRL es localitzen en tots els
LCR22 (vegeu Figura 1.10) a excepcié del LCR22-B (del que no es disposa de la
seqliencia completa), i s’'ha postulat que la seva orientacid podria predir quins
d’'aquests LCR22s poden estar implicats en els mecanismes de recombinacid
homologa no al-lelica que originen les microdelecions i microduplicacions (Shaffer
and Lupski 2000).

1.2.4 Models animals i gens candidats

La majoria de les estructures i teixits principalment afectats en els pacients
amb la microdelecié 22q11.2 (timus, glandula paratiroide, artéries de |I'arc
branquial i cara) deriven de les mateixes estructures embrionaries (arcs faringis).
Les cel-lules de la cresta neural migren des de la seva posicié adjacent al tub neural
i participen en la formacié dels dos arcs faringis i estructures derivades (Figura
1.11). Experiments amb models animals als que se suprimeix la cresta
premigratoria o es pertorben les funcions de la cresta neural, generen una bona
fenocopia de la sindrome de DiGeorge (Kirby et al. 1983; Kirby and Bockman 1984;
Lindsay and Baldini 2001; Merscher et al. 2001). També les mutacions en gens
implicats en el desenvolupament de la cresta neural en ratolins, com Pax3 i
endothelin-1, causen malformacions molt similars a les que s’observen en els

pacients amb la microdelecié 22q11.2.
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Figura 1.11: Contribuci6 de les cél-lules de la cresta neural a les estructures afectades en la
SDG/VCF. Aquesta figura representa un embrid huma a les 4-6 setmanes de gestacio. Les fletxes
grises indiquen la migracié de les cél-lules de la cresta neural cap al sistema d’arcs branquials i les
malformacions dels vasos de sortida associades amb la disrupcié d’aquest procés.

Igual que en el cas dels humans, la seqlienciacié del genoma de ratoli ha
facilitat enormement els estudis experimentals amb aquest model animal (Dunham
et al. 1999; Lund et al. 1999). La regié 22q11.2 del genoma huma (HSA22) i la
regio sinténica del ratoli, situada en el cromosoma 16 (MMU16), sén molt similars
en el seu contingut de gens, tot i que hi ha algunes diferéncies en |'organitzacio
genomica. Per a I'estudi de gens candidats s’han generat delecions i duplicacions en
la regid sinténica del cromosoma 16 (MMU16) de ratoli. Lindsay et al. (1999) van
generar el primer model de ratoli amb una microdelecié6 d’'1.2Mb en homozigosi
(anomenat Df1) que afecta 20 gens ortolegs (des d’Es2 fins a Ufd1l) continguts en
la microdelecié humana d’1.5Mb. El model Lgdel, a diferéncia de Df1, té delecionats
alguns gens més de la regid, com el HIRA (vegeu Figura 1.12). Un 10% d’aquests
ratolins (Df1 i Lgdel) moren en el periode perinatal, mentre que la resta resulten
viables i fertils. Els defectes en I'arc aortic apareixen en un 30% dels casos, causats
per un desenvolupament anomal de les arteries derivades dels quarts arcs faringis.
Aqguests defectes en l'arc aortic s’ha vist que es poden corregir si el ratoli amb la
microdelecié és també portador de la duplicacid reciproca en l'altre al-lel del
cromosoma 16. L'estudi de ratolins amb delecions en heterozigosi de menor

tamany (Df2, Df3 i Df4) ha mostrat que les anomalies de I'arc aortic eren presents
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en tots excepte en el Df2, permetent aixi delimitar la regid critica per als defectes
cardiovasculars entre els gens Hira i Comt, en un segment que abracga fins a 12
gens (Kimber et al. 1999; Puech et al. 2000).

Les anomalies neuroconductuals, que poden estar relacionades amb les
dificultats d’aprenentatge i les malalties psiquiatriques dels pacients amb la
microdelecié 22q11.2, també s’han estudiat en aquests models murins. S’han
realitzat diversos tests de conducta avaluant aspectes relacionats amb l'ansietat, la
perdua de sociabilitat o la disminucié de la memoria de treball. En general els
resultats mostren deéficits especifics relacionats amb el processament de la
informacid, en l'aprenentatge, els records i la transmissié de la informacié sensorial
al sistema motor. Alguns dels assaigs de conducta realitzats en els models de ratoli
s’han centrat en mesurar la inhibicid pre-pols (PPI: prepulse inhibition) de resposta
als sobresalts, que es refereix a la capacitat que té un pre-estimul debil per inhibir
transitoriament la resposta a un segtent estimul sensorial fort i proper. El model de
ratoli Df1 mostra una resposta anomala al test condicionat de la por i una reduccié
de PPI rellevant, similar a la que presenten els pacients amb esquizofrenia (Paylor
et al. 2001; Sobin et al. 2005a; Sobin et al. 2005b).

La majoria d’estudis amb models animals s’han centrat en analitzar els
efectes fenotipics produits per la disminucié de dosi d’aquests gens, mentre que es
coneix molt menys sobre els efectes dels augments de dosi. En aquest sentit, s’ha
observat que I'excés de dosi d’'una regié d’'unes 200Kb en un transgenic de quatre
gens humans (PNUTL, GP11BB, TBX1 i WDR14) produeix causa un fenotip similar a
la SDG/VCF, amb un paladar fes, defectes cardiacs conotruncals, hipoplasia del
timus, i defectes a les orelles (Funke et al. 2001; Merscher et al. 2001). Els estudis
conductuals en aquest model de ratoli van demostrar que una sobrexpressid
d’'aquesta regidé produia una sensibilitzacid espontania a la hiperactivitat i una
perdua d’habituacié que podien ser revertits si el ratoli era tractat amb
antipsicotics; també es van descriure anomalies en les conductes de nidificacié
d’aquests animals (Hiroi et al. 2005). La rellevancia d’aquestes anomalies en la
conducta dels ratolins i la relaci6 que poden tenir amb els trastorns
neuropsiquiatrics en humans portadors de la microduplicacié 22g11.2 no esta clara,

pero les poques dades de que disposem suggereixen que els individus amb la
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microduplicaci6 22g11.2 podrien ser més susceptibles a patir trastorns

neuropsiquiatrics.
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Figura 1.12: Localitzacié dels gens en la regio sinténica del cromosoma 16 (MMU16) de
ratoli, respecta a la regié6 22q11.2 humana (HSA22). Les barres negres indiquen els gens
inclosos dins la delecié tipica de 3Mb humana (TDR ~3Mb) i la regié minima de ~1,5Mb. Les barres de
la dreta mostren la regid delecionada en els diferents models de ratoli Df i Lgdel.

La majoria de les microdelecions i microduplicacions a 22q11.2 afecten una
regid d'unes 3Mb, en que hi ha continguts fins a 42 gens. La inexisténcia de
diferéncies cliniques entre els pacients amb la delecié tipica i la delecié de 1.5Mb,
apunta a qué els 22 gens localitzats entre els LCR22-A i B serien els principals
responsables dels trets fenotipics associats als reordenaments en aquesta regio
(vegeu Figura 1.12). A continuacid es fa una revisid breu dels gens d’aquesta regié
que s’han postulat com a més rellevants en relacié a la SDG/VCF i a I'esquizofrenia,
una de les alteracions neuropsiquiatriques que apareix amb major freqléncia

associada a la sindrome.
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El gen TBX1 (T-box isoform B) és un membre de la familia de factors de
transcripcid que contenen T-box i s’expressa a nivells elevats en els arcs faringis
durant el desenvolupament embrionari (Chapman et al. 1996). La seva expressio,
dosi-depenent, es necessaria pel desenvolupament normal de les artéries dels arcs
faringis. En models murins s’ha vist que la delecié6 d’una copia de Tbx1 afecta el
desenvolupament de les arteries dels quarts arcs faringis i origina anomalies de
I'arc aortic, mentre que la mutacié en homozigosi malmet severament el sistema
arterial d’aquestes estructures embrionaries, desencadenant una aplasia de timus i
glandules paratiroides, malformacions majors a les orelles, defectes facials,
anomalies al paladar, truncus arteriosus i defectes cardiacs més severs, que sovint
resulten letals en I'etapa perinatal (Jerome and Papaioannou 2001; Lindsay et al.
2001; Merscher et al. 2001). Recentment s’ha demostrat que restablint I'expressid
de Tbx1l es poden revertir els danys (Theveniau-Ruissy et al. 2008). Tot i que el
gen TBX1 es considera un dels principals responsables del fenotip de les alteracions
cardiaques de la SDG/VCF, s’han identificat pocs casos amb reorganitzacions
genetigues o mutacions en aquest gen (Gong et al. 2001; Lindsay and Baldini
2001; Conti et al. 2003; Zhang et al. 2008). Altres treballs han estudiat la
contribucid d’aguest gen en pacients amb trastorns psiquiatrics (esquizofrénia,
trastorn bipolar i depressid major) i no s’ha trobat cap associacid significativa per
cap dels SNPs analitzats (Funke et al. 2007). Tot i aixi, I’haploinsuficéncia dels gens
Tbx1 i Gnb1l en ratolins causa un deficit en la inhibicié pre-pols, suggerint que el
gen Tbx1 podria ser un bon candidat per a desordres psiquiatrics (Paylor and
Lindsay 2006).

Pel que fa a la resta de gens de la regi6 22q11.2 pels que s’han construit
models de ratolins KO (knockOut), les conseqiiéncies fenotipiques semblen lleus. Es
el cas del gen GSCL (goosecoid-like), que també s’expressa durant I'embriogénsesi
i en teixits adults com el cervell, I'ull, el timus, la regidé tiroidal, I'estémac i els
testicles. Els KO per Gscl son aparentment normals. El gen HIRA s’expressa durant
el desenvolupament del tub neural del ratoli (Wilming et al. 1997). Els ratolins

Hira™" sén aparentment normals, mentre que els Hira”

" presenten un ampli quadre
de malformacions i moren en etapa embrionaria,. Atenuacions antisentit de
I'expressié del gen HIRA en embrions de pollastre provoquen un increment en la

incidencia de truncus arteridés persistent (Farrell et al. 1999). El gen UFDI1L
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s’expressa en els arcs branquials, massa frontonasal i tractes de sortida del cor. La
identificaciéo d’un pacient amb un microdelecié que només afectava el gen UFDI1L i
el vei CDC45L va fer suggerir als seus autors que aquests dos gens podien ser
responsables de la SDG/VCF (Yamagishi et al. 1999). Treballs posteriors estudiant
pacients amb clinica de SDG/VCF perd sense la microdeleci6 22q11.2, no van
permetre identificar cap mutacié en aquests gens (Wadey et al. 1999).

+/-

Pel que fa a CRKL, els ratolins Crkol sén normals i viables, pero els
mutants Crkol 7~ moren en etapa embrionaria i desenvolupen un fenotip semblant al
de la SDG/VCF, incloent defectes conotruncals i de I'arc aortic, timus i anomalies
craniofacials (Guris et al. 2001).

Mutacions en gens responsables del metabolisme dels neurotransmissors
dopamina i glutamat (COMT, PRODH i ZDHHC8) poden tenir un paper rellevant en
I'etiologia dels desordres psiquiatrics associats a la SDG/VCF (Lindsay et al. 1999).
El gen COMT (Catechol-Omethyltransferase) codifica per un enzim critic en el
catabolisme de la dopamina en el cortex prefrontal, regié fortament implicada en
I'esquizofrénia. S’ha descrit un polimorfisme comuU que origina la substitucié d’una
valina per una metionina (Val/Met) i mentre l'al-lel Val codifica per una forma
d’enzim altament activa, l'al-lel Met produeix un enzim amb baixa activitat
(Lachman et al. 1996). Estudis d’associacié entre el gen COMT i l'esquizofrenia han
produit resultats inconsistents que per una banda apunten a una associacio
significativa amb I'al-lel Val (Li et al. 1996; Kunugi et al. 1997; Egan et al. 2001;
Shifman et al. 2002; Glatt et al. 2003), pero que altres investigadors no han pogut
observar (Daniels et al. 1996; Ohmori et al. 1998; Liou et al. 2001). Per altra
banda, els pacients amb la microdeleci6 22q11.2 i hemizigots per la forma Val,
mostren un empitjorament en els tests de cognicié i memoria de treball (Bearden et
al. 2004), mentre que els hemizigots per l'al-lel Met presenten un major déficit
cognitiu i un increment en la severitat de la psicosis (Gothelf et al. 2007).

El gen PRODH (Proline dehydrogenase 1) codifica per un enzim mitocondrial
que catalitza el primer pas de la conversid de la prolina en glutamat. En analisis de
SNPs es va identificar una associacidé entre I'esquizofrénia i un SNP de la regi6 3’ del
gen (Li et al. 2004), pero altres estudis no han pogut corroborar aquesta associacid
(Fan et al. 2003; Williams et al. 2003; Li and He 2006). S’han descrit, pero,

mutacions en el gen PRODH en tres pacients amb esquizofrenia (d'un total de 63),
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que s’‘associen amb un augment dels nivells de prolina en plasma i que segreguen
amb la malaltia en families franceses (Jacquet et al. 2002). Ratolins Prodh*”
mostren alteracions neuroquimiques regionals en el cervell acompanyades de déficit
sensoriomotor en el gateig (Gogos et al. 1999; Paterlini et al. 2005). En un altre
estudi d’associacié es descriuen evidencies d’epistasi entre la variant Val del gent
COMT i dos al-lels mutats del gen PRODH, relacionades amb un increment en la
densitat de materia blanca en el lobul frontal inferior esquerre (Zinkstok et al.
2008).

En el gen ZDHHCS8 (zinc finger DHHC domain containing 8), que sexpresa en
I'hnipocamp i el cortex, s’han descrit cinc SNPs associats amb |'esquizofrenia en
poblacié xinesa (Mukai et al. 2004), que en estudis posteriors no s’han pogut
replicar (Glaser et al. 2005; Otani et al. 2005). Estudis amb ratolins suggereixen
gque aquest gen podria estar implicat en la reducci6 en la densitat d’espines
dendritiques i sinapsis glutamineérgiques que s’‘observa en el model de ratoli per la
delecié 22q11.2 (Df1) i que els ratolins transgénics Zdhhc8”* i Zdhhc8”/" mostren
una reduccié de neurones del 40% i 43% respectivament (Mukai et al. 2008).

La conclusio dels nombrosos estudis dels gens de la regié 22q11.2, és que ni
I’haploinsuficencia d’un sol gen ni I'accié de diversos gens contigus poden explicar
el complex i variable espectre fenotipic associat amb aquesta microdelecié.
Probablement, doncs, es tracta d’'una malaltia sensible a la dosi génica, on un cert
grup de gens amb una expressid reduida a la meitat sén incapacos de mantenir les
seves funcions normals. Determinar la contribuci6 combinatoria dels 22 gens
delecionats i les interaccions amb altres gens és un repte complicat que caldra
afrontar en els propers anys. Alguns treballs han demostrat interaccions complexes
entre els gens de la regié 22g11.2 com la modulacié de I'expressié de Hira i Tbx1
per part de Dgcr6 en un model de pollastre (Hierck et al. 2004) o la ja esmentada
relacié entre variants del gen PRODH i COMT. En aquesta direccido, Meechan i
col-laboradors, van utilitzar eines bioinformatiques aixi com metodes de biologia
cel-lular per intentar definir quins subgrups de gens estan regulats de manera
coordinada i quins grups de gens participen en processos cel-lulars comuns. Aquest
autor, analitzant els 26 gens en el bloc de sinténia del cromosoma 16 del ratoli,
proposa un model que defineix tres grups de gens funcionals que podrien tenir

conseqliencies fenotipiques especifiques en diferents estadis del desenvolupament
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(Figura 1.13) (Meechan et al. 2007). Aquest model, tot i ser preliminar, resulta
interessant pel fet que suggereix una connexié entre l'alteracid en la dosi de
conjunts de gens de la regidé 22g11.2 i les diferents manifestacions fenotipiques que

es presenten en la SDG/VCF, en aquest cas la vulnerabilitat a I’'esquizofrénia.
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Figura 1.13: Subgrups de gens funcionals: El model de (Meechan et al. 2007) proposa tres
subgrups de gens funcionals, 18 gens amb motius d’unié E-box altament conservats, 5 gens associats
amb el control del cicle cel-lular, 6 gens amb seqiéncies aparentment de localitzacié mitocondrial i 4
gens que mostren una expressidé restringida en cervell adult. A sota de cada un d’aquests grups de
gens es representen esquematicament les principals fases del desenvolupament neuronal i el potencial
impacte funcional que podria tenir la disminucié en la dosi de cada grup de gens.
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1.3 Esquizofreénia i variants en nombre de copia

La paraula esquizofrénia va ser definida per Bleuler I'any 1908 i deriva del
grec, schizo: “divisié” o “escisi¢” i phrenos: "ment”. Aquest terme descriu un
trastorn mental que afecta la percepcid, pensaments i emocions, afectant de
manera greu l|'activitat social del individu. Es tracta d’una malaltia amb una alta

incidéncia en la poblacid (~1%).

1.3.1 Manifestacions cliniques i diagnostic de I'esquizofrenia
Existeixen una gran varietat de simptomes indicadors de I'esquizofrénia: les
al-lucinacions, els deliris, els trastorns del pensament i llenguatge, les alteracions
motores i les alteracions de I'emotivitat (Taula 1.6). Cap d’aquests simptomes és
patognomonic de la malaltia i la seva combinacié pot ser diferent en la diversitat

d’individus.

Taula 1.6: Principals simptomes psiquics de I'esquizofrénia.

Al-lucinacions sensoriperceptives o pseudoperceptives
Al-lucinacions visuals, olfactives, tactils o auditives, amb veus que parlen entre si, o
amb el propi pacient.

Deliris
Idees delirants i il-logiques. Creences delirants de grandiloglieéncia, sentiment de
culpabilitat, sentiments de gelosia, idees persecutories, pensaments mistico-religiosos,
sensacio que terceres persones llegeixen el pensament i intercedeixen en les seves
decisions.

Trastorn formal del pensament i llenguatge
Manca de concentracio, rigidesa, disgregacio, incoheréencia, distractibilitat en el discurs,
extravagancia, falta d’espontaneitat, falta de coheréncia en el llenguatge, abus de
neologismes d’invencié propia, estereotipies verbals, mutisme, jargonafasia,
manerismes verbals.

Alteracions motores
Afectacio del to muscular i dels reflexes posturals: estupor catatonic (passivitat davant
estimuls exteriors), catalépsia amb flexibilitat céria (rigidesa en la postura i en els
membres) i estereotipies cinésiques (repeticié de moviments de manera constant).
Alteracions de la emotivitat
Embotament afectiu i incoheréncia emocional; disminucid, exageracié o transformacio
de I'afectivitat (paratimies); explosions afectivo-emocionals (crisi de colera, por,
alegria, tristesa...), simptomes depressius. Alteracions de la conducta i personalitat.

La simptomatologia de l'esquizofrenia es pot classificar en els anomenats
"simptomes positius" (exacerbacions del comportament normal) i "simptomes

negatius" (abséncia o disminucié del comportament normal). Els simptomes
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positius s’agrupen sota el terme psicosi i tipicament comprenen deliris,
al-lucinacions i trastorns del pensament. Els simptomes negatius poden incloure
dificultat en la parla, emocions impropies (incoheréncia afectiva) o perdua
d’aquestes, i falta de motivacio. A més a més poden apareixer problemes de
disminucidé neurocognitiva, que prenen forma de reduccid6 o deteriorament de
funcions psicologiques basiques tals com la memoria, l'atencid, la resolucié de
problemes i la cognicié social. Es tracta doncs d’un trastorn que compromet
seriosament les funcions essencials de la persona, com la vivencia de la seva
individualitat, singularitat i domini de si mateixa. El malalt creu que els seus
pensaments, sentiments i actes sén coneguts per altres persones i poden
presentar-se idees delirants sobre |'existéncia de forces naturals o sobrenaturals,
capaces d’influir de manera estranya i aliena en els actes i pensaments de l'individu
afectat, que s’arriba a considerar el centre de tot alldo que succeeix.

Els simptomes de l'esquizofrenia es manifesten habitualment a finals de
I’'adolescencia o a principis de l'edat adulta, malgrat alguns pacients manifesten
trets cognitius i de conducta durant la infancia. L'edat mitjana d’aparicid de la
malaltia se situa entre els 15 i 25 anys en homes i entre els 25 i 35 anys en dones
(Castle and Murray 1991), essent poc freqlient que es desenvolupi la malaltia més
enlla dels 45, tot i que en les dones s’ha descrit un segon pic després de la
menopausa. Es considera una evolucid més o menys tipica aquella que s’inicia amb
una fase premorbida entre el naixement i els 10 anys, seguida d’un periode
prodromic entre els 10 i 20 anys, on acostumen a apareixer alguns simptomes
negatius que desencadenen problemes com per exemple la interrupcié dels estudis,
o conflictes en el camp de les relacions socials amb la familia, amistats o parella.
Després comenca l|'etapa de progressid del trastorn, on apareixen els primers
episodis critics aguts amb simptomes més cridaners (deliris i al-lucinacions), tot i
que aquests no son els més importants per realitzar el diagnostic. Aquests episodis
mostren un temps d’evolucié variable, des d’‘algunes setmanes fins a diversos
mesos, depenent també del tractament meédic. L'Gltim periode és d’estabilitzacid i/o
esgotament, cap als 40 anys, quan predomina la simptomatologia negativa i
s’aguditzen els deficits cognitius.

El diagnostic de I'esquizofrenia es basa en la historia clinica i en I'examen
psicopatologic, en que s’avalua el comportament del pacient i els simptomes. A
diferencia d’altres malalties no existeix una prova bioldgica o test especific, el

resultat positiu de la qual confirmi el diagnostic. Malgrat aixo, hi ha una serie
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d’exploracions que, en qualsevol pacient en qué se sospiti aquesta malaltia, poden
ajudar a establir el diagnostic i el pronostic de cada cas. De la necessitat d’unificar
el diagnostic i registre d’aquests pacients i permetre una millor comunicacié entre
els professionals, es van elaborar diversos manuals que recullen els criteris
diagnostics per diferents malalties psiquiatriques: el Diagnostic and Statistical
manual of Mental disorders (DSM) de I'Associaci®é Americana de Psiquiatria
(American Psychiatric Association - APA), i el Clasificacion internacional de las
enfermedades (CIE) de la Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS). El DSM-IV-TR
(on TR significa Text Revisat) és l'ultima versié modificada, publicada per I’APA
I'any 2000, i la CIE-10 ho és de I'OMS i data del 1994. Per bé que ambdues
classificacions son basicament similars, hi ha diferéncies en alguns trastorns i en el
nom que els donen. Per exemple, |I™esquizofrénia tipus desorganitzat” del DSM
equival a “esquizofrenia hebefrénica” de la CIE. S’espera que en un futur s’unifiquin
ambdues classificacions. Cada cert temps, les classificacions es revisen d’acord amb
els avencos que han suposat les investigacions i experiéncies cliniques, per tal
d’ajustar els criteris o modificar-los. Actualment s’han creat comités d’experts que
estudien propostes de modificacions en la classificacié dels trastorns mentals, que
possiblement seran objecte de revisid en el proper DSM-V i, posteriorment, en la
CIE-11.

Segons els criteris DSM-IV una persona és diagnosticada amb esquizofrenia,
guan manifesta un minim de dos dels criteris recollits a la Taula 1.7 i aquests
persisteixen durant un minim d’un mes i no deriven d’una altra malaltia organica, ni
dels efectes d'una substancia toxica. En l'actualitat el manual DSM-IV classifica

I'esquizofrénia en cinc tipus, que son els segients:

e Tipus paranoide: predominen els deliris i al-lucinacions (el DSM exigeix
gue no hi hagi discurs desorganitzat ni afectivitat inapropiada o plana).

e Tipus desorganitzat: predomina el discurs i comportament desorganitzat,
i una afectivitat inapropiada o plana.

e Tipus catatonic: amb importants alteracions psicomotores tals com la
flexibilitat ceria, que pot arribar fins a I’'estupor catatonic.

e Tipus indiferenciat: hi ha simptomes psicotics, perd no compleixen criteris
del tipus paranoide, desorganitzat o catatonic.

e Tipus residual: on els simptomes positius estan presents només en baixa

intensitat.
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Taula 1.7: Criteris diagnostics DSM-IV per lI'esquizofrénia. El 2000 es va publicar una revisio
anomenada DSM-IV-TR, on les categories diagnostiques i la majoria dels criteris especifics no es van
modificar.

Criteris diagnostics DSM-1IV per I'’esquizofrenia

A) Simptomes caracteristics: Dos (0 més) dels segiients, cada un dels quals presents
durant una part significativa d’un periode d’'un mes (o menys, si s’ha tractat amb éxit).
Deliris

Al-lucinacions

Discurs desorganitzat (ex. Freqiients descarrilaments o incoheréncia).
Comportament catatonic o greument desorganitzat

Simptomes negatius, p.ex. aplanament afectiu (falta o disminucié de resposta
emocional), alogia (falta o disminucié de la parla), o abulia (falta o disminucié de la
motivacid).

B) Disfuncio social/laboral: Durant una part significativa del temps des del inici de
I'alteracid, una o varies arees importants de I'activitat, com soén el treball, les relacions
interpersonals o la cura d’'un mateix, estan clarament per sota del nivell previ al inici del
trastorn (o, quan el inici és a la infancia o adolescéncia, fracas per aconseguir el nivell
esperat de rendiment interpersonal, académic o laboral)

C) Duracio: Persisteixen signes continus de |'alteracié durant almenys sis mesos. Aquest
periode de sis mesos ha d’incloure almenys un mes de simptomes (o menys, si s’ha tractat
amb éxit) que compleixin el criteri A, i poden incloure periodes prodromics i residuals.
Durant aquests periodes, els signes de l'alteracié poden manifestar-se només pels
simptomes negatius o per dos o més dels simptomes de la llista del Criteri A, presents de
forma atenuada (p.ex., creences rares, experiéncies perceptives no habituals).

Els altres criteris (D,E i F) permeten excloure que el trastorn derivi de trastorns afectius o
de l'estat d'anim, de trastorns per us de substancies psicoactives o condicions mediques i de
trastorns generalitzats de desenvolupament.

L’'heterogeneitat en els simptomes, el curs i l'evolucié de la malaltia en
diferents pacients planteja el dubte de si l'esquizofrenia és una sola entitat
nosologica amb manifestacions cliniques variables, o un grup de sindromes,
cadascun d’ells amb una base patofisiologia propia. Entre la combinacié de
simptomes associats a I|'esquizofrénia es troben trets compartits amb altres
trastorns psiquiatrics, com poden ser els deliris i les al-lucinacions en el trastorn
bipolar i la depressio. A més a més, determinades manifestacions cliniques sén
variacions extremes de trets de personalitat presents també en la poblacié no
malalta. Tot aix0 configura un panorama complex on es dibuixa un solapament
entre la simptomatologia de l'esquizofrenia i altres trastorns psiquiatrics, i també
amb certs trets de personalitat comuns en la poblacié no malalta, com es mostra a
la Figura 1.14. Aquesta condicid, sumada al fet que no existeix una prova
diagnostica per les malalties psiquiatriques, dificulta una acurada definicié dels
limits fenotipics de I'esquizofrénia i alguns autors suggereixen que el diagnostic

clinic de I'esquizofrénia podria no reflectir la seva etiologia genética, podent esser
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aquesta una dels principals dificultats en la recerca de les bases genéetiques de la
malaltia (Burmeister 2008; Jablensky 2006).

Frocessament cognitiu
Humaor

Voluntal

Trastorns ¢
Ansietat

Figura 1.14: Convergéncia entre trets de personalitat i trastorns psiquiatrics. Aquesta figura
il-lustra com la vulnerabilitat a les malalties psiquiatriques pot emergir de variacions extremes de trets
de personalitat que es troben presents en la poblacié general, com sén l'estat d anim o humor,
I'ansietat, la voluntat i el processament cognitiu. La combinacié d’aquests trets de personalitat amb
altres factors genétics i ambientals de risc per les malalties psiquiatriques poden desencadenar els
diversos trastorns psiquiatrics il-lustrats com: l’'esquizofrénia, trastorn bipolar, depressid i trastorns
d’ansietat. La psicosis i el panic son caracteristiques patologiques que no representen una categoria
diagnostica, perd que s’associen amb molts trastorns psiquiatrics. Donat que la representacié és en
dos dimensions, les interaccions i superposicions existents sén encara majors, aixi per exemple la
depressid i I'ansietat també es troben presents en I'esquizofrénia.

1.3.2 Etiologia de l'esquizofrénia

Més d’un segle després de la seva definicié i malgrat la intensa investigacio
desenvolupada, la recerca de les causes de l'esquizofrenia segueix ben vigent.
Estudis epidemiologics, farmacologics i neurobiologics han aportat indicis sobre la
naturalesa d’aquesta malaltia i actualment existeix un consens en considerar a
I'esquizofrénia com un trastorn del neurodesenvolupament, en que, probablement,
hi estan implicades disfuncions sinaptiques i connexions neuronals anomales
(Harrison 1999; McGrath 2007).

El procés implicat en el desenvolupament de l'esquizofrénia és complex, i
s’han proposat nombroses teories que han donat lloc a diverses hipotesis entre les
quals predomina la hipotesi dels neurotransmissors dopamina, glutamat i GABA.
Des dels anys cinquanta s’ha sostingut que l'esquizofrénia prové d’un excés

d’alliberacié de dopamina en el sistema limbic i els lobuls frontals (van Rossum
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1967; Meltzer and Stahl 1976). Les evidéncies principals d’aquesta hipotesi
provenen de |'observacié de que les drogues antipsicotiques, que bloquegen l'accio
dels receptors D2 que transporten la dopamina cap a linterior de la cel-lula,
permeten controlar els simptomes positius de la malaltia (Baumeister and Francis
2002). Una revisié més actual d'aquesta hipotesi proposa, perd, un model bastant
més complex que contempla un increment de transmissions dopaminérgiques en el
gangli basal associades amb la psicosis aguda i un déficit de dopamina al cortex
dorsolateral prefrontal implicat en la memoria de treball i responsable del dany
cognitiu cronic (Abi-Dargham et al. 2000; Weinberger et al. 2001). Més recentment
diversos estudis psicofarmacologics han aportat evidencies d’anomalies en altres
neurotransmissors del cervell de pacients amb esquizofrenia, que inclouen la
serotonina, la histamina, la muscarina, el glutamat, el GABA i els receptors
adrenérgics (Kalkman et al. 2001). Actualment I'emfasi esta centrat en l'estudi
sobre el sistema de neurotransmissors associats amb les projeccions neuronals i
interneuronals que utilitzen el glutamat i el GABA. Respecte el sistema GABA,
diversos estudis postmortem han aportat evidencies d’una disfunci6 de les
interneurones inhibitories en I'esquizofrenia (Benes 2000) i la hipotesi del glutamat
proposa que una baixa activitat dels receptors de glutamat tipus NMDA (N-methyl-
D-aspartate) podria contribuir a la psicosis (Olney and Farber 1995). Els nivells de
glutamat s’han trobat reduits en pacients amb esquizofrénia, i els seus antagonistes
s’ha observat que estimulen els trets psicotics en individus normals (Kim et al.
1980; Kornhuber 1992). Aixi doncs, una activacié dels receptors de glutamat
alleuja els trets psicotics (Javitt and Zukin 1991; Jentsch and Roth 1999; Goff and
Coyle 2001). Aquests tres neurotransmissors conflueixen en un complex circuit
neuronal on les fibres dopaminérgiques es projecten abundantment en el cortex
frontal i formen connexions sinaptiques amb el tronc de les espines cel-lulars
piramidals, que també reben estimuls excitadors glutamaergics, i amb dendrites de
neurones GABAergiques. Actualment es considera que tots tres neurotransmissors
estan implicats en les anomalies del processament cortical en els pacients amb
esquizofrenia (Benes 2009).

Paral-lelament a aquestes hipotesi dels neurotransmissors, diversos estudis
d’epidemiologia han posat de relleu que les primeres etapes del desenvolupament
fetal del individu poden estar implicades en el procés patogenic de I'esquizofrénia.
Aquest fet va conduir a diversos autors a proposar que l'‘esquizofrénia és una

malaltia del neurodesenvolupament. El model del neurodesenvolupament proposa
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que una serie de lesions cerebrals, fixades ja des de les primeres etapes del
desenvolupament fetal, interaccionen amb certes esdeveniments de maduracid
normals que s’esdevindran més tard en del desenvolupament del individu
(Weinberger 1987; Cardno et al. 1999; Singh et al. 2004; Rapoport et al. 2005).
Aquest model, que és el més acceptat actualment, es veu recolzat per diverses
observacions que han descrit anomalies en les funcions del cervell, ja presents en
les etapes inicials de la vida, en individus que posteriorment han desenvolupat la
malaltia. Un exemple és la major freqliencia d’esdeveniments pre o perinatals
potencialment nocius que acompanyen aquests individus comparats amb un grup
control, o I'alt percentatge de déficits neuropsicologics i motors que exhibeixen els
infants pre-esquizofrénics (Torrey et al. 1994), aixi com també els resultats dels
estudis de neuroimatge que mostren un allargament ventricular i reduccions en el
volum cortical abans que es manifesti la malaltia (Lawrie et al. 1999; Pantelis et al.
2003). Les lesions resultants en el cervell madur adult derivades d’aquestes
anomalies en el neurodesenvolupament poden ser disfuncions en la connectivitat
del circuit neuronal, que encaixarien amb les hipotesis dels neurotransmissors

anteriorment exposades.

e Factors genétics

La carrega genetica dels individus confereix una diferent susceptibilitat a
I'hora de desenvolupar la malaltia. Els resultats de diversos estudis familiars, de
bessons i d’adopcié demostren clarament un risc de morbilitatmés elevat entre els
familiars de pacients amb diverses malalties psiquiatriques (Shih et al. 2004). En el
cas de lI'esquizofrénia, els estudis realitzats en bessons indiquen que la concordanca
entre bessons monozigotics és més elevada (50-53%) que entre bessons dizigotics
(4-15%) (Shih et al. 2004), i en referéencia als familiars de pacients afectes
s’‘observa una correlacié clara entre el risc i el grau de parentesc (Figura 1.15).
Totes aquestes dades situen I'heretabilitat de I’'esquizofréenia en un 80% (Sullivan et
al. 2003).

Una altra dada d’interes derivada dels estudis familiars en I'esquizofrénia és
I'analisi de la seva relacié amb altres trastorns psiquiatrics. Alguns treballs han
identificat evidéncies significatives d’un risc major de trastorn bipolar (Tsuang et al.
1980) i de trastorn esquizoafectiu (Kendler et al. 1998) entre descendents
d'individus amb esquizofrénia (Andreasen et al. 1987; Valles et al. 2000).

Malauradament, perd, no tots els estudis coincideixen en els resultats, i la
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morbilitat entre aquests trastorns no esta clara, com recull la revisié de (Shih et al.
2004), que justifica I'escassa homogeneitat en els criteris diagnostics i perfils de
simptomes dels diferents estudis com una de les causes principals en les diferéncies
de resultats.

A I'hora d’establir les bases genétiques de la malaltia, sorgeixen una séerie de
questions basiques: quins son els gens implicats en la malaltia? quin efecte tenen?
es tracta de varis components amb un efecte petit?, on la seva composicié i suma
desencadena la malaltia? o n’hi ha alguns que tenen un paper més important en la
susceptibilitat a la malaltia?. Aquests interrogants sén part dels reptes actuals de la
investigacid genéetica en psiquiatria, que pretén identificar els gens implicats, aixi

com comprendre la seva interaccié amb els factors ambientals.

PERCENTATGE D’APARICIO
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Figura 1.15: Percentatge d’aparicié de I'esquizofrénia. Aquest grafic mostra el diferent risc de
desenvolupar esquizofrénia entre els familiars d’un pacient afecta.

e Factors ambientals

Existeixen diverses etapes en el desenvolupament en les que |'exposicid a
factors ambientals poden conferir un major risc per l'esquizofrénia. En etapa
prenatal, s’han descrit diverses situacions biologiques relacionades amb la mare
gue s’associen a un major risc per a la descendéncia. Entre aquestes s’inclouen
infeccions per virus, com la rubeola o la grip, el fet de pertanyer a una classe social
baixa (Dohrenwend et al. 1992), o una malnutrici6 materna. En models de ratoli
s’ha observat que l'activacié del sistema immunitari durant la gestacid causa
anomalies en la mielinitzacié i desenvolupament axonal de I'hipocamp de la
descendencia (Makinodan et al. 2008). També en models de ratoli, s’ha descrit que

la infeccid amb el virus “influenza” (virus de la grip) durant la gestacid, pot crear
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anomalies cerebrals similars a les observades en l'autisme i |'esquizofrénia
(O'Donovan et al. 2009).

