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PRÒLEG  
 

Des dels primers simis com la Pliobates cataloniae, coneguda casualment 

amb el nom de Laia, fins a nosaltres, el DNA ha experimentat molts canvis. 

Tal com els modernistes feien en el trencadís, el DNA s’ha esmicolat, copiat 

i enganxat milions de vegades des de l’origen de la primera Laia fins a la que 

aquí escriu la seva tesi. De tant en tant, aquest procés ha generat 

modificacions de la informació genètica que si per fortuna han suposat una 

avantatge han estat preservades per la selecció natural i han contribuït a 

l’evolució. Aquest ball de bastons que han dansat els primats durant milions 

d’anys ha deixat estelles en el nostre genoma en forma de seqüències 

repetitives del DNA. Desencertadament, durant molt temps s’han catalogat 

aquestes repeticions com a DNA escombraria. Però en realitat, aquestes 

seqüències no són merament una empremta evolutiva sinó que 

constitueixen el motor que impulsa la formació de nous canvis en el 

genoma. 

Per què els xerpes de l’Himàlaia estan més ben adaptats a les altes 

alçades? Algú podria respondre a aquesta pregunta tot dient que perquè han 

nascut a gran alçada. Però segurament, si haguessin nascut a Sabadell 

tampoc patirien el mal d’alçada com el que pateixo jo dalt d’un cim a 4000m. 

Darwin potser hagués suggerit que som espècies de pinsans diferents però 

s’hauria equivocat. I tampoc es tracta d’una qüestió de variants d’un gen 

perquè en aquest cas no estem parlant de si som verds o grocs com els 

pèsols de Mendel. La clau està en les variacions del número de còpies de 

certs gens causades per les reorganitzacions de seqüències repetitives del 

DNA que ha originat l’evolució. 



VIII 

 

Tot i que, en l’exemple dels tibetans aquesta variació ha sigut molt 

positiva per la seva adaptació, ja us podeu imaginar que la cosa no sempre 

va tan bé. Al igual que quan barreges dos gelats de gustos diferents el 

resultat no sempre és deliciós, és possible que et deixi indiferent o que et 

causi una bona indigestió. I quan el biòlegs traslladem la gelateria a la 

genètica aquesta indigestió assoleix el grau de malaltia.  

Així doncs, tot el que ens ha fet evolucionar també ens està fent més 

fràgils? El DNA és com un vell disc de vinil, que com més sona més es 

ratlla, i això fa que de vegades s’encalli i la música soni enrogallada. La 

natura és enrevessadament irònica i ha creat en nosaltres un exemple 

perfecte del Yin i el Yang. Els humans podem parlar gràcies a l’àrea de 

Broca, escriure gràcies a l’articulació en cadira de muntar del dit polze, fins i 

tot, construïm avions i gratacels però a canvi tenim malalties que no tenen 

els babuïns del Serengueti. L’únic consol que ens queda és que, per sort, 

també hem dissenyat les eines necessàries per estudiar aquestes malalties. 

Aquesta tesi, doncs, parla de com es fan les ratllades del disc de vinil, de 

quines són les combinacions de gelats que menys ens agraden i de les 

estelles del nostre genoma. 

 

Laia Vergés i Torrella 
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RESUM  
El genoma humà està format en un 5% per low-copy repeats (LCR); segments de 

DNA d’entre 1 i 500 Kb que es repeteixen dues o més vegades al llarg del genoma i 

que comparteixen una homologia superior al 90%. L’aparellament no al·lèlic 

d’aquestes seqüències durant la meiosi promou la generació d’esdeveniments de 

recombinació homòloga no al·lèlica (NAHR) que donen lloc a reorganitzacions 

cromosòmiques heretables que originen un conjunt de malalties anomenades 

trastorns genòmics. La deleció de la regió 22q11.2, originada per la NAHR entre els 

LCR22, causa la síndrome de DiGeorge/velocardiofacial (SDG/VCF), un dels 

trastorns genòmics més freqüents en els humans.  

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral va ser l’avaluació de les característiques 

genètiques que modulen la susceptibilitat a la NAHR en individus transmissors de la 

SDG/VCF. 

Es va caracteritzar la susceptibilitat a la NAHR en 8 homes amb descendència 

afectada per la SDG/VCF. Aquest estudi es va dur a terme a través de l’anàlisi de la 

freqüència d’espermatozoides portadors de delecions i duplicacions de la regió 

22q11.2, i d’altres regions crítiques amb una arquitectura genòmica similar, 

mitjançant la hibridació in situ fluorescent (FISH) en nuclis descondensats 

d’espermatozoides. Els resultats obtinguts van demostrar que 2 pares transmissors 

de la SDG/VCF presentaven increments significatius d’espermatozoides portadors 

de la deleció 22q11.2 que es van atribuir a un increment de la NAHR intra-cromàtide 

focalitzada a la regió 22q11.2. En aquests individus, també es van analitzar els blocs 

de seqüències en tàndem dels LCR22-2 i LCR22-4 mitjançant la tècnica de la FISH 

en fibres de cromatina (fiber-FISH) obtingudes de leucòcits. Els resultats de l’anàlisi 

van mostrar variacions respecte la població control dels blocs de seqüències en 

tàndem corresponents als fòsmids L9 i K3. Aquestes variacions podrien constituir 

un factor de predisposició a la NAHR. 
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Per tal de validar els resultats obtinguts mitjançant fiber-FISH, es van analitzar les 

variacions de seqüències paràlogues en els LCR22 cobertes pels fòsmids L9 i K3 

mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa de tipus droplet digital (ddPCR). No 

es van observar diferències significatives entre les poblacions d’individus 

transmissors de la SDG/VCF i de controls analitzades. Tot i així, els resultats van 

suggerir una disminució de còpies del pseudogen de AK129567 en els individus 

transmissors.  

D’altra banda, també es va analitzar la freqüència de la inversió 22q11.2 mitjançant la 

FISH interfàsica en limfòcits. No es va detectar cap haplotip d’inversió 22q11.2 en 

individus transmissors ni en controls. Així doncs, es va confirmar la inexistència 

d’aquest polimorfisme i es va excloure la seva implicació com a factor de 

predisposició per la SDG/VCF. Per últim, es va determinar el genotip de PRDM9 

mitjançant PCR i seqüenciació Sanger. La comparació de les freqüències al·lèliques 

entre els individus transmissors i la població control no va mostrar diferències 

significatives. Tot i així, es va descriure un al·lel nou de PRDM9, que es va 

denominar L50, en un pare transmissor de la SDG/VCF que havia mostrat 

increments de delecions 22q11.2 en espermatozoides. Aquest resultat va suggerir que 

certs al·lels rars de PRDM9 podrien actuar com a factor de predisposició per la 

NAHR a la regió 22q11.2. 

En conjunt, l’avaluació dels factors de predisposició a la inestabilitat genòmica de la 

regió 22q11.2 va reflectir que el risc a la NAHR en aquesta regió és complex i 

atribuïble a la confluència de diferents característiques genètiques. 
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ABSTRACT  
The 5% of the human genome is constituted by low copy repeats (LCRs). LCRs are 

DNA fragments from 1 to 500 kb in size, with at least two copies across the genome 

that share a high level of sequence identity (> 90%). The non-allelic alignment of 

these sequences during meiosis promotes non-allelic homologous recombination 

events (NAHR) that could lead to chromosome reorganizations which can be 

transmitted to the offspring. These reorganizations originate a group of diseases 

called genomic disorders. Deletions of the 22q11.2 region, caused by NAHR 

between LCR22, result in the DiGeorge/velocardiofacial syndrome (DGS/VCFS) 

which is one of the most frequent genomic disorder in humans. 

The main objective of this thesis was to evaluate the genetic features that could 

modulate the NAHR susceptibility in DGS/VCFS transmitting individuals. 