En l'etapa perinatal existeixen estudis que descriuen una major afectacié
entre individus amb problemes obstetrics (Lewis and Murray 1987). Per exemple, la
hipoxia fetal ha estat associada amb una reduccié de la matéria gris i un increment
de fluid cerebroespinal en pacients amb esquizofrénia i els seus fills (Cannon et al.
1993).

En etapes posteriors del desenvolupament de l'individu, els esdeveniments
vitals actuen com a moduladors del curs de la malaltia i poden precipitar-ne el
desencadenament o recaiguda, principalment en persones amb predisposicid
genetica. L'estres influeix sobre els nivells de glutamat i dopamina, essent un factor
ambiental que pot modular I'aparicié de la malaltia (Palomo et al. 2004). A més a
més la dopamina també es pot desregular a través de processos de sensibilitzacio,
com a resultat de la ingesta de substancies psicoactives. Per aquest motiu l'estrés
combinat amb |'abls de drogues i l'adversitat social durant I'adolesceéncia poden
impulsar el dany en el neurodesenvolupament i fer brotar la malaltia (Howes et al.
2004).

En aquesta complexa interaccio entre factors geneétics i ambientals cap d’ells
és suficient per al desenvolupament de la malaltia, probablement perque tots ells hi

contribueixen de manera discreta (Figura 1.16).

Pl ns

Interaction of Genelic and Environmental Faclors

Figura 1.16: Interaccio entre factors genétics i ambientals. L'heréncia de |'esquizofrénia és el
resultat de la conglomeracio de factors genétics i ambientals que intervenen ja des de la concepcio del
individu i que influiran en el desenvolupament de la malaltia. Els factors ambientals i els genétics
poden també manifestar-se presentant mutacions epigenetiques
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1.3.3 Epidemiologia genética de I'esquizofrénia

Les estrategies emprades per a la identificacié dels gens de susceptibilitat per
a malalties complexes, com és el cas de l'esquizofrénia, s’han basat en dues

metodologies: els estudis de lligament i els d’associacid.

1.3.3.1 Estudis de lligament

Els estudis de lligament sén un metode basat en I‘analisi de families amb
individus afectes i individus sans, en qué s’estudia la co-segregacio entre la malaltia
i diferents tipus de marcadors genetics de localitzacié cromosdomica coneguda. Igual
que en les malalties monogeniques, en les malalties complexes, aquelles regions
cromosomiques que contenen un gen implicat en la malaltia, mostren una
incidencia més alta d’al-lels compartits entre els individus afectes de la familia de la
que caldria esperar per recombinacié meiodtica en la regié cromosomica d’estudi.

Els primers estudis de lligament es van basar en petits nombres de families
que contenien multiples individus afectats, amb la intencié de detectar al-lels d’alta
penetrancia que segreguessin amb la malaltia, perd aquesta aproximacié no va
resultar fructifera i els estudis es van anar encaminant cap a l'analisi d’amples
pedigris amb I'‘objectiu de poder capturar al-lels que, tot i no ser altament
penetrants, tinguessin un efecte moderat en el risc (doble o triple en individus
portadors). Desafortunadament els estudis de lligament, tot i haver aportat
evidéncies significatives de lligament en diverses regions del genoma, resulten poc
consistents en la replicacié (Owen et al. 2005). Aquesta elevada incapacitat de
replicar els resultats entre mostres independents s’atribueix a la possibilitat que
existeixi una combinacié de petits efectes genetics rellevants per |'esquizofrenia i
que aquests no puguin ser detectats per estudis de lligament perque es requeriria
I'analisi de tamanys mostrals molt elevats (Suarez and Hampe 1994). Aquesta
limitacié s’ha intentat pal-liar amb els estudis de meta-analisis, que coincideixen en
la descripcié d’algunes regions (Taula 1.8).

Aguests meta-analisis descriuen |'existéncia de més regions nominals lligades
a l'esquizofrénia de les que seria d’esperar per recombinacid, i aquest excés de
senyals de lligament reflecteix I'existéncia de regions gendmiques que podrien estar
enriquides en efectes débils comuns o llargues regions que podrien acumular

diversos tipus d’efectes poc comuns (Porteous 2008).
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Taula 1.8: Recull de metanalisis d’estudis de lligament en esquizofrénia.

- . Ne N© individus
Estudi i fenotip Families afectats Locus
Badner and Gershon, 2002
Esquizofrénia i trastorn esquizoafectiu 681 1929 8p,13q,22q
Trastorn bipolar, esquizoafectiu i depressio 353 1228 13qg,22q
unipolar
Lewis et al., 2003 2q
Esquizofrénia i trastorn esquizoafectiu 1208 2945 1q,3p,5q,6p,8p11q,14p,22q
Ng et al., 2008 2qg,5q
Esquizofrénia i trastorns relacionats 3255 7413 1pq,2q,3q9,4q,5q,8p,10q
Holmans et al., 2009
Esquizofrénia 807 1900 8p21
(Esquizofrénia amb ancestre europeu) (707) (1615) (8p21, 8924, 9g34,12q24)

1.3.3.2 Estudis d’associacio

Els estudis d’associacid cerquen trobar una diferencia significativa en la
freqiiéncia d'un determinat al-lel d’'un marcador entre persones que comparteixen
un fenotip en comparacid amb una poblacié que no el presenti. Comparats amb els
estudis de lligament aquests tipus d’analisis tenen un major poder a I'hora de
detectar al-lels amb un efecte de risc menor (Risch and Merikangas 1996). Entre els
estudis d’associacid s’hi troben els estudis anomenats de cas-control i els estudis
d’associacié familiar. En els estudis cas-control es comparen les freqléncies
al-leliques, genotipiques o haplotipiques d’una serie d’individus afectes no
relacionats contra una serie de controls. Aquests estudis es veuen afectats per
fenomens d’estratificacié poblacional, que es produeixen quan casos i controls
tenen diferents freqliencies al-léliques a causa de la diversitat en el bagatge genétic
de la poblacié a la que pertanyen, independentment de |'afectacié per la malaltia.
En canvi, els estudis familiars utilitzen nuclis familiars per comparar la proporcié
dels al-lels transmesos a la descendéncia afecta i no afecta respecta als no
transmesos, mitjancant diversos tests com el (TDT, transmission disequilibrium test
i FBAT family based associacion study) i no es veuen afectats per l'estratificacio
poblacional.

L'aproximacid més comu en els estudis d’associacid ha estat la d’analitzar
gens funcionalment candidats, seleccionats perque els seus productes poden tenir
un efecte en la patofisiologia de I'esquizofrénia. En la literatura trobem centenars
de treballs focalitzats en gens implicats en la fisiologia del sistema nervids central i
en les vies de neurotransmissid, amb nombroses dificultats, perdo, a I'hora de

replicar associacions positives. També en aquests estudis s’apunta a la grandaria de
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la mostra com a responsable d’aquesta limitacié. Molts pocs treballs inclouen més
de 1000 individus i els resultats poc concloents en els estudis de gens candidats
poden reflectir un baix poder per detectar variants genetiques amb un efecte petit
en la malaltia (amb odds ratio inferiors a 1,15). Una altra aproximacio dels estudis
d’associacid ha estat la de prioritzar I’'analisi de gens localitzats en regions descrites
per estudis de lligament, aquesta estrategia ha donat certs fruits com es veura més
endavant en |'apartat de gens candidats.

Actualment és possible un nou abordatge en els estudis d’associacid, que
consisteix en la genotipacid de centenars de milers de SNPs que cobreixen la major
part de la variabilitat del genoma, sén els anomenats estudis globals d’associacid
(GWAS, Genome Wide Association Studies). Tal i com hem vist anteriorment,
aquestes estrategies sén possibles gracies al desenvolupament de plataformes de
genotipacié a gran escala i a la informacid derivada pel projecte HapMap. Aquests
tipus d’estudis tenen un elevat cost econdmic i requereixen genotipar grans
nombres de mostres de pacients i controls per tal d’aconseguir suficient poder

estadistic.

1.3.3.3 Gens candidats en I'esquizofréenia

Actualment, la quantitat d’informacié generada a partir dels estudis geneétics
sobre esquizofrénia és enorme. Amb la finalitat de recollir tots aquests resultats
publicats, es va <crear la base de dades “Schizophrenia Forum”
(http://www.schizophreniaforum.org) (Allen et al. 2008). En la seva ultima revisid
(Maig de 2009) s’incloien 1439 estudis, 7094 variants i 787 gens. Entre tots
aquests gens candidats existeix una seleccié de 30 gens anomenats “top results”
que sbn els que es mostren en la Figura 1.17. Cal esmentar, pero, que les “odds
ratios” (ORs) al-leliques d'aquests gens sén en general molt modestes, entre 1.06-
1.34, pels al-lels de risc i entre 0.69-0.94 pels de proteccid, a l'igual que en altres
estudis genétics a gran escala de malalties complexes (Ioannidis et al. 2001;
Lohmueller et al. 2003; Bertram et al. 2007), posant de relleu la necessitat
d’augmentar considerablement la mida de la mostra per poder detectar o excloure

gens candidats amb suficient seguretat.
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Figura 1.17: Ideograma de les principals regions i gens associats amb l'esquizofrénia.
Localitzacié de les potencials regions de lligament, indicades amb barres vermelles a l'esquerra dels
cromosomes, i els gens amb resultats d’associaci6 més prometedors. (Revisié de (Kirov et al. 2005),
actualitzada amb la informacid de la base de dades http://www.schizophreniaforum.org/ - Updated 7
May 2009).

Malgrat que la inconsisténcia en la replicacido dels resultats dels estudis
genetics en el camp de l'esquizofrenia generi un raonable dubte sobre els veritables
gens implicats en la malaltia, existeixen certs resultats més consistents que
d’altres, com per exemple els que resulten de la combinacié dels resultats obtinguts
en estudis de lligament i d’associaciéo: NRG1 (neuregulin 1) localitzat en la regid
8p21-p22, DTNBP1 (Dysbindin) a la regi6 6p22-p24 i DAOA (D-amino oxidase
activator) a la regié 13q32-34, (Straub et al. 1995; Wang et al. 1995; Craddock et
al. 2005; Owen et al. 2005). Entre els 30 gens seleccionats en la base de dades
“Schizophrenia Forum” destaquen també TPH1 i DRD2, associats a la malaltia amb
una P<0.001. Aquests dos gens han estat identificats en mostres petites de
pacients (473 i 879 casos respectivament), tot i aixi la seva funcionalitat els fa
interessants candidats. El gen TPH1 codifica per un dels dos enzims triptofan
hidroxilasa, els nivells d’aquest enzim limiten la sintesi de serotonina, un
neurotransmissor diana de varis dels antipsicotics de segona generacidé. La variant
identificada en el receptor de la dopamina (DRD2), tot i ser un SNP sinonim
(rs6277), sembla alterar I'estabilitat del mRNA i I’eficiencia en la sintesi del receptor

(Duan et al. 2003).
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Darrerament, les estratégies de GWAS estan aportant fruits en la identificacié
de gens implicats en I'esquizofrénia. S’han publicat sis estudis de GWAS utilitzant
diferents tipus de xips, tres d’ells s’han realitzat emprant mostres individuals i els
altres tres emprant barreges (pools) de mostres. En el primer dels tres estudis,
basat en genotips individuals (178 pacients i 144 controls), el resultat més
significatiu (p=3.7x107’) es va obtenir en una regidé equidistant (350Kb) a dos gens:
colony stimulanting factor 2 receptor alpha (CSF2RA) i short stature homeobox
isoform b (SHOX). CSF2RA és una subunitat d’un receptor de citoquines que regula
granulocits i macrofags, mentre que el SHOX és un factor putatiu de transcripcid
absent en algunes persones de baixa estatura. La seqlienciacié de CSF2RA i el seu
gen vei, interleukin 3 receptor alpha (IL3RA), en una cohort de casos independents
i controls, va permetre la identificaci6 de dos haplotips intronics comuns i de
diverses variants noves i rares (de tipus “missense”) associades amb l’'esquizofrénia
(Lencz et al. 2007). En el segon estudi amb genotips individuals (Sullivan et al.
2008), la mostra era més gran (738 casos i 733 controls) pero cap de les troballes
va assolir la significacié requerida per un estudi de genoma complet (Dudbridge and
Gusnanto 2008). El darrer GWAS, basat en genotips individuals de 479 casos i 2937
controls del Regne Unit (O'Donovan et al. 2009), i amb un seguiment sequencial
dels 12 loci que presentaven el valor de p més baix (P < 10™) en una mostra de
major tamany (6829 casos i 9897 controls d’Europa, Estats Units, Australia, Israel,
Jap6 i Xina), va identificar un locus proper al gen zinc finger protein 804A
(ZNF804A) amb una significacié que augmentava al incloure pacients amb trastorn
bipolar. El total de mostres genotipades en aquests tres GWAS resulta encara petit
(1500 casos) i el poder per capturar petits efectes genetics és encara limitat.

Els altres tres GWAS publicats, van utilitzar barreges de DNAs de pacients i
controls que van ser processats com un sol experiment (Mah et al. 2006; Kirov et
al. 2008b; Shifman et al. 2008). Tots tres estudis descriuen troballes més
interessants que consistents. De tots tres destaca I'estudi de Shifman et al. que és
el que aporta evidéencies més significatives, d’una associacid, especifica en les
dones, entre el gen reelin (RELN) i l'esquizofrénia. Aquesta associacié seria
compatible amb la hipotesis que considera |'esquizofrénia com un trastorn del
desenvolupament, ja que aquest gen esta implicat en la corticogenesi i també amb

una forma autosomica recessiva de lisencefalia (Hong et al. 2000).
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1.3.4 CNVs associades amb l'esquizofrénia

L'analisi del cariotip va aportar els primers indicis d’‘anomalies
cromosomiques associades amb |'esquizofrenia (Bassett et al. 2000), en algunes
families s’han identificat translocacions i/o delecions especifiques que segreguen
amb la malaltia, com per exemple la t(1;11)(g43;921) (Millar et al. 2000), o la
t(18;21)(p11.1;p11.1) (Smith et al. 1996). El classic exemple d’'una alteracio
cromosomica associada amb l’'esquizofrenia fa referencia a la microdelecié 22q11.2,
on els problemes afectius i malalties psiquiatriques greus apareixen en
aproximadament el 30% dels pacients amb la SDG/VCF (Bassett et al. 2000).

Moltes de les CNVs caracteritzades en el genoma huma mostren un
enriquiment en gens implicats en el desenvolupament del cervell (de Smith et al.
2007). Una proporcid d‘aquestes variants podrien estar contribuint a la
susceptibilitat a trastorns neurologics i psiquiatrics, com el desordre bipolar i
I'esquizofrénia. Recentment |'aplicacié de tecnologies de més resolucié, com els
arrays, en |'analisi de pacients amb esquizofrénia, esta posant de relleu noves CNVs
que podrien estar implicades en la malaltia. Un dels primers treballs va ser el
publicat per Wilson i col-laboradors (Wilson et al. 2006) en que, mitjancant un array
de BACs, van analitzar el DNA obtingut del cervell de 35 pacients amb esquizofrenia
i 35 amb trastorn bipolar. Es van identificar quatre loci amb aberracions en el
nombre de coOpies, tant en els casos amb esquizofrénia com en els de trastorn
bipolar, que no apareixien en controls. Aquests loci contenien gens (EFNA5, GLUR7,
CACNG2 i AKAP5) codificants per proteines amb funcions neuronals, implicats (els
tres ultims) en la via de senyalitzacié del glutamat (Wilson et al. 2006). Un segon
treball, utilitzant també la técnica de microarrays, va descriure 35 CNVs
identificades en 30 pacients amb esquizofrenia, essent les més freqlents un guany
parcial a Xq23 (52%) i una pérdua a 3g13.12 (32%) (Moon et al. 2006).

En el 2008 es van publicar noves evidéncies que implicaven diverses CNVs en
I'etiologia de |'esquizofreénia. Kirov i col-laboradors van analitzar 93 individus amb
esquizofrénia mitjancant BAC-arrays i van descriure 13 CNVs potencialment
patogéniques, essent les més interessants una microduplicacié de novo a 15q13.1
(que afecta els gens APBA2, NDNL2 i TJP1), i una microdelecié a la regié 2p16.3
que inclou al promotor i el primer exdé del gen de la Neurexina 1 (NRXN1),
identificada en tres membres de la mateixa familia amb diagnostic d’esquizofréenia

(Kirov et al. 2008a). En un altre treball, publicat per Friedman i col-laboradors, es
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van identificar, en tres pacients independents amb esquizofrénia i epilépsia,
delecions genomiques de diferents mides que incloien el gen CNTNAP2 (7g36.1),
mentre que cap dels 512 controls estudiats mostrava aquesta variant estructural
(Friedman et al. 2008). Recentment, Walsh i col-laboradors han aportat dades i
reflexions interessants sobre la implicacié que poden tenir aquestes CNVs rares en
I'etiologia de I'esquizofrénia (Walsh et al. 2008). En I'analisi de 150 pacients i 260
controls mitjangant arrays, van identificar variants que delecionen o dupliquen gens
en el 15% dels casos i només en el 5% dels controls, posant de relleu un excés de
CNVs entre els individus amb esquizofrénia. Una altra observacido aportada per
aquest treball fa referencia al tipus de gens afectats per aquestes CNVs: entre els
24 gens truncats per CNVs en pacients, s'observa una sobrerepresentacié de gens
implicats en vies importants del desenvolupament del cervell, com la senyalitzacié
de les neuroregulines, la senyalitzaci6 ERK/MAPK o la potenciacié sinaptica a llarg
termini, (ERBB4, MAG12, DLG2, PRKCD, PRKAG2, PTK2, CAVI, GRM7, SLC1A3,
PTPRM i LAMA1). A més a més, la majoria d’aquests gens havien estat previament
vinculats amb |'esquizofrénia (Lewis and Gonzalez-Burgos 2006; Norton et al.
2006). Finalment, en els casos en quée disposaven de mostra dels progenitors, van
determinar que la majoria d’aquestes CNVs son heretades, suggerint que es tracta
de variants estructurals amb una baixa penetrancia, ja que el progenitor
transmissor no exhibeix simptomes d’esquizofrénia. Aquesta Ultima observacidé va
en direccid oposada als resultats obtinguts per Xu i col-laboradors (2008), en que
I'analisi de 359 pacients amb esquizofrenia va detectar 19 CNVs entre els casos
esporadics, de les quals 17 eren de novo i tres corresponien a microdelecions a
22q11.2. També van poder establir que la freqliéncia de CNVs de novo en casos
esporadics d’esquizofrénia se situa en un 10%, mentre que queda en un 1,3% en
controls.

Finalment, dos treballs que han estudiat mostres de tamany considerable
(1433 casos i 33250 controls, i 3391 casos i 3181 controls, respectivament), han
descrit una associacio entre diverses CNVs rares i I'esquizofrenia (2008; Stefansson
et al. 2008). Ambdds estudis coincideixen en dos loci, una delecié a 1g21.1 (144.9-
146.3Mb) i una delecié a 15q13.2 (28-31Mb), que mostren un fort efecte sobre el
risc de patir esquizofrenia (ORs de 6,6-14,8 i 17,9-11,5 respectivament). La delecio
1g21.1 també ha estat associada amb altres fenotips, en concret s’ha observat en
pacients amb microcefalia, diverses anomalies congeénites i del

neurodesenvolupament, incloent retard mental, autisme i deficit d’atencid i
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hiperactivitat (Brunetti-Pierri et al. 2008; Mefford et al. 2008). Ambdues regions
contenen multiples gens candidats per a la malaltia; en concret, a la regié 15q13.2
s’hi localitza el gen del receptor nicotinic alfa 7 (CHRNA7), que ha estat implicat en
I'esquizofrénia i el retard mental (Erdogan et al. 2007), i en estudis amb models de
ratoli suggereix un paper en la memoria de treball (Fernandes et al. 2006). A més
d’'aquestes dues CNVs, Stefansson i col-laboradors (2008) també descriuen una
delecié a 15q11.2 (20,3-20,7Mb) en 26 de 4178 casos (0,55%) i en 79 de 41.194
controls (0.19%) (OR de 2,73). Aquesta delecid, proxima a I'extrem terminal de la
delecié associada amb la sindrome d’Angelman i Prader-Willi, inclou el gen CYFIP1
que interactua amb la proteina FMRP (fragile X mental retardation) i amb la Rho
GTPase Racl, que esta implicada en el desenvolupament i manteniment
d’estructures neuronals.

Actualment, doncs, es van acumulant evidéncies que multiples CNVs rares,
generalment de novo, contribueixen a la component genética de susceptibilitat per
a I'esquizofrénia. Aquesta observacié coincideix amb les troballes descrites en altres
trastorns del neurodesenvolupament que inclouen l'autisme i el retard mental (de
Vries et al. 2005; Jacquemont et al. 2006; Sebat et al. 2007; Stankiewicz and
Beaudet 2007; Szatmari et al. 2007). Per altra banda, s’observa un cert
solapament entre diverses de les CNVs identificades en pacients amb esquizofrénia
i les associades a casos amb retard mental, autisme i trastorn de déficit d’atencio
(Mefford et al. 2008; Burbach and van der Zwaag 2009). Aquest fet reforca
I'existéncia de mecanismes de pleiotropia, segons els quals multiples malalties o
simptomes associats podrien derivar d'una mutacié en un mateix locus i on
I'expressié fenotipica final vindria condicionada per la presencia d‘altres al-lels

modificadors genétics i/o factors ambientals.
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2. Objectius

El treball de recerca d’aquesta tesi té com objectiu general la identificacié
de variants en nombre de copia implicades en I'etiologia de la SDG/VCF i
candidates per l'esquizofrénia, tret psiquiatric més comunament associat a
la sindrome. Per tal d’assolir aquest coneixement s’han plantejat els objectius

especifics seglients:

1. Determinacio de la preséncia de la microdelecié 22q11.2, i la seva

microduplicacio reciproca, en dos grups de pacients:

A) Pacients amb caracteristiques fenotipiques de la SDG/VCF.

B) Pacients adults amb diagnostic d’esquizofrenia.

2. Identificacio de noves CNVs implicades en l'etiopatogénia de dos

grups de pacients sense anomalies en la regi6 22q11.2
A) Pacients amb fenotip de la SDG/VCEF.

B) Individus amb esquizofrenia i trets facials dismorfics associats a la
SDG/VCF

3. Estudi del nombre de copia de gens candidats localitzats en CNVs

en pacients amb esquizofrénia i en poblacié no afecta.
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3.Material i metodes

3.1 Subjectes

Els subjectes d’estudi son:

Pacients amb fenotip de la sindrome DiGeorge/Velocardiofacial

Per I'analisi de FISH de la microdelecié i microduplicacié de la regié 22q11.2
es van incloure tots els casos amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF que
havien estat derivats al laboratori de genética de la CSPT (Corporacié Sanitaria Parc
Tauli) en als darrers anys. Aquesta serie consta de 295 pacients i el seu fenotip es
troba descrita en la publicacié de I'estudi I-A. D’aquesta série es van seleccionar 18
pacients amb trets clinics tipics de la SDG/VCF sense alteracié a la regié 22q11.2

per l'analisi d’array-CGH (estudi II-A).

Pacients amb esquizofrénia

El nostre grup ha estat desenvolupant en els darrers anys diferents projectes
relacionats amb l'estudi genétic de I'esquizofrenia, emmarcat en la xarxa tematica
d'investigacions sanitaries: "Plataforma de genotipacién para la identificacién de
factores genéticos implicados en la susceptibilidad y en la respuesta farmacoldgica
de las enfermedades mentales" (RGPG) (2003-2006), (www.rgpg.net). Un dels
objectius d’aquesta xarxa, que constava d’onze grups d’investigacid de diferents
llocs d’Espanya, era la creacidé d’'un banc de mostres (DNA i linies cel-lulars) de
malalts amb patologia psiquiatrica, associat a una base de dades cliniques. Es van
estandarditzar i consensuar protocols de treball amb criteris diagnostics comuns i
especifics per cada patologia i es van uniformitzar els procediments de laboratori

per I'extraccié i conservacié de mostres.

Durant els quatre anys de funcionament de la xarxa, en el grup de la CSPT
juntament amb el de la CST (Consorci sanitari de Terrassa), es van reclutar

mostres bioldogiques (serum, plasma, DNA i linies cel-lulars) de 234 pacients amb
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esquizofrenia. Actualment es disposa d’un inventari exhaustiu de totes les mostres
vinculades a la base de dades clinica comuna realitzada amb el programa Access on
hi han recollides les seglients variables: identificacié de la mostra (n° pacient, grup,
centre, entrevistador, data i lloc de I'entrevista); dades socio-demografiques (sexe,
data de naixement, adoptat, situacio laboral, lloc de naixement, étnia i estat civil);
dades cliniques (diagnostics, malalties mediques associades, antecedents familiars,
“S Paul life experience scale”, consum de drogues i temptatives de suicidi) i totes
las variables especifiques per esquizofrenia (Edimburgo, Brief Psychiatric Rating
Scale - BPRS, Positive and negative syndrome scale - PANSS, tractament general,
antipsicotics i efectes secundaris).

Aquestes mostres es van utilitzar en els estudis seglents:

En l'estudi I-B, analisi de la regié 22q11.2 mitjancant MLPA, es van incloure
tots els pacients amb esquizofrenia recollits fins el moment (190 casos), on
aproximadament el 70% eren homes i el 30% dones amb una mitjana d’edat de
46,52 anys = 17.08 DS.

En I'estudi II-B, analisi d’array-CGH, es van seleccionar de la serie anterior
11 individus amb esquizofrenia i trets dismorfics associats a la SDG/VCF.

En l'estudi III, analisi per MLPA de 140 gens localitzats en CNVs, es van
incloure 654 pacients amb esquizofrenia dels quals 196 casos eren del nostre banc
de mostres i 458 procedien d’un altre grup de la xarxa: Hospital Psiquiatric

Universitari Institut Pere Mata, Reus.

Mostres d’individus control

Les mostres d’individus control, pertanyen al Centre de Regulacié Genomica
de Barcelona, concretament del programa de Gens i Malalties del Centre de
Regulacié Genomica (CRG) de Barcelona i en I'estudi III també s’inclouen mostres

control procedents de I'Institut Universitari de Psiquiatria Pere Mata de Reus
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3.2 Metodes

En el desenvolupament dels objectius s’han utilitzat principalment tres
tecniques diferents que ens han permes valorar guanys i péerdues de material
genomic. La técnica de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), la técnica de MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) i els arrays de CGH (comparative genomic
Hybridization). Els materials i metodes utilitzats en aquesta tesi estan recollits en
cada un dels articles de |'apartat de resultats, tot i aixi a continuacié es fa un resum

de les tres técniques.

3.2.1 Hibridacio in situ Fluorescent (FISH)

La tecnica de FISH consisteix en una desnaturalitzaci6 del DNA genomic
(cromosomes en metafase o nuclis interfasics), i de la sonda (seqiéncia de DNA
complementaria a la regi6 que volem interrogar i que esta marcada amb un
fluorocrom), seguida d’una posterior renaturalitzacid del DNA. D’aquesta manera,
qguan és torna a formar la doble cadena de DNA, la sonda hibrida amb la seva regid
homologa o complementaria. El senyal fluorescent de la sonda s’analitza mitjancant
un microscopi de fluorescéncia. La preséncia o abséncia de la regidé del genoma en
estudi vindra determinada pel nombre de senyals observats. La resolucié d’aquesta
tecnica es veu determinada per la llargada de la sonda que s’utilitza i pel fet de que
només s’analitza la regié que és complementaria a aquesta sonda.

Actualment gracies a les llibreries de BACs, (Bacterial Artificial Chromosome)
generades a partir del Projecte Genoma Huma, resulta relativament senzill
dissenyar sondes complementaries a quasi qualsevol regié del genoma. Diverses
cases comercials han llencat al mercat kits que contenen els reactius i sondes
necessaries per |'analisi de la majoria de les microdelecions i microduplicacions
associades a malalties genomiques conegudes. En aquesta tesi s’ha aplicat la
técnica de FISH en dues situacions diferents:

1- Per analitzar la regidé 22q11.2 associada a la SDG/VCF, es va utilitzar el Kit
comercial de Vysis (Abbot) que conté una barreja de dues sondes que corresponen
a dos loci d’'hibridacié: la sonda de la regiéo 22q11.2 de 110Kb, marcada amb un
fluorocrom d’espectre vermell, que hibrida a la regié6 3’ no codificant del gen
TUPLE1(HIRA), i que inclou els seglents loci: D22S553, D22S609 i D225S942; i una

altre sonda marcada amb un fluorocrom d’espectre verd que hibrida amb la regid
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terminal 22q13.3, aquest segon senyal serveix de control per identificar els
cromosomes 22. El protocol seguit va ser el recomanat per la propia casa
comercial.

2- Per validar els resultats obtinguts mitjancant I'analisi amb arrays de BACs.
En aquest cas es van preparar les sondes en el laboratori a partir del marcatge

directe dels BACs de la regio d'interés. Protocol recollit a I'annex II.

3.2.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

La técnica de MLPA va ser descrita el 2002 per Schouten i col-laboradors com
una nova metodologia per analitzar guanys i perdues de fins a 40 regions diferents
del genoma en una mateixa reaccié (Schouten et al. 2002).

Aguesta tecnica s’ha aplicat en diferents treballs:

1- Per l'analisi de la regié 22q11.2, es va utilitzar un kit comercial de MRC-
Holland, concretament la SALSA P023 MLPA-DiGeorge (estudi I-B), aixi com una
barreja de sondes de disseny propi.

2- Per validar, replicar i analitzar les CNVs detectades en els analisis de
microarrays, aplicats en l'‘estudi de pacients amb SDG/VCF i en pacients amb
esquizofrenia (estudis II-A i II-B respectivament) es van utilitzar sondes de disseny
propi.

3- Per analitzar 140 gens localitzats en regions descrites com a variables en
el nombre de copies en pacients amb esquizofrénia (estudi III). També es van
emprar sondes de disseny propi.

Pel disseny i elaboraci6 de les nostres propies sondes s’han seguit els
seglients passos:

Preparacio i disseny de les sondes

Per cada regié del genoma en qué es vulguin analitzar guanys i pérdues es
dissenyen una parella de sondes, que anomem sonda dreta i sonda esquerre.

La sonda esquerre (sonda-L) consta només de dues parts, la seqlencia
d’hibridacié i la seqléncia del primer comu (Y) en totes les sondes de MLPA; la
sonda dreta (sonda-R) en canvi, és un oligonucleotid sintetic que consta de tres
parts:

A- Hybridization sequence: seqiéncia d'uns 21-30 nucleotids d'unié especifica a
la regié del genoma que es vol analitzar.

B- : cua de nucleotids de diferent llargada triats a I'atzar i no

complementaris a cap regié del genoma.
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C- PCR primer sequence X: seqliencia de 20-30 nucledtids que és comuna en

totes les sondes del mateix experiment de MLPA.

Sonda-L Sonda-R
PCR primer sequence Y PCR primer sequence X
\—. ShalTer: sagin e

(different for each probe)
H-rbr-idiza-rim sequence Hybridization sequence .

i = —ee—.., - —d€StESs sondes s’han seqguit els seguents passos recollits en el
protocol de MLPA de MRC Holland, Amsterdam.

(http://www.mrc-holland.com/pages/support_desing_synthetic_probespag.html)

1. Seleccié d’'uns 60 nucleotids per cada gen o regié. La informacido de la

I\\

seqliencia de DNA s’obté del "Genome Browser of University of Santa Cruz,
California-UCSC” (http://genome.ucsc.edu/). Es divideix la seqiéncia de
60pb en dues parts amb 30 nucleotids cada una. Aquestes dues seqliéncies

corresponen a la regié d’hibridacié de la sonda-L i la sonda-R

2. Cada una d’aquestes seqliencies hibridants ha de ser homologa Unicament al
gen o regid que es vol analitzar, evitant que hibridi en altres parts del
genoma per assegurar |'especificitat de la técnica. Per fer aix0 s’utilitza la
funcié Blast per enfrontar les nostres seqléncies contra I'assemblatge de la

seqgliencia del genoma huma hg18 del UCSC.

3. Requisits que han de complir les seqliéncies hibridants de les sondes de
MLPA:
- La llargada ha de ser superior a 21 nucleotids.
- No hi pot haver més de 3 G i/o C adjacents al lloc de lligacié entre els dos
oligonucleotids.
- Els nucleotids adjacents als extrems dels primers comuns X i Y no poden
ser AniT.
- Es important evitar la presencia de SNPs al llarg de la seqiéncia de les
sondes pero especialment en el punt de lligacié.
- Les sequeéncies hibridants han de tenir un contingut de G/C determinat:
Sonda-L: 45-60%
Sonda-R: 35-60%
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- La temperatura de melting (Tm) de cada oligonucleotid ha de ser >700°C. Si
algun nucleotid dels primers comuns de MLPA hibrida amb la seqiéncia
diana, s’inclouen pel calcul de la Tm, pero no per a determinar la longitud de
la sonda. Exemple: longitud de la seqliéncia hibridant:21+2.

(Per comprovar el % G/C y la Tm s’utilitza el programa Raw probe que es pot

descarregar des de la web www.mlpa.com)

4. Quan ja es tenen dissenyades les seqliencies hibridants cal introduir unes
modificacions finals per acabar de completar les sondes de MLPA:
- La sonda-L ha d’estar fosforilada a I'extrem 5’, per tal de facilitar la lligacié.
- A la sonda-R s’hi ha d’afegir la cua de nucleotids (stuffer) de diferent
llargada, la qual ens permetra diferenciar cada producte final amplificat.
- S’afegeix a cada sonda les seqliencies X i Y complementaries als primers
comuns de MLPA.

Sonda-L (per un producte FAM): 5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3' (19 pb)
Sonda-L (per un producte VIC): 5- GGGTAGGGAATCCCTTGGA -3’ (19 pb)
Sonda-L (per un producte NED): 5'- GGGAACCGTAGCACATGGA -3’ (19 pb)

Sonda-R: 5-TCT AGA TTG GAT CTT GCT GGC AC-3’ (23 pb)

- Primers universals o comuns de MLPA: en el nostre laboratori es disposa
d’aquests tres primers comuns diferents en funcié del fluorocrom que porten.

MLPA-F: FAM-5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’" (19 pb)
MLPA-F: VIC-5'- GGGTAGGGAATCCCTTGGA-3’ (19 pb)
MLPA-F: NED-5'- GGGAACCGTAGCACATGGA-3' (19 pb)

MLPA-R: 5'-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3' (23 pb)

Tots aquests passos en el disseny de sondes comporten molta feina i un
consum considerable de temps per aconseguir trobar la seqliencia adequada. Per
tal de simplificar tot aquest treball, en el propi laboratori del CRG, es va
desenvolupar un programa informatic que ha agilitzat moltissim aquesta part de la
tecnica (http://davinci.crg.es/estivill_lab/mlpa/) (Pantano et al. 2008).

Un cop dissenyada la barreja de sondes, el funcionament de la técnica es
resumeix en lI'esquema de la Figura 3.1. Totes les reaccions de MLPA s’han realitzat
utilitzant els reactius de MRC-Holland i seguint un protocol propi pero elaborat
d’acord amb les recomenacions de MRC-Holland (Schouten et al. 2002), recollit en

I'annex II.
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1. Preparaci6 de |a barreja de sondes
. PCR primer ssquence 3
Sruffer 1equence

% PCR primer sequencs Y
fdiffearent for soch prebe)

Hj"“‘lﬁﬂ"‘llﬂ Sequanid Hybridization sequence

2. Desnaturalitzacic del DNA i Hibridacio de totes les sondes

T Torget A 5 ¥ TergetB ¥

3. Lligacio de les sondes hibridades

w Termostoble Bgore 5 Termestable ligase

¥ Torget A 5 ¥ Torget B 5

4. Amplificacio per PCR de totes les sondes lligades

5. Separacid per |largada | quantificacié dels diferents productes amplificats

Figura 3.1: Esquema dels diferents passos de la técnica de MLPA

Analisi de dades:

Per la realitzacié dels calculs, es pot treballar tant amb les alcades com amb
les arees dels pics. Nosaltres hem exportat les algades dels pics del programa
GeneMapper a una fulla excel, i per tal de normalitzar les alcades hem seguit els
seguents passos:

e Per cada mostra es calcula la suma de totes les algades dels diferents picsi a
continuacio es divideix l'alcada de cada pic individual per la suma combinada

de totes les alcades presents en la mostra, obtenint el valor x.
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e Aguestes alcades normalitzades dels diferents pics son comparades amb els
resultats obtinguts en totes les mostres. Es calcula la mitjana de les algades
dels diferents pics de cada sonda en particular per les diferents mostres,
obtenint el valor y. Les alcades normalitzades dels pics es divideixen per
aquesta mitjana obtinguda per cada sonda (x/y).

Al final de tots aquests calculs, el producte resultant s'anomena quocient de dosi
(dosage quotient,DQ). La delecié d'una copia de la seqiiéncia diana d’una sonda,
generalment es fa aparent per una reduccié de l'alcada relativa del pic associat al
producte amplificat d’aquesta sonda en un 35-55% i un valor de DQ per sota de
0.60-0.65. Un guany de dues a tres copies del genoma diploide en la seqliéncia
diana, es fa aparent per un augment en l'alcada relativa del pic associat a aquesta
sonda entre 30 i 55% i un valor DQ superior a 1,25-1.3. Aquest analisi també es
pot realitzar visualment a partir dels perfils dels pics obtinguts amb el programa
GeneMapper del sequenciador (Figura 3.2)

Per ultim es calcula la desviacid estandard de les alcades dels pics. Aquesta
ha d’estar per sota del 10% i tots els resultats que difereixen més d’'un 20% son
descartats. Les mostres que donen moltes aberracions son inspeccionades i si es
considera oportu s’eliminen les dades de la mostra dels calculs. Les mostres que

presenten pics molt baixos (<500) també sén eliminades.

g v ot - . = BEEREREN = .

Bl Eepelen et M % Do M D R LMD G @ N @ = m o

o et L et LN i e 4 Mk ok Bk A A A A A A A 44D

Y e T e 4 (A A A A A AT A ATA A AAE

Figura 3.2: Grafics (plots) en lI'analisi de MLPA, d'una barreja de 10 sondes marcades amb el
fluorocrom FAM. El primer i segon grafic corresponen al pare i mare i I'dltim al pacient amb una
duplicacié i delecidé a la regié 1g21.1. En l'electroforograma del pacient la creu verda indica la sonda
duplicada i les dues linies vermelles mostren les sondes delecionades. En aquest cas la técnica de
MLPA ens va permetre confirmar el reordenament observat mitjancant CGH-array i determinar que
I'anomalia no era heretada.
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3.2.3 Hibridacié genomica comparada en array (array-CGH)

Array de BACs

Per poder realitzar un extens analisi de les variacions en el nombre de copies en
tot el genoma s’ha emprat la tecnologia de la hibridaci6é gendomica comparada
aplicada sobre dos arrays de BACs. Concretament en els estudis II-A i II-B s’han
utilitzat dos arrays elaborats a partir de clons de BACs de la llibreria de 32K CHORI
(http://bacpac.chori.org/home.htm). La distribuci6 dels BACs en l'array no és
homogeénia, la distancia mitjana entre clons consecutius varia des de 0,5Mb fins un
maxim de 1,2Mb. L’amplificacié dels BACs es va realitzar per DOP-PCR com va
descriure (Fiegler et al. 2003), i es van dipositar en un vidre Corning UltraGaps
amb 50% de DMSO i per triplicat.

- Array especific pel cromosoma 22: Conté 363 clons de BACs que cobreix

tot el cromosoma 22 amb una resolucié de 40-70Kb.
- Array de 5,6K: Anomenat HSBA (Hot-Spot-BAC-Array), conté 5442 clons-

BACs amb una densitat mitjana de 0,9Mb, una cobertura aproximada del

23% del genoma eucromatic i una major densitat de clons en les regions
més candidates a partir reorganitzacions, com sén les que es troben
localitzades entre duplicacions segmentaries i en els telomers (Cusco et al.
2008).

Aquests dos arrays de BACs es van utilitzar en una hibridacié que hem
anomenat “face to face”. Com es recull en el treball derivat de I'estudi II-A, aquesta
hibridacié consisteix basicament en substituir el cobreobjectes per un altre array.
S’enfronten aixi, cara a cara i en la mateixa cambra d’hibridacid, els dos arrays i es
dispensa entre mig la mostra de DNA que volem hibridar. Amb aquesta metodologia
es va hibridar primer una mostra amb la microdelecié 22q11.2 previament
detectada per FISH. L'analisi d’aquesta mostra va posar de relleu la microdelecié de
3Mb més comu en la SDG/VCF en ambdds xips, avalant la metodologia i arrays
utilitzats. A continuacié es van hibridar 18 pacients amb caracteristiques cliniques
de la SDG/VCF (estudi II-A) i 11 pacients amb esquizofrénia i trets dismorfics
(estudi II-B). Per la hibridacié de cada mostra es va valorar la qualitat del DNA
mitjangcant un gel d’agarosa al 1,3% i una tinci6 amb SyberGreen. Es van marcar
400ng de DNAs amb Cy5-dCTP i Cy3-dCTP i es van hibridar en dos experiments el
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directa i el invers (dye-swap), com s’indica a la Figura 3.3, contra una barreja de
DNAs del mateix sexe (50 dones o 50 homes). Les hibridacions es van realitzar com
descriu (Wang et al. 2004), utilitzant dextra sulfat i formamida com a solucid
d’hibridacié.

a Heberences DNA Teest DHNLA
H_-llrll'll.'l' T firai s
Cys f:
Black repaats with Black repeats with Ly
COT-1 DA COT-1 DA
Ny -"1. g
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Deledian
b Conom
DNA BT it PCR Label refecence .
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Figura 3.3: Esquema de la técnica de array-CGH

a) Marcatge de la mostra problema (test DNA) i la mostra control (reference DNA), amb Cy5-dCTP i
Cy3-dCTP respectivament, es posen en contacte amb I|'array, on hibridarant en aquelles posicions en
qué es complementin amb les sondes. Aquest marcatge es realitza també a l'inversa per tal de
minimitzar els falsos resultats. El patré d'hibridacié és revelat utilitzant diverses tecnologies (CCD,
escaner) que mesuren el nivell de cada fluorocrom en cada posicid. La imatge resultant es converteix
en valors numerics que constitueixen els resultats de I'assaig. b) L'array o xip s’elabora a partir de
dipositar el material genétic sobre un suport solid miniaturitzat en posicions conegudes i controlades.
Els microarrays poden incorporar entre 400-60.000 sondes d'oligonucledtids, cDNA o altres
macromolécules.

Arrays comercials

En l'estudi III per validar i acotar la llargada d’algunes de les CNVs identificades
mitjancant MLPA, es van utilitzar diversos arrays comercials. Els arrasy
d’oligonucleotids d’Agilent (Human Genome CGH 44K i 244K) i el SNP-array
d'Illumina (Illumina 370Duo). L'array d’Agilent de 44K (G4413A) consta de 43.000
seqlieéncies del genoma huma codificants i no codificants amb una resolucié mitjana
de 43Kb entre sondes, mentre que el de 244K (G4411B) inclou 236.000 seqliéncies
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amb una mitjana de 8,9Kb entre sonda i sonda. Per els analisis amb SNP-array es
va utilitzar l'array comercial d’illumina (HumanCNV370-DNA Analysis BeadChip).
Aquest array permet interrogar més de 380.000 marcadors, incloent a més de
320.000 tag SNPs uniformamament distribuits, i ofereix una amplia cobertura dels
SNPs descrits en el projecte HapMap. A més a més inclou 55.000 marcadors
especialment dissenyats per cobrir 11.000 regions variables en nombre de copies.
Les hibridacions amb l'aquests arrays es van realitzar en el servei del Centro
Nacional de Genotipado (CeGen) de Barcelona (www.cegen.org). Es van hibridar
2ug de DNA genomic seguint les recomanacions del fabricant de I'assaig Infinium.
Posteriorment es va aplicar l'algoritme PennCNV (Wang et al. 2007) per identificar

les CNVs a partir de les dades de genotipacié de SNPs.

Analisi de dades

En totes les hibridacions d’array-CGH, les imatges es van obtenir amb
I'escaner Agilent Microarray (G2565BA) (Agilent Inc., Palo Alto, CA). Les dades
brutes dels arrays es van extreure amb el programa Genepix Pro 6.0 (Axon, Inc.)
utilitzant les opcions per defecte d’identificacié de spots o punts irregulars. Es van
normalitzar els log2 ratios entre la mostra problema i la barreja de DNAs referéncia
mitjancant el metode “print tip loess”. Per tal de detectar desequilibris de matérial
genomic es va utilitzar el llindar simple. En el cas dels arrays de BACs, aquells clons
amb valors, en les tres répliques, per sobre i per sota de 0.2 en ambdues
hibridacions (directa i indirecta) es van considerar com a guanys (>0.2) o péerdues
(<-0.2). En els arrays d’oligonuclotids es va considerar com a potencial CNV,
aquella regié amb 3-5 sondes consecutives amb valors per sobre o per sota de 0.3
en ambdues hibridacions (directa i indirecta), el que representa una resolucid
mitjana de 1/100kb (Ylstra et al. 2006).
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4. Resultats

Els resultats d’aquesta tesi s’han estructurat en cinc treballs, separats en tres
estudis que cobreixen els tres objectius plantejats. Cada treball esta precedit d’un

breu resum qué en detalla les troballes més rellevants.

Estudi |

El primer apartat fa referéncia als estudis de determinacié de la preséncia de la
microdeleci6 22q11.2 i la microduplicacié reciproca en pacients amb
caracteristiques cliniques de SDG/VCF i en pacients amb esquizofrénia. Aquest bloc
consta de dos treballs publicats, que formen part del compendi de publicacions

d’aquesta tesi, i es presenten en aquesta seccid en el seu format d’article original.

A- Publicacio 1: Microdeletion and Microduplication 22g11.2 screening in 295
Patients with clinical features of DiGeorge/Velocardiofacial Syndrome.
American Journal of Medical Genetics Part A 140A:2426-2432 (2006)

B- Publicaci6 2: Failure to detect the 22q11.2 duplication syndrome
rearrangements among patients with schizophrenia.

Behavioral and Brain Functions Febl19; 4:10 (2008)
Estudi 11

El segon apartat recull els resultats obtinguts en la identificaci6 de noves
CNVs implicades en l'etiopatogénia de pacients amb trets clinics de la SDG/VCF i
d’'individus amb esquizofrénia, sense anomalies a la regié 22q11.2. Aquest apartat
esta format per dos treballs, el primer esta en procés de revisi6 en revistes
cientifiques i es presenta en aguesta seccié en el seu format d’article original; i del

segon es descriuen els resultats obtinguts en format explicatiu.
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A- BAC array CGH in patients with VCFS-like features reveals genomic
aberrations on chromosome region 1g21.1. En revisié a BMC Med Genet

(Sotmeses les segones esmenes proposades pels revisors el 2-Setembre-2009)

B- Identificacié d’'una microduplicacié a 15g13.1 mitjancant array-CGH en

pacients amb trets dismorfics i esquizofrénia.

Estudi I11

En el tercer i Ultim apartat, es presenta un resum dels resultats obtinguts en
I'analisi de 140 gens, localitzats en CNVs previament descrites a la base de dades
Database of Genomic Variants (DGV-http://projects.tcag.ca/variation), en pacients
amb esquizofrénia i en poblacié control. La publicacié derivada d’aquest treball,
degut a la seva recent acceptacidé, no es va poder incloure dins el compendi de
publicacions d’aquesta tesi i, per tant, no ha estat aprovada per la subcomissié de
Postgrau com a part fonamental d’aquesta tesi. Per aguest motiu es troba inclosa

en I'annex 1, tal i com disposa I'escola de postgrau de la UAB.
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Resultats: Estudi 1-A

Estudi I-A

Publicacio 1:

Microdeletion and Microduplication 22gl11.2 Screening in 295 Patients With
Clinical Features of DiGeorge/Velocardiofacial Syndrome

Anna Brunet, Elisabeth Gabau, Rosa Maria Perich, Laura Valdesoiro,
Carme Brun, Maria Rosa Caballin, Miriam Guitart.

American Journal of Medical Genetics Part A 2006; 140A: 2426—2432

La SDG/VCF, associada a la microdelecié 22g11.2, engloba un ampli ventall
de caracteristiques cliniques. Actualment s’inclouen més de 180 trets fenotipics,
perdo cap és present en el 100% dels casos i no existeix cap pacient que presenti
tots els trets fenotipics associats a la sindrome. Tot i aixi existeixen certes
caracteristiques cliniques frequents que inclouen els defectes cardiacs, trets facials
caracteristics, hipoplasia del timus, anomalies al paladar, hipoparatiroidisme,
dificultats d’aprenentatge i desordres psiquiatrics.

Recentment (2003), s’ha descrit la sindrome de la microduplicacié 22q11.2,
causada per la duplicacié reciproca a la microdelecié associada a la SDG/VCF. En el
moment de plantejar-nos aquest treball, tot just s’havien descrit a la literatura els
primers pacients amb aquesta microduplicaci6é i diverses de les caracteristiques
cliniques d’aquests pacients solapaven amb les de la SDG/VCF.

El treball presentat recull I'analisi de 295 pacients derivats al laboratori de
genetica de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli per a l'analisi de la microdelecio
22q11.2. Aquests pacients provenien de diferents serveis de I'’hospital incloent
cardiologia, atencid preco¢ o genética clinica i, per tant, la série engloba casos amb
caracteristiques cliniques molt diverses, perdo amb el denominador comu de sospita
diagnostica de SDG/VCF. Mitjancant la técnica de FISH es van identificar 12
pacients amb la microdelecié 22q11.2, i es va descartar la preséncia de la
microduplicacié reciproca a partir de I'analisi de 150 nuclis en cada pacient. Aquest
treball descriu les caracteristiques cliniques dels 12 pacients amb la microdelecio
22gl11.2 i els compara amb la resta de pacients sense l'alteracié, alhora que
suggereix que entre els pacients amb trets clinics de SDG/VCF la microduplicaci6

reciproca és rara.
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The 22q11.2 region is susceptible to chromosomal rearran-
gements, leading to various types of congenital malformation
and mental retardation. The most common anomaly is
22q11.2 microdeletion, associated with DiGeorge/Velocar-
diofacial syndrome (DG/VCFS). Recently the microduplica-
tion 22q11.2 syndrome has been identified. Some clinical
features in patients with this new chromosomal disorder
present a substantial overlap with DG/VCFS. The aim of this
hospital-based study was to evaluate the incidence of
deletions and duplications on 22q11.2 in patients with DG/
VCEFS features. We investigated a group of 295 patients with
widely variable manifestations associated with DG/VCEFS.
Along with the clinical diagnoses different anomalies were
noted such as conotruncal cardiac anomaly, velopharyngeal
insufficiency, characteristic facial dysmorphic features, lan-
guage impairment, developmental delay/learning difficul-
ties, and immunologic anomalies or thymic hypoplasia.

Laboratory studies included conventional cytogenetic and
FISH testing. Metaphase and interphase cells were analyzed
for the presence of 22q11.2 microdeletion or microduplica-
tion. There were 12 patients who carried 22q11.2 microdele-
tion and no microduplication in the region was identified.
Other chromosomal anomalies were reported in five patients
with an overlapped DG/VCFS phenotype. All patients with
22q11.2 microdeletion showed a characteristic phenotype of
DG/VCFS. We did not identify 22q11.2 microduplication,
suggesting that this is a rare event in patients with DG/VCFS
features. © 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key words: DiGeorge syndrome; velocardiofacial syn-
drome; 22q11.2 microdeletion; microduplication; interphase;
FISH; genomic disorder; chromosome 22
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INTRODUCTION

Several genetic disorders have been shown to arise
by small deletion or duplication of a common DNA
region in most affected individuals. The 22q11.2
microdeletion, associated with DG/VCEFS, is one
of the most common human genetic microdeletion
syndrome, affecting 1 in 4000 to 1 in 6000 live births
[McDermid and Morrow, 2002; Botto et al., 2003]. The
main clinical characteristics of DG/VCFS include
conotruncal heart defects, characteristic facies, velo-
pharyngeal insufficiency or cleft palate, immunolo-
gic anomalies, and behavioral manifestations such
as learning disabilities, attention deficit disorder, and
psychiatric illness. However there is a wide varia-
bility in the clinical presentation and over 180

anomalies (www.vcfsef.org) have been delineated
in this syndrome, occurring in many combinations
and with widely differing severity [Ryan et al., 1997,
Cohen et al., 1999; Perez and Sullivan, 2002; Robin
and Shprintzen, 2005].
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Recently a new chromosomal disorder has been
defined in this region, the “microduplication 22q11
syndrome.” Description of 35 cases (21 unrelated)
with this genetic aberration showed a considerable
overlap of certain clinical characteristics with DG/
VCFS. [Ensenauer et al., 2003; Hassed et al., 2004;
Portnoi et al., 2005; Yobb et al., 2005].

Copies of chromosome 22-specific DNA low-copy
repeats (LCR22s) sequences have been identified at
or near the end-points of these rearrangements on
22q11.2. Molecular studies have recognized these
LCR22s as mediators of nonallelic homologous
recombination that result in rearrangements of this
region on chromosome 22q [Baumer et al., 1998;
McTaggart et al., 1998; Edelmann et al., 1999a;
McDermid and Morrow, 2002]. In theory as a result
of these rearrangements both deletion and duplica-
tion events should occur in equal proportions.
Surprisingly, carriers of microduplication 22q11.2
are rarely reported. Some authors suggest that
probably the microduplication 22ql11.2 may be
largely undetected. Ensenauer et al. [2003], Hassed
et al. [2004], and Portnoi et al. [2005] suggested that
microduplications of 22q11.2 may be relatively
common and have probably been underdiagnosed
in routine metaphase analyses. They recommended
scanning of interphase nuclei in any individual with
clinical features of DG/VCFS and without 22q11.2
deletion.

This hospital-based study evaluates the hypothesis
that 22q11.2 microduplication may be relatively
common in patients with clinical features of DG/
VCFS and probably have been underdiagnosed in
routine methaphase analyses. We included 295
consecutive children and adolescents referred for
cytogenetic and fluorescence in situ hybridization
(FISH) testing with DG/VCEFS features. In all cases
interphase nuclei were scored to look for 22q11.2
microdeletion and microduplication simultaneously.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

This hospital-based study included 295 patients
referred to rule out 22ql1.2 microdeletion with
widely variable manifestations associated with DG/
VCEFS. Patients come from different pediatric specia-
lists (cardiology, neurology, neonatology, and clin-
ical genetic services). They were examined by
medical doctors with wide experience in treating
DG/VCFS. Detailed clinical data were recorded
following a specific clinical protocol for DG/VCFS
and was only available from 96 patients. All of them
showed an appearance of DG/VCFS; 78 (81%) have
two or more of the following clinical findings:
conotruncal cardiac anomaly, cleft palate, velophar-
yngeal insufficiency, characteristic facial dysmorphic
features, developmental delay/learning difficulties,

and immunologic anomalies or thymic hypoplasia.
This approach is in accordance to Tobias et al. [1999],
which also consider that a patient presents a DG/
VCFS phenotype when two or more of these findings
are present.

Cytogenetic and FISH Procedures

Laboratory studies of all patients included G-
banding karyotype at the level of 550 bands, and
FISH analysis in metaphase and interphase cells, for
the presence of 22q11.2 microdeletion or micro-
duplication.

For FISH analysis Vysis LSI DiGeorge/VCFS Region
Dual Color Probe were used following the manu-
facture’s instructions. The mixture contains the
SpectrumOrange TUPLE1 (HIRA) probe at 22q11.2
and the SpectrumGreen LST ARSA gene control probe
at 22q13.3. For each patient, 150 interphase and 15
metaphase cells were analyzed. Nuclei were only
scored when equal size and intensity of signals were
observed. To establish the normal cutoff value of
7.8% for microdeletions and 9% for microduplica-
tions 150 interphase cells from 10 unaffected
individuals were analyzed.

Positive control lymphoblastoid cell line, with
known 22q11.2 microduplication, was received from
Dr. McDermid of the department of Biological
Sciences, University of Alberta. FISH analysis on
interphase nuclei and metaphase cells of this control
sample was carried out blindly. We showed three
TUPLE1T (orange) signals, compared with two ARSA
(green) signals in 80% of 150 interphases analyzed
and also on methaphases the TUPLET signal on one
chromosome 22 was subjectively larger and brilliant
in 70% of 20 analyzed cells (Fig. 1.

Analysis of interphase cells is required to detect
22q11.2 microduplications and it may also be useful
to diagnose a mosaicism for 22q11.2 chromosome
microdeletion or microduplication, though few
reports of individuals with 22q11.2 deletion mosai-
cism have been published to date [Consevage et al.,
1996; Hatchwell et al., 1998; Chen et al., 2004].

RESULTS

FISH and Cytogenetic Analysis

Among the 295 patients with clinical features
associated with DG/VCFS and referred for cytoge-
netic and FISH testing, 12 (4%) had the 22q11.2
microdeletion and 5 (1.7%) were found to have other
karyotypic anomalies. No microduplication of this
region was identified in these patients. Family
analyses showed the 22q11.2 deletion in the mother
of one patient.

Among the five cases with chromosome rearrange-
ments, three were the de novo 47 XXY; 47 XX,
del(13)(q32),+dup(13)(q32); 46,XX/47,XX+21 and
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Fic. 1. A: Interphase cell from the positive control with microduplication
22q11.2 showing duplication of TUPLE1 (three red signals) and two control
probe ARSA signals (green). B: Metaphase cell from the control sample,
showing a larger and more brilliant signal of TUPLE1 (red) on one chromosome
22 compared with the normal one. [Color figure can be viewed in the online
issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

two were inherited 46,XY,t(10;14)(q24.3;q32.3)mat;
46,XY,inv(12)(p11.1q12.3)pat.

Phenotype

The principal clinical features of 96 patients with
available clinical data and the number of cases with
and without 22q11.2 microdeletion are show in
Table I.

In this hospital-based series most of the patients
come from child neurology service, therefore there
are a high incidence of cases with development delay
and learning difficulties. Also dysmorphic features
are frequent and the facial phenotype is quite
similar in patients with and without microdeletion
(Fig. 2).

Careful evaluation of patients with FISH testing
negative, showed that all of them have some of the
main clinical signs associated with DG/VCFS and
several other phenotypic manifestations were pre-
sent, including feeding difficulty, failure to thrive,
and nasal vomiting in infancy, speech and language
difficulties (severe hypernasality, articulation, and
language impairment), mild growth deficiency and
skeletal abnormalities (scoliosis, flat foot arches).

The clinical features of patients with 22q11.2
microdeletion had recently been re-examined and
are recorded in Table II. All patients, diagnosed
between the ages of 1 month and 15 years showed
velopharyngeal insufficiency (nasal regurgitation
and hypernasality) and facial dysmorphic features.
In the follow-up also immunologic anomalies were

present in 100% of our patients with 22q11.2
microdeletion, the most frequent abnormalities seen
were T-cell deficiency in all patients, frequent
infections (pneumonia, bronchitis, otitis, pharyngi-
tis, and tonsillitis) in five cases and six patients have
increased B-cell numbers. Furthermore, all patients
showed additional clinical findings associated with
this disorder such as language and articulation
speech impairment, motor delay, behavior disor-
ders, skeletal and renal abnormalities, and short
stature.

The mother with 22q11.2 microdeletion presented
mild facial anomalies, hypernasal speech, nasal
regurgitation, and learning difficulties at school age.

The clinical characteristics of the five patients
with other abnormal karyotypes were recorded in
Table III.

DISCUSSION

In our series of 295 patients with widely variable
manifestations of DG/VCEFS, 12 patients carried the
microdeletion, and no microduplication of 22q11.2
was found. The studies showed other chromosomal
abnormalities in five patients studied because of the
possibility of DG/VCFS. These cases showed differ-
ent phenotypic abnormalities like congenital heart
malformation, developmental delay and learning
difficulties, language impairment, and facial dys-
morphic features that overlap with DG/VCFS. In the
literature other chromosomal anomalies have been
associated with DG/VCFS phenotype [Ravnan et al.,
1996; Tsai et al., 1999; Kitsiou-Tzeli et al., 2004].
These findings stress the importance of performing
cytogenetic analysis in these patients.

Certain phenotypic features associated with DG/
VCFS have been defined during the last 10 years and
there is now a better appreciation of which patients
are at risk of having the deletion. Although this
existing knowledge base is useful, cases with
minimal phenotypic findings are known to occur
and testing for 22q11.2 microdeletion still remains a
matter for debate. For this reason some studies could
be ordered without sufficient clinical manifestations.
A careful evaluation of our 96 patients with available
clinical data showed in most of them the phenotypic
spectrum associated with DG/VCFS, but some other
cases of this large hospital-based series could be
ordered without enough clinical manifestations. This

TABLE 1. Main Clinical Findings in 96 Patients With Available Clinical Data

Velopharyngeal Facial dysmorphic Developmental delay / Recurrent infections

Heart defect insufficiency features learning difficulties* or thymic hypoplasia
Without deletion 42/84 24/84 56/84 60/76 41/84
With deletion 9/12 12/12 12/12 8/9 5/12

*This feature was evaluated only in patients older than 1 year.
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Fic. 2. A B: Photographs of two patients with 22q11.2 microdeletion. For other clinical characteristics see Table II. A: Patient 1, at 2 years with retrognathia and pufty
upper eyelids; at 6 years showed hooded eyelids and suborbital congestion, protuberant ears, and dimple in the nasal tip. B: Patient 6 at 2 years with retrognathia and at 4
years with protuberant ears, bulbous nasal tip. C—=H: Photographs of six patients with FISH testing negative. C: Patient at 14 years, with long face, prominent nasal root
with bulbous tip, and retrognathia. D: Patient at 14 years, have long face, pufty eyelids with narrow palpebral fissures, bulbous nasal tip, and retrognathia. Not shown:
cognitive deficit. E: Patient, at present 20 years old, with hooded eyelids, small ears. Not shown: cleft palate, short stature, and cognitive deficit. F: Patient at 18 years, with
long face, narrow palpebral fissures, prominent nasal root and narrow alar base, and retrognathia. Not shown: short stature, psychiatric disorder, and cognitive deficit.
G: Patient at 16 years, with long face and hypotonic, narrow palpebral fissures, bulbous nasal tip, and retrognathia. Not shown: cognitive deficit and congenital
dislocation of the hip. H: Patient at 3 years, with hooded eyelids, protuberant ears, squared and prominent nasal root, retrognathia; and at 5 years long face. Not shown:
cleft palate. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

could explain the low incidence of microdeletion
22q11.2.

In this study, as in other studies [Goldberg et al.,
1993; Wilson and Scambler, 1995; Ryan et al., 1997],
all patients with 22q11.2 microdeletion showed the
more common manifestations associated with DG/
VCFS. We wish to emphasize the clinical features that
were present in 100% of our patients: dysmorphic
facial features and velopharyngeal insufficiency.
Furthermore, secondary clinical findings associated
with DG/VCFS like motor delay, short stature or
skeletal abnormalities (scoliosis, flat feet) were
frequently recorded in patients with deletion. These
findings suggest that cases with a single, consistent
feature are rare, and a careful clinical examination
searching for additional associated features would
help clinicians to select patients in whom 22q11.2
microdeletion should be considered. Schizophrenia
was observed in the oldest patient, a 15-year-old girl,
corroborating previous reports which found psy-
chiatric disorders to be common in patients with
22q11.2 deletion [Swillen et al., 2000; Murphy, 2002].

In recent studies, some patients with clinical
diagnosis of DG/VCFS who were referred in order
to exclude 22g11.2 microdeletion revealed micro-
duplication in this region [Ensenauer et al., 2003;
Hassed et al., 2004]. The clinical phenotype

of 22q11.2 microduplication syndrome, described
in different reports, appears variable [Ensenauer
et al., 2003; Hassed et al., 2004; Portnoi et al., 2005;
Yobb et al., 2005], ranging from mild learning
disabilities as the only symptom, to congenital
malformations leading to early death. There is a
considerable overlap in clinical presentation bet-
ween microdeletion/microduplication syndromes,
such as dysmorphic features, cardiovascular anoma-
lies, palatal clefting or velopharyngeal insufficiency,
cognitive deficits, and growth deficiency; these
conditions were present in the patients of our series.
The only distinctive characteristics of microduplica-
tion phenotype were certain manifestations in the
eyes: superior placement of eyebrows and down-
slanting palpebral fissures [Ensenauer et al., 2003;
Portnoi et al., 2005], which were not specifically
selected for in our clinical protocol.

Meiotic inter- or intra-chromosomal nonallelic
homologous recombination events between LCR22s
might generate the common 22q11.2 microdeletion
and the reciprocal interstitial microduplication.
Therefore one would expect that the microduplica-
tion of these region would be present with equal
frequency to the 22ql11.2 microdeletion. Some
authors suggest that the microduplication of
22q11.2 may be largely undetected. These could be



ajmg.a

DOI 10.1002/

American Journal of Medical Genetics Part A

“SISOUSEIP JO 95 1B PIAIDSCO JOU 21MED] [EJIUID,

“eruarydoziyog,

‘uonaap z'11bzz pey uaned staypow ALy

*ASUDDYIPOUNTUT 2I9AS JO dSNEIA( ‘SILdA ¢ 988 18 [PEa(] "SNWAY) WISV,

‘olea0 uswelog Juated ‘Od ‘sisouals Areuownd pw ‘Sq

PITA 309Jop Teadas [eme ‘gsy ‘eisane Areuownd ‘v (A19118 UBIARONS UISIIO JUBLID(E VDS ‘DATeA O1IOE PIdsnolq ‘ AV ‘ydie onioe 1y ‘eey {gsA snoueiquawiiad ‘d s 209)op 1eidas semnomnuaa ‘gsA orqedrdde jou ‘yN

+ + + - + - + + + + + + 2IEs JoYs
_ — — — — - — — + — + — SoNIEWIOUE [BUR
_ — — + + + + + + + + + SONIBWIOUE [E19[ONS
sonIewIouqe
+ pt pT pt pt pT pT pt pt pT pt pt [po18o[ounwwy
_ — — — ot - — ot + + - + SUOTIOOJUT JUDIINONY
VN VN VN 4 - + — — S+ + - - SIOPIOSIP JOTABYDE]
SaNNOYJIp SuruIed]
VN VN VN + ot + - ot + + + + / Aepap rerwawdopasq
N - - + ot + + ot - + - + Ae[ap 1010
Juowreduwr
VN VN VN + bt — + + + + + + yooads uonemnoniy
VN VN VN + pt + + pT + + + + Juowredwr o8engue]
_ VN VN + _ _ _ ot + — + — AreseuradAy 210498
Aduayjnsur
+ + + + + + + + + + -+ + [eaduireydolop
dn [eseu soqnq
_ — — 4 — + + + + + + + /1001 [ESEU JUSUTWOI ]
+ + + + + + + - + + + + SSl[eWwouE 1es IOUIN
ergleusonalr
+ + - - + + + + —/+ - + + /-01o1W PIIA
2oej 3uof/eouautword
_ + 4 + + + + — + + + + Terorred-0oe) punoy
sarnmea) orydiowsAp (e
asv vvi
Odd Sd PI'IN - dSA - Avd ddsa VOS - dasa vd VOS VVd VOS AVd VVd dSA 199J9p MEoH
W d d d d W W d d W W W X3S
SIB2A T Syluow ¢ SYIuoOwWw O] STBA / SIB9A 7 SIedA HT SIBOA ¢ sIBoA ¢ snmixo  sieok QT SIBIA 11 SIedA HT SIBA £ o8¢ [eny
sypuowr ¢'g syjuow 7 - syluow ¢ REV0) uow | SIBdA 7T SIBAA 7 uow | SIBdA CT SIBA £ s1edh G SIBAA 7 SISOuUSeIp Je 28y
48 qll ot 6 8 L 9 N9 ¥ ¢ 4 1 juoned

UONSPPOIN Z'TTDzz YA SIUSHE] JO $a1mIeag [EdIUND 1 I1dV.L



American Journal of Medical Genetics Part A: DOI 10.1002/ajmg.a

CLINICAL FEATURES OF DIGEORGE/VELOCARDIOFACIAL SYNDROME 2431

TABLE III. Clinical Features in Patients With Abnormal Karyotype

Karyotype Age Phenotype

47 XXY 13 Heart defect, frequent lower airway disease,.learning disabilities and attention deficit

47 XXdel(13)(q32),+dup(13)(q32) 7 months Dysmorphic features, feeding difficulty, failure to thrive

46,XX/47,XX+21 6 Frequent lower airway disease, language impairment, mild mental delay, and, mild
bilateral clinodactyly of fifth finger, brachydactyly and mild truncal hypotonia

46,XY,1(10;14)(q24.3;q32.3) 16 Cleft palate, language impairment, mental retardation and small stature

46,XY,inv(12)(p11.1,q12.3) 4 Facial dysmorphic features, language impairment and attention deficit

as a result of technical difficulties involved
in identifying microduplications on metaphase
spreads. In this report we performed FISH analysis
on metaphase spreads and also on interphase nuclei
in an attempt to detect this anomaly, but it was not
found in any patient with clinical features of DG/
VCFS. These results indicate that 22q11.2 microdu-
plication is really less frequent than 22q11.2 micro-
deletion among patients with clinical features of DG/
VCFS. Thus the selection criteria of patients with the
DG/VCFS phenotype would not be enough to
recognize the microduplication 22qll.2. Some
reports described that 22q11.2 microduplication
may also be associated with normal phenotype.
Edelmann et al. [1999b] identified a family in which
the proband with 22q11.2 microduplication was
mildly affected, with developmental delay and
hypotonia, but the mother and grandmother with
the same anomaly appeared to be unaffected. Yobb
et al. [2005] identified two patients with 22q11.2
microduplication in a series of 275 females who
tested negative for fragile X syndrome. These two
cases were ascertained independently of the 22q11.2
microdeletion and showed no similarity to DG/VCFS
phenotype.

Our results suggest that the majority of patients
with microduplications may not fall within the
phenotypic spectrum of DG/VCFS. In agreement
with the recent reports of Yobb et al. [2005] and
Cotter et al. [2005] we suggest that the clinical features
overlapping with DG/VCFS could represent only one
part of the syndrome’s phenotypic spectrum, indi-
cating that the true and full phenotypic spectrum of
22q11.2 microduplication syndrome will not be
really apparent until patients are ascertained inde-
pendently of the 22ql1.2 deletion phenotype.
Supporting this hypothesis Somerville et al. [2005]
described a patient with reciprocal duplication of
Williams-Beuren syndrome interval with a new
clinical phenotype not overlapping with deletion
7q11.23.

The rarity of cases with microduplication may be
due to the molecular pathogenesis. A recent study of
families of patients with 22ql11.2 microdeletion
reported an unexpectedly high number (19/20
families) of proximal interchromosomal meiotic
exchanges associated with the deleted chromosome,
suggesting that the genomic structure or sequence
of the chromosome 22 that becomes the deleted

homolog may be different from the one that remains
intact [Saitta et al., 2004]. Therefore we have to
consider that misalignments of LCRs during meiosis
may truly generate deletions more frequently than
reciprocal duplications. While the real incidence of
microduplication events could be underestimated, a
population birth study will be necessary to establish
the true frequency of this anomaly.
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Failure to detect the 22g11.2 duplication syndrome rearrangements among
patients with schizophrenia

Anna Brunet, Lluis Armengol, Trini Pelaez, Roser Guillamat, Viceng Vallés, Elisabeth Gabau,
Xavier Estivill, Miriam Guitart.

Behavioral and Brain Functions 2008, 4;10

La regi6 22g11.2 és considerada una ferma candidata per I'esquizofréenia.
Avalada tant pels resultats d’estudis de lligament, com pel fet de que la malaltia es
manifesta amb una frequéncia del 25-30% entre els pacients amb la microdelecio
22q11.2, fet que representa una incidéncia 25 vegades superior a la descrita en la
poblacié general (1%0).

La sindrome de la microduplicaié 22gl11.2 és un nou trastorn genomic amb
un fenotip encara avui dia poc definit i la majoria dels pacients recollits a la
literatura no han arribat a I'adolescéncia. Tot i aixi s’han descrit alguns casos amb
trastorns de la conducta com impulsivitat, agressivitat, desordre d’oposicio
desafiant, immaduresa social, desordre de deficit d’atencié i déficits cognitius
suggerint que aquesta anomalia genética podria també estar associada amb
trastorns psiquiatrics com I'esquizofrénia. Es per aixd que es va plantejar I'estudi de
la regié 22q11.2 en una série de 190 pacients adults amb esquizofrénia, mitjancant
MLPA.

Aquest estudi va mostrar-nos la tecnica de MLPA com una estratégia rapida i
economica per l'analisi de CNVs en un nombre elevat de mostres. Els resultats
d’aquestes analisis van confirmar que la frequéncia de la microdeleci6 22q11.2
entre pacients amb esquizofrenia és de I’1% (2/190), tal i com havia estat descrit a
la literatura. No es va identificar cap cas amb la microduplicacié reciproca,
suggerint que aquesta anomalia no és igual de frequent que la microdelecié entre

els pacients amb esquizofrenia.
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Abstract

Chromosome aberrations have long been studied in an effort to identify
susceptibility genes for schizophrenia. Chromosome 22qg11.2 microdeletion is
associated with DiGeorge and Velocardiofacial syndromes (DG/VCF) and
provides the most convincing evidence of an association between molecular
cytogenetic abnormality and schizophrenia. In addition, this region is one of the
best replicated linkage findings for schizophrenia. Recently, the reciprocal
microduplication on 22g11.2 has been reported as a new syndrome.
Preliminary data indicates that individuals with these duplications also suffer
from neuropsychiatric disorders. In this study we have investigated the
appropriateness of testing schizophrenia patients for the 22q11.2
microduplication. We used multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) to measure copy number changes on the 22g11.2 region in a sample of
190 patients with schizophrenia. Our results corroborate the prevalence of the
22q11.2 microdeletion in patients with schizophrenia and clinical features of
DG/VCFS and do not suggest an association between 22g11.2 microduplication

and schizophrenia.