NAHR susceptibility was analysed in a total of eight men with DGS/VCFS affected 

progeny. This study was achieved by analysing the frequency of deletions and 

duplications of the 22q11.2 region, and other critical regions with a similar genomic 

architecture, using fluorescence in situ hybridization (FISH) in decondensed sperm 

nuclei. Results demonstrated that two transmitting fathers showed statistical 

significant increases of 22q11.2 deletions in sperm. This abnormality was attributed 

to an abnormal intra-chromatid NAHR activity focused on the 22q11.2 region. By 

applying FISH on chromatin fibers obtained from leucocytes (fiber-FISH), the 

blocks of tandem repeats within LCR22-2 and LCR22-4 were also evaluated for 

these individuals. With respect to the control population, SDG/VCF transmitting 

fathers showed copy number variations on tandem sequence blocks corresponding 

to the L9 and K3 fosmid sequences that could constitute a predisposing factor for 

NAHR. 

In order to validate fiber-FISH data, variations of paralogous sequences covered by 

L9 and K3 fosmids were analysed by using droplet digital polymerase chain reaction 
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(ddPCR). Although differences between the population of DGS/VCFS transmitting 

parents and control individuals were not observed, the results suggested a decrease 

of the AK129567 pseudogene copy number in transmitting parents. The frequency 

of 22q11.2 inversions was also studied by applying interphase FISH in lymphocytes. 

The inversion haplotype was not detected in any transmitting or control individuals. 

Therefore, the absence of the 22q11.2 inversion polymorphism was confirmed and 

this genetic feature was excluded as a possible predisposing factor for DGS/VCFS. 

Finally, PRDM9 genotype was assessed by using PCR and Sanger sequencing. Allelic 

frequencies of control and DGS/VCFS transmitting individuals did not show 

differences. Nevertheless, we described a novel PRDM9 allele, L50, in a 

DGS/VCFS transmitting father with increased rates of 22q11.2 deletions in sperm. 

This observation suggested that certain rare alleles of PRDM9 might be a 

predisposing factor for NAHR at 22q11.2 region. 

In summary, the evaluation of predisposing factors for the genomic instability at 

22q11.2 showed that the NAHR risk in this region is complex and could be 

attributed to a confluence of different genetic features.  

 

  



 

 

   

INTRODUCCIÓ 

 
1.1 ORGANITZACIÓ DEL GENOMA HUMÀ 

1.2 VARIABILITAT DEL GENOMA HUMÀ 

1.3 MECANISMES DE FORMACIÓ DE LES 

REORGANITZACIONS ESTRUCTURALS 

1.4 ESTUDI DE LA VARIABILITAT 

ESTRUCTURAL 

1.5 CONTRIBUCIÓ DE LES REORGANITZACIONS 

ESTRUCTURALS AL GENOMA 

1.6 RISC DE RECURRÈNCIA DELS TRASTORNS 

GENÒMICS 

1.7 FACTORS DE PREDISPOSICIÓ DELS 

TRASTORNS GENÒMICS 

1.8 REGIÓ CROMOSÒMICA 22q11.2 



 

 

 



1. I N T R O D U C C I Ó  7 

 

· UAB 2016 · 
 

 

1.1 ORGANITZACIÓ DEL GENOMA HUMÀ 

El genoma humà està format per aproximadament tres mil dos-cents milions de parells 

de nucleòtids. La publicació de la primera seqüenciació completa el febrer de l’any 

2001, per part del consorci públic Projecte Genoma Humà i de la companyia privada Celera 

Genomics, va revolucionar el coneixement sobre la organització del genoma i va 

possibilitar la realització d’estudis fins aleshores inabastables (LANDER ET AL. 2001; 

VENTER ET AL. 2001).  

La disponibilitat d’un mapa del DNA humà permetia abordar l’anàlisi amb detall dels 

seus components. Es determinà que un 30% del nostre genoma correspon a seqüències 

relacionades amb gens. Tot i així, tan sols un 1,5% conté exons que codifiquen 

proteïnes, mentre que la resta de seqüències gèniques corresponen principalment a 

introns. El 70% restant està constituït per DNA extragènic que correspon 

majoritàriament a seqüències repetitives (LANDER ET AL. 2001) (Figura 1).  

Les seqüències repetitives es poden dividir en dues grans categories: les repeticions 

comunes i les duplicacions segmentals (SD de l’anglès segmental duplication), també 

anomenades low-copy repeats (LCR). Entre les repeticions comunes destaquen els 

elements transposables que són fragments de DNA o RNA capaços de reproduir-se i 

inserir-se en el genoma hoste. Els elements transposables es classifiquen en Long 

Interspersed Nuclear Elements (LINEs) (20,4%), Short Interspersed Nuclear Elements (SINEs) 

(13,1%), retrotransposons long terminal repeat (LTR) (8,3%) i transposons de DNA 

(2,9%). Les repeticions comunes també inclouen repeticions de seqüències simples 

inferiors a 10 pb (3%) (Figura 1).  

El DNA extragènic també inclou seqüències de DNA que s’organitzen en forma 

d’heterocromatina (8%) i de seqüències úniques localitzades entre gens codificants 

(11,6%) (GREGORY 2005) (Figura 1).  

Els LCR són segments de DNA d’entre 1 i 500 kb que es repeteixen dues o més 

vegades al llarg del genoma, en tàndem o en diverses localitzacions i de forma directa o 

invertida. Es caracteritzen per presentar un grau d’homologia superior al 90% i contenir 
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gens, pseudogens, motius de recombinació i seqüències de DNA repetitiu com les 

seqüències Alu (BABCOCK ET AL. 2003; DITTWALD ET AL. 2013B; BAILEY I EICHLER 2006). 

En una primera aproximació a la detecció de LCR, Bailey et al. (2001) determinà un 

enriquiment d’aquestes seqüències en les regions pericentromèriques i subtelomèriques. 

Tanmateix, l’estimació del total de LCR en els primers assemblatges del genoma humà 

era complicada degut a què les seqüències amb una identitat superior al 98% es 

sobreposaven entre elles i, per tant, s’infravaloraven (BAILEY ET AL. 2001).  

La primera estimació robusta de LCR en humans va ser aconseguida l’any 2002. El 

resultat fou que el genoma humà contenia un 5,2% de LCR de mida >1 kb i amb una 

identitat >90% (BAILEY ET AL. 2002). Posteriorment, s’ha re-calculat aquesta dada 

obtenint resultats similars en la construcció del genoma del 2009 (4,9% LCR>1 

kb>90%) (HUMAN SEGMENTAL DUPLICATION DATABASE). D’altra banda, la distribució 

dels LCR entre els cromosomes humans no és homogènia. A part de l’enriquiment en 

regions pericentromèriques i subtelomèriques descrit per Bailey et al. 2001, s’ha 

determinat que hi ha cromosomes que presenten una concentració més elevada 

d’aquest tipus de repeticions. Concretament, els cromosomes 7, 9, 10, 15, 16, 17, 22, X i 

Figura 1. Tipus de seqüències que conformen el genoma humà. Adaptat de 

Gregory (2005). 
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Y són els que presenten una densitat més alta de LCR (>5%). Per contra, els 

cromosomes amb una densitat més baixa de LCR són el 3, 6, 8, 12 i 14 (<2%) (ZHANG 

ET AL. 2005). 

1.2 VARIABILITAT DEL GENOMA HUMÀ 

La seqüenciació del genoma humà també va permetre definir amb més precisió la 

variabilitat entre els genomes de diferents individus. D’acord amb la mida de la regió 

afectada podem distingir dos tipus de variacions: variacions puntuals i variacions 

estructurals. 

Les variacions puntuals afecten a un sol nucleòtid per substitució o per 

inserció/deleció. En concret, les variacions d’un nucleòtid que s’observen en una 

freqüència mínima de l’1% de la població s’han anomenat SNP (de l’anglès Single 

Nucleotide Polymorphisms). S’estima que en el genoma humà hi ha aproximadament 10 

milions de SNP (THE INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2005).  

D’altra banda, les variacions estructurals poden afectar des de pocs nucleòtids fins a 

regions de l’ordre de megabases i inclouen delecions, insercions, duplicacions, 

inversions i translocacions. Les variacions entre diferents individus que afecten el 

número de fragments genòmics idèntics amb una mida superior a 1kb s’han anomenat 

variacions en el número de còpies (CNV de l’anglès Copy Number Variations) (FEUK ET 

AL. 2006). Es calcula que la seva taxa d’aparició és quatre ordres de magnitud superior a 

la dels SNP (LUPSKI 2007). 

Un del factors claus de la generació de la variabilitat estructural és la formació de 

reorganitzacions en les quals es troben involucrades els LCR (MARQUES-BONET ET AL. 

2008). De fet, les variacions en els propis LCR constitueixen una font important de 

variacions genòmiques (MARQUES-BONET ET AL. 2009B). Cada individu presenta un 

nombre variable de CNV i un 32% d’aquestes regions variables corresponen a 

variacions en el nombre de LCR (REDON ET AL. 2006).  
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1.3 MECANISMES DE FORMACIÓ DE LES REORGANITZACIONS 

 ESTRUCTURALS 

Les reorganitzacions estructurals poden produir-se de forma recurrent, amb una mida i 

uns punts de trencament fixes, o no recurrent, amb mides i punts de trencaments 

distints en cada esdeveniment. El principal mecanisme que origina les reorganitzacions 

recurrents és la recombinació homòloga no al·lèlica (NAHR de l’anglès Non-Allellic 

Homologous Recombination) (STANKIEWICZ I LUPSKI 2002; LIU ET AL. 2012). D’altra banda, 

les reorganitzacions no recurrents són causades majoritàriament per l’acció de la fusió 

d’extrems no homòlegs (NHEJ de l’anglès Non-Homologous End-Joining) i l’aturada de la 

forca de replicació i canvi de motlle (FoSTeS de l’anglès Fork Stalling and Template 

Switching) (GU ET AL. 2008; STANKIEWICZ I LUPSKI 2010). 

REORGANITZACIONS RECURRENTS  

La NAHR és el mecanisme majoritari per aquelles reorganitzacions que es produeixen 

de forma recurrent. Es considera que aquest mecanisme contribueix a la formació del 

22% de les variacions estructurals presents en el genoma (KIDD ET AL. 2010). Els 

esdeveniments de NAHR que succeeixen durant la meiosi originen reorganitzacions 

estructurals que poden ser transmeses a la descendència (LIU ET AL. 2011; SASAKI ET AL. 

2010). Mentre que quan la NAHR s’esdevé durant la mitosi dóna lloc a poblacions 

cel·lulars amb reorganitzacions estructurals, sovint relacionades amb processos 

cancerígens (DARAI-RAMQVIST ET AL. 2008).  

El procés de la recombinació homòloga (HR de l’anglès homologous recombination) s’inicia 

amb la formació de trencaments de doble cadena del DNA (DSB de l’anglès double-

stranded breaks). A continuació, es reconeixen els DSB i es genera una resecció dels 

extrems lliures 5’. En aquest punt, s’han descrit diferents vies basades en la homologia 

entre cadenes que actuen en la reparació del DNA. Els principals mecanismes que 

intervenen en aquest procés són l’aparellament de cadena associat a síntesi (SDSA de 

l’anglès Syntesi Dependent Strand Annealing) i la formació de unions Holliday. En la SDSA 

un dels extrems lliures 3’ envaeix una cadena complementària i es repara el DNA 

utilitzant aquesta cadena complementària com a motlle. Després de la reparació s’uneix 
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a la seva cadena original i actua com a motlle per reparar l’altra cadena. En canvi, en el 

model de formació de unions Holliday, els dos extrems 3’ cerquen homologia en 

cadenes complementàries que serviran de motlle per la reparació del DNA. Com a 

resultat de l’entrellaçament de les cadenes complementàries es crea una estructura 

anomenada unió Holliday que dóna nom a aquest model de reparació. La resolució de 

les SDSA sempre dóna lloc a productes no recombinants ja que la cromàtide envaïda es 

manté intacta, mentre que ens les unions Holliday es poden generar productes 

recombinants o no recombinants en funció de l’orientació de la resolució de 

l’entrecreuament de cadenes (Figura 2) (SUNG I KLEIN 2006).  

Quan els DSB es produeixen en regions repetitives sinapsades de forma no al·lèlica o 

Figura 2. Reparació de DSB per HR mitjançant SDSA i el model d’unions Holliday. 

Adaptat de Sung i Klein (2006).  
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en localitzacions pròximes a aquestes regions, la cerca d’homologia pot realitzar-se en 

còpies paràlogues i donar lloc a un tipus de reparació no al·lèlica. En aquesta situació, si 

la resolució dels DSB es produeix per la via de la unió Holliday i es resol per 

recombinació ens referim al procés esdevingut com a NAHR (PARKS ET AL. 2015).  

Les seqüències recombinades han de presentar uns segments mínims complementaris 

(MEPS de l’anglès Minimal Efficient Processing Segments) amb una llargada de ~300 pb 

(REITER ET AL. 1998). Els LCR, d’acord amb la seva definició, presenten còpies 

paràlogues d’alta homologia i amb una longitud superior al MEPS per la qual cosa 

constitueixen regions sensibles a participar en aquest tipus de recombinació. Els 

processos de NAHR entre LCR originen diferents tipus de reorganitzacions estructurals 

en funció de l’orientació directa o indirecta dels LCR paràlegs implicats i de la seva 

localització en cromosomes no homòlegs, cromosomes homòlegs, cromàtides 

germanes o, fins i tot, dins una mateixa cromàtide (Figura 3) (OU ET AL. 2011; GU ET 

AL. 2008; DITTWALD ET AL. 2013A).  

REORGANITZACIONS NO RECURRENTS  

Les reorganitzacions no recurrents s’originen principalment per l’acció de la NHEJ i de 

mecanismes basats en errors durant la replicació com FoSTeS (Figura 4).  

La NHEJ no requereix la presència de seqüències complementàries i, per tant, es 

considera independent de la presència de LCR. Tot i així, s’ha determinat que pot ser 

promoguda per microhomologies d’entre 5 – 25 pb (MMEJ de l’anglès microhomology-

mediated end joining) (MCVEY I LEE 2008) i que els punts de trencament reparats per 

aquest mecanisme sovint coincideixen amb element repetitius com seqüències LINE, 

LTR o Alu (ZHANG ET AL. 2009). 

El procés de la NHEJ es pot dividir en quatre fases. Primerament es detecta la 

presència del DSB, a continuació es genera un complex de proteïnes pont entre els 

extrems lliures no complementaris, es modifiquen els extrems de manera que es puguin 

cohesionar (per addició o deleció de nucleòtids) i, finalment, s’enllacen. Aquest procés 

pot generar diferents reorganitzacions estructurals en funció de la localització original 

dels extrems units. Si els extrems units es situen en el mateix cromosoma es produiran 
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 fonamentalment delecions, mentre que si es situen en cromosomes diferents es podran 

originar translocacions (STANKIEWICZ I LUPSKI 2010; DAVIS I CHEN 2013).  

La FoSTeS també juga un paper rellevant en la generació de reorganitzacions no 

recurrents i, particularment, en les reorganitzacions complexes i la cromotripsi. Igual 

que la NHEJ, tot i ser un mecanisme independent de MEPS i LCR, la seva incidència 

també està influenciada per l’arquitectura genòmica local i per microhomologies. El 

      Figura 3. Reorganitzacions originades per NAHR en funció de l’orientació dels LCR i 

del tipus cromàtides. Les cromàtides blaves i verdes pertanyen a cromosomes no homòlegs, 

mentre que les cromàtides blaves i vermelles pertanyen a cromosomes homòlegs. Els LCR 

estan representats per fletxes. L’esquema de la NAHR inter-cromàtide entre cromàtides no 

homòlogues es troba simplificat ja que en funció de la localització dels LCR es s’obtenen 

productes diferents. Adaptat de Sasaki (2010).  
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mecanisme de FoSTeS es fonamenta en errors que tenen lloc en l’etapa de replicació 

del DNA. Si durant la replicació del DNA es produeix una interrupció de l’activitat 

d’una forca, els extrems lliures poden unir-se a les cadenes d’una altra forca de 

replicació pròxima i amb certa homologia. La resolució d’aquests productes 

intermediaris generarà pèrdues o guanys de material genètic (STANKIEWICZ I LUPSKI 

2010; LEE ET AL. 2007).  

1.4 ESTUDI DE LA VARIABILITAT ESTRUCTURAL 

El descobriment de les reorganitzacions estructurals està lligat a l’evolució de les 

tècniques d’anàlisi del genoma. Entre el conjunt de tècniques emprades en l’anàlisi de la 

variabilitat estructural podem diferenciar tècniques d’anàlisi global i tècniques dirigides a 

regions específiques (Taula 1).  