Findings
Low copy repeats (LCRs) on chromosome 22g11.2 mediate chromosomal
rearrangements leading to recurrent deletions, duplications and translocations
[1]. The 22g11.2 microdeletion is responsible for the DiGeorge and
Velocardiofacial Syndromes (DG/VCFS) (OMIM #188400 and #192430). These
syndromes are associated with variable phenotypic features that includes
cardiac defects, palate anomalies, characteristic physiognomy, learning
difficulties and relatively high frequency of severe mental illness like
schizophrenia. The majority of human chromosome 22q11.2 microdeletions
(87%) are ~3 Mb in size, whereas a small proportion (8%) involve smaller
nested 1.5 Mb microdeletion [2]. The reciprocal microduplication has been
reported in several individuals [3]. This new chromosomal syndrome was
identified in patients ascertained on the basis of to DG/VCFS-like features and
up to 48 cases of the 22g11.2 microduplication have been reported [4]. The
clinical presentation of 22q11.2 microduplication cases is highly variable,
ranging from severe congenital malformations that lead to early death, to
isolated mild learning disabilities. Most of the reported individuals are infants or
children at present, in who the existence of neuropsychiatry disorders has not
yet been fully assessed. However, preliminary data show that individuals with
duplications also suffer from neuropsychiatric disorders. Furthermore,
characteristic traits of impulsivity, aggression, oppositional defiant disorder,
social immaturity, short attention spans, attention deficit disorder, and cognitive
deficits have been reported in cases of 22q11.2 microduplication [3, 5-8].
Chromosome 22q11.2 region provides the most convincing evidence of

an association between molecular cytogenetic abnormality and schizophrenia.



Although 22q11.2 microdeletion occurs in the population at a rate of
0.016%, it has been found in up to 2% of adult schizophrenic patients and in up
to 6% of cases of early onset schizophrenia [9, 10]. Several reports suggest that
dosage changes in 22g11.2 genes could disrupt processes required for proper
brain development and/or function, and contribute to increase schizophrenia
susceptibility [11, 12]. Several studies have suggested linkage between 22911
and schizophrenia [13-15] and it is one of the best replicated linkage findings
among schizophrenia patients. Meta-analysis of genome scans for bipolar
disorder and schizophrenia have also identified chromosome 22q11-13 as one
of the strongest linkage regions for both syndromes [16].

These linkage findings indicate that mutations of genes on 22q11 are
likely to contribute to susceptibility to schizophrenia. In the same direction
association studies have reported several genes of this region associated with
risk to develop schizophrenia and bipolar disorder, including PRODH, COMT,
ZNF74, PCQAP, UFD1L, ZDHHC8, DGCR2 and SNAP29 [17, 18]. In addition,
neuroimaging studies revealed that 22q11.2 deletion patients exhibit a pattern
of cortical gray matter reduction similar to schizophrenic subjects [19]. Finally,
mouse models provide evidences that this region is associated with
schizophrenia. A murine model overexpressing the mouse orthologs of several
genes in this region (CDCrel, GP1BB, TBX1 and WDR14) exhibits behavioral
abnormalities consistent with schizophrenia traits [20].

It seems extremely likely that the 22q11.2 region harbours genes that
alone, or in combination, could be causally implicated in schizophrenia.
Nowadays the phenotype of individuals with 22q11.2 microduplication shows a

wide range of severity but some consistent findings have been dysmorphic



features, cognitive deficits and psychiatric disorders reported in 33% of cases
[6]. In this study we decided to investigate the appropriateness of testing
schizophrenia patients for 22q11.2 microduplication. We used multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) to measure copy number changes on
22g11.2 region in a set of patients with schizophrenia.

A total of 190 Caucasian, unrelated patients with schizophrenia (153 men
and 40 women; age 33,3 * 8,6 years) were included in the study. Educational
levels were divided into the following categories: 54% of patients have primary
school (1-11 years), 26% secondary school (12-16 years), 7% high school (17-
18 years), 7% university level and finally 6% can only read and write. Patients
were diagnosed according to DSM-IV criteria as follow: 126 paranoid, 14
disorganized, 13 undifferentiated, 9 residual, 13 schizoaffective disorder, 13
schizophreni form disorder and 2 cases were not specificated. All cases have
been recruited at the department of mental health of two hospitals, from
Sabadell and Terrassa, after written informed consent approved by the ethics
board of the Fundaci6é Parc Tauli Health Corporation.

A set of MLPA probes to screen copy number changes in the 22g11.2
region was developed according to the procedures described elsewhere [21].
The set consists of 30 different oligonucleotides that correspond to 15 different
probes, 4 of which interrogate the 3 Mb region that is typically deleted in cases
of DG/VCFS and the remaining 11 probes match to other regions of
chromosome 22 and to other autosomal region on chromosome 10 (Table 1).

One hundred and sixty patients were analyzed with this mix of probes.
Another group of 30 individuals were also analyzed using the commercial

SALSA P023 MLPA-DiGeorge syndrome test kit (MRC-Holland, Netherlands).



This commercial kit consists of 39 cloned probes that interrogate different
chromosomal regions associated to DG/VCFS and Cat Eye Syndrome. In this
case, the microdeletion region is covered by seven specific probes and a
subtelomeric 2213 control probe. All our MLPA experiments contained the
corresponding positive controls (DNA from individuals previously diagnosed as
carriers of 22g11.2 duplications or deletions) to ensure the reliable detection of
copy number gains and loses (Figure 1).

The MLPA reactions were performed essentially as described by
Schouten et al. [22]. For the data analysis we calculated the relative probe
signals using the peak heights of PCR products. Briefly, the tracing data was
normalized by dividing each probe’s peak height by the average height of all
peaks of the sample and then dividing this value by the average normalized
peak’s height of the corresponding locus of all the samples. The product of this
calculation is termed dosage quotient (DQ). A calculated DQ value below 0.65
was considered as indicative of a deletion, and values above 1.3 are indicative
of duplications.

Among the 190 schizophrenic patients analyzed, we identify two cases
(EZ-117 and EZ-238) with the 22g11.2 microdeletion. This incidence of about
1% is in agreement with previous estimates in the literature [23, 24]. We did not
detect the reciprocal 22q11.2 microduplication. The deleted samples were
analyzed with both the in-house and commercial MLPA assays, with similar DQ
values below the 0.65 threshold. A confirmatory FISH analysis was also
performed (data not shown). Both patients showed common manifestations
associated with DG/VCFS, including malformations of the cardiovascular

system (aberrant origin of subclavian artery / pulmonary stenosis), facial



dysmorphic features (long face, small ears, narrow palpebral fissures,
prominent tubular nose), velopharingeal insufficiency with severe hipernasality,
motor delay, cognitive deficit and mild mental retardation. These two patients
with the 22g11.2 microdeletion were girls that were noted to have history of
learning and behavioural problems in the school. Both cases are diagnosed as
hebephrenic schizophrenia with early age of onset (12-13 years).

Subsequent family analyses in the parents showed the 22g11.2
microdeletion in the mother of one patient. The mother with same facial
appearance than her daughter showed paranoid schizophrenia and mild mental
retardation. This family has another offspring, a boy who was diagnosed with
attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) during childhood. He proved to
be normal by FISH analyses (not shown).

Our study indicates that MLPA is a suitable, easy, rapid and cost-
effective method to seek for copy number variations (microdeletions and
microduplications) in patients suffering from psychiatric disorders. Furthermore,
our results confirm the prevalence of the 22q11.2 microdeletion in patients with
schizophrenia and other clinical features of DG/VCFS, but do not indicate any
association with the 22q11.2 microduplication. We conclude that screening for

22911 microduplication in patients with schizophrenia is not indicated.
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Figure legends

Figure 1. MLPA electropherograms showing the peaks from the probes set
used in the analysis of the chromosome 22q11.2 duplication syndrome. Specific
probes for the chromosome 22q11.2 region (HIRA, TBX-1, COMT and
ZDHHCS) are indicated with arrows. A: A 22q11.2 microdeletion trace. B: A

normal sample trace. C: A 22q11.2 microduplication trace.
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Table 1

Probes, genes and MLPA outcome in the analysis of the 22q11.2 duplication syndrome

rearrangement among patients with schizophrenia

Probe Location Gene Chrom Start End Length (nt) MLPA result
HIRA 22¢g11.21 HIRA 22 17698971 17699021 93 Del (EZ-117 and EZ-238)
TBX-1 22qg11.21 TBX1 22 18150824 18150883 104 Del (EZ-117 and EZ-238)
COMT 22g11.21  COMT 22 18335516 18335575 110 Del (EZ-117 and EZ-238)
ZDHHC8 22g11.21 ZDHHCS8 22 18513602 18513661 113 Del (EZ-117 and EZ-238)
RP11-307016 22q11.22 22 20838313 20838371 101 Dup (EZ-18)
RP11-722K16 22q11.22  IGLCA 22 20999611 20999670 132 Dup (EZ-149)
RP11-757F24 22q11.22  IGLC1 22 21157367 21157421 97
RP11-281023 22qg11.22  IGLC1 22 21292358 21292410 95
RP11-50L23 22qg11.22  IGLCA 22 21439794 21439859 124 Dup (EZ-6)
RP11-264C20 22q11.22  IGLCH 22 21526749 21526796 90 Dup (EZ-6), Del (EZ-105)
RP11-165G05 22q11.22 22 21655494 21655558 107 Dup (EZ-6)
CARD10 22gq13.1  CARD10 10 36236312 36236371 128
CXCL12 10911.23 CXCL12 10 44192388 44192461 116 Del (EZ-96 and EZ-125)
C100rf10 10g11.23 RASSF4 10 44792765 44792844 122
C10orf10
ZWINT 10921 ZWINT 10 57789521 57789580 120

Del, deletion; Dup, duplication; EZ, schizophrenia sample.
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Resultats: Estudi 11-A

Estudi I1-A

BAC array CGH in patients with Velocardiofacial syndrome-like features
reveals genomic aberrations on chromosome region 1g21.1

En revisi6 BMC Medical Genetics
(Sotmeses les segones esmenes proposades pels revisors el 2-Setembre-2009)

La tecnica d'array-CGH ens permet analitzar anomalies citogeneétiques
submicroscopiques i identificar noves malalties genomiques. Donada la amplia série
de pacients amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF perdo sense la
microdelecié 22g11.2 més comu, ni la microduplicacié reciproca, descrita en I'estudi
I-A d’aguesta tesi, ens varem proposar investigar altres variants estructurals del
genoma que poguessin estar implicades en les anomalies cliniques presents en
aguests pacients.

Es van seleccionar 18 pacients amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF
per ser estudiats, de manera simultania utilitzant una aproximacié anomenada
“face to face”, amb dos arrays de BACs: un que ens permet analitzar tot el genoma
amb una resoluci6 de entre 0,5 i 1,2Mb, i un laltre d’especific per cobrir
completament el cromosoma 22. Aquest treball recull les CNVs identificades en
aquests 18 pacients i descriu un cas amb dues variants estructurals de novo a la
regidé 1g21.1: una microduplicacié de 212Kb, reciproca de la microdelecié associada
a la sindrome TAR, i una microdelecié més telomeérica de 1,15Mb. Posteriorment, i
mitjancant la tecnica de MLPA, es va analitzar la regié 1g21.1 en un segon grup de
73 pacients amb cardiopatia, i es va identificar un altre cas amb una cardiopatia
complexa portador de la mateixa microduplicaci6 de 212Kb, perd en aquest cas
heretada del pare aparentment sa. El pacient descrit en aquest treball, amb
caracteristiques cliniques que inclouen la cardiopatia, insuficiencia velofaringea,
dificultats en el llenguatge, retard mental moderat, aixi com bronquitis frequents i
deficit d’atencid i hiperactivitat durant la infancia, suggereix que aquestes CNVs a la
regidé 1g21.1 poden originar un fenotip amb caracteristiques cliniques similars a les
associades amb la microdelecié 22q11.2, i que, per tant, pot ser una regié a
considerar en aquells pacients amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF sense

la microduplicacié comu 22q11.2.
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Abstract

Background

Microdeletion of the chromosome 22gl1.2 region is the most common genetic
aberration among patients with velocardiofacial syndrome (VCFS) but a subset of
subjects do not show alterations of this chromosome region.

Methods

We analyzed 18 patients with VCFS-like features by comparative genomic
hybridisation (aCGH) array and performed a face-to-face slide hybridization with
two different arrays: a whole genome and a chromosome 22-specific BAC array.
Putative rearrangements were confirmed by FISH and MLPA assays.

Results

One patient carried a combination of rearrangements on 1g21.1, consisting in a
microduplication of 212 kb and a close microdeletion of 1.15 Mb, previously
reported in patients with variable phenotypes, including mental retardation,
congenital heart defects (CHD) and schizophrenia. While 326 control samples were
negative for both 1g21.1 rearrangements, one of 73 patients carried the same 212-
kb microduplication, reciprocal to TAR microdeletion syndrome. Also, we detected
four copy number variants (CNVs) inherited from one parent (a 744-kb duplication
on 10g11.22; a 160 kb duplication and deletion on 22g11.21 in two cases; and a
gain of 140 kb on 22g13.2), not present in control subjects, raising the potential
role of these CNVs in the VCFS-like phenotype.

Conclusions

Our results confirmed aCGH as a successful strategy in order to characterize
additional submicroscopic aberrations in patients with VCF-like features that fail to
show alterations in 22gll1l.2 region. We report a 212-kb microduplication on

1g21.1, detected in two patients, which may contribute to CHD.
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Background

The hemizygous chromosome 22gll.2 microdeletion occurs in approximately
1:4000-6000 live births [1, 2], being the most common genomic aberration among
patients clinically diagnosed with velocardiofacial syndrome (VCFS) or DiGeorge
syndrome (DGS). Main clinical symptoms include palatal abnormalities, particularly
velopharingeal incompetence, with feeding difficulties reported in most (69%)
young patients, conotruncal heart defect, characteristic facial features (long face,
broad/tubular nose, hooded eyelids, hypertelorism, ear abnormalities and
retrognathia), immune deficiency (involving the respiratory tract in up to 77% of
cases), motor and developmental delay, learning disabilities, speech delay and
language deficits. Behavioural manifestations, such as attention-deficit-
hyperactivity disorder (ADHD) and other psychiatric illness in adult patients are also
frequent [3-9]. Overall, more than 180 clinical features have been associated with
the 22g11.2 microdeletion syndrome (http://www.vcfsef.org) [9].

The frequency of the 22gl1.2 microdeletion varies with the nature of the clinical
findings. In infants with a congenital heart defect and no other apparent syndromic
features, or with a cleft palate alone, the frequency of chromosome 22ql1l.2
microdeletion was reported to be very low (0-1% and 1.8%) [10, 11]. The wide
phenotypic spectrum and the highly diverse clinical features, which frequently
overlap with other defined or undefined clinical entities, lead to difficulties in the
clinical testing. Other unrelated chromosomal abnormalities have been reported in
2-4% of patients with suspect of VCFS, including microscopic inversions and
interchromosomal imbalances, derivatives of parental translocations, marker
chromosomes, apparently balanced translocations, ring chromosomes and sex
chromosomes aneuploidies [12-15]. Deletions involving contiguous genes on
chromosome 10p have also been reported in some patients with VCFS features [16-
18], while mutations in gene T-box 1 (TBX1) account only for a few of reported
cases [19, 20].

Nowadays, in genetic testing laboratories, the most common procedure for the
diagnosis of this syndrome is by classical cytogenetic karyotyping, which is unable
to detect imbalances smaller than 5-10 megabases (Mb), and by fluorescent in-situ
hybridization (FISH) using commercially available probes N25 or TUPLE1l. FISH
allows the detection of the most common 3 Mb deletion as well as the nested 1.5

Mb deletion. More recently, PCR-based multiplex ligation-dependent probe
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amplification (MLPA) has emerged as a cost-effective and accurate diagnostic tool
for the analysis of imbalances in the 22gl11.2 region. The commercial MLPA assay
(Salsa P023B, MRC Holland, The Netherlands) contains probes for several other
chromosomal regions such as 10p12-15, 8p21-p23, 4922-g35, 17pl3 and 18qg21
based on findings of alterations of these regions in a number of reported patients
with DGS/VCFS. However, there is still a subset of patients with VCFS that does not
show any chromosomal aberration detectable with the above-mentioned
techniques. Many of those VCFS-like patients present common clinical features, like
congenital heart disease (CHD), learning disabilities and characteristic facial
features, which suggest that a common chromosomal imbalance could be the
underlying cause.

Array-based comparative genomic hybridization (aCGH) has successfully been used
for detecting genome dosage alterations in children with mental retardation,
dysmorphic features and in patients with CHD [21-24]. This technique dramatically
increases the resolution and ability to detect copy number alterations compared to
conventional cytogenetic methods and allows for a rapid genome-wide screening of
submicroscopic copy number aberrations.

Our study was designed to identify submicroscopic genomic alterations important
for the pathogenesis of patients with VCFS-like features without the typical 22q11.2
microdeletion. We used two different array designs as screening tools for whole
genome and chromosome 22-specific analysis. We describe a novel region on
1g21.1 with a potentially important implication for the CHD and VCFS-like clinical
features, and identify several copy number variants (CNVs) inherited from
unaffected parents which could contribute to the VCFS-like phenotype.

Methods

Patients

A total of 18 patients (9 male and 9 female, aged 5-23 years) with clinical features
overlapping the VCF phenotype, referred to our laboratory to rule out 22q11.2
microdeletion, were analysed by custom-made BAC arrays. One sample carrying a
22g1l11.2 deletion, previously detected by FISH, and 20 normal population samples
were also included in the study to control the performance of the arrays. All cases
were recruited from the genetics service of the Fundacié Parc Tauli Health
Corporation hospital and had clinical assessments performed by medical doctors

with wide experience in treating patients with chromosomal abnormalities. Patients
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were included in the study on the basis of the presence of VCFS clinical features.
Previous laboratory studies on all patients included G-banding karyotype at the
level of 600 bands and FISH (Vysis LSI DiGeorge/VCFS region Dual Color Probe) in
metaphase and interphase nuclei to rule out the presence of the 22ql1l.2
microdeletion and microduplication. The presence of CGG-expansions of the FMR1
gene and/or subtelomeric abnormalities (MLPA - Salsa P036C and P070, MRC-
Holland, Amsterdam, The Netherlands) were also excluded in some patients with
mental retardation. Written informed consent was obtained after approval by the
ethics board committee of the Fundacié Parc Tauli Health Corporation.

Genomic DNA was extracted from the whole blood of patients using the Puregene
DNA purification kit (QIAGEN-Gentra Systems) according to the manufacturer’s
protocol. Pooled genomic DNA used as the reference in aCGH experiments was

extracted from blood of 50 male or 50 female subjects.

CGH-BAC arrays

A face-to-face slide hybridization of the sample and reference DNAs on two different
arrays was performed (see below). The 5.6K whole genome BAC array consists of
5,442 large insert DNA fragments (BACs) with a global coverage of 23% of the
euchromatic genome and a much higher density in hotspot candidate regions, such
as those located between segmental duplications and all subtelomeres. The clone
set used to produce this array was mainly derived from the 32K human BAC library
from the Children Hospital Oakland Research Institute
(http://bacpac.chori.org/home.htm) and several gaps in the library were covered
using BACs from other libraries (mainly RP11). The distribution of BACs in the array
is not homogeneous, but the average spacing between consecutive clones is 0.5 Mb
and the maximum 1.2 Mb. The chromosome-22-specific tiling path array consists of
363 genomic BAC clones derived from the human chromosome 22. Slides contained
triplicates of all clones providing an average density of at least one clone per 46 kb
along the entire euchromatic region of chromosome 22.

The production of the arrays was performed as described by Cuscé et al. (2008)
[25], probe preparation and hybridizations were performed in the Microarray Unit
of the CRG, Barcelona, Spain. Briefly, for array preparation, BAC DNA was isolated
from 1.5 ml bacterial cultures using the Montage BAC96 Miniprep kit following
manufacturer’s instructions (Millipore, Billerica, MA). DNA amplification by DOP-PCR
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was done as described in Fiegler et al. (2003) [26]. PCR products were purified
using the Montage PCRgs Plates kit (Millipore, Billerica, MA) and quantified using the
PicoGreen dsDNA Quantification kit (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, CA).
Purified products were dried, dissolved at 400 ng/ul in 50% DMSO and spotted
using a VersArray ChipWriter™ Pro System (Bio-Rad).

Arrays were scanned using an Agilent G2565BA Microarray Scanner System (Agilent
Inc., Palo Alto, CA) and the acquired images were analyzed using GenePix Pro 6.0
software (Axon, Molecular Devices) using the irregular feature finding option.
Extracted raw data was filtered and Lowess normalized using Bacanal (Lozano et
al., unpublished), an in house web server implementation of the Limma package
developed within the Bioconductor project in the R statistical programming
environment. SD of all 22-chromosome clones was calculated for each hybridization
experiment. Genomic imbalances were determined based on the log2 of the
Cy5/Cy3 ratios of the average of the four replicates and regions were considered as
amplified or deleted when at least the absolute value of two consecutive clones

exceeded the 0.2 threshold.

Face-to-face slide hybridization

In order to save time, reagents and reduce experimental noise, the same sample
was simultaneously hybridized onto the two different slides by arranging the two
arrays face to face in the same hybridization chamber (Corning® Hybridization
Chamber Il with Increased Depth, Cultek). Reversed-dye labelling of the samples
was always performed to minimize the effect of dye bias specific artifacts. Each
patient was hybridized against a sex-matched pool of 50 healthy controls.
Hybridization was performed as described by Wang et al. (2004) [27]. Briefly, 400
ng of test and reference DNA were labelled by random priming using the BioPrime
Array CGH Genomic Labelling System (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, CA).
Cy3 and Cy5 labelled test and control DNA precipitate together with 100ug of
human Cotl DNA and resuspended in 80yl of hybridization buffer (50% formamida,
2xSSC, 10% dextran sulphate, 1x denhard’s solution, 0.5mM EDTA pH 8, 40mM
NaPhosphatase pH 7). The two slides which make up the pair were placed facing
together slightly offset to create a lip along one edge. The barcodes on the arrays
created a small space between the slides. The hybridization solution was slowly and

carefully applied along the lip and evenly occupied the space between the slides.
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Validation experiments

The copy number aberrations identified by aCGH, which we considered for further
validation, were analysed using other molecular techniques such as MLPA and FISH
analysis. When parental samples were available we checked by MLPA the
inheritance pattern of the alterations. The MLPA probes were developed according
to the procedures described elsewhere (http://www.mrc-holland.com) and using
the MLPA Proseek algorithm [28]. The MLPA reactions were performed as described
by Schouten et al., 2002 [29]. For the data analysis we calculated the relative
probe signals using the peak heights of PCR products. Briefly, the tracing data was
normalized by dividing each probe’s peak height by the total height of all peaks of
the sample and then dividing this value by the average normalized peak’s height of
the corresponding locus of all the samples. The product of this calculation is termed
dosage quotient (DQ). A DQ value below 0.65 was considered as indicative of a
deletion, and values above 1.3 are indicative of duplications.

To confirm array results in patient V5, we performed fluorescence in situ
hybridization (FISH) experiments following standard procedures. Furthermore to
better characterize the the 1g21.1 microdeletion and microduplication of the 1g21.1
region in both cases (V5 and 112) we used a custom array consisting of 130,000
isothermal probes with 1,155 probes in the 1g21.1 region based on Build 36
coordinates  (chr1:143,500,000-148,000,000). The experiments and the
subsequent analyses of aCGH were performed as previously described in detail [25,
30].

Results

The whole-genome 5.6K and the chromosome 22-specific BAC-arrays were used to
study 18 patients with the VCFS-like phenotype. We identified a total of 81 clones
with genomic dosage changes, belonging to 45 different chromosomal regions (14
losses, 14 gains and 17 with signals in both directions) (Supplementary Table 1).
All chromosomal changes were compared with the information deposited in the
Database of Genomic Variants (Build 36) (http://projects.tcag.ca/variation/) [31].
39 loci had been reported as CNVs in the database and 20 of them were also
detected as common variants in 20 control samples previously hybridized on the
same 5.6K BAC-array [25]. The aim of this study was screening for submicroscopic

deletions and duplications underlying several malformations such as heart defect,
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palatal abnormalities or mental delay, for this reason individual clones that were
reported polymorphic in normal individuals and also the loci identified as variable in
our control samples were excluded. We selected eleven loci for further MLPA
validation, none of which were present in control samples: six had not been
previously described as CNVs and five regions overlapped with previously reported
CNVs, but had been chosen after the imbalance of various consecutive clones in the
samples (encompassing regions >150 kb and up to 1.15 Mb) (Supplementary Table
1). Five of the eleven CNVs identified by CGH were validated by MLPA and screened
by the same technique in parental samples (Table 1). The remaining six loci could
not be validated by MLPA although at least two different probes per region were
assayed. Oligonucleotide sequences used for MLPA are shown in Supplementary
Table 2.

Characterization of de novo genomic imbalances on chromosome 1g21.1

An interstitial microduplication spanning two overlapping BAC clones, with an
estimate size of 212 kb, and a microdeletion spanning five consecutive clones, with
an estimate size of 1,15 Mb, on region 1g21.1 were found to occur de-novo in
patient V5. The duplicated region (aCGH 1g21.1(B36:chrl:144149999-
144361868++)) included 12 RefSeq Genes (TXNIP, POLR3GL, ANKRD34A, LIX1L,
RBM8A, PEX11B, ITGA10, ANKRD35, PIAS3, NUDT17, POLR3C, ZNF364), and the
deleted region (aCGH 1g21.1 (B36:chrl:145073765-146329018)) encompassed
eight genes (PRKAB2, FMO5, CHD1L, BCL9, ACP6, GJA5, GJA8, GPR89B, GPR89C,
NBPF11) (Figure 1). FISH and MLPA analysis confirmed both rearrangements in
patient V5, and excluded their presence in his parents (Figure 2).

This patient is a 17 year old male with cardiac anomalies (coarctation of the aorta),
some dysmorphic facial features (frontal balding, arched eyebrows, eyes deeply set
and thin upper lip), velopharyngeal insufficiency with reported feeding problems in
infancy (gastroesophageal reflux and frequent vomiting), language impairment,
moderate mental retardation, low cognitive deficit and learning problems
(irritability, attention deficit hyperactivity disorder), immunological abnormalities
(frequent bronchitis), asthma, strabismus (surgery corrected at two years), small
umbilical hernia, and fingers with mild camptodactyly, mild interdigital membrane
and flat foot arches (Figure 3-A). This patient was included in a previously
published series that reported 22 probands with the 1g21.1 microdeletion [30]. We

provide here additional clinical information of this case.
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We screen the 1g21.1 region, on 73 additional cases with congenital heart defects
by MLPA. We found one patient (case 112) with the same microduplication but
without the contiguous deletion on 1g21.1, also present in his unaffected father.
The clinical features of this patient were cardiac abnormalities (transposition of the
great vessels, ventricular septal defect, pulmonary stenosis and right ventricular
hypoplasia), braquicephaly and moderate clinodactyly (Figure 3-B). We also
analysed 326 additional control DNA samples obtained from anonymous unrelated
blood donors using the same MLPA probe mix. All control samples were negative for
both rearrangements.

To carefully delineate alterations in the 1g21.1 region, the samples V5 and 112
were also hybridized with a custom oligo array with 1,155 probes being from the
1921.1 region,as described in [30]. Results confirmed the complex microduplication
/microdeletion in case V5 and that both patients shared the same microduplication,
reciprocal to the TAR syndrome microdeletion (Supplementary Figure 1).
Identification of inherited aberrations

Four of the validated aberrations were CNVs inherited from one of the parents
(Table 1), three overlapping with loci previously reported as CNVs in the reference
Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) [31]. A 744-kb
duplication on 10g11.22 involving five clones was identified in patient V26, showing
facial dysmorphism, learning disability, mild mental retardation and behavioural
problems. MLPA with one specific probe on PPYR1 showed a gain in the patient and
his father.

With the chromosome 22 tiling array we identified aberrations involving the deletion
of two clones on the 22g11.2 region (160 kb) in two cases. Patients V8 and V24
with dysmorphic facial features, low mental retardation and behavioural problems
showed a gain and a loss respectively, both paternally inherited. Finally, a gain of
BAC RP11-138G4, located on 22g13.2, which was maternally inherited, was also
identified with this chromosome-specific array. This region has not been reported in
the literature as a CNV and spans the SLC25A17 gene that encodes a peroxisomal
membrane protein belonging to the family of mitochondrial solute carriers [OMIM
*606795]. This BAC clone also includes six exons of the ST13 gene, encoding a
highly conserved protein that binds the major cytosolic chaperones heat-shock
proteins HSP70 and HSP9O0.
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Figure 1. A: 5.6K whole genome BAC aCGH profiles for patient V5 on chromosome region 1g21.1.
Each dot represents the mean log2 ratio transformed after Lowess normalization (y-axis) from four
independent replicate spots on the array. The clones on the 1g21.1 region are displayed in the x-axis.
Direct experiments (D) are shown in blue, while dye swap (DS) experiments are displayed in red. Each
dot represents a BAC clone present in the aCGH experiment. B: Genome browser representation
of the 1921.1 region containing the microduplication/microdeletion. The figure shows the
related segmental duplications that probably mediated the rearrangements and the genes affected.
The microduplication of 212 kb (reciprocal to the TAR syndrome micodeletion), and the downstream
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microdeletion of 1.15 Mb are indicated by two orange bars (GAIN and LOSS).
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Figure 2. Detection and validation of the chromosome 1g21.1 rearrangements in patient V5
by FISH and MLPA. A: Electropherograms showing MLPA peak patterns corresponding to familial
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analysis of case V5. B: Interphase and metaphase FISH images with 1g21.1 red BAC probes confirm
the microduplication (RP11-293J20) and microdeletion (RP11-314N2) . Green probe generated from
CTD-2180H16 BAC clone was used as control probe from same chromosome (1p34.2).

Figure 3: Facial appearance and hands of patients with 1g21.1 rearangements. A: Patient V5
with microduplication/microdeletion 1g21.1: note frontal balding, arched eyebrows, deep-set
eyes and thin upper lip, fingers with camptodactyly and mild interdigital membranes. B: Patient 112
with microduplication 1g21.1: Note moderate clinodactyly.

Discussion

The VCFS is a genomic disorder due to a hemizygous deletion on chromosome
22911.2. Our set of 18 patients showed clinical features compatible with VCFS- like
cardiac anomalies, learning disabilities and characteristic facial features but lacked
the typical 22g11.2 deletion. We screened our patients with VCF-like phenotypes
with two different custom-made aCGH (BAC-based whole genome and chromosome
22 specific tiling path). The genome-wide analysis of structural variations allowed
us to identify de novo genomic rearrangements and inherited CNVs in these
patients.

Five out of the 11 altered regions selected for validation were confirmed by MLPA,
while the other six showed no variation. Although the non-confirmed CNVs were
screened with two MLPA different probes, indicating that they could be aCGH false
positives, we have to consider the possibility that the designed MLPA probes might
lie outside the BAC variable region. Recent reports indicate that the size of the
CNVs identified by BAC arrays is likely to be overestimated. In fact, the
concordance rate for CNVs identified by two different platforms (BAC vs. SNP
arrays) was less than half (43%) when studying the same individuals [32].
Concerning the five validated variations, the analysis of parental samples revealed
that four of them were inherited. The presence of parents carrying these CNVs but
without clinically evident phenotypes raises the issue of whether these CNVs are

benign or pathogenic variants with incomplete penetrance. Indeed, some well-
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characterized syndromes such as the 22gl1.2 microdeletion or the reciprocal
microduplication, include phenotypically mild deletion carriers that have escaped
clinical recognition until they had children with more severe manifestations.
Furthermore, it is still possible that the presence of an inherited CNV, especially
deletions, could be uncovering a recessive allele inherited from the other parent.
Further work in this direction would be required to evaluate these hypotheses.

Two de-novo chromosome rearrangements were identified by aCGH and MLPA
analysis in one patient with VCFS-like features. This is, to our knowledge, the first
time that this combination of two CNVs (an interstitial microduplication, spanning 2
BAC clones with an estimate size of 212 kb (chrl: 144149999-144361868) and a
contiguous microdeletion spanning 5 BAC clones with an estimate size of 1.15 Mb
(chr1:145068638-146342725) is found associated with such a phenotype.

This 1.15-Mb microdeletion was first reported in three cases of CHD. The authors
screened by real-time quantitative PCR a total of 505 unrelated congenital heart
disease cases for deletions or duplications of Cx40 gene (GJA5) and identified three
cases with a 1.5 to 3-Mb deletion of this region; however the microdeletion was
also present in some unaffected parents [33]. Recently, this 1.15 Mb microdeletion
has been associated with schizophrenia and it has also been reported in individuals
with considerable phenotypic diversity including cardiac abnormalities, mild-to-
moderate mental retardation, microcephaly, cataracts, mullerian aplasia, and
autism [30, 32-39]. Nowadays, the main clinical features associated with this
rearrangement are still unclear and the evaluation of family members has revealed
apparently unaffected carriers, making genetic counselling difficult. However, the
absence of this rearrangement in more than 5,000 normal individuals analyzed
suggests that this structural variant is rare, and probably contains important
modifiers since it exhibits incomplete penetrance.

Eight genes of this region could be involved in a wide variety of phenotypic
features, at least two potentially involved in cardiac defects: PRKAB2 and GJAS5
(Cx40), both expressed in the heart. A Cx40 heterozygous knockout mice (+/-) has
been shown to develop a number of cardiac malformations including bifid atrial
appendage, ventricular septal defect, tetralogy of Fallot and aortic arch
abnormalities [40]. GJA8 has previously been reported associated with
schizophrenia [41].

Although previous individuals have been found to carry this microdeletion (1.15
Mb), this is the first time that it is reported in concurrence with the contiguous

microduplication (212 kb). The only evident clinical feature shared by the two cases
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reported here is the CHD. This region contains numerous segmental duplications
that could mediate genomic rearrangements. Some larger rearrangements
encompassing the 1g21.1 region have been reported associated with varying
phenotypes that included dysmorphic features, hypotonia or mental retardation.
Among those, there are some cases with supernumerary marker or ring
chromosomes derived from the pericentromeric region of chromosome 1 plus g-arm
euchromatic fragments, [42-45]. Furthermore, it has been reported that the
reciprocal microdeletion of 1g21.1 is necessary but not sufficient to cause TAR
syndrome [46], characterized by Dbilateral absence of the radii and
thrombocytopenia, also the lower limbs, gastrointestinal, cardiovascular and other

systems may be involved [47].

Conclusions

In summary, this is the first study in which aCGH is used to investigate patients
with VCFS-like phenotype without the classical 22g11.2 molecular rearrangement.
aCGH provides a successful strategy in order to characterize additional
submicroscopic aberrations in patients that fail to show alterations in 22q11.2. We
have identified a rare and de novo 1g21.1 microdeletion and a novel
microduplication that could be associated with CHD. Further new cases shall
contribute to delineate more precisely the clinical implications of these newly

recognized genomic alterations on 1g21.1 loci and their implication in CHD.
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List of abbreviations used

aCGH: Array-based comparative genomic hybridization
ADHD: attention-deficit-hyperactivity disorder

CHD: congenital heart defects

CNVs: Copy number variants

DGS: DiGeorge Syndrome

FISH: fluorescence in situ hybridization

MLPA: multiplex ligation-dependent probe amplification
TAR: thrombocytopenia-absent radius

VCFS: Velocardiofacial syndrome
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Description of additional data files

Additional file 1.doc

Supplementary Table 1. Comparison of the presence or absence of 44 CNV

regions in patients with velocardiofacial-like syndrome (VCFS-like)

Additional file 2.doc

Supplementary Table 2. Selected regions for validation studies and designed
MLPA probes used for detecting copy number changes by MLPA in patients with
VCFS-like.

Additional file 3.doc

Supplementary Table 3. Selected oligonucleotide sequences used for detecting
CNVs on 1g21.2 region by MLPA in patients with VCFS-like.
Sequences of designed MLPA probes used for MLPA screening in the 1g21.1 region.

Additional file 4.jpeg.