 

Figura 4. Mecanismes de les reorganitzacions no recurrents. Adaptat de 

Ottaviani et al. (2014). 
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ANÀLISI GENÒMICA  

L’anàlisi de la variabilitat genòmica es pot realitzar amb tècniques citogenètiques com el 

cariotip amb bandes G. L’ordenació dels cromosomes d’una cèl·lula en metafase 

permet detectar variacions estructurals com delecions, duplicacions, translocacions, 

insercions i inversions. Aquesta tècnica és eficient en la detecció de variacions d’una 

mida igual o superior a 3Mb que provoquin variacions rellevants de la morfologia 

cromosòmica o canvis en el patró de bandes (FEUK ET AL. 2006). 

Les metodologies basades en la hibridació in situ fluorescent (FISH de l’anglès 

Fluorescence In Situ Hybridization) consisteixen en hibridar, mitjançant la 

complementarietat de bases, fragments de DNA marcats amb fluorescència sobre 

mostres problema per detectar seqüències concretes. Tot i que, en general, aquestes 

tècniques s’utilitzen en l’anàlisi de regions específiques, cal puntualitzar que existeix una 

varietat de FISH anomenada M-FISH (Multiplex FISH) que possibilita l’anàlisi de tot el 

Taula 1. Metodologies d’estudi de la variabilitat estructural del genoma. 

 Translocacions Inversions CNV 

Anàlisi del genoma complet    

Cariotip ●(>3 Mb) ●(>3 Mb) ●(>3 Mb) 
M-FISH  ●(>3 Mb) ● ●(>3 Mb) 
CGH Cromosomes metafàsics ● ● ●(>3 Mb) 
 BAC ● ● ●(>50 kb) 
 Oligonucleòtids ● ● ●(>35 kb) 
SNP-array ● ● ● 
Seqüenciació d’alt rendiment ● ● ● 

Anàlisi de regions específiques    

PCR ● ● ●(>50 pb) 
FISH Cromosomes metafàsics ●(>3 Mb) ●(>3 Mb) ●(>3 Mb) 
 Nuclis interfàsics ●(>50 kb) ●(>50 kb) ●(>50 kb) 
 Fibres de cromatina ●(>10 kb) ●(>10 kb) ●(>10 kb) 

● Aplicable; ● No aplicable per reorganitzacions equilibrades 

CNV = Copy Number Variation; M-FISH = Multiplex Fluorescence In situ Hybridization; CGH = Comparative 

Genome Hybridization; BAC = Bacterial Artificial Chromosome; SNP-array = Single Nucleotide Polymorphisms array; 

PCR = Polymerase Chain Reaction; FISH = Fluorescence In situ Hybridization  
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genoma mitjançant sondes de pintat cromosòmic (SARRATE ET AL. 2004). La M-FISH és 

especialment eficient en la detecció de reorganitzacions inter-cromosòmiques. El límit 

de detecció de reorganitzacions d’aquesta tècnica és similar al del cariotip amb 3 Mb 

(AZOFEIFA ET AL. 2000). 

La tècnica de la hibridació genòmica comparada (CGH de l’anglès Comparative Genome 

Hybridization) consisteix en mesurar les diferències de fluorescència entre dos genomes 

distintivament marcats (un de referència i un de problema) per tal d’analitzar guanys i 

pèrdues de seqüències. Quan s’aplica sobre cromosomes metafàsics la resolució 

obtinguda és de 3 – 10 Mb. D’altra banda, la CGH en xips de DNA o arrays (array-

CGH) utilitza fragments marcats d’un genoma problema que s’hibriden sobre 

fragments d’un genoma de referència marcat diferencialment. L’array-CGH constitueix 

una de les tècniques més robustes en l’anàlisi de CNV. Els fragments de referència 

poden ser BAC (de l’anglès Bacterial Artificial Chromosome) (50-150 kb) o oligonucleòtids 

(60-100 bp); com més petits són aquests fragments més precisió s’obté en l’anàlisi 

(FEUK ET AL. 2006). Així doncs, l’array-CGH permet la identificació de variacions del 

número de còpies amb un grau de resolució molt més elevat que el cariotip amb bandes 

G. El principal desavantatge d’aquesta tècnica és que no permet el diagnòstic de 

reorganitzacions equilibrades (COUGHLIN ET AL. 2012). 

A nivell genòmic, també cal destacar l’ús de SNP-arrays en l’estudi dels CNV. Encara 

que, els SNP-arrays van ser dissenyats inicialment per la detecció de variacions d’un sol 

nucleòtid, a la pràctica també s’han aplicat amb èxit en l’anàlisi de guanys i pèrdues de 

seqüències (ATEN ET AL. 2008; REDON ET AL. 2006). A diferència de l’array-CGH, en els 

SNP-arrays la mostra problema, sense un marcatge diferencial, s’hibrida sobre un 

conjunt d’oligonucleòtids marcats amb fluorocroms. L’avaluació dels CNV es realitza 

comparant la intensitat de la fluorescència emesa per la hibridació de la mostra 

problema amb la valoració de la intensitat de fluorescència en mostres de controls. En 

l’aplicació dels SNP-arrays per l’anàlisi de la variabilitat estructural, les limitacions són 

les mateixes que per l’array-CGH (COUGHLIN ET AL. 2012). 

Els mètodes de seqüenciació de segona generació han començat a substituir la tècnica 

de l’array-CGH com a mètode preferent per l’estudi de CNV a nivell de tot el genoma. 

Aquestes tècniques es basen en la generació de milers de reaccions de seqüenciació en 
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paral·lel i es denominen seqüenciacions d’alt rendiment (en anglès High-throughput 

sequencing o Next generation sequencing). La propagació de les tècniques de seqüenciació 

entre els estudis sobre la variabilitat estructural es deu a què, amb un cost econòmic 

raonable, en comparació a les tècniques de seqüenciació del genoma de primera 

generació (Hierarchical shotgun sequencing i Whole-genome shotgun sequencing), ofereixen una 

major resolució, una estimació més acurada de les variacions de còpies, més precisió en 

la detecció dels punts de trencament i una major capacitat d’identificació de nous CNV 

(ZARREI ET AL. 2015; PARKS ET AL. 2015; KIDD ET AL. 2008). A més a més, aquestes 

tècniques, a diferència de l’array-CGH, sí que permeten la detecció de variacions 

estructurals equilibrades. L’augment en la demanda de les tècniques de seqüenciació 

d’alt rendiment per l’anàlisi de CNV ha comportat també la instauració de múltiples 

mètodes computacionals i eines que faciliten aquest tipus d’estudis (ZHAO ET AL. 2013). 

No obstant, aquestes metodologies també mostren algunes limitacions per l’anàlisi de la 

variabilitat estructural. En primer lloc, algunes seqüències són difícils de seqüenciar 

degut a la interferència entre els senyals veritables amb els inespecífics. D’altra banda, hi 

ha mostres que presenten distribucions anormals de la cobertura de seqüenciació cosa 

que incrementa la detecció de falsos positius per l’estudi de CNV. I finalment en 

l’anàlisi de seqüències altament polimòrfiques o repetitives, com els LCR, es tendeix a 

subestimar la seva distribució (RETTERER ET AL. 2015; ALKAN ET AL. 2010).  

ANÀLISI DE REGIONS ESPECÍFIQUES  

Per tal d’analitzar la variabilitat estructural de regions específiques del genoma, les 

tècniques més robustes són la FISH i les tècniques que es basen en la reacció en cadena 

de la polimerasa (PCR de l’anglès Polymerase Chain Reaction). La tècnica de Southern Blot 

també pot ser utilitzada per detectar variacions de regions específiques però, degut a la 

dificultat de l’anàlisi quantitatiu dels resultats obtinguts, ha tingut una aplicació 

minoritària en aquest context (ATEN ET AL. 2008). Les tècniques dirigides sovint 

s’utilitzen per validar els resultats de les tècniques que analitzen tot el genoma ja que 

analitzen un nombre limitat de seqüències en un mateix assaig. 

Les metodologies de FISH proporcionen una resolució de 3 Mb en hibridacions sobre 

cromosomes metafàsics i fins a ~50 kb en hibridacions sobre nuclis interfàsics. En 
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conjunt, les tècniques basades en la FISH possibiliten la detecció d’un gran nombre de 

reorganitzacions estructurals com translocacions, inversions, anells acèntrics, delecions i 

duplicacions, entre altres. La resolució de la FISH en nuclis interfàsics està limitada pel 

grau de condensació del DNA que s’ha estimat com a 100 vegades superior al DNA 

relaxat i que dificulta l’ordenació espacial de les seqüències marcades. Aquesta limitació 

ha pogut ser superada amb l’optimització de la FISH sobre fibres de cromatina 

estirades. La hibridació sobre fibres de cromatina facilita el mapatge de segments de 

DNA i augmenta la resolució fins a 10 – 20 kb (HENG ET AL. 2005). Aquesta darrera 

tipologia de FISH ha estat anomenada FISH d’alta resolució sobre fibres de cromatina 

(fiber-FISH).  

Els mètodes basats en la PCR que faciliten la quantificació de les seqüències 

amplificades, com la PCR quantitativa en temps real (Q-PCR) i la ddPCR (de l’anglès 

droplet digital PCR), permeten l’anàlisi de CNV amb una resolució de fins a ~50 pb. La 

limitació en el nombre de seqüències analitzades simultàniament s’ha pogut millorar 

amb el disseny de tècniques basades en la PCR que realitzen anàlisis simultanis de 

múltiples seqüències com la QMPSF (de l’anglès Quantitative Multiplex PCR of Short 

Fluoresecent fragments), la MAPH (de l’anglès Multiplex Amplifiable Probe Hybridization) o la 

MLPA (de l’anglès Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (ATEN ET AL. 2008; 

FEUK ET AL. 2006). Tot i això, una limitació destacable és la dificultat d’anàlisi de 

reorganitzacions equilibrades. 

1.5 CONTRIBUCIÓ DE LES REORGANITZACIONS ESTRUCTURALS AL GENOMA  

Les reorganitzacions estructurals poden contribuir a la creació de nous fenotips a través 

del canvi del número de còpies de gens sensibles a la dosi, la interrupció de gens, la 

fusió de gens, els defectes de la regulació dels gens per canvis de posició o, fins i tot, el 

desemmascarament de gens o mutacions recessives (EICHLER ET AL. 2007). Per aquest 

motiu, la generació de reorganitzacions estructurals mitjançant la NAHR entre LCR ha 

tingut un paper destacable en l’evolució del genoma humà, en l’increment de la 

variabilitat genètica entre individus i ha constituït l’origen d’un grup de malalties molt 

significatives en humans denominades trastorns genòmics. 
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EVOLUCIÓ 

Les variacions estructurals han esdevingut fonamentals en els processos d’especiació 

(PERRY ET AL. 2008). Diferents estudis sobre el genoma humà han posat de manifest 

una associació significativa entre la localització de regions d’inestabilitat cromosòmica 

(punts de trencament evolutius) i la presència de LCR (MARQUES-BONET ET AL. 2009A; 

BAILEY I EICHLER 2006; ARMENGOL ET AL. 2003). Fins i tot, s’ha determinat que 6 de les 

9 inversions que distingeixen el cariotip humà del dels ximpanzés presenten punts de 

trencament en regions amb LCR (KEHRER-SAWATZKI I COOPER 2007).  

Els LCR són una característica comuna en molts genomes, tot i així, en el genoma 

humà i en el d’altres primats se’n ha detectat un increment significatiu en comparació a 

altres espècies. Aquesta comparació ha evidenciat la rellevància dels LCR com a 

mecanisme evolutiu capaç de crear nous fenotips i d’introduir més variabilitat genètica. 

En els primats, els LCR amb un 90% d’identitat corresponen a duplicacions 

esdevingudes fa 35-40 milions d’anys, coincidint amb la divergència dels grans simis del 

Vell i del Nou món. Durant l’etapa en la qual es produí aquesta expansió dels LCR 

altres processos mutacionals s’alentiren, la qual cosa reforça el seu paper destacat com a 

mecanisme evolutiu (BAILEY I EICHLER 2006). Com a prova de l’acció d’aquest 

mecanisme, les regions amb LCR es correlacionen amb la localització de CNV i amb 

regions amb una alta densitat d’exons (REDON ET AL. 2006). A més a més, aquesta 

correlació s’intensifica en les regions que corresponen a gens relacionats amb la 

percepció sensorial i la resposta immunològica i que es consideren responsables de 

canvis adaptatius ràpids (COOPER ET AL. 2007). 

POLIMORFISMES  

Els CNV contribueixen de forma rellevant en la generació de variabilitat genètica entre 

els humans així com en l’explicació de les diferències fenotípiques observades. Per tal 

d’aprofundir el coneixement d’aquest tipus de variacions entre les diferents poblacions 

humanes, l’any 2002 es va posar en marxa el projecte HapMap. Aquest projecte 

determinà els patrons comuns de la variabilitat genètica humana i establí mapes 

d’haplotips que han sigut emprats per la identificació de polimorfismes relacionats amb 
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salut, malalties i diferències en la resposta a fàrmacs o a factors ambientals (THE 

INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2005).  

En l’estudi dels perfils genòmics de variació estructural entre la població europea, 

asiàtica i africana s’ha observat com els CNV es focalitzen en loci relacionats amb 

l’adaptació ambiental (resposta immunològica, metabolisme lipídic i espai extracel·lular) 

(ARMENGOL ET AL. 2009). Alguns d’aquests polimorfismes s’han proposat com a factors 

de susceptibilitat per diverses malalties entre les quals destaquen les que afecten al 

sistema immunitari (Taula 2). En aquest sentit, un dels exemples més rellevants és 

l’associació de l’increment de còpies del gen CCL3L1 (OMIM 601395) amb una reducció 

significativa en la susceptibilitat a la infecció per VIH i a la progressió de la SIDA 

(GONZALEZ ET AL. 2005). Així mateix, increments del nombre de còpies del gen 

FCGR3B (OMIM 610665) del receptor d’immunoglobulines Fc s’han relacionat amb una 

davallada del risc de la nefropatia lúpica (AITMAN ET AL. 2006). D’altra banda, també 

s’han descrit alguns CNV que actuen  

Taula 2. Polimorfismes de DNA relacionats amb susceptibilitat a malalties. Adaptada 
de Stankiewicz i Lupski (2010).  

Malaltia Gen / locus afectat (OMIMa) 

Psoriasi DEFB (615997) 

Emfisema 5p15.33, 7q22.1 

Infart agut de miocardi i atac de cor (fumadors) C4B (120820) 

Displàsia capil·lar alveolar FOXF1 (601089) 

Hipertricosi 17q24.2-q24.3 

Pancreatitis crònica PRSS1 (276000) 

Glomerulonefritis lúpica FCGR3B (610665) 

Malaltia de Crohn HBD-2 (142000), IRGM (608212) 

Hipercolesterolèmia familiar LDLR (606945) 

Arteriosclerosi LPA (152200) 

Hemofília A Factor VIII (300841) 

Susceptibilitat a la malària α- globina (141800) 

Lupus eritromatós sistèmic C4B (120820), FCGR3B (610665) 

Susceptibilitat VIH CCL3L1 (601395) 

a Online Mendelian Inheritance in Man; http://www.ncbinlmnih.gov/omim 

http://www.ncbinlmnih.gov/omim


1. I N T R O D U C C I Ó  21 

 

· UAB 2016 · 
 

com a factors de risc de malalties complexes com l’Alzheimer, el Parkinson, 

l’esquizofrènia, l’epilèpsia o l’autisme (STANKIEWICZ I LUPSKI 2010; MERIKANGAS ET AL. 

2014). 

Arran d’aquesta nova perspectiva sobre la variabilitat genètica poblacional, també hi ha 

hagut un creixent interès en la recerca de polimorfismes que expliquen diferències 

fenotípiques entre poblacions relacionades amb fenòmens adaptatius a l’entorn. Per 

exemple, un estudi en tibetans ha determinat una sèrie de gens amb CNV que podrien 

explicar els trets adaptatius d’aquesta població a les altes alçades com l’elevat pes al 

néixer i el to fosc de pell (ZHANG ET AL. 2012). També és destacable la relació observada 

entre les poblacions amb una elevada ingesta de midó en la seva dieta i l’elevat nombre 

de còpies del gen de l’amilasa salival AMY1 (OMIM 104700). El nombre de còpies del 

gen AMY1 es correlaciona directament amb la concentració enzimàtica de l’amilasa 

salival i, per tant, en les poblacions amb més ingesta de midó l’augment de còpies de 

AMY1 resulta favorable per facilitar la digestió (PERRY ET AL. 2007). 