Supplementary Figure 1: Array CGH results for deletion cases V5 and 112 (Build
36, chrl1:143,500,000-148,000,000). For each patient, deviations from O of probe
log. ratios are depicted by vertical bars, with those exceeding a threshold of 1.5 SD
from the mean probe ratio shown in green (gains) or red (losses). The region of the

microdeletion associated with TAR syndrome is indicated with a circle.
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Resultats: Estudi 11-A
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Supplementary Figure 1: Array CGH results for deletion cases V5 and 112 (Build 36,
chr1:143,500,000-148,000,000).
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Estudi 11-B

Identificacié d’una microduplicacié a 15g13.1 mitjancant array-CGH

en pacients amb esquizofréenia i trets dismorfics

L'esquizofrénia és una malaltia complexa causada per una combinacié de
factors genetics i ambientals. La hipotesi que I'esquizofrénia pot ser originada per
reordenaments cromosomics no és recent. S’han descrit anomalies en el cariotip de
pacients i/o families amb esquizofrénia que han contribuit a descobrir gens
potencialment implicats en la malaltia, com el DISC1, PDE4B (Chubb et al., 2008) i
NPAS3 (Kamnasaran et al. 2003). També la microdeleci6 22gll1l.2 és un clar
exemple d’anomalia cromosomica associada amb I’esquizofrénia, ja que augmenta
fins a 25 vegades el risc de desenvolupar la malaltia.

En aquest treball ens varem proposar identificar mitjancant array-CGH
reordenaments submicroscopics que puguessin conferir un major risc a patir la
malaltia. Es van incloure a I'estudi onze pacients amb esquizofrenia i trets facials
dismorfics associats a la SDG/VCF que van ser analitzats utilitzant els mateixos
arrays de BACs i la mateixa estrategia exposats en el treball anterior (I11-A). Es van
identificar guanys i pérdues de material genétic en un total de 49 BACs, que
corresponen a 31 regions diferents del genoma (9 guanys, 16 perdues i 6 regions
amb guanys i pérdues alhora). En un pacient amb esquizofrénia de tipus paranoide
es va poder validar I'existéncia d’'un guany de 594 Kb a la regi6é 15g13.1 aparegut
de novo. Aquesta CNV solapa amb una duplicacié de 1.4Mb descrita préviament en
un pacient amb esquizofrénia (Kirov et al. 2008). L’alteracié identificada en el
nostre pacient suggereix el gen NDNL2 com a candidat en I'etiologia de la malaltia.

Aquest mateix pacient, amb la duplicacié 15q13.1, es va identificar també en
I’estudi 11l d’aquesta tesi, i el trobem descrit en la publicacié derivada (Rodriguez-
Santiago et al. 2009), a 'annex 1.

Aquesta analisi d’array-CGH en onze pacients esquizofrénics no ha estat

sotmesa a publicacid, a continuacié s’exposen els resultats d’aquest treball.
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Resultats

Per aquest treball es van seleccionar 11 pacients amb diagnostic

d’esquizofrenia i trets facials dismorfics associats a la SDG/VCF. Tots ells de sexe

masculi i d’edats compreses entre els 26 i 55 anys (Taula 4.1). En tots els pacients

es va realitzar I'analisi del cariotip i I'analisi de FISH per la regié 22g11.2 (sonda -
LSI TUPLE 1 SpectrumOrange/LSlI ARSA SpectrumGreen — Abbott Molecular),

descartant aixi anomalies citogenétiques i la microdelecié 22q11.2.

Mitjancant hibridacié6 genomica comparada amb dos arrays de BACs es van
identificar guanys i pérdues de material genétic amb un total de 49 sondes
BAC, que corresponen a 31 regions del genoma diferents (9 guanys, 16
pérdues, i 6 regions amb guanys i pérdues). D’aquestes 31 regions, 24 estan
representades per 1 sol BAC i 7 comprenen dos o més BACs consecutius
(Taula 4.2). Per reconeixer i seleccionar quines d’aquestes 31 regions podien
ser rellevants en la malaltia i, per tant, d’interés per a una posterior validacio
mitjancant MLPA, es va seguir els seguents passos, esquematitzats en la
Figura 4.1.

Per identificar quines variants solapaven amb CNVs ja descrites es van creuar
les coordenades de les 31 regions, que mostraven guanys i pérdues, amb la
base de dades de variants genomiques (DGV) (Database of genomic variants
- http://projects.tcag.ca/variation/). Quatre regions, representades
cadascuna d’elles per un sol BAC, no apareixien com a CNV en la base de
dades i 27 regions ja estaven descrites com a variables.

Amb el mateix array de 5,6K s’havien hibridat previament 20 mostres control
(Cusco et al. 2008). Els resultats d’aquestes hibridacions els vem utilitzar per
descartar 14 BACs que també havien mostrat variacié en aquestes mostres
d’individus control.

Després d’aplicar aquests dos filtres (punt 1 i 2) quedaren 17 CNVs només
identificades en els 11 casos amb esquizofrenia, de les quals 2 no constaven
com a variables a la base de dades, mentre que les altres 15 que ja havien
estat préviament descrites com a CNVs (3 representades per més d’un BAC i
12 que implicaven un unic BAC). A més a més hi havia 6 CNVs que van ser
detectades mitjancant I'array especific pel cromosoma 22 i per les quals no
disposavem de dades en mostres control.

Donat que l'objectiu d’aquest treball era identificar variants estructurals poc

frequents o rares, que com la microdelecié 22q11.2 augmentessin el risc per
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I'esquizofrénia, es van classificar i seleccionar, en funcié de la informacio
recollida a la DGV. les CNVs rares. Cal tenir present que la selecci6 es va fer

el 2007, i la informaci6 disponible en la DGV era molt menor a I'actual.

Finalment doncs, es van considerar 9 regions com a candidates, dues no
descrites com a CNVs en les bases de dades i 7 que solapaven amb CNVs rares.
D’aquestes 7 regions, tres es van excloure (indicades en vermell a la Figura 4.1)
perqué tots tres (representades per un sol BAC) havien mostrar alteracions en
altres mostres amb diferents patologies analitzades amb aquests arrays. A més a
més, el BAC RP11-335G20, conté els gens del grup sanguini Rh, antigen D (RHD),
altament variables i inclou diverses sequéncies de duplicacions segmentaries amb
un alt percentatge d’identitat (98%). El BAC CTD-2280L11 també forma part d’'una
duplicacié segmentaria (LCR22-B), mentre que el BAC RP11-803J7 no inclou a cap

gen.

| 31 CNVs
i !

Database of Genomic variants
! |

" 4 CMWs NO descrtes 17 CHVe cescrites
B ‘ 71 CHVa & CNVE ‘

array SR array 12

. )

Resultals array HSBA en 20 mostres control

¥
|
kil !
L—:q ] | & s

L

Database of Genomic varianks
» Selecdd CNVs rares
'

15913.1 (RP11-374K5, APL1-40EF10)
15415 3 (RP11-83031, RPL]-253110])

'_ ip36.11 (RP11-335G20)
3pl6.3 (AF11-771F14)

rCH'u‘: o irhasie I ‘ 1526, 3 [P 1-295G20)

Fagll. 3 [CTD-2380

1p@1.3 (RP1E-290032)
159353 (RFI1-103ET)

T ETF]
- L N |

Figura 4.1: Esquema que resumeix els criteris que es van adoptar en la seleccié de les CNVs
potencialment d’interes en I’esquizofrenia. De les 31 regions identificades amb guanys i perdues, 27
estaven descrites com a variables en la base de dades DGV, i 4 no solapaven amb CNVs previament
descrites. En un segon filtre es descarten les regions que també havien mostrat variacié en 20
mostres control (previament hibridades amb l'array de 5,6K). Respecta l'array especific del
cromosoma 22 no es disposa de resultats en mostres controls, per tant hi ha 6 CNVs que escapen
aquesta segon filtre. Finalment entre les CNVs no presents en mostres control, es selecciona les rares
i s’exclouen tres BACs (en vermell) amb alteracions en diverses mostres i/0 solapants amb
duplicacions segmentaries.
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De les sis regions seleccionades per ser validades, tan sols una va poder ser
verificada (Taula 4.3) mitjancant MLPA. Aquesta CNV consisteix en un guany de dos
BACs a la banda 15g13.1 (RP11-408F10 i RP11-374K20) i es va determinar que era
apareguda de novo en un pacient diagnosticat d’esquizofrenia de tipus paranoide
(edat d’inici 24 anys) sense altres antecedents familiars de malaltia psiquiatrica. Per
delimitar amb més precisié el tamany d’aquesta microduplicaci6 vam analitzar el
cas (EZ-22) emprant un array de SNPs amb major resolucié (lllumina 370Duo), que
va permetre identificar un guany de 470Kb a 15g13.1, comprés entre els SNPs
rs7497314 i rs260546 i que incloia el gen NDNL2 (arr 15913.1(B36:27261995-
27730663)x3) i part del gen KIAAO574 (Figura 4.2). El gen KIAA0574 codifica per
una hipotética proteina transmenbrana LOC23359 de funcié desconeguda. Aguest
gen va ser identificat inicialment en un extens projecte de sequenciacié derivat de
cDNAs de cerbell (Negase et al., 1998).

En un treball previ (Kirov et al., 2008a) es descriu una duplicaci6 d'un
segment cromosomic solapant, també de novo, en un pacient amb esquizofrénia de
tipus desorganitzat amb una edat d’inici de 23 anys i sense antecedents familiars.
En aquest cas, la duplicacié era d’'1.4Mb i incloia tres gens (APBA2, KIAA0574,
NDNL2 i TJP1) (vegeu Figura 4.2). En el seu treball s’apunta com a potencial
candidat per I'esquizofrénia al gen APBA2, donada la seva interacci6 amb les
neurexines i un possible paper en el complex SNARE que funciona d’intermediari
vesicular en la neurotransmissor sinaptica (Biederer et al., 2000; Dulubova et al.,
2007). El nostre pacient és, doncs, el segon cas amb esquizofrenia descrit a la
literatura amb una duplicacié de novo a la regié6 15q13.1, i que, a diferencia de
I'anterior, permet delimitar la regi6 critica i apuntar el gen NDNL2 com a candidat

pel fenotip (Rodriguez-Santiago et al. 2009).
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Figura 4.2: Representacido de la localitzacié i llargada de la microduplicaci6 15q13.1 identificada
mitjancant l'array de BACs i de SNPs (illumina 370K) en el pacient EZ-22 en comparacié amb la
microduplicacié préviament descrita per Kirov et al., 2008.

El gen NDNL2 codifica per una proteina de funcié desconeguda i s’expressa
en multiples teixits humans, especialment en testicles (Chibuk et al. 2001). Pel que
coneixem avui dia sobre la seva funcid, no sembla tenir una especial relacié6 amb
I’etiopatogenia de [I'esquizofrénia. Aix0 no obstant, es localitza en una regio
cromosomica fortament implicada en trastorns del neurodesenvolupament (Figura
4.3). La regi6 15911-g13 conté un domini subjecte a impronta i presenta una
elevada inestabilitat degut a la preséncia d’elements repetitius de DNA (Christian et
al. 1999). Diversos reordenaments cromosomics impliquen aquesta regio: les
delecions associades a les sindromes d’Angelman i Prader-Willi, translocacions amb
altres cromosomes, inversions, i cromosomes marcadors formats per una duplicaci6
invertida de la regié proximal del cromosoma 15, incloent sovint els gens APBA2 i
NDNL2. Aquests cromosomes marcadors es troben associats amb alteracions de la
conducta, retard en el desenvolupament, retard mental i atacs d’epilepsia (Leana-

Cox et al. 1994; Flejter et al. 1996; Battaglia et al. 1997; Huang et al. 1997).
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Figura 4.3: Regi6 15q11-gl14. Localitzaciéo del gen NDNL2. La barra negra més gruixuda indica la
delecié entre BP2 i BP3 associada a les sindromes Angelman i Prader-Willi. També s’indiquen els punts
de trencament per la inv dup(15) més llarga i la regi6 de susceptibilitat al desordre autista. La
distancia fisica entre BP3 i els gens APBA2 i NDNL2 és encara desconeguda degut a la preséncia
d’elements gaps en aquesta regio.
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Resultats: Estudi 111

Estudi 111

Association of Common Copy Number Variants at the Glutathione-S
Transferase Genes and Rare Novel Genomic Changes with
Schizophrenia

B. Rodriguez-Santiago, A. Brunet, B. Sobrino, C. Serra-Juhé, R. Flores, LI. Armengol, E.
Vilella, E. Gabau, M. Guitart, R. Guillamat, L. Martorell, J. Valero, A. Gutiérrez-Zotes, A.
Labad, A. Carracedo, X. Estivill, L. A. Pérez-Jurado

Publicacio6 inclosa en I'annex 1

En els darrers anys s’ha generat un creixent interés en I'’estudi i identificacié
de variants estructurals en el genoma huma. Aquestes variants contribueixen a la
diversitat humana i a la susceptibilitat a patir malalties. L’esquizofrénia és una
malaltia complexa amb wuna forta component genética influida per factors
ambientals, on aquestes variants genétiques podrien tenir un paper directa en el
desenvolupament de la malaltia o augmentant el risc a desenvolupar-la.

Aquest treball és fruit de la fusié de dos projectes que compartien un disseny
i estratégia comu: analitzar, mitjancant MLPA, guanys i péerdues en diversos gens
localitzats en regions descrites com a CNVs en una série de pacients amb
esquizofrenia i en una poblacié control. De la fusi6 d’ambdds treballs va resultar
I'analisi d’'un total de 140 gens continguts en CNVs en 654 pacients amb
esquizofrenia i 604 controls..

Es van detectar guanys i pérdues en 28 dels 140 gens analitzats i només 7
loci van mostrar CNVs amb una frequéncia superior al 1%. Es van identificar 15 loci
(11%) amb variants tant en pacients com controls, 6 CNVs presents només en
controls i 8 CNVs identificades només en el grup de pacients amb esquizofrenia que
implicaven als gens CABIN1, SNAP29, NDNL2, WWOX, ZNHIT3, PRKRIP1, MYOM2 i
SSTR5. Aquestes vuit CNVs (totes guanys) van ser posteriorment validades i
caracteritzades mitjancant diversos arrays. Dues d’aquestes CNVs van ser descrites
en més d’'un pacient: una microduplicacié a 22q11.23 que implicava dues sondes de
MLPA localitzades en el gen DDT i CABIN1 va ser identificada en dos pacients no
relacionats i la posterior validacié mitjancant SNP-arrays (illumina 370Duo) va
posar de relleu una regié duplicada solapant entre els dos pacients de 1,39 Mb que

incloia a 27 gens. L’altre CNV recurrent identificada és una microduplicacié, que
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inclou el gen que codifica pel receptor 5 de la somatostatina (SSTR5), identificada
en tres pacients i cap cas control.

Per altra banda entre les poques CNVs comuns observades es van observar
diferencies significatives entre pacients i controls en el gen GSTM1. La preséncia del
genotip no nul (1, 2 o 3 copies del gen) era significativament més freqgient en
pacients que en controls, conferint un risc augmentat (OR = 1.41; CI [1.12-1.77];
p-valor = 0.004).

La regi6 22q11.22-g23, on es localitzen els gens CABIN1 i DDT, mostra una
complexitat en I'estructura amb multiples duplicacions segmentaries que impliquen
a gens de la familia GST, per aix0 es va dissenyar un MLPA especific amb sondes
especifiqgues per GSTT1 i GSTT2. Amb aquesta analisi es va identificar que el
genotip no nul per GSTT2 s’associa a un major risc de desenvolupar esquizofrenia,
(OR = 1.405; CI [1.07-1.84]; p-valor = 0.01), pero no es va trobar cap associacio
amb el nombre de copies de GSTT1. En una analisi combinada entre els gens GST
(GSTM1, GSTT1 i GSTT2) es va identificar un efecta additiu dels genotips nuls de
GSTM1 i GSTT2 en la susceptibilitat per I'esquizofrénia (OR = 1.92; CI [1.32-2.78];

p-valor = 0.0008), que es mantenia després de correccio per tests multiples.

Els resultats d’aquest treball es troben recollits en l'article recentment
publicat: Santiago et al., 2009, que de conformitat amb el que disposa I'escola de
postgrau de la UAB, ha estat inclos a I'annex I, ja que donada la seva recent
acceptacioé no es va poder incloure dins el compendi de publicacions d’aquesta tesi i
per tant no ha estat aprovada explicitament per la subcomissié de Postgrau com a

part fonamental de la mateixa.
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5. Discussio

El recent descobriment de I'existéncia d’'una elevada quantitat de variants
estructurals en el genoma huma, que inclouen delecions, insercions, duplicacions,
inversions i translocacions, i que afecten a multiples gens, ha empés la recerca
genetica a determinar el paper d’aquestes variants en l'etiologia de les malalties
humanes. L'extensié completa d’aquesta font de variacié encara esta per definir,
pero el desenvolupament de tecnologies cada vegada amb major resolucio, i
I'estudi d’extenses séries d’individus d’étnies diferents, esta posant al descobert un
complex mapa genomic on les variants estructurals serien estructures dinamiques i
dinamitzadores dels genomes amb una important contribucié a la variabilitat

fenotipica entre individus.
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Discussid: Microdelecid i microduplicacié 22q11.2

5.1 Microdelecio i microduplicacio 22g11.2

La preséncia de la microdelecié 22g11.2 i la duplicacié reciproca s’ha avaluat,
en una serie de 295 pacients pediatrics amb caracteristiques cliniques de SDG/VCF,
mitjancant la técnica de FISH, que ens ha permeés identificar 12 pacients amb la
microdeleci6 22q11.2 (Brunet et al., 2006, treball I-A) i cap cas amb la
microduplicaié 22q11.2. En l'analisi de FISH s’ha utilitzat la sonda comercial HIRA-
TUPLE1 que permet identificar les microdelecions i microduplicacions de 3 i 1,5Mb
meés freqlients en els pacients amb la SDG/VCF (98%) (Edelmann et al. 1999;
Saitta et al. 2004). Una limitacié derivada de I'Gs d’aquesta técnica és que no
permet detectar reorganitzacions atipiques que no incloguin la sequencia diana de
la sonda utilitzada. Entre els pacients amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF
s’estima que aproximadament un 2% poden presentar delecions atipiques o distals
(Saitta et al. 1999; Jalali et al. 2008). En una revisio recent es recull la diversitat
de delecions descrites en pacients amb caracteristiques cliniques de la SDG/VCF, i
es fa ressd0 que la meitat d’elles no s’haurien identificat mitjancant FISH amb la
sonda comercial HIRA-TUPLE1 (Figura 5.1), aix0 representaria un 1% de total de

casos amb SDG/VCF (Nogueira et al., 2008).
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Figura 5.1: Delecions atipiques descrites en la regi6 22q11.2, extretes de la revisio de
Nogueira et al (2008). S’indica la localitzacié d’hibridacié de la sonda de FISH (HIRA). La linea
vermella discontinua mostra quines delecions atipiques no serien detectades mitjancant la técnica de
FISH amb la sonda HIRA.
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De la mateixa manera que amb les microdelecions, les microduplicacions que
no impliquin la sequéencia on es localitza la sonda de FISH tampoc seran
identificades. Els pacients descrits a la literatura amb microduplicacions atipiques o
distals és molt reduit i les consegiiencies fenotipiques resulten diverses (Jalali et al.
2008; Ou et al. 2008). S’han identificat algunes duplicacions distals en la regi6
22911.2 en individus no afectes, com per exemple un guany entre el LCR22-D i
LCR22-E identificat en una de les mostres del projecte HapMap (Locke et al. 2006),
o diverses duplicacions i delecions entre el LCR22-D i el LCR22-F considerades
polimorfismes (Sebat et al. 2004; Sharp et al. 2005; Locke et al. 2006; Redon et
al. 2006). Donat l'escas coneixement del fenotip associat a microduplicacions
atipiqgues en la regi6 22ql1.2, la sindrome de la microduplicacié 22qll.2 fa
referéncia Unicament a aquells guanys que impliquen les regions de 1,5 i 3Mb
comunament delecionades (Jalali et al., 2008; Ou et al. 2008). Una altra limitaci6
de la utilitzacié de la técnica de FISH pot provenir de la incapacitat de discernir en
metafases la preséncia d’alteracions properes. Aixi, per exemple, en cromosomes
metafasics la microduplicacié reciproca a la microdelecié 22q11.2 podria passar
inadvertida. En l'estudi I-A, aquesta dificultat ha estat contrarestada mitjancant
I’extensiva analisi i recompte de senyals fluorescents en cel-lules en interfase, que
ens ha permeés descartar la microduplicacié 22g11.2.

En I'estudi 1-B s’ha emprat la tecnica de MLPA que, en comparacié amb la
FISH, aporta una major fiabilitat en la valoracié de microduplicacions localitzades a
petita distancia la una de l'altra. A més a meés, es tracta d’'una técnica menys
laboriosa i que ofereix una interessant relacié cost/efectivitat a I'hora d’analitzar
amplies séries de mostres. No obstant, el fet de requerir diverses mostres en un
mateix experiment limita el seu Us rutinari en els laboratoris de genética clinica
perqué habitualment les mostres de pacients arriben al laboratori d’'una forma
esporadica i espaiada en el temps. Aix0 fa que la técnica de FISH segueixi sent la
metodologia d’eleccié per oferir un rapid diagnostic de la preséncia o no de la
microdelecio i la microduplicacié 22q11.2.

En el disseny de l'analisi de MLPA de l'estudi I-B només es van incloure
sondes de la regié compresa entre el LCR22-A i LCR22-B cobrint aixi les primeres
1,5Mb més comunament afectades per la microdeleci6/microduplicacié 22q11.2.
Aquest fet va fer que no detectéssim, en un pacient amb esquizofrenia, una
microduplicacié atipica i més petita (367Kb) compresa entre els LCR22-C i LCR22-

D. Aquest guany va poder ser identificat en I'estudi Ill1 d’aquesta tesi, mitjangcant la
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sonda de MLPA mapada sobre el gen SNAP29. Els diversos blocs de LCRs localitzats
a 229l1.2 fan que aquesta regié0 sigui propensa a patir reordenaments
cromosomics per mecanismes de NAHR entre aquests blocs paralegs (Babcock et
al. 2007). Malgrat que el reordenament més comu és el que implica els LCR22-A i
B, cal considerar altres possibles recombinacions entre LCR22s d’'aquesta regi6. A
partir dels resultats i coneixements obtinguts en aquesta tesi, el disseny de I'estudi
de MLPA en pacients amb esquizofrénia hauria d’incloure sondes localitzades entre
els diversos LCR22 per cobrir be tota la regi6 de 3Mb, comunment delecionada, i
sondes per la regi6 més distal (22g11.23). Actualment, la implementacié de
técniques com els arrays, la PCR quantitativa o el MLPA, amb sondes que cobreixen
bé tota la regid, estan contribuint a identificar noves reorganitzacions
cromosomiques en aquesta regid, que mitjancant el classic FISH havien passat

inadvertides (Stachon et al. 2007; Blennow et al. 2008).

Sindrome DiGeorge/velocardiofacial

D’enca de la descripcié de les sindromes de DiGeorge i Velocardiofacial, fa
més de 40 anys, s’ha avancat considerablement en el reconeixement i definicié del
fenotip associat a aquest trastorn. S’han descrit més de 180 caracteristiques
cliniques associades, pero cap delles es troba present en el 100% dels casos
(Robin and Shprintzen 2005). Aquest ampli espectre fenotipic ha generat un debat
entre clinics per intentar definir quins criteris minims diagnostics sén necessaris per
considerar I'analisi genétic de la microdelecié 22q11.2. Existeix consens en definir
que els defectes cardiacs congénits de tipus conotruncal, les anomalies del paladar i
la insuficiencia velofaringea, les infeccions recurrents, les dificultats en el
llenguatge, i un retard en el desenvolupament sén les caracteristiques principals de
la sindrome, pero la sospita diagnostica segueix dependent, en gran mesura, de
I’experiencia i I’habilitat del clinic en valorar el conjunt de trets associats a aquesta
sindrome i el diagnostic final s’acaba supeditant als resultats de I'analisi genetica
(Shprintzen 2008). En la série de 12 pacients caracteritzats en l'estudi I-A, la
insuficiencia velofaringea i les caracteristiques facials, anomalies que requereixen
d’experiéncia clinica pel seu reconeixement, estaven presents en tots els pacients.
Aquesta observacioé recull el qué han suggerit també altres autors que coincideixen
en afirmar que, davant d’'un pacient amb trets clinics majors com poden ser la
cardiopatia, els problemes en la parla o el retard en el desenvolupament, és

necessari determinar la preséncia d’altres anomalies menys evidents pero frequents
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en els pacients amb microdelecid, que sén les que han de completar la sospita de la
SDG/VCF (Hay 2007; Shprintzen 2008; Ziolkowska et al. 2008). Malgrat s’ha
avancat considerablement en el reconeixament del fenotip associat a la SDG/VCF i
aquest estigui cada vegada més ben definit, entre les séries de pacients amb
sospita de la SDG/VCF, podem trobar individus amb altres malalties gendomiques.
Aixi per exemple un pacient amb tetralogia de Fallot, anomalies al paladar, retard
mental lleu, desordres immunoldgics, i hipotonia, pot generar la sospita de la
SDG/VCF, perd aquestes caracteristiques cliniques també poden encaixar amb la
descripcid clinica d’altres malalties genomiques. Aquest fet justifica que tant en la
série de pacients analitzats en el treball I-A (Brunet et al. 2006), com en d’altres
séries publicades a la literatura, es descriguin anomalies cromosomiques no
relacionades amb la regi6 22q11.2 (Ravnan et al. 1996; Smith et al. 2002; Kitsiou-
Tzeli et al. 2004; Katzman et al. 2005; Fernandez et al. 2008). De fet, els kits
comercials de sondes de MLPA dissenyats pel diagnostic de pacients amb
caracteristiques cliniques de la SDG/VCF, inclouen sondes localitzades en altres
regions cromosomiques gue s’han vist associades amb un fenotip similar. Aixi per
exdemple el kit p023B inclou sondes de les regions 10q12-pl5, 8p21-p23, 4q22-
q35, 17p13 i 18921, per poder oferir una analisi simultanea d’altres regions del
genoma i un diagnostic més acurat dels pacients amb aquesta simptomatologia
heterogénia .

Entre les caracteristiques cliniques de la sindrome de DG/VCF trobem també
els trastorns de conducta i problemes psiquiatrics. En una valoracié conjunta dels
dos treballs inclosos en l'estudi I, es confirma aquesta associaci6é. En I'analisi de
190 pacients adults amb esquizofrenia s’han identificat dos casos amb aquesta
microdelecid, aixd representa un 1% de la série, tal com es troba descrit en la
literatura. Entre els 12 pacients (< 18 anys) amb microdeleci6 identificats en el
treball I-A, s’observen 4 casos amb trastorns de la conducta, entre ells una pacient
amb esquizofrenia que és la de més edat. Aquesta pacient va morir I'any passat, a
I'edat de 23 anys, per una broncoaspiraci6 massiva d’aliment, essent aquesta una
causa frequent de mort en encefalopaties, no descrita per la SDG/VCF, tot i que
recentment s’ha publicat un estudi que suggereix un increment de morts
prematures entre pacients amb la microdeleci6 22q11.2 (Bassett et al. 2009).
Entre els gens de la regi6 22q11.2 que s’apunten com a implicats en el fenotip
psiquiatric trobem el COMT, PRODH, ZDHHC8, DGCR2, PIK4CA, SNAP29 o DGRC14

(Arinami 2006). En pacients amb esquizofrénia sense la microdeleci6 22qg11.2
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s’observen sovint retards en el desenvolupament i habilitats cognitives escasses, ja
presents abans que aparegui l'esquizofrénia (Zammit et al. 2004). Aquestes
anomalies s6n també presents en pacients amb la microdelecié 22gl11.2 (Moss et
al. 1999; Scherer et al. 1999; Swillen et al. 1999), fet que suggereix que els
déficits cognitius i I'esquizofrénia podrien compartir una mateixa etiologia o
mecanismes patofisiologics comuns. Es considera que I’haploinsuficiencia dels gens
de la regi6 22q1l1.2 compromet la neurogenesi i la migracié neuronal, aixi com la
diferenciacié i manteniments dels circuits neuronals. S’especula que aquestes
anomalies podrien ser l'originen del retard mental moderat i els déficits cognitius,
que podrien progressar cap a la malaltia psiquiatrica. Pero també es creu probable
que altres gens de la mateixa regié 22q11.2, com per exemple el COMT i el PRODH,
puguin estar actuant com a moduladors en el desenvolupament del fenotip psicotic
(Jacquet et al. 2002; Gothelf et al. 2007; Zinkstok et al. 2008). La microdelecio
22911.2 representa, doncs, un interessant model en I'estudi de I'esquizofrénia, i
per tant, determinar quins son els factors genetics especifics que determinen el
fenotip psiquiatric, neurofisiologic i neuroanatomic dels individus amb la SDG/VCF,
pot contribuir a entendre les bases moleculars i la patogénia de les malalties
psiquiatrigues humanes.

Per altra banda, un interrogant no resolt en la SDG/VCF és la correlaci6
genotip-fenotip existent en els diferents casos. Entre pacients amb la mateixa
microdelecié s’observa una gran variabilitat clinica que es troba recollida a la
literatura i reflectida també en els pacients descrits en aquesta tesi. Aquesta
diversitat fenotipica suggereix que altres factors genétics i ambientals poden estar
contribuint a modular la penetrancia i expressivitat de la microdelecié 22q11.2. Per
bé que existeixen poques dades sobre aquests efectes, s’han suggerit diverses
hipotesis:

e La microdeleci6 22gll1.2 podria desemmascarar mutacions recessives

presents en l'altre al-lel

e ElI “background” genétic podria estar contribuint a I'expressivitat

fenotipica final. La majoria de les estructures afectades en els pacients
amb la microdelecié 22g11.2 es creu que depenen d’una correcta migracio
i diferenciacioé de la cresta neural. L’haploinsuficiéncia o polimorfismes en
gens localitzats tant en la mateixa regié 22qll1.2 com fora d’aquesta,
podrien estar actuant com a moduladors fenotipics de la malaltia i ser

responsables de la diferent expressivitat de la sindrome (Puech et al.
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2000; Prescott et al. 2005). En aquest sentit s’ha observat en ratolins,
que determinats polimorfismes en el factor de creixament vascular (vegf),
modifiquen I'expressivitat dels efectes de la microdelecié 22q11.2, en
particular en relacié a les anomalies cardiovasculars. (Stalmans et al.
2003).

e Existéncia d’altres variants cromosomiques. S’han descrit a la literatura
casos de compensacié genética, on una altra anomalia cromosomica
sembla compensar el fenotip (Blennow et al. 2008). En el cas de 22q11.2,
recentment s’ha descrit un pare asimptomatic portador de la microdeleci6
22g11.2 en un dels cromosomes 22, que era compensada per la
microduplicacié reciproca en l'altre al-lel (Blennow et al. 2008; Carelle-
Calmels et al. 2009).

e Exposicié a diferents condicions ambientals, que poden contribuir a
I'aparici6 de diverses malformacions congénites addicionals a les

estrictament causades per la delecio.

Sindrome de la microduplicacié 22g11.2

En els treballs de l'estudi | d’aquesta tesi no s’ha pogut demostrar
I'existéncia de la microduplicacié 22q11.2, reciproca a la microdelecié 22g11.2 en
cap de les dues séries analitzades (pacients amb caracteristiques cliniques de SVCF
i individus amb esquizofrénia). En contraposici6 amb la frequéncia amb qué es
produeix la microdeleci6 22gl11.2 (1/4000-6000), la microduplicacié reciproca
nomeés s’ha descrit en la literatura en un baix nombre de casos. Si considerem la
recombinaci6 homologa no al-lelica com l'origen d’ambdues anomalies seria
d’esperar que la microduplicaci6 fos tan frequent com la microdelecié. En un
principi es va suggerir que aquestes diferéncies en la frequéncia d’ambdues
anomalies podia ser deguda a les limitaci6 de la técnica de FISH, que com s’ha
comentat anteriorment. Aixd0 no obstant, I'estudi amb técniques d’alta ressolucié
(arrays) no indiquen que aquest sigui el motiu d'una menor frequencia de
microduplicacions que microdelecions. En estudis del genoma complet, que
analitzen grans series d’individus amb i sense patologies, s’observa que la
microduplicaci6 22ql11.2 segueix sent un reordenament més rar que la
microdelecié. Una altra explicacié, que ha anat prenent cos a mesura que s’han
anat descrivint casos amb aquesta microduplicacio, fa referéncia al fet que el

fenotip associat podria ser molt lleu i els individus amb aquesta variacié estructural
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no requeririen d’intervencié meédica i passarien, per tant, desapercebuts (Portoni et
al., 2009).

Finalment, donat que aquest desequilibri entre delecions i duplicacions s’ha
observat també en altres malalties genomiques originades per mecanismes de
NAHR entre LCRs, s’ha suggerit que I'assumpcié de l'existéncia d’'una equivaléncia
entre la quantitat de delecions i duplicacions originades per mecanismes de NAHR
entre LCRs, podria ser erronia. A grans trets, la NAHR entre LCRs pot produir-se de
tres maneres: entre sequéncies paralogues en cromosomes homolegs
(intercromosomica), entre cromatides germanes (intercromatida) o en la mateixa
cromatida (intracromatida) (Figura 5.2). Només en els dos primers casos les
delecions i duplicacions sén productes reciprocs de la NAHR. D’acord amb aquest
model la ratio entre delecions i duplicacions vindria determinada per la contribucio
relativa de NAHR intracromatida. Turner et al., 2008 van desenvolupar un assaig
per analitzar, en esperma, la ratio de delecions i duplicacions meiodtiques de novo
en quatre punts calents del genoma (Sindrome de Williams a 7q11.23, regi6 AZFa
(bandes), LCRs del CMT1A (banda) i sindrome de Smith-Magenis 17p), establint
que, en la linea germinal masculina, les delecions s6n generades amb una
frequencia més alta que les duplicacions, estimant que la NAHR intracromatida és el
reordenament predominant entre els LCRs que flanquegen les regions estudiades.
Respecte la regié 22ql11.2, es desconeix si la ratio de NAHR intracromatida és més
alta que la intrecromatida. No obstant s’ha descrit que les recombinacions que
originen les microdelecions i microduplicacions d’aquesta regié soén d’origen
intracromosomic en un 87% i intercromosomica en el 13% restant (Edelmann et al.
1999; Shaikh et al. 2001; Shaikh et al. 2007; Torres-Juan et al. 2007).

Intercromosomica Intercromatida Intracromatida

i i
del

Figura 5.2: Tipus de recombinacié homologia no-al-lelica (NAHR) entre LCRs. Sobre un
cromosoma imaginari es dibuixen els LCRs en forma de fletxes grogues i es simulen els tres tipus
d’entrecreuaments no al-lélics intercomosomics, intracromosomics (intercromatida i intracomatida)
que es poden produir entre LCRs orientats en la mateixa direccid i es mostra quin seria el producte de
la recombinacié (duplicacions o delecions).
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5.2 Array-CGH i noves malalties genomiques.

Davant d'un pacient amb multiples anomalies congénites es desperta la
sospita d’'una anomalia genética. En el cas d'un pacient amb caracteristiques
clinigues associades a una sindrome coneguda (com seria la SDG/VCF) es realitza
un cariotip i una analisi molecular de major resolucié de la regié cromosomica
associada a la malaltia, en aquest cas la regié 22g11.2. Quan el cariotip no revela
cap anomalia i I'estudi molecular descarta la microdelecié6 més frequent, s’ha de
recorrer a técniques més ressolutives com l'array-CGH que permetin valorar altres
reordenaments submicroscopics. Actualment I'abaratiment en els costos d’aquesta
tecnologia esta contribuint de manera decisiva en la seva implementacié en la
practica clinica i fa possible I'analisi del genoma huma complet a una elevada
resolucio, permetent la identificaci6 de microdelecions i microduplicacions fins a
1000 vegades més petites que les identificades en un cariotip amb bandes G (3-
5Mb). Aquest fet ha revolucionat la genética clinica; primer, perqué la ratio de
malalties genomiques ha incrementat considerablement, i després pel gir que s’esta
produint en la forma d'aproximacié al descobriment d’aquestes malalties
genomiques. Préviament les malalties eren descrites a partir de les caracteristiques
fenotipiques i es buscava aleshores quina era I'anomalia genética comu, en canvi
ara en la descripci6é de les noves malalties genomiques s’identifica primer el genotip
i després es van definint les caracteristiques cliniques associades. Malauradament el
coneixement sobre els efectes fenotipics de la majoria de les CNVs descrites en el
genoma huma no es produeix a la mateixa velocitat que els avencos tecnologics i la
interpretacio dels resultats obtinguts mitjancant I'analisi d’array-CGH pot resultar
complexa.

La técnica d’array-CGH s’ha aplicat en l'analisi de 18 pacients amb
caracteristiques cliniques de SDG/VCF, i d’'11 pacients amb esquizofrénia i trets
facials de la SDG/VCF. Els dos arrays de BACs, un dissenyat per cobrir tot el
cromosoma 22 i l'altre per una analisi global de tot el genoma, han permes
identificar 45 CNVs (14 pérdues, 14 guanys i 17 regions amb guanys i perdues) en
els 18 pacients amb fenotip de SDG/VCF, i 31 CNVs (9 guanys, 16 pérdues i 6
regions amb guanys i pérdues) en els 11 casos amb esquizofrénia. En una valoracio
conjunta de les CNVs identificades mitjancant aquests arrays de BACs s’observa
que un 13-15% de les regions detectades com a variables no estaven descrites com

a CNVs a la Database of Genomic Variants, mentre que la majoria (84-87%)
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solapaven amb CNVs préeviament identificades per altres autors. Aquesta
classificacié6 de les CNVs, en funcié de la informacié descrita en la literatura i
recollida en les bases de dades, s’ha utilitzat per discriminar entre variants
estructurals patologiques i les que no ho son. Tot i aixi, cal tenir present que el
mapa actual de CNVs és encara preliminar i que moltes de les regions recollides
com a variables no han estat validades per altres técniques. Alguns treballs
publicats recentment prediuen que les CNVs descrites podrien tenir una llargada i
una frequéncia sobreestimada (de Smith et al. 2007; Kidd et al. 2008; Perry et al.
2008). A més a més, les primeres regions variables es van descriure a partir
d’experiments realitzats amb arrays de BACs, per tant el seu tamany estava
determinat per la llargada de la sonda (150-200Kb), que marcava la resolucio
maxima que es podia obtenir en aquestes circumstancies. Prova d’aixo €s que una
segona analisi de 30 mostres de HapMap, que s’havien analitzat préviament amb
arrays de BACs (Redon et al. 2006), va demostrar, utilitzant arrays d’una major
resolucié, que 1020 de 1153 loci (88%) que havien estat descrits com a CNVs eren,
en realitat, de tamany inferior del qué s’havia reportat, i que en 876 d’aquestes
CNVs (76%) el tamany real era inferior al 50% (Perry et al. 2008). El fet de
treballar sobre un coneixement “poc” consolidat és una realitat a la qué ens
referirem en diversos punts d’aquesta discussid, ja que condiciona enormement la
interpretacio dels resultats.

Entre tots els loci identificats com a guanys o pérdues mitjancant els arrays
de BACs, 17 regions (11 en l'estudi II-A i 6 en l'estudi 11-B) es van analitzar
posteriorment per MLPA. D’aquesta validaci6é destaca un elevat percentatge
(64,7%) de loci que no han pogut ser verificats. Diverses causes poden justificar
aquest fet: la primera soén els criteris poc restrictius aplicats a I’hora d’interpretar
els resultats dels arrays de BACs, ja que es va considerar com anomal qualsevol
BAC, que tingués en ambdues hibridacions (directa i “dye-swap”), un valor de
logoratio per sobre de 0,2 (guany) o inferior a -0,2 (pérdua). L'exit de validacié ha
estat especialment baix en les 10 regions definides per 1 unic BAC, on tan sols una
CNV ha pogut ser corroborada (10%). En canvi entre les 7 regions identificades per
més d’'un BAC, se n’han validat 5 (71,4%). El criteri de considerar com a possible
CNV totes les regions malgrat que tan sols estiguessin suportades per un Unic BAC
es va establir perqué eren les primeres mostres hibridades amb aquests arrays i,
donat que hi havia algunes regions del genoma poc cobertes en I'array on els BACs

estaven molt espaiats, es va preferir no descartar cap CNV encara que impliques un
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unic BAC. Un segon fet que pot explicar el baix éxit en la validacié per MLPA és que
les sondes dissenyades per I'analisi no mapessin dins la regié realment variable
detectada amb el BAC. La llargada mitjana dels BACs és d'unes 150Kb i, segons
s’ha pogut comprovar a posteriori per les dades d’altres estudis, amb només un
30% de la seva seqgueéncia duplicada o delecionada ja interpretariem un guany o
pérdua de tota la regié del BAC (Kidd et al., 2008). Per detectar aquesta variant,
mitjancant la técnica de MLPA, s’hauria d’haver dissenyat la sonda (sequéncia d’'uns
60 pb) just en la regié del BAC corresponent al guany o la pérdua. Com ja s’ha
comentat anteriorment el mapa de CNVs actual és preliminar, s’ha descrit que la
concordanca entre les CNVs detectades mitjancant diferents plataformes (BAC vs
SNP array), és només del 43% (Redon et al. 2006). En el nostre treball per totes
les regions no validades es van dissenyar dues sondes diferents de MLPA, en tots
els casos la segona sonda tampoc va permetre validar el resultat, suggerint-nos
que o es tractava de CNVs que impliguen només una porcié de la sequéncia del BAC
o eren falsos positius de I'array.

Respecte les 6 CNVs identificades en els treballs de I'estudi Il i validades
mitjancant MLPA, el seguent pas va ser determinar el seu origen de novo o heretat.
Entre les variants de novo es van identificar dos CNVs a la regi6 1g21.1 en un
pacient amb clinica de la SDG/VCF i una microduplicacié a 15g13.1 en un cas amb
esquizofrenia. La rellevancia clinica d’aquestes dues CNVs seran avaluades més
endavant en aquesta discussio. Per altra banda es van identificar 4 CNVs heretades
d’'un progenitor sense patologia. Determinar I'origen heretat o de novo d’'una CNV
ens permet suggerir la seva possible implicacié en la patologia, aixi com determinar
la necessitat d’estudiar altres membres de la familia o d’oferir un consell genétic.
En termes generals una CNV de novo en un pacient amb els progenitors sans, és
meés probable que sigui la causa de la malaltia que una CNV heretada. Tot i aixi
davant d’'una CNV rara i heretada no podem descartar la seva implicacié en la
patologia. Existeixen mudltiples casos de CNVs que mostren una penetrancia
incompleta, com per exemple la mateixa microdelecié o microduplicacié 22q11.2, o
les microdelecions 16p13.11 i 15g13.2 (Hannes et al. 2009; van Bon et al. 2009)
entre d’altres, on s’observen diferéncies fenotipiques fins i tot entre membres d’una
mateixa familia. Cal, per tant, valorar la naturalesa de la CNV i considerar que
pugui estar influint en el fenotip, si bé no ser-ne I'Gnica causa. Les base de dades,
com DECIPHER on es recullen noves malalties gendmiques, ens poden ajudar a

valorar si es tracta d’'una CNV ja identificada en individus sans o en casos amb
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patologia i valorar-ne el fenotip. També poden servir d’'indicador de la possible
patogenicitat el seu contingut en gens i funcidé. Les CNVs que impliguen un alt
nombre de gens o gens relacionats amb la malaltia mereixen una especial
consideracio. Tot i aixi, la implicacido d’'un sol gen o I'abséncia de gens coneguts en
la regi6 no ens permet afirmar que la CNV no sigui patologica (Reymond et al.
2007). Per ultim també es pot valorar la naturalesa del CNV, ja que en general les
delecions resulten sovint més patogéniques que les duplicacions (Lupski and
Stankiewicz 2005).

Aixi doncs, tot aquest nou abordatge en la identificaci6 de malalties
genomiques requereix de l'analisi de grans cohorts d’individus per tal de poder
determinar la patogenicitat d’aquestes CNVs rares, aixi com disposar d’'una
detallada informacié fenotipica dels individus portadors d’aquestes CNVs que
permeti establir una acurada relacidé genotip-fenotip (Mefford and Eichler 2009). En
aquest sentit, s’esta veient que l'agrupacié de pacients en funcié d'una sola
categoria clinica pot resultar una mala estrategia. Aixi, per exemple, la microdeleci6
15g13.3 va ser identificada primerament en un grup de pacients amb retard mental
i trets dismorfics (Sharp et al. 2006), una reavaluaci6 del trets fenotipics dels
pacients amb aquesta CNV va permetre associar-la amb I'epilépsia (Sharp et al.
2008), fet que demostra que una detallada informacié clinica dels pacients i els
seus familiars és clau en el reconeixement i descripcid dels trets clinics associats a
aguestes noves malalties gendmiques. Finalment una altra consequéncia d’aquesta
nova aproximacio a I'estudi de les malalties gendmiques és que esta posant de
relleu que diferents fenotips poden estar associats a una mateixa CNV, de manera
que a la definici6 d’aquestes sindromes dificilment s’hi hauria arribat seguint una

aproximacio basada en classificacio fenotips previs abans d’estudiar-ne el genotip.
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5.3 Regi6 1g21.1

En l'analisi mitjancant CGH-array de 18 pacients amb fenotip de la SDG/VCF
pero sense la deleci6 a 22g11.2 (estudi I1-A), s’ha identificat un pacient portador d’
una microduplicacié intersticial de 212Kb ((aCGH 1g21.1(B36:chrl1:144149999-
144361868++)) i una microdelecio contigua de 1,15Mb (aCGH
1921.1(B36:chr1:145073765-146329018--)). Ambddés reordenaments s’havien
generat de novo en el pacient, probablement per mecanismes de recombinacié
homodloga entre les duplicacions segmentaries flanquejants (Figura 5.3). Les
caracteristiques cliniques d’aquest pacient incloien defecte cardiac congeénit
(coartaci6 de l'aorta), insuficiéncia velofaringea, retard mental moderat i, durant la
infancia, déficit d’atencié i hiperactivitat, bronquitis i asma freqiients, i un
estrabisme que va ser corregit quirdrgicament. La coexisténcia de dues CNVs de

novo complica la interpretacié de la relacié genotip-fenotip.
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Figura 5.3: Regié cromosomica 1g21.1: La figura mostra els BACs de l'array, indicadors de les
dues CNVs observades en el pacient V5. Es mostra també la microduplicacié del cas 112 i les
sindromes recollides en la base de dades DECIPHER, per aquesta regid: 62|suceptibility locus for
neurodevelopmental disorders; 67|possible suceptibility locus for neurodevelopmental disorders.

La microduplicaci6, reciproca a la microdelecié associada a la sindrome de
TAR, no es troba descrita en la literatura ni en les bases de dades i es desconeix si
algun dels 12 gens inclosos en aquesta CNV podria estar implicat en els defectes
cardiacs. En l'analisi mitjancant MLPA de 326 individus control no s’ha identificat

cap cas amb aquesta anomalia, mentre que entre 73 pacients amb cardiopatia s’ha

157



Discussié: Regi6 1g21.1

identificat un segon pacient amb aquesta microduplicacié, heretada del seu pare
aparentment sa. La interpretacidé de I'efecte fenotipic que pot tenir aquesta
microduplicacié6 és dificil de determinar i només es podra resoldre amb la
identificaci6 de més individus amb la mateixa CNV, un fet cabdal en el context del
consell genétic i el diagnostic prenatal.

Respecte la microdelecié 1g21.1, en els darrers mesos del 2008 s’han
publicat dues séries de casos amb aquesta anomalia. La primera série, que inclou
també el nostre pacient, descriu 25 individus amb aquesta microdelecié recurrent.
Es recullen com a caracteristiques cliniques més destacables, el retard mental lleu o
moderat, la microcefalia, anomalies cardiaques i cataractes (Mefford et al. 2008).
La segona série inclou 27 casos amb la microdelecié (21 amb dades cliniques) i
descriuen com a caracteristica més frequent el retard en el desenvolupament i/o
problemes d’aprenentatge, aixi com una alta freqiéncia de problemes de conducta
com el desordre d’atencié i hiperactivitat, autisme, ansietat/depressio, conductes
antisocials, agressivitat i algunes al-lucinacions. En aquesta segona serie nomeés hi
ha un cas que presenti defecte cardiac (una valvula aodrtica bicuspide). Ambdds
treballs posen de relleu una penetrancia reduida i una gran variabilitat en
I’expressivitat fenotipica d’aquesta microdelecid, fins i tot entre membres de la
mateixa familia. Ambdds estudis parteixen de llargues séries de casos pediatrics
referits pel diagnostic de retard mental, autisme i/o anomalies congeénites, fet que
podria estar condicionant el fenotip que descriuen (Brunetti-Pierri et al. 2008). Per
una altra banda, la microdelecié 1g21.1 ha estat recentment associada amb
I’esquizofrénia. Dos estudis independents han descrit un percentatge
significativament major d’individus amb aquesta microdelecié entre els pacients
amb esquizofrenia que en la poblaci6 control (International Schizophrenia
Consortium 2008; Stefansson et al. 2008). Malauradament, pero, aquestes séries
no recullen altres defectes congénits com serien les anomalies cardiaques o del
paladar. Totes aquestes dades en conjunt suggereixen un cert solapament clinic
entre aquestes dues malalties gendmiques i deixa amb un interrogant la necessitat
d’analitzar la regi6 1g21.1 en els pacients amb caracteristiques cliniques de
SDG/VCF sense la microdelecié 22gl1.2, especialment si presenten trastorns de

conducta o esquizofrenia.
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5.4 ldentificacié de CNVs en I’esquizofrenia

Les CNVs, al igual que altres formes de variants genétiques, poden originar-
se de novo, ser heretades, rares o comunes. En relacié al paper que poden tenir
les CNVs rares i de novo en l'etiologia de I'esquizofrénia, s’interpreten com altres
reordenaments cromosomics que s’han descrit associats a trastorns del
neurodesenvolupament, com el retard mental o l'autisme (de Vries et al. 2005;
Jacquemont et al. 2006; Sebat et al. 2007; Stankiewicz and Beaudet 2007;
Szatmari et al. 2007). Per altra banda, les CNVs comuns podrien actuar sobre el
risc per l'esquizofrenia segons el model “common disease-common variant” que
proposa que la patologia s’origina a partir dels efectes combinats de multiples
polimorfismes comuns, cada un amb un petit impacte sobre el risc per la malaltia.

A part de la microdelecié6 22q11.2, que és un dels majors factors de risc
genétic per I'esquizofrénia, ja que incrementa el seu risc a uns nivells similars als
descrits entre bessons monozigotics (Karayiorgou et al. 1995; Murphy et al. 1999;
Bassett et al. 2005), en aquesta tesi hem abordat també I'analisi d’altres CNVs en
pacients amb esquizofrénia, emprant dues estratégies. La primera, va consistir en
I'analisi mitjancant BAC-arrays d’onze pacients amb esquizofrénia i trets dismorfics,
amb Il'objectiu d’identificar microdelecions i microduplicacions, que, de manera
analoga a la microdeleci6 22ql11.2, augmentessin el risc de desenvolupar
esquizofrénia. La segona estratégia va ser l'analisi, mitjancant MLPA, de 140 gens
localitzats en regions préviament descrites com a CNVs, amb I'objectiu d’identificar
diferéncies en la frequéncia de CNVs comunes i/o rares entre la poblacié control
(n=604) i els pacients amb esquizofrénia (n=654).

En l'estudi Ill, on s’han analitzat 140 gens localitzats en regions descrites
com a CNVs, sorprén la baixa proporcié de loci que han mostrat variacions en
nombre de copia, 28 de 140 (20%). A més a més, entre aquestes 28 regions
trobem només 7 loci (PPYR1, DDT, CYFIP1, CYP2E1l, PCDHA9, GSTM1, i CXCL12)
que mostren canvis amb una frequéncia superior al 1%. Entre les raons que poden
justificar aquest baix percentatge de CNVs comuns trobem les comentades
anteriorment, en referencia a la sobreestimacio del tamany de les CNVs recollides a
les bases de dades. També cal contemplar la possibilitat que una elevada proporcio
de les CNVs analitzades en aquest estudi es trobin amb una fregiéncia molt baixa

en la poblacié, per sota de 1 cada 1000 individus, donat que la seleccié que es va
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fer de les regions va excloure els loci de multiples copies, com per exemple els que
coincidien amb duplicacions segmentaries anotades en el genoma.

En les poques CNVs relativament comuns que es van identificar, es va
valorar l'existéncia de diferéncies en la frequéncia del numero de copies entre
pacients i controls. En la distribuci6 dels genotips es descriuen diferencies
significatives en la frequéencia del nombre de copies de dos gens de la superfamilia
de les glutatid transferases (GSTs: glutathione S-transferases) GSTM1 i GSTT2. Es
va determinar que els individus portadors de almenys una copia de GSTM1 o de
GSTT2 presenten un major risc de desenvolupar [I'esquizofrenia (OR=1.41;
Cl=1.12-1.77; p=0.004 i OR=1.405; Cl=1.07-1.84; p=0.0008, respectivament) i
s’observa un efecte additiu degut a la preséncia de tenir > O copies dels dos gens
(OR=1.92; CI= 1.32-2.78; p=0.0008). Les proteines GSTs tenen un important rol
en la detoxificacié cel-lular, sén enzims multifuncionals que catalitzen la conjugacié
de glutatiéo reduit a grups electrofilics de gran quantitat de compostos altament
oxidants, incloent carcindogens, contaminants ambientals, i productes de l'estrés
oxidatiu (Mannervik 1985; Hayes and Strange 2000). En humans existeixen vuit
families diferents que codifiguen per GSTs solubles, i cadascuna d’elles esta
composta per una o més isoformes homo o heterodimeriques i que es troben
organitzades en clusters: els alpha (GSTA) localitzats a 6pl12.2, els mu (GSTM) a
1913.3, els pi (GSTP) a 11q13.1, els theta (GSTT) a 22q11.23, zeta (GSTZ) a
14924.3, els Chi o omega (GSTS o GSTO) a 10g25.1 i els kappa (GSTK) a 7934
(Hayes et al., 2005). La presencia de més copies d’aquests gens podria suposar un
increment en l'activitat d’aquests enzims, que desencadenaria un desequilibri entre
els nivells de la forma reduida i oxidada del glutatié. Diverses analisis d’expressio,
estudis geneétics i quantificacions in vivo dels nivells de glutatié en cervell i en
teixits postmortem avalen que la desregulacié del metabolisme del glutatié es
podria trobar implicada en I’esquizofrénia (Do et al. 2000; Tosic et al. 2006; Gysin
et al. 2007). Aquests resultats, aporten noves evidéncies d’'una possible implicaci6
d’aquests gens en I'esquizofrénia, perd el que resulta més interessant és l'efecte
additiu en el nombre de copies de dues CNVs, que en aquest cas codifiquen per
enzims d’'una mateixa familia de proteines. Determinades variants estructurals
podrien tenir, per separat, un efecte molt baix, i €s només quan es combinen en un
mateix individu que augmentaria el risc de patir una malaltia. La localitzacio

d’aquests clusters en regions que solapen o estan flanquejades per CNVs suggereix
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que l'estudi de les variants en nombre de copies del conjunt de les diferents GSTs,
pot tenir un gran interés en la recerca genética de l'esquizofrenia (Rodriguez-
Santiago et al. 2009).

Per altra banda en els estudis II-B i Ill d’aquesta tesi s’han identificat vuit
CNVs rares, totes guanys de material gendmic: 2 microduplicacions de novo (que
afecten els gens CABIN1 a 22911.23 i NDNL2 a 15q13.1); 2 guanys heretats d’'un
progenitor (que contenen els gens SNAP29 a 22ql11.2 i ZNHIT3 a 17gl12) i 4 que no
s’ha pogut determinar si I'origen és de novo (a l'interior dels quals hi ha els gens
WWOX a 16923, PRKRIP1 a 7g22.1, MYOM2 a 8p23.3 i SSTR5 a 16p13.3). Totes
aquestes CNVs sb6n potencials candidates per la malaltia ja que no s’han identificat
en cap de les mostres control analitzades (n=604), perd hi ha tres CNVs que
resulten especialment interessants: la microduplicacié 22q11.23 (CABIN1) i la
microduplicacio 16p13.3 (SSTR5), perquée han mostrat un cert grau de recurrencia,
identificant-se en més d’un pacient, i la microduplicacié 15g13.1 (NDNL2) originada
de novo en un pacient sense antecedents familiars de malaltia psiquiatrica, i que
correspon al segon cas descrit a la literatura amb esquizofrénia i una duplicacié de
novo en aquesta regié cromosodmica, a continuacié abordarem aquestes tres
regions amb més detall.

La microduplicacié 22g11.23 present en dos pacients amb esquizofrenia,
es localitza en una regio identificada en estudis de lligament significatius per
I'esquizofrénia. En un dels dos pacients es va poder determinar que el seu origen
era de novo, mentre que en l'altre es desconeix si és heretada. Aquest guany,
identificat mitjancant dues sondes de MLPA localitzades sobre els gens DDT i
CABIN1, va ser validat mitjancant SNP-array, podent aixi definir 1,9Mb duplicades
en el pacient 1 (arr 22911.23(21338007-23327473)x3) i 1,3 Mb en el pacient 2
(arr 22q11.23(21995356-23327473)x3). Els punts de trencament d’ambdues
microduplicacions coincideixen en I'extrem telomeric localitzat sobre un LCR, pero
difereixen en I'extrem centromeric, que coincidia amb dos LCRs diferents (Figura
5.4). La localitzaci6 dels extrems d’aquests reordenaments en duplicacions
segmentaries paralogues suggereix que aquestes microduplicacions s’han generat
per NAHR. En el segment comu de les dues microduplicacions (1,3 Mb) s’hi
localitzen 27 gens, alguns d’ells interessants candidats funcionals per
I’esquizofrénia. El producte del gen CABIN1 (calcineurin binding protein) s’uneix
especificament a la forma activada de la calcineurina, proteina que juga un paper

important en la regulacié del senyal de transduccié dopaminérgica (Greengard et
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al.,, 2001) i en la inducci6 de certes formes N-metil-D-aspartat del receptor
depenent de plasticitat sinaptica (Mulkey et al. 1994; Zeng et al. 2001). L’alteraci6
de la funcié de la calcineurina es creu que podria comprometre la critica relacié
entre els senyals dopaminérgic i glutaminergic. Un altre gen candidat localitzat en
aquesta regi6 és el ADORA2A (adenosine A2A receptor). Codifica per un dels
subtipus de receptors de les adenosines i es tracta d’'una proteina abundant en el
gangli basal i una de les principals dianes de la cafeina. Diverses troballes apunten
a una associacié entre polimorfismes d’aquest gen i l'ansietat generada per la
cafeina (Alsene et al. 2003). Els receptors d’adenosina colocalitzen amb els de la
dopamina (DRD2 i DRD3) en el cervell, i I'existéncia de formes heteromériques de
receptors formats per subunitats A2A/D2, A2A/D3 i A2A/mGlu5, estan essent

investigades en la recerca de noves terapies per I'esquizofrénia (Wardas 2008).
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Figura 5.4: Microduplicacié 22g11.23. La figura mostra el tamany de les dues microduplicacions
identificades en el pacient 1 i el pacient 2, aixi com la localitzacié les sondes de MLPA. S’indica també
la segona CNV detectada en el pacient 1, que s’inclou dins la regié de 3Mb propia de la SDG/VCF.

En el pacient 1, amb la microduplicacié de 1,9Mb de novo, es va identificar
una segona CNV més centromérica en el mateix cromosoma 22, concretament es
tracta d'una midroduplicacié d'unes 367Kb (aCGH 22011.2(B36:19424781-
19792353++)) que afecta el gen SNAP29 i es localitza entre els LCR22-C i D de
dins la regi6 de 3Mb més comunament delecionada en la SDG/VCF (vegeu Figura

5.4). Aquesta variant és heretada per via maternar (sense trastorn psiquiatric pero
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afectada d’epilépsia). Aquest fet, juntament amb I'existéncia de dos altres germans,
d’un total de cinc, afectats per trastorns psiquiatrics, ens va portar a analitzar amb
més detall aquesta familia. La duplicacié a la regié SNAP29 es va identificar en tots
els individus dels que es va poder obtenir DNA, els dos germans amb malaltia
psiquiatrica (un germa amb esquizofrénia i una germana amb depressié major),
perdo també en una germana sana (veure Figura suplementaria S5 de la publicacio
derivada de l'estudi Ill). Malgrat no es va poder realitzar I'analisi complet de la
familia, aquesta microduplicaci6 ha estat identificada en 5 individus, 4 amb
patologia neurologica (dos casos amb esquizofrénia, un amb depressié major i un
amb epilépsia). Les persones amb epilépsia mostren un increment en el risc de
desenvolupar esquizofrenia (Qin et al. 2005), i existeixen altres CNVs que han estat
també implicades amb els dos trastorns com la microdelecié 15g13.3 (Helbig et al.
2009), la microdelecio 22q11.2 (Moreno lzco et al. 2009). També entre els pacients
recentment descrits amb esquizofrénia i microdelecié 1g21.1 hi havia un cas que
presentava epilépsia (Mefford and Eichler 2009). Entre els vuit gens localitzats en
aquesta microduplicacié de la regidé 22q11.2 destaquen el PIK4CA i el SNPA29 com
a candidats interessants pels trastorns del neurodesenvolupament observats en
aquesta familia. EI gen PIK4CA és un bon candidat funcional ja que codifica per un
enzim implicat en la via del fofatidilinositol, que és inhibida pel liti, moléecula
emprada en el tractament dels trastorns afectius. Diversos SNPs d’aquest gen han
estat associats amb I'esquizofrénia en general (Jungerius et al., 2008; Saito et al.,
2003; Wonodi et al., 2005) i també amb I'esquizofrenia de pacients amb la
microdelecié 22q11.2 (Vorstman et al. 2009). Respecte el gen SNAP29, codifica per
una molécula candidata en la regulacié del desassemblatge del complex SNARE (Su
et al. 2001), complex implicat en la fusi6 de membranes i alliberacié de
neurotransmisors. Una eficient formacié i dissociacié d’aquest complex és
particularment important en les neurones que experimenten un elevat potencial
d’accié (Littleton et al. 1998; Sanyal et al. 2001). En cél-lules neuronals d’hipocamp
de rata, cultivades in vitro, s’ha observat que una sobre expressi6 de SNAP29
inhibeix substancialment la transmissié sinaptica amb una finestra de freqléncia
especifica (0.1-1Hz), suggerint que SNAP29 actua com un modulador negatiu per la
alliberacié6 de neurotransmissors, probablement alentint el reciclatge de la
maquinaria de SNARE i el recanvi de vesicules sinaptiques (Pan et al. 2005).

Una altra CNV recurrent, identificada en tres pacients amb esquizofrénia, és

el guany detectat en el gen SSTR5 (somatostatin receptor 5) Aquest guany només
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es va poder avaluar i confirmar, mitjancant arrays, en un dels tres pacients, en el
qual la microduplicaci6é afecta a 5kb de la regid6 16p13.3, on s’inclou Unicament el
gen SSTRS (arr 16923.1(76755512-77263464)x3) (Figura 5.5). Malauradament, en
cap cas va ser possible determinar si eren CNVs de novo o heretades. El gen SSTR5
€s un interessant candidat pels trastorns psiquiatrics, i ha estat associat amb els
desordre bipolar (Nyegaard et al., 2002). La somatostatina es troba ampliament
distribuida pel sistema nervidés central i desenvolupa funcions relacionades amb la
neurotransmissié (Rubinow et al. 1988). El gen SSTR5 es creu que podria tenir una
funcié en els complexes receptors de proteines G, especialment amb el receptor de
la dopamina D2 (DRD2) (Patel et al. 1995).
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Figura 5.5: Guany en la regio del gen SSTR5. S’indica la localitzacié de la sonda de MLPA pel gen
SSTR5 i la llargada de la microduplicacié verificada mitjangcant I'array de SNPs (l1llumina370K).

Finalment, la microduplicacié 15q13.1 (gen NDNL2) va ser detectada
mitjancant I'array de BACs de 5.6K (RP11-408F10 i RP11-374K20) en I'estudi II-B, i
corroborada en I'estudi Ill. Aquesta microduplicacié definida en ~500Kb per l'array
d’illumina-370K (arr 15q13.1(B36:27261995-27730663)x3) (Figura 4.3 - pagl37),
solapa amb una microduplicaci6 més gran (1,4Mb) préviament descrita a la
literatura, també de novo en un pacient amb esquizofrénia (Kirov et al. 2008) i amb
una delecio de 3,95Mb identificada en un pacient amb retard mental (Sharp et al.
2006). La duplicacié parcial del gen APBA2 ha estat descrita en pacients amb
autisme (Sutcliffe et al. 2003). La duplicacié del gen TJP1 s’ha observat en un
individu control, mentre que la deleci6 en TJP1 s’ha observat en un cas amb
esquizofrénia (2008). La microduplicacié identificada en aquest treball afecta només

els gen NDNL2 i KIAA0O572, que codifica per una putativa proteina transmembrana.
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El gen NDNL2 és membre de la familia necdin/MAGE de supressors del creixement,
i la seva funcié es creu que és la de facilitar I'entrada de la cel-lula dins el cicle
d’arrest cel-lular (G0). En relacié als teixits que poden tenir interées en
I'esquizofréenia, trobem que aquest gen s’expressa al cervell (hipotalem) i en
cél-lules dendritiques. Mostra també alts nivells d’expressié en sang (cél-lules B i
T), tiroides, amigdala i testicles. La troballa d’aquest pacient, portador d'una
microduplicaci6 més petita que la descrita préviament a la literatura, permet
suggerir el gen NDNL2 com a principal candidat de la regi6 per a I'esquizofrénia, en
comptes del gen APBA2 com s’havia suggerit en el treball de Kirov et al. (Kirov et
al. 2008).

Noves perspectives en I’estudi genetic de I’esquizofrénia

De manera analoga a altres malalties psiquiatriques, els estudis genétics en
el camp de I'esquizofrénia, han aportat pobres resultats. Entre les possibles causes
d’aquest fet s’apunten varis factors: la heterogeneitat de locus implicats, una
penetrancia incompleta i una interacci6 amb factors no genétics, fets que
contribueixen a una baixa contribucié dels al-lels de risc (odd ratios < 2). Aquests
al-lels de baix risc serien dificilment identificats en els estudis de lligament, els
quals no tenen suficient poder per detectar-los, i només podrien ser descrits en els
estudis d’associacidé, sempre i quan es tractes d'un al-lel comu en la poblacié
analitzada (freqiencia > 0.05). Aquestes condicions fan que sovint els resultats en
la identificaci6 de gens candidats no es puguin replicar, essent aquest un dels
principals esculls en la recerca genética de I'esquizofrénia.

La recent descripcié d’una nova forma de variabilitat genetica, les CNVs, ha
generat noves expectatives en la recerca genética de la esquizofrénia (i de totes les
malalties complexes). S’ha descrit que en aquestes regions variables en nombre de
copia existeix un enriquiment de gens implicats en el desenvolupament del sistema
nervios central (de Smith et al. 2007) i alguns d’aquests gens, com per exemple el
PDE4, CHRNAY7 i DISC1, sén importants candidats per malalties psiquiatriques. Els
resultats d’aquesta tesi, en concordanca amb treballs recentment publicats, posen
de relleu la implicacié de diverses CNVs rares amb I'’esquizofrénia (Sullivan et al.,
2008; Walsh et al., 2008; Stefansson et al., 2008; Kirov et al., 2008; Xu et al.,
2008; International Schizophrenia Consortium 2008). Aquestes CNVs,
majoritariament poc frequents s’han identificades en un nombre petit de pacients i

per tant nomeés permeten explicar la causa genética d’'un percentatge baix de casos
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amb esquizofrenia. Tot i aixi estan contribuint a definir nous loci i gens candidats
per a aquestes malalties (McClellan et al. 2007), i es pronostica que el nombre de
CNVs associades amb malalties del neurodesenvolupament anira en augment en els
propers anys (McCarroll et al. 2008).

Actualment doncs, els estudis genétics en el camp de I'esquizofrenia s’estan
debatent entre dues hipotesis: malaltia comuU-variant comu, que postula que les
malalties comuns sén originades per moltes variants freqluents que tenen un efecte
petit o moderat en la malaltia, o malaltia comu-variant rara, que sosté que els trets
complexes comuns son consequéncia d’'una suma de variants de baixa frequéncia
amb una elevada penetrancia. Aquests dos models comporten dues estratégies ben
diferents en la recerca dels gens implicats en l'etiologia d’aquesta malaltia. El
primer model planteja la necessitat d’estudiar amplies mostres per tal de capturar
les variants amb un efecte petit en la malaltia, en canvi I'estudi de grans mostres
de pacients no és la millor estratégia si com proposa la segona hipotesi existeixen
mutacions individualment rares en diferents gens i regions del genoma.

El desenvolupament de plataformes de genotipaci6 de SNPs, amb un cost
cada vegada més baix, permeten realitzar estudis de GWA en grans mostres de
pacients i controls. Aquest tipus d’analisi incorpora l'avantatge dels estudis
d’associacié (amb poder per detectar al-lels amb efectes petits) i la dels estudis de
lligament on s’analitza tot el genoma en global sense haver fet previament una
selecci6 de gens o regions candidates. Addicionalment, aquestes plataformes
permeten la deteccié simultania de CNVs. Un interés creixent dels investigadors en
poder apreciar aquesta font de variabilitat esta portant a les companyies comercials
de genotipaci6 a desenvolupar productes (Affymetrix 6.0™ and HumanlM
BeadChip, Illlumina™) amb una major cobertura de les regions que contenen CNVs,
algunes d’elles poc cobertes en les primeres plataformes basades en SNPs. Tot i
aixi la cobertura que ofereixen actualment les plataformes és encara relativa i la
capacitat d’aquesta arrays per discriminar entre amplis rangs de copies d’'un CNV
esta encara per determinar. Per altra banda, el descobriment de noves CNVs
mitjancant tecnologies i experiments de reseqienciacié esta posant de manifest
que les actuals plataformes SNP/CNV només permeten identificar,
aproximadament, la meitat dels locus variables en nombre de copies del genoma
huma (Kidd et al., 2008).
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Aquestes noves eines i estratégies obren una finestra d’optimisme en la
recerca de les bases genétiques de I'esquizofrénia. Tot i aixi, I'éxit futur d’aquests
treballs dependra també d’altres factors com la capacitat de reunir llargues series
de pacients amb el fenotip correctament avaluat, de col-laboracions efectives on es
comparteixin pacients per la recerca i de I'habilitat en I'analisi de bases de dades
molt extenses i complexes. Esperem que ens els propers anys es vagin elucidant les
causes geneétiques de l'esquizofréenia i es puguin determinar els mecanismes
patogénics de la malaltia, contribuint aixi a millorar els tractaments farmacologics

dels pacients i la seva qualitat de vida.
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6. Conclusions

. Els 12 pacients identificats amb la microdeleci6 22g11.2 mostren
caracteristiques cliniques de la SDG/VCF, on la insuficieéncia velofaringea, els
trets facials dismorfics i les anomalies immunologiques son manifestacions

comunes i presents en el 100% dels casos.

. L’analisi de FISH en nuclis interfasics ens ha permés descartar la presencia
de la microduplicacié 229l11.2 en 295 pacients amb fenotip de SDG/VCF,
indicant que el fenotip associat a aquesta CNV probablement té poc

solapament amb I'espectre fenotipic de la SDG/VCF.

. La técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), es
mostra com una estratégia fiable, rapida i econdmica per a l'analisi de la

regidé 22gl11.2 en amplies séries de pacients amb esquizofrénia.

. S’ha constatat que la frequéncia de la microdelecié 22gl11.2 és de I'1% en
pacients amb esquizofrénia, mentre que la seva microduplicacié reciproca no

es troba associada amb la patologia.

. L’analisi mitjancant array-CGH ha demostrat ser una bona aproximacioé a
I’hora de caracteritzar CNVs addicionals en pacients amb fenotip de SDG/VCF

sense la microdelecié 22g11.2 tipica.

. S’ha descrit, per primera vegada, la microduplicacié reciproca de la
microdelecié associada a la sindrome de TAR, en dos pacients i es suggereix

la seva possible implicacié en els defectes cardiacs congeénits.

. S’ha identificat un pacient portador d’'una microdelecio a la regi6é 1g21.1 i les
caracteristiques cliniques d’aquest pacient: defectes cardiacs, insuficiéncia
velofaringea, retard mental lleu i problemes de conducta, contribueixen a
definir el fenotip d’aquesta nova malaltia gendmica, que suggereix un cert

solapament clinic amb la SDG/VCF.
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8. L’analisi de CNVs en pacients amb esquizofrenia posa de manifest I’existéncia

de microduplicacions rares associades amb la malaltia.

9. S’ha identificat una microduplicacié de novo a la regié 15913.1 en un pacient
amb esquizofrénia esporadica. En ser el segon cas descrit a la literatura, es
conclou que aquesta CNV es troba associada amb I'esquizofrénia. S’ha acotat

la regié minima i se suggereix el gen NDNL2 com a candidat més plausible.

10. S’han identificat dues CNVs recurrents en pacients amb esquizofrénia i no
presents en mostres control. Les microduplicacions a la regi6é 22q11.23 (1,3-
1,9Mb) i 16p13.3 (5kb) apunten als gens CABIN1, ADORA2A i SSTR5 com a

bons candidats per la patologia psiquiatrica.

11. S’ha identificat una familia amb diferents membres afectes de trastorns
psiquiatrics, portadora d’'una microduplicacié atipica a la regié 22q11.2, on

s’hi localitzen potencials gens candidats com SNAP29 i PIK4CA.