TRASTORNS GENÒMICS  

Les reorganitzacions estructurals, com s’ha descrit en els apartats anteriors, poden ser 

aparentment innòcues, donar lloc a fenotips evolutivament avantatjosos o constituir un 

factor de risc per certes malalties, però també poden originar fenotips directament 

patològics. Les malalties produïdes per reorganitzacions estructurals en regions 

inestables del genoma flanquejades per LCR i que afecten a gens sensibles a dosi 

s’anomenen trastorns genòmics (STANKIEWICZ I LUPSKI 2002).  

Majoritàriament aquestes reorganitzacions es produeixen per processos meiòtics de 

NAHR que, com s’ha explicat anteriorment (apartat 3.1), donen lloc a gàmetes 

portadores de reorganitzacions que podran ser transmeses a la descendència i causar els 

trastorns genòmics. Tot i que la majoria de reorganitzacions són de tipus recurrent, 

també podem distingir trastorns genòmics amb una mida i uns punts de trencament 

variables (GU ET AL. 2008). Alguns dels trastorns genòmics recurrents més freqüents es 

troben recollits en la Taula 3. Aquest projecte de tesi es centra en l’estudi de la 

síndrome de DiGeorge/velocardiofacial (SDG/VCF) que està causada per una deleció 

en la regió 22q11.2. 
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Degut a l’elevat nombre de trastorns genòmics descrits, s’han desenvolupat diverses 

bases de dades que recopilen informació de les reorganitzacions patològiques 

identificades. Per exemple, el 2004 es va constituir la base de dades DECHIPHER (de 

l’anglès DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources, 

https://decipher.sanger.ac.uk/) per tal de recopilar les reorganitzacions identificades en 

pacients procedents de diferents clentres (europeus, americans i alguns asiàtics). La 

finalitat d’aquests projectes rau en determinar els efectes fenotípics dels CNV i 

discriminar els polimorfismes benignes i els patològics.  

Taula 3. Trastorns genòmics recurrents causats per la NAHR entre LCR. 

Trastorn genòmic OMIMa Anomalia Regió  Mida (Mb)b 

Síndrome de Sotos 117550 Deleció 5q35 2,2 

Síndrome de Williams-Beuren 194050 Deleció 7q11.23 1,55 

Neuropatia hereditària amb 
paràlisi sensible a la pressió 

162500 Deleció 17p12 1,5 

Charcot-Marie-Tooth tipus 1A 118220 Duplicació  17p12 1,5 

Síndrome de Smith-Magenis 182290 Deleció 17p11.2 5 

Síndrome de Potocki-Lupski 610883 Duplicació  17p11.2 5 

Neurofibromatosi tipus 1 162200 Deleció 17p11.2 1,5 

Síndrome de Prader Willi 
/Angelman 

176270/
105830 

Deleció 15q11q13 4 

Síndrome de Duplicació 15 608636 Duplicació 15q11q13 4 

Síndrome de 
DiGeorge/velocardiofacial 

188400/
192430 

Deleció 22q11.2 3 

Síndrome de l’ull de gat 115470 Duplicació invertida 22q11.2 3 

Ictiosi lligada al X 308100 Deleció Xp22 1,9 

a Online Mendelian Inheritance in Man; http://www.ncbinlmnih.gov/omim 
b Mida majoritària de l’anomalia. 

1.6 R ISC DE RECURRÈNCIA DELS TRASTORNS GENÒMICS 

En general, en les famílies en les quals es diagnostica un descendent afectat per un 

trastorn genòmic, el risc de recurrència es considera del ~0,1% (RÖTHLISBERGER I 

KOTZOT 2007; CAMPBELL ET AL. 2014). Tanmateix, l’estudi del risc de recurrència pels 

trastorns genòmics és complex degut a diferents factors (RÖTHLISBERGER I KOTZOT 

http://www.ncbinlmnih.gov/omim
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2007): la incidència d’aquestes malalties és molt baixa, és possible que no s’hagin 

publicat tots els casos de recurrència i les famílies amb un fill afecte poden plantejar-se 

no tenir més fills.  

Els casos de recurrència descrits s’han atribuït a la presència de mosaïcismes germinals; 

tot i que, en la majoria de casos, aquesta hipòtesi no ha pogut ser verificada (Taula 4). 

En alguns casos la presència d’un mosaïcisme somàtic ha permès extrapolar amb major 

certesa la presència d’un mosaïcisme germinal (SÁNCHEZ ET AL. 2013; CAMPBELL ET AL. 

2014; KOOLEN ET AL. 2012). Davant la confirmació d’un mosaïcisme somàtic, el risc de 

recurrència s’ha considerat superior al de la població general. Tanmateix, no s’ha pogut 

establir en quin grau es produeix aquest risc degut a la desconeixença de la proporció de 

gàmetes portadores de reorganitzacions. 

Un complement als estudis de recurrència poblacional l’han aportat els estudis 

cromosòmics en gàmetes, els quals permeten determinar la freqüència en què un 

determinat individu està generant anomalies relacionades amb un determinat trastorn 

genòmic. No obstant, en els casos en els quals l’origen del trastorn genòmic és matern, 

aquest estudi és complex de realitzar degut a limitacions metodològiques, legals i 

Taula 4. Casos de recurrència en trastorns genòmics. 

Regió Síndrome Origen parental Referència 

5p12.2 Cri-du-Chat Matern Hajianpour et al. 1991 

7q11.23 Williams-Beuren Matern Kara-Mostefa et al. 1999 

7q11.23 Williams-Beuren Patern Scherer et al. 2005 

15q11q13 Angelman Matern Kokkonen i Leisti 2000 

15q11q13 Angelman Matern Sánchez et al. 2013 

15q11q13 Prader-Willi Patern Fernandez‐Novoa et al. 2001 

17p11.2 Smith-Magenis Matern Campbell et al. 2014 

17q21.31 Deleció 17q21.31 Matern Koolen et al. 2012 

22q11.2 DiGeorge/velocardiofacial Matern Hatchwell et al. 1998 

22q11.2 DiGeorge/velocardiofacial Matern Sandrin-Garcia et al. 2002 

22q11.2 DiGeorge/velocardiofacial  

Duplicació 22q11.2 

Matern Demaerel et al. 2016 
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ètiques. En canvi, en els casos d’origen patern l’estudi de les gàmetes és assolible ja que 

les mostres d’espermatozoides són fàcils d’obtenir i permeten l’anàlisi simultani de 

milers de cèl·lules, cosa que facilita la detecció de reorganitzacions poc freqüents amb 

una elevada precisió. 

En aquest sentit, resultats previs del nostre grup de recerca, obtinguts aplicant tècniques 

de FISH sobre nuclis descondensats d’espermatozoides, mostraren un increment 

significatiu de delecions i duplicacions de la regió 15q11q13 en un 60% dels pares 

transmissors de la síndrome de Prader-Willi (MOLINA ET AL. 2010). La baixa freqüència 

de delecions i duplicacions va descartar el mosaïscisme germinal i va fer plantejar un 

increment de la susceptibilitat a la NAHR en aquests individus com a causa de 

l’increment de reorganitzacions respecte la població control. En la mateixa població de 

pares Prader-Willi, s’analitzà la freqüència d’inversions de la regió 15q11q13 i es 

determinà que un 40% dels individus que havien presentat un increment de delecions i 

duplicacions també mostraven una freqüència incrementada d’inversions de la regió 

crítica (MOLINA ET AL. 2012A). Els resultats declinaren novament la possibilitat d’un 

mosaïcisme germinal de la inversió de la regió crítica i confirmaren la susceptibilitat a la 

NAHR en alguns individus. 