12. S’ha descrit una associacié significativa entre el genotip nul de dos gens
glutatio transferasa (GSTM1 i GSTT2) amb un efecte additiu que incrementa
la vulnerabilitat a I'esquizofrénia. Se suggereix que l'estudi del nhombre de
copies del conjunt de gens GSTs pot resultar d’interés en la recerca de la

vulnerabilitat genética a I'esquizofréenia.
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huma.

Mb: Megabases. Milions de parells de bases (10°)
MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

NAHR: Recombinacié homologa no al-lelica (NonAllelic Homologous
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Association of common copy number variants at the
glutathione S-transferase genes and rare novel genomic
changes with schizophrenia
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Copy number variants (CNVs) are a substantial source of human genetic diversity, influencing
the variable susceptibility to multifactorial disorders. Schizophrenia is a complex illness
thought to be caused by a number of genetic and environmental effects, few of which have
been clearly defined. Recent reports have found several low prevalent CNVs associated with
the disease. We have used a multiplex ligation-dependent probe amplification-based (MLPA)
method to target 140 previously reported and putatively relevant gene-containing CNV regions
in 654 schizophrenic patients and 604 controls for association studies. Most genotyped CNVs
(95%) showed very low (<1%) population frequency. It is interesting to note that a few novel
rare variants were only present in patients suggesting a possible pathogenic involvement,
including 1.39 Mb overlapping duplications at 22q11.23 found in two unrelated patients, and
duplications of the somatostatin receptor 5 gene (SSTR5) at 16p13.3 in three unrelated
patients. Furthermore, among the few relatively common CNVs observed in patients and
controls, the combined analysis of gene copy number genotypes at two glutathione S-
transferase (GST) genes, GSTM1 (glutathione S-transferase mu 1) (1p13.3) and GSTT2
(glutathione S-transferase theta 2) (22q11.23), showed a statistically significant association
of non-null genotypes at both loci with an additive effect for increased vulnerability to
schizophrenia (odds ratio of 1.92; P=0.0008). Our data provide complementary evidences for
low prevalent, but highly penetrant chromosomal variants associated with schizophrenia, as
well as for common CNVs that may act as susceptibility factors by disturbing glutathione
metabolism.

Molecular Psychiatry advance online publication, 9 June 2009; doi:10.1038/mp.2009.53

Keywords: structural variation; copy number variant; 22q11.23 duplication; genetic predisposition to
disease; glutathione transferase/genetics

Introduction differences also known as copy number variants

) . ) (CNVs)."* CNVs are likely to contribute significantly
Recent studies have highlighted structural variants as  {; human diversity and disease susceptibility, a
a largely under-explored source of human genetic postulate further substantiated by the enriched CNV

variation' that may be a common underlying factor in  affecting genes involved in drug and hormone
human disease.>” Such variation includes insertions,  mgtabolism, immune response, as well as in the

deletions, inversions, duplications and translocations  detoxification of environmental and dietary pro-

of DNA sequences, and encompasses copy number  carcinogens.®® Reported examples include low copy
numbers of the CCL3L1, FCGR3B and DEFB4 genes,
Correspondence: Professor LA Pérez-Jurado, Unitat de Genética, which are associated with increased susceptibility to
Universitat Pompeu Fabra, Parc de Recerca Biomedica de AIDS, immunologically mediated glomerulonephritis

Barcelona, Dr Aiguader 88, E-08003, Barcelona, Spain. and Crohn’s disease, respectively.”® In addition,
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to neuropsychiatric conditions, such as autism or
schizophrenia.’® Some karyotypic and submicro-
scopic CNV abnormalities associated with schizo-
phrenia have been described, such as the 3Mb
hemizygous microdeletion at 22q11 causing
velo-cardio-facial syndrome (VCFS)."*** Other chro-
mosomal aberrations have been detected in affected
individuals with schizophrenia and other psychiatric
disorders,”* leading to the discovery of potential
disease-causing mutations in DISC1, PDE4B" and
NPAS3."°

The increasing use of genome-scan array technolo-
gies has revealed several new CNVs at different loci in
schizophrenic patients. In an initial report, four
aberrant regions containing genes involved in neuro-
nal function were observed in 12 schizophrenic
patients,'” although these results were not reproduced
later by using an independent method.*® Variation of
multiple loci were reported in the study of a small
sample of 30 patients without enough control data.'®
The lack of reproducibility emphasizes the impor-
tance of reliable methods for CNVs validation before
full-scale association studies are carried out.'® Despite
this controversy, there is a rapidly growing number of
well-defined CNVs associated with schizophrenia
with low prevalence, but high penetrance. Hemizy-
gous deletions of varying sizes affecting the
CNTNAP2 gene at 7q34-36.1 were found in three
unrelated individuals with a complex phenotype of
schizophrenia, epilepsy and cognitive impairment.*
Overall, thirteen aberrations with two of them likely
pathogenic, a 2p16.3 deletion disrupting the NRXN1
gene in affected siblings and a de novo 15q13.1
duplication spanning the APBA2 gene, were found
among 93 schizophrenic patients.?’ Furthermore,
three recent studies have established that rare de
novo germline mutations contribute to schizophrenia
vulnerability in sporadic cases and that rare genomic
lesions at many different loci can account, at least in
part, for the genetic heterogeneity of this disease,
including recurrent deletions at 1q21.1, 15q13.3 and
15q11.2.**7** It is interesting to note that genes
involved in pathways important for brain develop-
ment are over-represented among those disrupted by
structural variants in patients, suggesting that rare
mutations affecting those genes contribute to schizo-
phrenia.?® Therefore, the role of structural genomic
variation in the development of schizophrenia, either
directly causing the disease or acting as susceptibility
factor, is a topic of considerable interest.

To further understand the contribution of this type
of genomic variation to human diversity and complex
diseases, we have designed a multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) based method
to target previously reported and putatively relevant
gene-containing CNV regions in a high-throughput
manner. The approach allowed to carry out large-
scale association studies with 140 selected CNVs in
654 schizophrenic patients and 604 controls. Overall,
eight variants were detected only in patients, two of
them in more than one case (>1Mb duplications at
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22q11.23 and duplications of the somatostatin recep-
tor 5 gene (SSTR5) at 16p13.3), which were further
characterized by array technology. Among the few
CNVs with relatively high population prevalence,
variation at the GSTM1 (glutathione S-transferase mu
1) and GSTT2 (glutathione S-transferase theta 2),
encoding two members of a superfamily of proteins
that catalyse the conjugation of reduced glutathione
(GSH) to a variety of electrophilic and hydrophobic
compounds, were found associated to the disease.
Genotypes containing GSTM1 and the GSTT2-specific
copy were found significantly associated with an
increased vulnerability to schizophrenia with addi-
tive effect. Our results indicate that rare but highly
penetrant CNVs can be responsible for a reduced
number of schizophrenia cases, whereas common
CNVs, such as those affecting the glutathione S-
transferase (GST) genes, may influence a risk of
developing the disease.

Materials and methods

Subjects

Unrelated patients (n=654; 451 male patients and
204 female patients, mean age=46.52117.08 years)
were recruited from in-patient and out-patient ser-
vices in two different psychiatric hospitals (Consorci
Hospitalari Parc Tauli, Sabadell, Spain and Institut
Universitari de Psiquiatria Pere Mata, Reus, Spain).
All patients had a consensus diagnosis from two
senior psychiatrists according to several semi-struc-
tured interviews for Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders (DSM-IV) criteria. Concordant
values between psychiatrists varied between 0.6
and 0.95. Unrelated subjects (n=604; 339 male
individuals and 265 female individuals, mean
age=41.42 £ 12.83 years) from the same geographical
region (Catalonia, Spain) and free of signs of neurop-
sychiatric illness were used as controls. Additional
details of the selection and recruitment of patients
and controls have already been reported.”® Family
relatives of several probands with CNVs were also
recruited for this study. Isolation of DNA was carried
out from peripheral blood following standard proce-
dures. All samples were obtained under institutional
review board-approved informed consent.

Selection of gene containing CNVs

The database of genomic variants (DGVs, http://
projects.tcag.ca/variation)*” was used to select gene-
containing CNV regions reported in more than one
individual or by more than one method, including
those with functional candidate genes for schizo-
phrenia. A subset of variants was selected from our
data generated by bacterial artificial chromosome
(BAC)-array comparative genomic hybridization
(aCGH) experiments.*® Given the putative limitation
of the MLPA method to quantify variation at complex
or multiple copy loci, we only targeted genes located
in theoretical single-copy loci in the reference
genome, avoiding those overlapping with segmental
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Figure 1 Rare duplication-type copy number variants (CNVs) found in patients with schizophrenia. Each panel represents
the regions harbouring the rare or unique duplications found in patients, showing from top to bottom: scale in Mb,
cytogenetic band, reference sequenced genes (in pink), regional segmental duplication (SD), possible CNVs reported in the
database of genomic variants (DGVs) (orange bars), position of multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
probes, microsatellite markers (when appropriate) and single-nucleotide polymorphism (SNP) or oligo probes in the used
array, and extent of the duplicated fragment in the patient (red bar).

duplications (SDs). For the sequence-related GST
genes, we designed copy-specific probes with mis-
matches in the ligation nucleotides. Supplementary
Table S1 shows a complete list of the selected genes.

Multiplex-ligation PCR amplification

We successfully combined 140 probes in four MLPA
panels in a dual-colour strategy previously des-
cribed®® (Supplementary Figure S1). Oligonucleotides
were designed following MRC-Holland (Amsterdam,
The Netherlands) recommendations (http://www.
mlpa.com/files/protocol_synthetic_probe_design.pdf)
and are listed in Supplementary Table S1. Additional
probes designed to assess gene copy number changes
at the 22q11.22-23 region in further detail are shown
in Supplementary Table S2 and located in Figure 1.
For targets that presented highly similar sequences
with other loci or pseudogenes (such as GSTM1,
GSTT1 and GSTTZ2), we designed a copy-specific
MLPA probe by selecting a nucleotide at the probe
ligation site that was only present in the desired gene

copy. GSTT2 is a single copy gene in the Celera
human genome assembly, whereas there is a second
copy per chromosome in the reference National
Center for Biotechnology Information (NCBI) human
genome sequence (GSTT2B). Mismatch nucleotides
were detected by sequence alignment between the
different homologous sequences. A mismatch at the
ligation site is usually enough to avoid ligation and
therefore, PCR amplification from other loci.*°

The MLPA reactions were carried out essentially as
described previously,®® with slight modifications to
allow for double colour detection.”® We used the
relative peak height (RPH) method recommended by
MRC-Holland, as previously described, for data
analysis.*"** Theoretically, heterozygous deletions
and duplications showed a relative peak height of
approximately 0.5 and 1.5, respectively. Owing to the
high frequency of deletions at the GSTM1, GSTT1 and
GSTT2 targeted loci, copy number detection at these
positions was normalized independently. Individuals
with peaks corresponding to two copies were visually

w
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Table 1 Frequencies of the multiallelic CNVs observed in 654 schizophrenic patients and 604 controls

Copy number ON (%) 1N (%) 2N (%) 3N (%) 4N (%)
Genes Controls  Patients  Controls  Patients Controls Patients Controls Patients Controls Patients
PPYR1 29 (5.1) 20 (3.3) 453 (79.9) 496 (82.7) 80 (14.1) 78 (13.0) 5 (0.9) 6 (1.0)
DDT 0 1 (0.2) 563 (99.3) 588 (98.0) 4 (0.7) 1 (1.8)

CYFIP1 7 (1.1) 7 (1.1) 597 (98.0) 613 (98.2) 5 (0.8) 4 (0.6)

CYP2E1 3 (0.5) 1(0.2) 577 (94.7) 596 (95.5) 28 (4.6) 7 (4.3) 1 (0.2) 0
PCDHA9 4 (0.7) 3 (0.5) 86 (14.8) 73 (12.7) 492 (84.4) 500 (86.7) 1 (0.2) 1 (0.2

GSTM1 289 (49.4) 243 (40.9) 247 (42.2) 291 (49.0) 9 (8.4) 9 (9.9) 0 1 (0.2)

GSTT1 105 (17.7) 142 (22.0) 290 (48.9) 309 (47.9) 195 (32.9) 190 (29.5) 3 (0.5) 4 (0.6)

GSTT2 478 (80.6) 482 (74.7) 108 (18.2) 152 (23.6) 7 (1.2) 1(1.7)

Abbreviations: CI, confidence interval; CNVs, copy number variants; OR, odds ratio.
Frequencies of GSTT1 and GSTT2 are shown excluding the two patients with large 22q11.23 duplications. Frequency of non-
null copy number genotypes (1, 2 or 3 copies) for GSTM1 and GSTT2 was significantly increased in patients.

x* test values: GSTM1: (P-value=0.004, OR=1.41, CI=1.12-1.77), GSTT2: P-value=0.01, OR=1.40, 95% CI=

(1.07-1.84).

After Bonferroni’s correction for multiple testing, GSTM1 association remained significant (<0.006), whereas GSTT2

association was not (>0.006).
schizophrenia (P=0.064).

identified and consequently used as reference for the
remaining samples.

To validate the assay reproducibility and geno-
type assignment MLPA reactions from 150 random
samples were obtained in duplicate and indepen-
dently analysed in a blind fashion by two investiga-
tors (BR-S and AB). There was full concordance in
genotype assignment both between experiments and
between investigators.

Microsatellite analysis

A total of five microsatellite markers distributed along
22q11.22-23 (D22S0232i, D2250055i, D22S50163i,
D22S0184i, and D22501531) were genotyped by PCR
and subsequent electrophoretic analysis (GeneScan;
Applied Biosystems, Foster, CA, USA) in first-degree
relatives of the schizophrenic patients carrying the
genomic duplication found by MLPA (see Supple-
mentary Table S3 for primer sequences, PCR condi-
tions and detection methods and Figure 1 for
location).

Microarray analysis

To confirm and better characterize the different
variants detected by MLPA we used two commercial
arrays, either an oligoarray for CGH (Agilent 44K or
244K, Santa Clara, CA, USA) or a single-nucleotide
polymorphism (SNP)-array for comparative intensity
analysis (Illumina 370Duo, San Diego, CA, USA). We
performed the experiments and the subsequent
analyses of aCGH as previously described in detail.*®
For the SNP-array, 2pg of genomic DNA were
hybridized onto the HumanCNV370-DNA Analysis
BeadChip (Illumina, Inc) using the Infinium assay
following the manufacturer’s recommendations. We
then applied the PennCNV tool** for fine-mapping of
CNVs from high-density SNP genotyping data.
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GSTT1 was not statistically different when comparing controls and patients with

Statistical analysis

Fisher’s exact test for count data, Pearson’s y? test and
Bonferroni’s adjustment for multiple comparisons
were applied when appropriate for measuring sig-
nificant differences in gene copy number frequencies
between patients and controls.

Results

Genomic DNA CNV

Change in copy number by MLPA was only detected
by 28 of the 140 (20%) probes targeting candidate
genes and loci. Thus, 112 probes (80%) did not detect
variation in the studied individuals. Considering both
types of variation (gains or losses) in the entire
sample, only 7 loci (PPYR1, DDT, CYFIP1, CYP2E1,
PCDHA9, GSTM1 and CXCL12) showed copy number
changes with frequency above 1%. CNV at 15 loci
(11%) was observed in both patients and controls,
whereas six rare variants were identified only in
subjects from the control group and eight rare variants
were found only in the patient group (Table 1 and
Supplementary Table S4).

Rare variants found in patients

The eight rare variants found exclusively in patients
consisted all in gains involving the CABIN1, SNAP29,
NDNL2, WWOX, ZNHIT3, PRKRIP1, MYOM2 and
SSTR5 genes. They all were considered as potential
candidate rearrangements to play a role in the disease
and were subsequently validated and characterized
by using array technologies, except in two cases with
no additional DNA available. The main findings are
summarized in Table 2.

Two of the rearrangements were found in more
than one schizophrenic patient. In two unrelated
cases (patients 1 and 2), the duplication affected
two closely located probes on chromosomal band



Table 2 Characterization and validation by array technologies of rare CNVs found in patients with schizophrenia

End variant Size Flanking SDs  Affected genes®

Start variant

CNV type Chromosome Inheritance Validation

MLPA probe

Patient

Yes

1.9Mb
1.3Mb

23327473
23327473
19792 353

21338007
21995 356

Illumina-370K

De novo®
NA

CABIN1 Gain

P1

31 genes
27 genes
8 genes

22q11.23

Yes

Illumina-370K

Gain

P2

367.5kb  Yes

19424781
27261995

Illumina-370K

Mother

SNAP29 Gain

NDNL2

P1

22q11.21
15q13.1

468.6kb No

27730663
77 263 464
31948 060

Illumina-370K
Agilent-244 K

De novo
NA

Gain

P3

NDNL2, KIAA0527

Wwox

507.9kb No
58.7 kb

76755512

WWwox Gain

P4

16q23.1
17q12

Yes

31889297

Father

ZNHIT3 Gain

P5

ZNHIT3, MYOHD1

PRKRIP1
MYOM?2
SSTR5

Agilent-244 K

MLPA

Gain

PRKRIP1

Yes
Yes
No

5.0kb

1071696

1066 680

Illumina-370K

MLPA
MLPA

7q22.1 NA
MYOM2 Gain NA
SSTR5 Gain NA

P6
P7
P8

8p23.3
16p13.3

PInheritance was assessed by MLPA (Supplementary Figures S2 and S3). Microsatellite analysis showed an intrachromosomic rearrangement produced in the

Abbreviations: CNVs, copy number variants; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification; NA, not analysed; SDs, segmental duplications.
chromosome inherited from the father (Supplementary Figure S4).

aSupplementary Table S5 contains the list of genes involved in duplications found in patients.

P9, P10
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22q11.23, targeting the DDT and CABIN1 genes.
A specific MLPA assay spanning more genes in the
region showed a common duplicated interval
(Figure 1, Supplementary Figures S2 and S3) contain-
ing 27 genes (Supplementary Table S5). The study of
parents and sibling of patient 1 by MLPA and
microsatellite markers showed that the duplication
was a de novo event that had occurred in the
paternally inherited chromosome (Supplementary
Figure S2). The inferred haplotypes using the sibling’s
sample to define the phase showed that the re-
arrangement was produced by intrachromosomal
recombination (Supplementary Figure S4). Addi-
tional validation was obtained with the Illumina
SNP-array that confirmed duplications of at least
1.87Mb in patient 1 and 1.33Mb in patient 2, with
identical telomeric breakpoints and different centro-
meric breakpoints, all likely located in flanking
segmental duplication clusters (DCs) (Figure 1). A
finer calculation of the size of the duplications was
predicted based on the homology between the
common distal DC1868 and two proximal DCs
(DC1837 for patientl and DC1846 for patient2) that
likely mediated the rearrangement by non-allelic
homologous recombination (NAHR) allowing to infer
a 1.39-Mb overlapping interval in both patients
(Supplementary Table S6). Duplications of this large
region have never been reported as polymorphisms in
the DGV. It is interesting to note that patient 1 showed
an additional gain type CNV at 22q11.21, 1.5-Mb
distal to the de novo duplication at 22q11.23, showed
by the SNAP29 MLPA probe and validated by SNP-
array as a 367.5-kb segment containing eight genes
(Table 2 and Supplementary Table S5). This variant
was also found in his epileptic mother as well as in
the patient’s brother who also carries a diagnosis of
schizophrenia, but was not part of the initial study
because related individuals were excluded.

The second recurrent rearrangement found in three
patients was a 5-kb duplication at 16p13.3 containing
the entire SSTR5 gene that was validated by SNP-
array in patient 8. At this locus, only deletion-type
CNVs have been reported in DGV and we also found a
control individual with deletion, but none with
duplication. Parental samples were not available to
determine whether the SSTR5 rearrangements were
de novo or inherited in the three cases.

A gain of the NDNL2 MLPA probe at 15q13.1 in
patient 3 was not found in the parental samples. The
de novo duplication was defined by the SNP-array as
594 kb in size containing the NDNLZ2 gene and a
portion (the first three exons) of the overlapping
KIAA0527 gene (Table 2 and Figure 1). The WIWOX
MLPA probe variation in patient 4 was also validated
by SNP-array that showed a 508-kb duplicated
segment including four exons in the middle part of
the WIWOX gene. The observed gain of ZNHIT3 probe
in patient 5 was inherited from his unaffected father.
The size of the duplication on the 244 K Agilent oligo-
aCGH was 59 kb, containing entirely the ZNHIT3 gene
and disrupting the MYO19 gene. It is interesting to

ol
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Table 3 Overview of clinical characteristics of the patients with schizophrenia studied for candidate CNVs

Patient Gender  Diagnosis Family history Intellectual capacity —Other features
age of (DSM-1V)
onset

P1 M Undifferentiated  Brother with SCZ (onset Learning disability =~ Unspecified neurological
17 SCz at:32), mother with epilepsy® deficiency, unsociable

P2 F Residual SCZ Mother with anxiety disorder Normal intelligence  Late onset bilateral hearing
34 and late onset deafness loss

P3 M Paranoid SCZ Negative for psychiatric Normal intelligence = Unspecified neurological
16 conditions deficiency, shyness

P4 F Residual SCZ Brother committed suicide Learning disability =~ Hypertension, morbid
18 Analphabet obesity, megaloblastic

anemia

P5 M SCZA Several affected relatives® Normal intelligence  Unspecified neurological
17 deficiency

P6 M Residual SCZ Father committed suicide Normal intelligence = Hypertension COPD and
27 cardiopathy

P7 M Disorganised SCZ Adopted, biological parents Normal intelligence  Drug abuse
17 with mental disorders by (amphetamines)

report Aggressive.

P8 F Residual SCZ Father with paranoid Normal intelligence  Unspecified neurological

16 personality disorder deficiency, alcohol abuse,
introvert

P9 F Residual SCZ Mother with SCZA, brother 1 Normal intelligence  Not available
32 with SCZ, brother 2 with UPD

P10 F Residual SCZ Brother under psychiatric Normal intelligence = COPD, obesity, severe
32 treatment aortic stenosis

Abbreviations: CNVs, copy number variants; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; DSM-IV, diagnostic and
statistical manual of mental disorders; SCZ, schizophrenia; SCZA, schizoaffective disorder; UPD, unspecified personality

disorder.

#See Supplementary Figure S5 for pedigree with more details.

Table 4 Combined frequencies of GSTM1 and GSTT2 null (0) and non-null (>1) copy number genotypes in controls and
patients with schizophrenia

Copy number

Controls N (%)

Patients N (%)

>1 copy of both GSTM1 and GSTT2

46 (8.6%)
489 (91.4%)

89 (15.3%)
493 (84.7%)

0 copies GSTM1 or GSTT2

The number of individuals with at least 1 copy of both genes was significantly increased in schizophrenia patients when
comparing with controls (x* test, P=0.0008, OR=1.92, 95% CI=1.32-2.78).

note that there are some paternal relatives affected by
diverse psychiatric disorders (Supplementary Figure
S5). As mentioned, the rearrangements in patients 6
and 7 containing the PRKRIP1 and MYOM?2 genes,
respectively, could not be further characterized due to
the lack of enough DNA for array-based experiments.
The analysis of the genomic context surrounding
these rare CNVs found in schizophrenic patients
showed the presence of SD at one or both breakpoints
in six of the ten duplications found, suggesting that
NHAR is the most common mutational mechanism.
Table 3 contains the most relevant clinical features
of the patients who presented rare genomic aberra-
tions and Supplementary Figure S5 shows the
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pedigree and additional information from relatives
of patients 1 and 5.

Association of common CNVs and schizophrenia
Among the relatively common CNVs analysed in the
initial survey, significant differences in frequencies
between patients and controls were observed only for
GSTM1. The frequency of non-null genotypes (1, 2 or
3 gene copies) was significantly increased in patients
with respect to controls (P-value=0.004, OR=1.41,
CI=1.12-1.77) (Table 1).

Given the complex structure of the 22q11.22-23
region surrounding CABIN1 and DDT with multiple
SD and harbouring evolutionarily duplicated GST



genes, we applied the specific MLPA assay that
included GSTT1 and GSTT2-specific probes to the
entire sample to assess for more subtle rearrange-
ments in the region and/or disease association with
common variants. Remarkably, GSTT2 non-null gen-
otypes (GSTT2*1/0 and GSTT2*1/1) were also asso-
ciated with an increased risk of developing
schizophrenia with an odds ratio of 1.405 (CI=1.07-
1.84; P=0.01). However, no significant association of
GSTT1 copy number with schizophrenia was found
in our sample (Table 1). The combined analysis of
GST-genes detected an additive effect of GSTM1
and GSTT2 non-null genotypes in the suscep-
tibility to schizophrenia with an odds ratio of 1.92
(CI=1.32-2.78; P=0.0008) (Table 4). After Bonferro-
ni’s correction for multiple testing, the disease
association of GSTM1 and the additive effect of
GSTM1 and GSTT2 remained significant (P <0.006).

Supplementary Figure S6 shows the boxplots of
GSTM1 and GSTT2 relative peak height ratios
obtained by MLPA versus the copy number genotype
assigned together with an example of the correspond-
ing electropherogram peak pattern observed.

Discussion

We describe here the application of a rapid and
economic MLPA-based method to study a set of 140
gene sequences located in previously described CNVs
in a large sample of individuals comprising control
subjects and schizophrenic patients. An important
proportion (80%) of the loci studied showed no
variation in any of the individuals (n=1259). This
low detection yield of copy number changes by MLPA
in loci previously described as polymorphic CNVs
may be because of one or several of the following
reasons: (i) the different methods for CNV analysis
may have different false positive and/or false negative
rates; (ii) the designed MLPA probes targeting a small
single-copy gene sequences of 50-80bp might lie
outside the actual variable region; (iii) the frequency
of those variations may indeed be very low, under 1 in
1000 individuals in specific populations. In any case,
our data confirm the previous belief that the size and
frequency of the CNVs represented in the public
databases are likely overestimated, with entries not
fully validated and based on experimental data that
do not allow their correct definition. In fact, the
concordant rate for CNV calling of two different
platforms (BAC vs. SNP arrays) was less than half
(43%) when studying the same individuals.*® Given
the low population frequency observed for most
putatively relevant CNVs, genotyping strategies with
PCR-based methods such as MLPA will be needed for
large-scale association studies in different popula-
tions. Despite its great utility and the ongoing efforts
to improve its accuracy, the DGV should not yet be
used to define population frequencies of specific
CNVs in the substitution of experimental control
population, as we have shown in this study.

Rare and common CNVs associated with schizophrenia
B Rodriguez-Santiago et al

Several chromosomal aberrations have been identi-
fied by cytogenetic and molecular techniques as a
possible cause of schizophrenia, including large
rearrangements, inversions and balanced transloca-
tions.?*7*>%% The recurrent microdeletion at 22q11.21,
causing the DiGeorge and velo-cardio-facial syn-
dromes, is associated with schizophrenia in 30—-40%
of cases.?”*>% More recently, the emergent use of
whole genome-scan platforms has facilitated the
detection of smaller genomic structural mutations
associated with schizophrenia, in general rare var-
iants at very low frequencies.?”**%¢ A few of those
variants are also recurrent, such as the deletions at
15q11.2 including the CYFIP1 gene (0.5 Mb, 0.55% of
patients vs. 0.19% of controls),** and the deletions at
15q13.3 (2.2Mb, 0.17% of patients vs. 0.1% of
controls) and 1921.1 (1.3Mb, 0.23% of patients vs.
0.02% of controls), and can be associated with other
phenotypes with incomplete penetrance, including
mental retardation, congenital malformations and
epilepsy.?®** Architectural features of the genomic
regions with complex SD that predispose to misalign-
ment and non-allelic homologous recombination may
explain the recurrent nature of these rearrangements.
We only targeted two of those four regions in our
MLPA panel, with the GNB1L (22q11) and CYFIP1
(15q11.2) probes. We did not detect any rearrange-
ment in the 22q11.21 DiGeorge/velo-cardio-facial
syndrome critical region in patients or controls, most
likely because patients with this diagnostic suspicion
had been previously studied on clinical grounds and
excluded from this study. We did detect 15q11.2
deletions although the frequency was not signifi-
cantly different between groups, in contrast with the
previous report.>* Duplications at 15q11.2 were also
observed with identical frequencies in both controls
and patients.

We have also found a few novel and rare CNVs
exclusively present in patients, two of them in more
than one unrelated individual, which were consid-
ered as potentially pathogenic. The duplications at
22q11.23 found in two unrelated patients overlapped
a 1.39-Mb interval in a region of significant linkage to
schizophrenia and had occurred de novo at least in
the case with available parents for study. Of the 27
genes included in the common duplication that, if
dosage sensitive, may contribute to the disease
phenotype, two of them are good functional candi-
dates: CABIN1 and ADORAZ2A. Calcineurin binding
protein 1 (CABIN1) binds specifically to the activated
form of calcineurin to inhibit calcineurin-mediated
signal transduction in multiple tissues including
brain, and also interacts with amphiphysin (AMPH),
a protein associated with the cytoplasmic surface of
synaptic vesicles.?” The adenosine A2A receptor
(ADORA2A) is one of several receptor subtypes
for adenosine and a major target of caffeine, abundant
in basal ganglia, vasculature and platelets. A mouse
model overexpressing ADORA2A showed an up-
regulation in the prefrontal cortex, suggesting a
contribution to memory dysfunction in depression.®®

~
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When co-expressed in the same neuron, adenosine
A2A receptor and dopamine D3 receptor form
A2A/D3 heteromeric receptor complexes, in which
A2A receptors antagonistically modulate both the
affinity and the signalling of the D3 receptors.®**!
As the D3 receptor is one of the therapeutic targets
in schizophrenia, the A2A/D3 receptor interactions
have been proposed as an alternative antipsychotic
target.*'*?

Interestingly, a second 367-kb duplication spanning
eight genes on chromosome 22 was also found in
patient 1, centromeric to the de novo duplication.
This CNV was inherited from his epileptic mother
and was also present in his schizophrenic brother.
Two genes within the interval are good functional
candidates: SNAP29 codes for a protein of the SNARE
family that plays a role in synaptic vesicle function,
whereas PI4KCA regulates the biosynthesis of phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphate, also implicated in
synaptic vesicle function as well as in signal
transduction. Given the replicated association of the
22q11 region with schizophrenia, both SNAP29 and
PI4KCA polymorphisms have been analysed in
targeted studies showing stronger evidence for
PI4KCA as a susceptibility gene for the disorder.****

The other recurrent CNV found was a gain of the
SSTR5 MLPA probe that was further characterized in
patient 8 as a small duplication containing the entire
SSTR5 gene coding for the somatostatin receptor 5.
This receptor binds somatostatin to inhibit the
release of several hormones and secretory proteins
throughout the body, including the nervous system.
Remarkably, SSTR5 interacts physically through
hetero-oligomerization with other G-protein-coupled
receptors, specifically the dopamine D2 receptor
(DRD2) located on postsynaptic dopaminergic neu-
rons and involved in reward-mediating mesocortico-
limbic pathways.** Polymorphisms at the SSTR5 gene
have been associated with bipolar affective disorder,*®
whereas polymorphisms at the DRD2 gene have been
found significantly associated with schizophrenia
following meta-analysis of several case-control
studies.*” In addition, variation in the DRD2 gene
could partially explain variation in the timing of
clinical response to antipsychotics in the first episode
of schizophrenia.*® Therefore, it is tempting to
speculate that the gain of SSTR5 copy number may
increase the susceptibility to schizophrenia by alter-
ing the stoichiometric composition of the different
subunits and therefore, the function of these hetero-
oligomeric G-protein-coupled receptor complexes.

The de novo ~600-kb duplication found in patient
3 at 15q13.1 containing the NDNL2 and KIAA0574
genes overlaps with a larger 1.4-Mb duplication
spanning the same and two additional genes, APBA2
and TJP1, also reported in a patient with schizo-
phrenia.?* NDNL2 encodes a necdin-like protein of
ubiquitous expression, whereas KIAA0574 encodes a
putative transmembrane protein of unknown func-
tion. This interval is also included in the 3.95-Mb
deletion found in a mentally retarded patient.*®
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Partial rearrangements of the region have also been
reported, including duplication of the APBA2 gene in
an autistic patient,’® duplication of the TJP1 gene in
one control subject and deletion of the T/P1 gene in a
schizophrenia case.?® This region is flanked by SD,
known as breakpoints BP3A and BP4, whose presence
probably explains the regional instability, including
inversions in the control population.

The possible link between the remaining unique
CNVs and schizophrenia is less clear. The 16q23.1
gain in patient 4 only affects and may disrupt the
middle portion of the WW domain containing
oxidoreductase (WWOX) gene, coding for a protein
that belongs to a family of conserved proteins found
in all eukaryotes that play diverse regulatory roles in a
wide variety of cellular functions, such as protein
degradation, transcription and RNA splicing. The
duplication at 17q12 containing the zinc-finger, HIT
type 3 (ZNHIT3), and disrupting the myosin XIX
(MYO19) genes in patient 5 was inherited from the
unaffected father. Apparently, there is a family history
of psychosis in two relatives in the paternal family,
but we did not have access to samples to establish
whether the CNV was also present in the affected
relatives. The extent of the rearrangement in patients
6 and 7 could not be determined. However, the gain in
7q22.1 containing the PRKR interacting protein 1
gene (PRKRIP1), a protein involved in cytokine-
mediated biological processes,”" could also include
other genes such as ORAI2, a calcium release-
activated calcium modulator which may influence
signal transduction, in case the rearrangement was
mediated by the highly homologous flanking SD. The
duplicated probe in patient 7 involves the myomesin
2 gene (MYOM?2), coding for an integral protein the
major structure of sarcomeres, with no apparent link
to the disease.

The CNVs associated with schizophrenia described
here and those previously reported, might have
relatively high penetrance but are individually rare,
contributing each to the aetiology of just a few
patients or even a single case. In agreement with this
postulate, there is a strong familial component of
schizophrenia and related disorders in several of the
cases with rare CNVs (Table 3). However, in a
multifactorial disorder, more common variants of
susceptibility with lower relative risk are expected.
Among the few relatively common variants geno-
typed, significant association of CNV with the
disorder was detected at two genes coding for GSTs,
GSTM1 and GSTT2, but not GSTT1. Individuals
carrying at least one copy of the GSTM1 or the
GSTT2-specific gene copies (GSTT2B was not geno-
typed), showed an increased risk of developing
schizophrenia (OR ~ 1.4 in both cases), with additive
effects for having gene copy of both (OR=1.92;
P=0.0008). Genetic polymorphisms and copy number
at several GST genes have been analysed in
case-control studies in different populations with
contradictory results. The analysis of the genetic
polymorphisms in GSTT2 (Met139lle variant) did



not reveal association,®® whereas association of the

null GSTM1 genotype with an increased risk for the
disease was reported in Japanese®® and Korean
populations,®® which represent the opposite effect to
that observed in our study. A second study in
Japanese population showed no difference between
controls and patients when the GSTM1 deletion was
analysed.®® Our results for GSTT1 variants are
in agreement with the two studies carried out in
Japanese population revealing similar frequencies of
GSTT1 null genotype in the patients and control
groups,®®®® but in contrast to others describing
association of null genotype with a significantly
reduced risk of developing schizophrenia.®® Although
the discrepancies observed could be because of
population differences, the strength of our results is
based on a much larger dataset compared with
previous reports.®*~°°

The presence of more GST gene copies or specific
GST gene variants in patients could account for an
increased enzyme activity, leading to an imbalance
between levels of reduced and oxidised form of GSH
(GSSG). Dysfunction of GSH metabolism has been
suggested to be a risk factor for the disease.”” GSH and
its oxidized dimer constitute the most important
defence against oxidative stress and reactive oxygen
species in both peripheral organs and brain.*® GSH
levels have been found significantly decreased in the
cerebrospinal fluid of drug-free patients with schizo-
phrenia as compared with those in controls, and non-
invasive proton magnetic resonance spectroscopy
showed a significant reduction of GSH in the medial
prefrontal cortex of patients.”® A negative correlation
between GSH levels in the posterior medial-frontal
cortex and the severity of negative symptoms in
schizophrenic patients has also been reported.>
GSTM1 and GSTT2 are members of a superfamily of
proteins that catalyse the conjugation of reduced GSH
to a variety of electrophilic and hydrophobic com-
pounds. GSH has also been postulated to act as
neuromodulatory and neurotransmitter®*®* with both
reduced and oxidized forms preventing the excessive
pathological dopamine release in the striatum,®®
that would lead to degenerative processes in dopami-
nergic terminals resulting finally in the loss of
connectivity.