Per tant, els estudis en espermatozoides han determinat que alguns pares transmissors 

de síndromes per delecions presenten una susceptibilitat major a partir esdeveniments 

de NAHR i, en conseqüència, un risc de recurrència incrementat respecte a la població 

general. L’increment de susceptibilitat a la NAHR en alguns individus podria estar 

causat per la presència de factors de predisposició que incentivarien la formació 

d’aparellaments no al·lèlics o que incrementarien la freqüència de DSB en les regions 

crítiques. 

1.7 FACTORS DE PREDISPOSICIÓ DELS TRASTORNS GENÒMICS 

S’ha demostrat que hi ha característiques genètiques que incrementen la susceptibilitat a 

la NAHR. Entre les característiques estudiades destaquen les variacions de l’arquitectura 

genòmica de la regió crítica. Aquestes variacions inclouen CNV en els LCR involucrats 

i inversions en heterozigosi de la regió crítica. D’altra banda, també s’ha proposat que 
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certes variants al·lèliques de la proteïna de recombinació meiòtica PRDM9 confereixen 

una major susceptibilitat a la NAHR. 

VARIABILITAT ESTRUCTURAL DELS LCR  

Alguns autors han descrit variacions estructurals en els LCR, implicats en trastorns 

genòmics, que han estat relacionades amb una major susceptibilitat a l’aparellament no 

al·lèlic d’aquestes seqüències i, per tant, amb la incentivació dels esdeveniments de 

NAHR. Malgrat l’existència de nombroses regions crítiques del genoma, tan sols s’han 

pogut determinar arquitectures genòmiques de risc pels LCR d’algunes regions. 

La regió 17p11.2 conté repeticions de dos tipus de LCR denominats REPA i REPB que 

es disposen tan en orientació directa com indirecta de manera que confereixen una 

elevada inestabilitat genòmica (BARBOUTI ET AL. 2004). Carvalho i Lupski (2008) 

descobriren CNV d’aquests LCR que s’observen amb major freqüència en individus 

afectats per la síndrome de Smith-Magenis, originada per una deleció 17p11.2. D’acord 

amb els resultats que obtingueren, determinaren que la susceptibilitat de les múltiples 

reorganitzacions amb punts de trencament en la regió 17p11.2 es troba influïda per 

l’arquitectura genòmica dels LCR REPA i REPB (CARVALHO I LUPSKI 2008). 

De forma similar, Antonacci et al. (2010) estudiaren les seqüències dels LCR implicats 

en la deleció 16p12.1 que dóna lloc una malaltia neurocognitiva. Observaren que els 

LCR flanquejants de la regió crítica mostraven dues possibles arquitectures genòmiques 

que divergien en la orientació i la repetició d’alguns blocs de LCR i que anomenaren S1 

i S2. La configuració S2, amb blocs de LCR orientats directament en ambdós LCR 

flanquejant de la regió crítica, es trobà més representada en els pacients amb la deleció 

16p12.1; mentre que la configuració S1 protegia contra aquesta reorganització. Per tant, 

la configuració S2 predisposa a les delecions 16p12.1 incrementant l’homologia entre 

els LCR flanquejants i facilitant modes d’aparellament que originen esdeveniments de 

NAHR (ANTONACCI ET AL. 2010).  

D’altra banda, Cuscó et al (2008) analitzaren les còpies de gens i pseudogens 

localitzades ens els LCR de la regió 7q11.23. Observaren com en progenitors 

d’individus afectats per la síndrome de Williams-Beuren, causada per una deleció 

7q11.23, hi havia un percentatge significativament més elevat de delecions i 
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duplicacions del gen i pseudogen NCF1 (OMIM 608512). En conseqüència, es 

suggereix que aquests CNV es relacionen amb una probabilitat superior de NAHR i 

incrementen el risc de transmetre la síndrome de Williams-Beuren a la descendència 

dels individus portadors (CUSCÓ ET AL. 2008). 

INVERSIÓ DE LA REGIÓ CRÍTICA 

S’han descrit inversions en individus amb descendència afectada com a factor de 

predisposició de reorganitzacions secundàries (Figura 5). Les inversions en 

heterozigosi de la regió crítica han estat descrites en les síndromes de Williams-Beuren 

Figura 5. Formació de reorganitzacions secundàries en individus portadors d’una 

inversió en heterozigosi mitjançant la NAHR inter-cromàtide. 
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(SCHERER ET AL. 2005; HOBART ET AL. 2010; OSBORNE ET AL. 2001; BAYÉS ET AL. 2003), 

Angelman (GIMELLI ET AL. 2003), Smith-Magenis (YANG ET AL. 1997) i la deleció 

17q21.31 (RAO ET AL. 2010), entre altres (ANTONACCI ET AL. 2009).  

La presència d’una inversió en heterozigosi genera una regió asinàptica entre el 

cromosoma portador de la inversió i el seu homòleg normal que incrementa la 

inestabilitat genòmica. Aquesta situació facilita l’aparellament no al·lèlic dels LCR 

durant la meiosi i la generació d’esdeveniments de NAHR que originen 

reorganitzacions secundàries (Figura 5). La mida de la inversió, el contingut de 

possibles punts de trencament i la presència de regions repetitives flanquejants, com els 

LCR, determinen la susceptibilitat de la regió invertida per generar reorganitzacions 

(TORGASHEVA I BORODIN 2010).  

GENOTIP DE PRDM9 

Algunes proteïnes implicades en el procés de recombinació s’han associat amb la 

freqüència i l’estabilitat de la recombinació meiòtica i, per tant, amb la susceptibilitat a 

patir un esdeveniment de NAHR (CHOWDHURY ET AL. 2009; PRATTO ET AL. 2014). 

PRDM9 és una proteïna de dits de zinc que determina el patró de recombinació 

meiótica en el genoma de mamífers a través del reconeixement de seqüències motiu i 

del reclutament de la maquinària de generació DSB (Figura 6).  

El gen de PRDM9 (OMIM 609760) és altament polimòrfic amb desenes de variants 

al·lèliques descrites diferenciades pel número i la tipologia de dits de zinc de les seves 

seqüències. El número de repeticions varia entre 8 i 15 i s’han descrit 30 tipus de 

seqüencies de dits de zinc que es distingeixen per canvis en alguns nucleòtids. L’al·lel A 

presenta 13 dits de zinc (ABCDDECFGHFIJ) i és el més abundant tan en la població 

europea com en l’africana amb una freqüència del 85,7% i del 50,4%, respectivament 

(BERG ET AL. 2010).  

Els canvis de nucleòtids que s’introdueixen en les diferents variants al·lèliques de 

PRDM9 canvien la seqüència concens reconeguda i, per tant, modifiquen el patró de 

distribució dels punts de trencament i recombinació del genoma (BAUDAT ET AL. 2010). 

En concret, l’al·lel A reconeix una seqüència conscens degenerada de 13 nucleòtids, 

CCNCCNTNNCCNC, que s’ha detectat en aproximadament el 40% dels punts de 
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recombinació humans (MYERS ET AL. 2008). A partir del motiu de recombinació 

CCNCCNTNNCCNC, s’han predit les seqüències conscens reconegudes per altres 

al·lels de PRDM9. Alguns al·lels com B, L2, L3, L9, L10 i L24 reconeixen el mateix 

motiu de recombinació descrit per l’al·lel A. En canvi, en altres al·lels com el C, L1 i 

L20 les seqüències reconegudes mostren canvis en un o més nucleòtids (BERG ET AL. 

2010). 

A partir de la comparació de les freqüències al·lèliques en pares transmissors de 

trastorns genòmics i en individus control, alguns autors han determinat PRDM9 com a 

un factor de predisposició per aquestes malalties. L’al·lel A s’ha descrit com a factor de 

risc per la síndrome de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A, la neuropatia hereditària amb 

paràlisi sensible a la pressió i la síndrome de Williams-Beuren (BERG ET AL. 2010; BOREL 

ET AL. 2012). A més a més, l’anàlisi dels punts de trencament de les reorganitzacions 

causants de diferents trastorns genòmics demostra l'alta densitat de motius de 

recombinació de PRDM9 en aquestes regions i dóna suport a la consideració del 

genotip de PRDM9 com a factor de predisposició (PRATTO ET AL. 2014).  