Given the evidence for replicated association of the
22q11.23 region with schizophrenia®®*®°*=°® an alter-
native hypothesis to the direct effect of GSTT2 copy
number could be that the regional structural variation
would influence the risk of schizophrenia by altering
regulatory elements for other genes in close proxi-
mity, such as the previously mentioned candidates
CABIN1 and ADORAZ2A. In fact, this genomic region
shows a high density of SD and CNV that may
influence the expression of surrounding genes as
demonstrated in other conditions.*®®® However, the
finding of disease association with GST genes
located elsewhere in the genome, strongly suggests a
direct effect of GSTT2 variation on the risk of
schizophrenia.
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Owing to the role of GSH in drug resistance
metabolism, variation at the GST genes might also
influence patients’ response to therapies. In fact, the
long-known antioxidant role of GSH is being recon-
sidered for clinical use in different oxidative stress
states, including neuropsychiatric disorders with
demonstrated excitotoxic neuronal damage.®” A more
detailed profiling of CNVs and functional variants in
all genes involved in GSH metabolism might provide
additional alleles or allelic combinations associated
with disease susceptibility, and determine potential
therapeutic targets aimed to preserve GSH balance in
schizophrenia.

The rare chromosomal aberrations found in our
cohort of patients with schizophrenia support pre-
vious findings, suggesting the need for alternative
approaches to gene discovery in schizophrenia.?*®® In
addition to the dominant common disease/common
allele model, which posits that schizophrenia is
caused by combinations of common alleles that each
contribute a modest effect, some mutations predis-
posing to schizophrenia appear to be highly pene-
trant, individually rare and of recent origin, even
specific to single cases or families. The finding of
patients with new structural genomic aberrations can
define novel candidate loci for the disease.®® Given
that the identification of rare variants in few cases
may not conclusively establish causal links to illness
unless large cohorts are analysed, robust and afford-
able methods such as MLPA can be used as an
alternative to whole genome analyses in the search of
candidate genes contained in structural variants, as
well as for confirmation. The increasing list of
candidate genes affected by dosage and potentially
associated to the disease, provides clues for several
key neurodevelopmental pathways that can be
targeted for further investigations, representing a
fundamental progress in psychiatric genetics.
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Figure S1. Representative electropherograms of each of the four dual-colour MLPA panels used.

J‘JIL M AN I"Lnﬁ‘

L2

\ alaha A A

J‘J\M
i

]

WikdHeME

EFHAHD

dd3d
138

1N )
I Ll

EEMIL

10254
12aLny

b fiagi]

= N
Yiivd

Crizn

S ELHNT

Oriis
€870

[
BN

FL51M L

VS0

== 2Eddd

- X BTd
= d¥IS0N

— GHIES

-, PP
iy -

=z, ML

=, EeldN

JJ”Jw. FHLEIH

M7

= TN LHD

== LOED

= IHlLN3
—= 1Yl

gL

= Al
= HRLN

VIENS



Figure S2. Electropherograms of MLPA peak patterns in the two patients with chr. 22q11.22-23

duplications and first degree relatives of patient 1.
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Dark peaks depict duplicated signal. A de novo duplication of several probes can be seen in Patient 1.
Notice that gene probe peaks are not sorted by their genomic position. The Relative Peak Height (RPH)
ratios of MLPA probes within 22q11.22-23 region arranged by their genomic position are shown in Figure

S3 and Table S4.



Figure S3. Relative Peak Height (RPH) ratios of MLPA probes within the 22q11.22-23 region in

patients 1 and 2.
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The control line corresponds to mean values obtained from 604 controls. Data from patients were
normalized against control values. An RPH close to 1 means no change in copy humber, while
heterozygous deletions and duplications show RPHs of 0.5 and 1.5, respectively. RTDR1 is only
duplicated in patient 1 indicating that the duplication is larger on the centromeric side. GSTT1 and GSTT2
are highly variable loci within the duplicated fragments, and thus, do not necessarily show values in the

duplicated range.



Figure S4. Segregation analysis of 22q11.22-23 microsatellite markers in family 1
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A de novo duplication originated in the paternal chromosome was demonstrated. Haplotype data showed

that the duplication had originated through an intrachromosomal recombination event in patient 1.



Figure S5. Pedigrees of the two families (from patients 1 and 5) with several relatives affected by
mental illnesses. The diagnosis and the genotype at the specific CNV when available are shown

under the symbol.
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SCZ: Schizophrenia; E: Epilepsy; MD: Major depression; PD: Psychotic Disorder; A: Adaptative Disorder

with Anxiety, 1 : Suicide; 1° : death by drug abuse
(/): Individuals analysed for (SNAP29 gain / 22911.23 dup); + indicates presence of the duplication
P1: SNAP29 gain and de novo 22q11.23 duplication

(): Individuals analysed for ZNHIT3 gain; an asterisk indicates presence of the duplication



Figure S6. Boxplots of Relative Peak Height (RPH) ratio ranges of the different copy number

genotypes obtained by MLPA at GSTM1 and GSTT2 loci with an example of the corresponding

electropherogram shown below.
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RPH ratios obtained by MLPA showed a clear separation without overlapping values between each

class of copy nhumber genotype assigned, which can also be observed by visual examination of

electropherogram peak patterns.
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Table S4. Summary of copy number changes in the 140 gene containing CNVs studied in 654

schizophrenic patients and 605 controls.

Frequency
Targeted
CNVtype Controls Patients
Gene
n=604 n=654
Not detected Table S1
Controls and Patients PPYR1 multiallelic * *
DDT multiallelic * *x
GSTM1 multiallelic * *
PCDHA9 multiallelic * *
CYFIP1 multiallelic * *
CYP2E1 multiallelic * *
PARK2 loss 2 1
PRAME loss 3 1
EEF2K loss 1 1
CYSLTR2 loss 6 4
ZNF26 gain 1 1
CSMD1 gain 1 1
CXCL12 loss 10 16
GLO1 loss 2 1
SSTR5 loss 1 1
Only in Controls EEF2K gain 1
DOCKS8 gain 1
loss 1
MCEE
gain 1
loss 1
CNTNG6
gain 1
HCRTR1 loss 1

GRM7 gain 1



Only in Patients CABIN1 gain 2

SNAP29 gain 1
SSTR5 gain 3
NDNL2 gain 1
WWOX gain 1
TRIP3 gain 1
PRKRIP1 gain 1
MYOM2 gain 1

*See Table 1 for frequency details of specific genotypes in multiallelic CNVs. **Two of the DDT gains

were found together with gain of CABIN1 in two patients.
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Table S6. Duplications at 22q11 are slightly larger considering the flanking segmental

duplications that likely mediated the rearrangements by NAHR.

Proximal DC Distal DC Size
DC1837 DC1868
Patient 1 2,058,915
21,287,633-21,322,135 23,346,548-23,380,066
DC1846 DC1868
Patient 2 1,390,287

21,973,628-21,987,782

23,363,915-23,376,892

DC: Duplication clusters at the breakpoints (Human Genome Segmental Duplication Database,

http://projects.tcag.ca’/humandup).



Annex 11

En aquest annex es recullen els principals protocols de laboratori

utilitzats en aquesta tesi.
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CULTIU DE SANG PERIFERICA | OBTENCIO D’EXTENSIONS CROMOSOMIQUE

- PER L’ANALISI DEL CARIOTIP AMB BANDES G O PER L’ESTUDI DE FISH
Cultiu de sang periférica

1. Afegiu en un flasc6 de 25 ml
- 8 ml de medi de cultiu RPMI
-2 ml de sérum bovi fetal
- 0,5 ml de Fitohematoglutinina
- 0,1 ml de L-Glutamina
- 0,1 ml d’antibiotic (Penicil-lina/Estreptomicina)
- 1 ml de sang periférica

2. Cultiveu 72h a 37 °C.

3. Afegiu 0,1 ml de Colcemid i incubeu durant 1 hora a 37°C abans d’extreure el cultiu.

4. Passeu tota la solucié a un tub estéril de 10 ml i centrifugueu a 1600 rpm.

5. Traieu el sobrenedant i afegiu la solucié hipotonica (KCI 0,075M) fins a 10ml, dispensant
gota a gota els primers 3 ml.

6. Incubeu 35 min al bany Maria a 37°C.

7. Centrifugueu a 1600 rpm durant 10 min i descarteu el sobrenedant.

8. Afegiu Carnoy (3 metanol: 1 acetic) fins a 10 ml i es barreja amb el vortex.

9. Centrifugueu a 1600 rpm durant 10 min i es descarta el sobrenedant.

10. Repetiu dues vegades més els punts 8 i 9.
11. Afegiu Carnoy fins que la solucid tingui un aspecte translucid.
12. Realitzeu les extensions sobre els portaobjectes.

Es congelen 2 portes a —20 ©C que s’utilitzaran per la técnica de FISH.
La resta dels portaobjectes els poseu a envelleir a I'estufa de 65°C durant 24h abans
d’aplicar-hi la tinci6 amb bandes G per realitzar I'estudi del cariotip.
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Protocols del laboratori

TECNICA DE FISH AMB HYBRITE

1. Descongeleu o feu les extensions cromosomiques obtingudes a partir del cultiu de sang
periférica.

2. Seleccioneu la regi6 del portaobjectes més rica en metafases en un microscopi invertit i
es marca amb un llapis de diamant.

3. Tractament dels portes previ a la hibridacié. Aquest pas NO es necessari quan treballeu
amb sondes comercials, perd Sl quan les sondes fetes per nosaltres (BACs).

Tractament portes per FISH

Portes
- Envelliu els cromosomes, deixant les extensions durant 1h a 80°C
- Dispenseu 100ul de RNAsa (100ug/ml) i cobriu amb un vidre, deixar a 37°C en
cambra humida durant 15’.
- 2 banys de 5’ en 2xSSC en agitaci6 (T2 ambient)
- 5 pepsina (5ul de pepsina a 100mg/ml en 50ml HCL 10mM) a 37°C bany agitacio
Nota: en els tractaments enzimatics es molt important respectar els temps
- Renteu 5’ en PBS 1X (ph=7) a T® Ambient i en agitacio
- Renteu 5’ en la solucié 2 a T2 Ambient i en agitacio
- Renteu 10’ en la solucié 3 a T2 Ambient i en agitacio
- Renteu 5’ en PBS 1X (ph=7) a T Ambient i en agitacio
- Deshidrataci6: 3’ 70% etanol
3’ 85% etanol
3’ 100% etanol
Deixeu assecar els portaobjectes, abans d’aplicar la sonda.

Preparacio de les solucions

HCL
Prepareu la solucié mare a 50mM (500ml)

2,15 ml de CIH 37%
498 ml H,O destil-lada

- Feu una dilucié a 10mM (500ml)

PEPSINA
100mg/ml
Prepareu 1ml i feu aliquotes de 20ul ja que no es pot congelar i descongelar moltes
vegades.

SOoLUCIO 2
PBS/50mM MgCl, (50ml)

2,5 ml MgCl, 1M
PBS fins a 50ml

SOLUCIO 3
Formaldehid 1% en PBS/50mM MgCl, (50mM)

2,5 ml 1M MgCl,

1,75 ml Formaldehid
PBS fins a 50ml
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Protocols del laboratori

4. Hibridaci6

- Poseu en marxa el Hybrite i seleccioneu el programa que ens manté la placa a 42 °C.
- Humitegeu el paper dels costats del Hybrite, per tal de mantenir la zona humida durant la
hibridacio.
- Poseu els portaobjectes i la barreja amb la sonda al Hybrite.
- Tanqueu la tapa del Hybrite i el poseu en marxa :
e programa per les sondes comercials (2’ a 73°C i 16-24h a 37°C)
e programa per les sondes fetes a partir de BACs (1’ a 64°C i 16-24h a 37°C)
- Deixeu hibridant un minim de 14-16h.

5. Rentats post-hibridacio

- 2 minuts amb 0,4xSSC/0,3% NP-40 a 73°C en agitacié. Préeviament s’ha col-locat la
cubeta amb la solucié al bany a 73°C 30 minuts, perqué estigui ben temperada,
abans de posar les nostres preparacions.

- 1 minut amb 2xSSC/0.1% NP-40 a T# ambient en agitacié.

- 2 minuts amb cadascun dels etanols, 70%, 85%, 100% per deshidratar.

- Deixeu assecar a les fosques.

- Poseu 40l de Dapi.

Preparacié de solucions de rentat

0,4xSSC /0,3% NP-40 (1D

20ml 20XSSC

3ml NP-40

Ajusteu el volum fins a 11 amb H,0 destil-lada
Ajusteu el PH a 7

2xSSC / 0,1%0 NP-40 (1D

100ml 20xSSC

1ml NP-40

Ajusteu fins a 1l. amb H,O destil-lada
Ajusteu el PH a 7

Criteris d’analisi dels resultats

Mitjancant la sonda “DiGeorge Region Probe - LSl TUPLEL (HIRA)
SpectrumOrange/TelVysion 22q SpectrumGreen” comercialitzada per Abbott Molecular.

En l'analisi de FISH en metafases es considera delecié quan s’observin els senyals verds
terminals corresponents als dos cromosomes 22 i en un d’ells no hi hagi el senyal vermell
de la regi6é 22g11.2. Es considera no valorable aquella metafase on els cromosomes 22 es
trobin cavalcats, les que siguin incompletes i aquelles cél-lules on no s’observin els senyals
verds de la regi6 terminal dels dos cromosomes 22, o cap senyal vermell.

En I'analisi dels nuclis el nombre de senyals observades sera anotat en un full de treball a
partir de la qual es fara despreés la seglient valoracio:

¢ Nuclis amb dos senyals: Es considerara un nucli normal quan s’hi observin 2 o 4
senyals d’hibridacié per cada sonda.

e Nuclis amb un senyal: Per considerar un cas amb la deleci6 s’hi han d’observar els

dos o quatre senyals verds dels dos cromosomes 22 i un sol senyal vermell o dos
molt propers corresponents que correspondrien al mateix cromosoma.
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Protocols del laboratori

¢ Nuclis amb tres senyals: Es considerara un cas amb duplicacié quan hi hagi tres
senyals vermells de la mateixa intensitat i dos senyals verds.

Nuclis no valorables: Es considerara a un nucli no valorable quan no es vegi cap senyal
verd o cap vermell, i també quan presenti un sol senyal de cada fluorocrom. Els nuclis on
s'hi observin multiples senyals (+ de 4) també seran considerats com a no valorables.

Per altim hi ha aquells nuclis que mostren dos o quatre senyals vermells, perd que en canvi
només s’hi veu un senyal verd de la sonda control. Tot i que es considerara aquests nuclis
com a no valorables, cal tenir present que podrien estar reflectint una delecié terminal en el

cromosoma 22 (regi6 22q13).
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Protocols del laboratori

OBTENCIO DE SONDES PER FISH A PARTIR DE BACs

Sembra de les colonies bacterianes en medi liguid

e Tréieu el tub amb el glicerol del BAC del -80°C i el poseu en una caixa amb neu
carbonica que us emporteu a sota la campana.

e Poseu 5 ml de medi LB o0 2x TY en un tub de vidre o en un tub de plastic esteril i 5 pl
de cloranfenicol i afegiu 5 pl. d’antibiodtic (estan a concentracié 1000x), esterilitzeu el
coll i el tap del tub amb la flama.

e Agafeu una mica de material congelat (glicerol del BAC) amb una punta de plastic i
la llenceu sencera dins el tub.

e Deixeu créixer o/n (unes 16h) al shaker a 225-300 rmp i a 37°C

Aillament de DNA a partir de BACs (Bacterial Artificial Chromosome)

Aquest es un metode miniprep, alcali, rapid per aillar molt DNA a partir de clons PAC o
BACs. Es una modificacié del métode estandard de Qiagen que utilitza extraccions no
organiques o columnes.

El métode és molt bo per fer digestions de restriccié de clons PAC i pot ser augmentat si es
necessari. Amb lleugeres alteracions, aquests protocol pot també ser utilitzat per analisis
rutinaris de M13 RF, DNA plasmidi i cosmidi.

Solucions que utilitzarem

P1 (Reactiu comercial Qiagen, 4°C)
15mM Tris, pH8

10mM EDTA

100pg/ml Rnase A

P2 (esterilitzat per filtracid, temperatura ambient)

0.2N NaOH per 30ml : -1.2ml NaOH 5N
1% SDS - 2.14ml SDS 14%
- 26.7ml H,O

P3 (Reactiu comercial Qiagen, temperatura ambient)
3M KOAc, pH5.5

Meétode

1. Quan tréeieu els tubs del shaker heu de veure el medi térbol, si és aixi voldra dir que ha
crescut la colonia que hem inoculat. Poseu el contingut del tub en dos tubs eppendorf i
centrifugueu a 13000 rpm durant 5 minuts.

La temperatura de la centrifugacié no es important en aquest pas.

2. Descarteu el sobrenedant, deixar una mica de sobrenadant per tal de poder resuspendre
el pellet (vortex).

Poseu 0.3 ml de soluci6 P1 i fer vortex. Un cop ben barrejat afegir 0.3 ml de soluci6 P2 i
agitar suaument per barrejar el contingut. Deixeu a temperatura ambient 570 més. La
suspensi6 pot canviar de molt térbola a quasi transparent.
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Protocols del laboratori

3. Poc a poc afegiu 0.3ml de solucié P3 i agiteu suaument mentre ho poseu. Es formara un
precipitat blanquinés de proteina i DNA de E. Coli. Després d’afegir la solucié P3 poseu els
tubs en gel al menys 5’.

4. Centrifugueu 3”7 a 13000 rpm i elimineu el pellet o grumolls blancs amb un escuradents
(aixo es opcional), també es pot centrifugar uns 7" a les mateixes revolucions i treure el
sobrenadant (si es fa I'dltim, ho farem dues vegades i procurarem no agafar pellet blanc).
5. 1:1 en fenol /cloroform, agitar suaument i 5”a temp. Ambient.

6. Centrifugueu 2” a 13000 rpm i tréieu la fase aquosa o sigui la de damunt de tot.

7. Hi poseu 2.5 volums de EtOH absolut fred i 20” en gel (en aquest pas, podeu deixar la
mostra al congelador, i continuar més tard amb el protocol).

8. Centrifugar uns 15" a 13000rpm i 4°C.

9. Traieu el sobrenadant i afegiu 500ul de EtOH 70%. Invertiu els tub varies vegades per
rentar el pellet de DNA.

10. Centrifugar 57 a 13000 rpms i 4°C.
11. Treieu el sobrenedant tant com sigui possible, anant en compte de no perdre el pellet.
12. Assequeu el pellet a 37°C uns 10~ 6 més (fins que no quedi gens d’etanol).

13. Un cop sec resuspeneu el pellet en 40 pl o menys de TE (si els pellet és molt petit) i
deixar-ho reconstituir unes hores a TA.

Medi 2xYT

Preparacio 1000ml
Triptona 169
Yeast extract 10g
NacCl 5g

Ajusteu al volum final amb aigua MilliQ autoclavada.
Afegiu, posteriorment, I'antibiotic desitjat.
*Cloranfenicol (20mg/ml) afegir a un litre de medi 1 ml d’antibiotic.

Per la congelacié de BACs

Preparar :

Glycerol solution

- 65% glycerol (vol/vol)
- 0,1M MgSO4

- 0,025M Tris-Cl, pH 8

e Poseu en un tub NUNC de 1,8 ml. 1 ml. de Glycerol solution i 1 ml. del cultiu de
bacteris (ho tindrem a un 32% de Glycerol)

Nosaltres normalment utilitzem Glycerol 87% i llavors posem 200 pul. de Glycerol +

800 ul. de bacteris ( ho tindrem a un 17% ) i ho guardem a —80°C
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Protocols del laboratori

Marcatge directe de BACs per FISH

Vysis, Inc. (protocol per CGH)

El kit del marcatge conté:

Reactiu Volum Composicio conservacio
Nick translation 525 ul. | DNA polymerase I, DNAse | in 50% -20°C
enzim glycerol, 50 mM Tris-HCL pH7,2, 10
mM MgSQy,, 0,1 mM DTT, 0,5 mg/ml
nuclease-free BSA
10x NT buffer 300 ul.  |500 mM Tris-HCL pH7,2, 100 mM -20°C
MgSQ,4, 1 mM DTT
dTTP 200 yl. [{0,3 MM dTTP -20°C
dCTP 200 pl. |0,3 mM dCTP -20°C
dATP 200 pl. | 0,3 mM dATP -20°C
dGTP 200 pyl. 0,3 mM dGTP -20°C
Nuclease-free water | 1,5 ml. -20°C
Control DNA (MPE |15 ul. 0,2 ug/ul DNA, isolated from tumor -20°C
600) unlabeled cell line MPE 600
SpectrumGreen 5 pul. 0,3 pg/pl DNA, isolated from tumor -20°C
Control DNA (MPE cell line MPE 600, direct-labeled with
600) SpectrumGreen

Nota: Els reactius (no el DNA) es poden guardar a -70°C si s'utilitzen sols 1 6 2 vegades al
mes

Altres reactius que es necessiten i no estan inclosos en el Kit:

SpectrumOrange dUTP 50nmol

SpectrumGreen dUTP 50nmol

Venen liofilitzats i s’han de reconstituir amb 50 ul de H,O per tenir una concentracié 1 mM
(la preparacio6 reconstituida és estable durant 3 mesos, a -20°C. S’ha d’evitar congelar i
descongelar repetidament ).

Els fluorocroms son fotosensibles. Per evitar la seva degradaci6 protegir de la llum.

Preparacio6 dels reactius

0,2 mM SpectrumGreen o SpectrumRed dUTP
10 ul de 1 mM dUTP + 40 pl. de nuclease-free water

0,1 mM dTTP
10 ul de 0,3 mM dTTP + 20 pul. de nuclease-free water

0,1 mM dNTP mix
Barregeu posant-hi 10 pl de cadascun 0,3 mM dATP, dCTP, dGTP
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Procediment

1. Poseu un tub en gel i el deixeu refredar uns minuts.
2. Afegiu per ordre:
X pl - nuclease-free water
x ul - per 1 pg de DNA, (dltimament i posem uns 5 pl. )
2,5 pl. 0,2 mM SpectrumGreen 6 SpectrumOrange dUTP
5ul. 0,2 mMdTTP
10 pl.  dNTP mix
5 pl.  10x Nick translation buffer
15 pl. Nick translation enzpme

Vf = 50 pl.

3. Feu un petit vortex.

4. Incubeu 2h a 15°C.

5. Pareu la reacci6 posant el tub a 70°C durant 10~

6. Poseu el tub a -20°C un minim del5 min.

7. En un gel al 2% d”agarosa carregueu 9 ul de la reaccié. Perque el blau no interfereixi

amb els fragments de les sondes, deixeu que corri més de mig gel.
8. Els fragments han d’estar entre 200 — 600 bp.
9. Filtreu la sonda amb columnes de shefadex Autoseq G-50 Dye terminator Removal Kit,
illustra™ i centrifugueu a 2000g 1 minut. Utilitzarem dues columnes per cada sonda (ja que
el volum maxim que es pot filtrar a cada columna es 25 pul i nosaltres tenim el doble).
10. Precipitacio:
H,0 fins a 100 pl.
Cotl1l-DNA 3 pl.
SS (esperma de salmo)-DNA 2 pl.
Sonda el volum que tinguem, uns 41 pl.
NaCl 1M 10 pl.
Afegiu 2 volums d’etanol absolut, 200 pl., barrejar molt bé i posar a —20°C un minim de
207 6 millor tota la nit.
Centrifugueu a 13000 rpms durant 20" a 4°C.
Decanteu i afegiu 1 ml d’etanol 70%, barregeu bé.
Centrifugueu a 13000 rpms durant 10" a 4°C.
Decanteu letanol i assequeu a 37°C uns 10”6 més, per tal d’eliminar I’excés d’etanol.
Afegiu formamida desionitzada 10 pl., barregeu bé, centrifugueu i ho poseu al
Thermomixer a 65°C 5'.
Torneu a centrifugar, afegiu dextra-sulfat/12xSSC 10 pl., barregeu, centrifugueu i al
Thermomixer 65°C 57.
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TECNICA DE MLPA “Multiplex ligation-dependent probe amplification”

1. Preparacio dels reactius

e Prepareu la barreja (mix) de sondes

- Els oligonucleotids (oligont) es resuspenen en TE (Tris-HCI 10 mM :1 mM EDTA) pH 8,2.
Concentraci6 stock: 50 o 100 uM. Aquest stock es guarda a —20° C. (UM=pmol/uL).

- Feu aliquotes dels oligont a una concentracié 1 pM. Guardeu aquest stock a —20° C.

e Barreja d’oligont per un assaig de MLPA

- Volum final PROBEMIX: 200 puL (utilitzar TE); es posa 0,8 pyL de cada oligont a 1uM.
Quantitat de cada oligont/probemix
0,8 pL x 1pM = 0,8 pmol
Concentracié de cada oligont en la probemix:
0,8 pmol/200uL = 0,004 pmol/pL = 4 fmol/L = 4 fM
(Per una reacci6 de MLPA s’afegira 1,5 uL d’aquesta PROBEMIX)

e Reactius kit “salsa MLPA reagents” de MRC-Holland

Ligase-65 1 x 500 pl. (Tap marroé)

SALSA MLPA buffer 3 x 225 pl. (Tap groc)
Ligase-65 buffer A 2 x 1 ml. (Tap transparent)
Ligase-65 buffer B 2 x 1 ml. (Tap blanc)

10x SALSA PCR buffer 4 x 750 pl. (Tap vermell)

rhrONMPE

Es recomana fer aliquotes del buffer Ligase-65 A, ja que la descongelacié-congelacio
repetida destrueix el cofactor NAD. El nimero maxim de cicles descongelacié-congelacio
que resisteix es de 15.

e Stocks de reactius de PCR

Primers MLPA-F i MLPA-R a 10 pM
dNTPs 100 mM

Tampd/buffer Tag PCR

Taq (5 u/pL)

- Prepareu en un tub “PCR primers-dNTP mix”:
Barregeu: 1 pL primer MLPA-F + 1 pL primer MLPA-R + 0,5 pL dNTPs
(10 pmoles de cada primer + 50 nmoles de dNTPs)

2. Hibridacio i lligacio

Notes: - Es essencial utilitzar un termociclador amb la tapa pre-calentada (105°C). Es
recomana utilitzar tubs de PCR de 0,2 ml o plaques.

(UNA BARREJA INCOMPLETA DE LES SOLUCIONS D’ENZIMS AMB GLICEROL (50 % VISCOS)
AMB ELS BUFFERS DE DILUCIO ES UNA DE LES MAJORS FONTS D’ERROR).
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e Desnaturalitzacié del DNA i hibridacié de les sondes

- Diluiu la mostra de DNA (20-500 ng DNA) amb TE, volum final DNA+TE=5 pl.

Es recomana utilitzar aproximadament 100 ng de DNA huma. ElI DNA s’ha de dissoldre en
aigua o TE (10 mM Tris-HCL pH 8,2; 1 mM EDTA). La concentracié d’EDTA en la mostra de
DNA no ha de ser superior a 1 mM i el volum no ha d’excedir 5 pl. El volum de la reacci6 és
important per la velocitat d’hibridaciéo que és depenent de la sonda i la concentraci6 de sal.
A més a més, la Tm d’hibridacié de la sonda amb la seva diana, també depén de la
concentracio salina.

- Incubeu el DNA: 5’ a 98°C; refredeu a 25°C abans d’obrir el termociclador.

- Amb la pausa a 25° C: Afegiu 1,5 pL de PROBEMIX + 1,5 ul de MLPA buffer (tapa groga).
Barregeu amb la mateixa pipeta suaument amunt i avall.

El PROBEMIX i el tamp6 de MLPA poden ser previament barrejats a temperatura ambient
amb la pipeta. El buffer de MLPA es viscés i no es barreja facilment. No centrifugar aquesta
barreja perqué les sondes mes llargues poden precipitar.

- Incubeu 1 minuto a 95°C, a continuacié incubeu 16 hores a 60°C.

3. Reaccid de lligacié

- Reduiu la temperatura del termociclador a 54°C. Mantenint la temperatura a 54°C, afegiu
32 pL de MIX LIGASE-65 a cada mostra i barregeu.

MIX LLIGASE-65
(realitzeu al moment d’utilitzar i manteniu en gel)
3 pL LIGASE-65 BUFFER A (tap transparent)
3 pL LIGASE-65 BUFFER B (tap blanc)
25 uL H,O. Barregeu vortex
Afegiu 1 pL Ligase-65 (tap marrd). Barregeu de nou.

Incubeu 15’ a 54°C, a continuacio incubeu 5 * a 98°C per desactivar la ligasa.

Les mostres es poden emmagatzemar fins una setmana a 4°C. Per periodes més llargs, es
recomana de conservar-les a -20°C.

4. Reacci6 de PCR

Notes: No utilitzeu en la técnica de PCR, micro-pipetes que s’hagin utilitzat per manipular
productes de PCR o lligacié resultants de MLPA!! Després de la PCR, els tubs no s’han
d’obrir en las proximitats del termociclador.

1. Barregeu:
2 pL 10XSALSA PCR buffer (tap vermell)
13 pL H20
Amb els tubs en gel afegiu 15 pL d’aquesta barreja a cada tub.

2. Amb els tubs en gel: Afegiu 5 pL de MIX POLYMERASE a cada tub i barregeu la
reaccio de PCR.
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MIX POLYMERASE-FAM
1 pl PCR-primers-dNTP mix (tap purpura)
1 pl Enzyme Dilution buaffer (tap blau)
0,5 ul Taq Polymerase (2,5 U) (tap taronja)
2,5 pul H20
(Concentracions finals en el tub de reaccié: 200 nM de cada primer, 1 mM de dNTPs)

MIX POLYMERASE (VIC o NED)

1 pl PCR-primers
0,25 pl dNTP mix
1 pl Enzyme Dilution buffer
0,4 ul Taq Polymerase (2,5 U)
2,35 pl H20
(Concentracions finals en el tub de reaccié: 200 nM de cada primer, 1 mM de dNTPs)

3. Afegiu 5 pL de la lligacié a la barreja del pas 1) + la Mix Polymerase. Tindreu un
volum final de reaccié de PCR de 25 pl.

- Programa de PCR: 30 segons 95°C; 30 segons 60°C; 60 segons 72°C i 31-35 CICLES.
Acabar amb 20 minuts d’incubaci6é a 72°C. Temperatura final de 4-15°C.

5. Separacié/quantificacio relativa dels productes de PCR en electroforésis

La quantitat de volum de la reacciéo de PCR de MLPA requerida per I'analisi per electroforesi
capil-lar depen de I'aparell i el marcador fluorescent utilitzat.

ABI-3100 (16 capil-lars) i ABI 3100 Avant (4 capil-lars) —» PCR realitzada amb FAM PCR
primer-dNTP mix:

- Despres de la reacci6 de PCR, barregeu:

1 pl de la reaccié de PCR
0,5 ul de I'estandard intern de llargada, marcador ROX (ROX-500 Genescan,
ref:AB1401734)

8.5 yl formamida desionitzada (ABI ref:4311320)
Condicions de I'electroforesi:
Capil-lars: 36 cm. Polimer: POP-4 o POP-6. Temperatura execucié6 60°C. Volum
d’emplanament del capil-lar: 184 passos. Voltatge pre-execucié: 15 kV. Temps pre-

execuci6: 180 seg. Voltatge d’injeccié: 3,0 kV. Temps d’'injeccié: 10-30 seg. Voltatge
execucio: 15 kV. Temps de demora: 1 seg. Temps execucié: 1500 seg.
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Hibridacié amb array de BACs

Hibridacioé d’array-CGH amb sulfat de dextra

1. Marcatge de DNA genomic amb dCTP-Cy3 i Cy5 per random priming.
Procediment:

Protocol del kit Bioprime (Invitrogen) modificat per aCGH (Pinkel, Fiegler...).
1) Per cada mostra de DNA genomic prepareu un tub de 0,2 ml per PCR on
barregem:
- 300 — 400 ng de DNA genomic
- 20 pl de 2,5x Primer Mix del kit
- Ajustem el volum fins 42 pul amb aigua mQ autoclavada
2) Deixeu 10 min a 99°C al termociclador. Feu un spin i deixeu els tubs en gel.
3) Al tub afegiu:

1 reaccié (uL)

10x dCTPmix*

Cy5 o0 Cy3 dCTP (1.0mM)
Exo Klenow

Volumen final

* 10x dNTP mix (dATP, dTTP i dGTP a 2 mM, dCTP a 1,2 mM)

Q| |N |01

4) Deixeu tota la nit a 37° (~ 18 hores).

5) Al dia seglient, netegeu les mostres de nucledtids no incorporats amb el kit de
neteja d’Invitrogen, cadascuna per separat.

6) Mesureu I'absorbancia de les mostres a 532 i 650 amb el NanoDrop per
determinar la quantitat de fluorocrom incorporat. Passeu el Control de Qualitat (CQ) Servei
de Microarrays del CRG.

7) Si les mostres han passat el CQ es segueix el protocol d’hibridacié del xip.

2. Hibridaci6 de microarrays de CGH amb sulfat de dextra.

Procediment: Es segueix el protocol de NJ Wang i cols. (2004). American Journal of Human
Genetics, 75 (2), 267-281.

- Teniu preparades les sondes de DNA genomic marcades amb dCTP-Cy3/5.

2.1 Precipitacio6 de les sondes:
¢ Precipiteu les sondes amb 100 pg de Cot-1 en la seglient barreja de reaccio:

mostra marcada amb Cy3| 50 | 100
mostra marcada amb Cy5| 50 | 100

Cot-1 (100 pg) 100 | 100
NaAC 3M, pH 5.2 20 | 30
etanol 100 % fred 500 | 750

e Barregeu els tubs per inversi6 i deixeu 1 h (minim) a —20°C.

e Centrifugueu les barreges de reaccié: 30 min, 13200 rpm, a 4°C.

e Traieu el sobrenedant i assequeu el pellet a I'aire (sota la campana i tapats de la llum amb
paper d’alumini).
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2.2 Hibridacions:

Prepareu 5 0 10 ml de solucié d’hibridacié durant la precipitacio de les sondes. Es prepara la
barreja i s’afegeix el sulfat de dextra al final. Deixeu la solucié a 42°-45° fins que es
dissolgui. Filtrem amb una membrana de 0.22 um de por (millor en calent).

[Final] | 10 ml 5ml
Formamida 50% 5 ml 2.5 ml
20xSSC 2x 1ml 0.5 ml
Sulfat de dextra 10% 1g 0.5¢g
Denhard’s solution 50x 1x 200 pul | 100 ul
EDTA 0.5M pH 8.0 0.5 10 pl 5 ul

mM
NaPhosphate pH 7.0 0.1M | 40 mM | 3.79 1.895
ml ml

¢ Ressuspeneu els pellets en 23 pl de solucid d’hibridacié (cubre 22x22) o 70 pl per cubres
de 24x60 (80 pl per sandwich).
e Feu un spin.
e Deixem: - 20 min a 72°C
-2 ha45°C

2.3 Bloqueig dels portes (arrays):

Durant les 2 h d’incubaci6 a 45°C bloquegeu els arrays (préviament preescanejats).
Protocol del Grup del Dr. Lauro Sumoy (CRG).
Preparaci6 de la soluci6 de bloqueig:

1) Prepareu 250 ml de solucié amb BSA al 1%, 6xSSC, 0.5% SDS en aigua mQ.

20xSSC 75 mi
10% SDS 12.5 ml
BSA (98% pols) [2.5¢g
aigua mQ 162.5

2) Filtreu la soluci6 per filtres de 0,22 um de por.

3) Poseu la solucié en una cubeta de rentats i pre-escalfem a 42°.

4) Afegiu 12 arrays com a maxim i deixem 1h a 42°, amb agitaci6.

5) Realitzeu 4 rentats amb aigua mQ amb els cistells. Sucant unes 20 vegades dins
la cubeta.

6) Centrifugueu 5 min a 1500 rpm a RT per assecar-los.
Opcionalment (ex: arrays 32K d’Holanda,...) es pot afegir un pas de desnaturalitzaci6 dels
spots.

7) Submergiu els arrays en aigua bullint i els deixeu durant 2 minuts. 1 litre d’aigua
en un vas de precipitats de 2L que escalfeu entre 10-12 min al microones.

8) Centrifugueu 5 min a 1500 rpm a RT per assecar-los.

2.3 Muntatge de les hibridacions:

e Feu un spin de les mostres que heu tret de la incubaci6é de 45°C.

e Afegim els 23 pl sobre un cubre (Hybrislip 22x22mm o cubre de vidre 24x24mm) o els 70
ul sobre el cubre de 24x60 i poseu el xip a sobre en la zona on hi ha els spots.

¢ Poseu el xip dins d’'una cambra de Corning i afegiu 20 ul d’aigua mQ a cada pouet.

e Tanqueu les cambres i les deixeu 40 h a 45°C en un forn d’hibridaci6.
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2.3 Rentats:

e Feu els seglients rentats:
-1x amb 50% formamida, 2xSSC i 0.1% SDS durant 20 min, a 45°C amb shaking
-2x amb 0.2x SSC, 10 min, RT i shaking
-1x amb H,O milliQ, 10 min, RT, shaking

e Centrifugueu a 1500 rpm, 5 min, RT.

e Escanegeu i quantifiqueu el xip.
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