Figura 6. Mecanisme d’acció de PRDM9. PRMD9 s’uneix específicament a motius de 

DNA a través del domini de dits de zinc. A continuació, el domini PR/SET promou la 

trimetilació de la lisina 4 de les histones H3 dels nucleosomes adjacents (H3K4me3, 

esferes verdes). El domini KRAB (de l’anglès Krüppel-associated box) interactua amb altres 

proteïnes. Aquests passos permeten el reclutament de la maquinària de formació dels 

DSB, incloent la proteïna de recombinació meiòtica SPO11 a través d’un mecanisme 

desconegut. Adaptat de Baudat et al. (2013). 
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1.8 REGIÓ CROMOSÒMICA 22Q11.2 

REORGANITZACIONS DE LA REGIÓ 22Q11.2 

La regió pericentromèrica del cromosoma 22 conté vuit LCR que comprenen 

aproximadament un 11% de la sub-banda 22q11.2. D’acord amb la seva posició 

respecte al centròmer, els LCR s’anomenen LCR22-2, LCR22-3a, LCR22-3b, LCR22-4, 

LCR22-5, LCR22-6, LCR22-7 i LCR22-8 (BABCOCK ET AL. 2007).  

Degut a la seva complexitat, els LCR22 constitueixen un punt d’inestabilitat genòmica 

que es reflexa en la seva implicació en un elevat nombre de reorganitzacions (Figura 7). 

El trastorn genòmic més freqüent és la síndrome de DiGeorge/velocardiofacial, que és 

deguda a una deleció de la regió 22q11.2. La deleció 22q11.2 constitueix una de les 

delecions més freqüents entre els humans amb una incidència estimada de 1:4000 

nounats (BOTTO ET AL. 2003). En l’estudi de l’origen d’aquesta reorganització, diversos 

autors han apuntat un paper predominant de NAHR inter-cromosòmica (THOMAS ET 

AL. 2006; EDELMANN ET AL. 1999). Consistentment, s’ha observat que la freqüència de 

delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 en espermatozoides és equivalent i que la 

majoria de les duplicacions són productes recíprocs a les delecions (MOLINA ET AL. 

2011; OU ET AL. 2011). Aquestes dades, doncs, reforcen la NAHR inter-cromàtide o 

inter-cromosòmica com a mecanisme predominant de la generació de delecions i 

duplicacions 22q11.2. Tanmateix, la incidència dels trastorns genòmics que causen 

ambdues reorganitzacions no és equiparable ja que la síndrome de la duplicació 22q11.2 

dóna lloc a fenotips més lleus que la SDG/VCF. Aquest fet comporta que 

probablement la duplicació sigui infra-diagnosticada (ENSENAUER ET AL. 2003; PORTNOÏ 

2009).  

D’altra banda, a part de la Síndrome de DiGeorge/Velocardiofacial i les duplicacions 

complementàries, s’han descrit delecions i duplicacions que involucren als LCR22 

distals (VERHAGEN ET AL. 2012; TAN ET AL. 2011; MIKHAIL ET AL. 2014), translocacions 

amb un punt de trencament en el LCR22-3a (KURAHASHI I EMANUEL 2001; SHERIDAN 

ET AL. 2010), inversions entre els LCR22-2 i LCR22-4 (GOTTER ET AL. 2007) i 

duplicacions invertides que afecten al LCR22-2 i al LCR22-4 (GENTILE ET AL. 2005). La   
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Figura 7. Reorganitzacions de la regió 22q11.2. [1] (CARLSON ET AL. 1997), [2] 
(EDELMANN ET AL. 1999), [3] (VERHAGEN ET AL. 2012), [4] (GARCIA-MIÑAUR ET AL. 

2002), [5] (RAUCH ET AL. 2005), [6] (FERNÁNDEZ ET AL. 2009), [7] (ANGELO ET AL. 2007), 
[8] (TAN ET AL. 2011), [9] (MIKHAIL ET AL. 2014), [10] (BEN-SHACHAR ET AL. 2008), [11] 

(JACKSON ET AL. 2007), [12] (ENSENAUER ET AL. 2003), [13] (OU ET AL. 2008), [14] 
(ALBERTI ET AL. 2007), [15] (EDELMANN ET AL. 1999), [16] (COPPINGER ET AL. 2009), [17] 

(RIBEIRO-BICUDO ET AL. 2013), [18] (GENTILE ET AL. 2005), [19] (KURAHASHI I 

EMANUEL 2001), [20] (EDELMANN ET AL. 2001), [21] (SHERIDAN ET AL. 2010), [22] 
(GIMELLI ET AL. 2009), [23] (GOTTER ET AL. 2007), [24] (KURAHASHI ET AL. 2003), [25] 

(GOTTER 2003), [26] (NIMMAKAYALU ET AL. 2003) 
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descripció d’una àmplia diversitat de reorganitzacions emfatitza l’elevada inestabilitat de 

la regió 22q11.2.  

S ÍNDROME DE D IGEORGE/VELOCARDIOFACIAL  

La deleció en hemizigosi de la regió 22q11.2 presenta un ampli ventall fenotípic. Les 

característiques clíniques atribuïdes a aquest genotip inclouen defectes cardiovasculars 

congènits, anomalies facials, anomalies palatals, deficiències immunitàries, disfunció 

paratiroidea amb hipocalcèmia i diversos trastorns neuropsiquiàtrics i discapacitats 

cognitives. L’expressió d’un fenotip que no és uniforme per la mateixa reorganització 

ha desembocat en l’aparició de diverses denominacions que descriuen la 

simptomatologia.  

El 1965, el doctor Angelo DiGeorge va descriure un grup d’infants que presentaven 

una absència congènita del timus i de la glàndula paratiroide i va denominar aquesta 

síndrome com a síndrome de DiGeorge (OMIM 188400). D’altra banda, les anomalies 

facial, els defectes cardiovasculars i els retards en la parla s’englobaren com a síndrome 

velocardiofacial (OMIM 192430). La presència de diferents denominacions per una 

síndrome que correspon a una única causa ha creat molta confusió. Avui en dia, es 

recomana denominar comunament totes les síndromes que comparteixen la deleció del 

cromosoma 22 en hemizigosi com a síndrome de la deleció 22q11.2 (MCDONALD-

MCGINN I SULLIVAN 2011). Tot i així, degut a l’ús freqüent de l’anotació 

DiGeorge/velocardiofacial en les publicacions científiques, al llarg d’aquest document 

farem referència al conjunt de síndromes que impliquen una deleció 22q11.2 com a 

síndrome de DiGeorge/velocardiofacial (SDG/VCF).  

En més del 85% dels casos la deleció 22q11.2 està causada per esdeveniments de 

recombinació homòloga no al·lèlica que inclouen els LCR22-2 i LCR22-4 i que dóna 

lloc a una deleció de 3 Mb (CARLSON ET AL. 1997). Al voltant del 7% de casos 

s’atribueixen a delecions menors de 1,5 Mb i flanquejades pels LCR22-2 i LCR22-3a. 

En la resta de casos es produeixen delecions minoritàries entre els LCR22 més distals 

(GARCIA-MIÑAUR ET AL. 2002; TAN ET AL. 2011; VERHAGEN ET AL. 2012). 

La regió de 3 Mb delecionada conté 90 gens que inclouen 46 gens codificants per 

proteïnes, 7 micro-RNA, 10 RNA no codificants i 27 pseudogens (MCDONALD-
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MCGINN ET AL. 2015). El gen més estudiat de la regió delecionada és TBX1 (OMIM 

602054). Es considera que l’haploinsuficiència d’aquest gen és responsable de cinc dels 

fenotips majoritaris observats en aquests pacients: anomalies facials, defectes 

cardiovasculars, hipoplàsia del timus, anomalies palatals i disfunció paratiroidea amb 

hipocalcèmia (YAGI ET AL. 2003).  

Tanmateix, la variabilitat fenotípica observada entre els portadors de la deleció 22q11.2 

suggereix la presència de gens modificadors del fenotip que podrien actuar en la via 

d’activitat del gens delecionats en hemizigosi. Un dels fenotips amb penetrància 

incompleta més estudiats són els defectes cardiovasculars, que afecten a un 60-75% dels 

portadors de la deleció 22q11.2. S’ha demostrat que TBX1 interacciona amb el gen 

VEGF (OMIM 192240), localitzat fora de la regió delecionada, i que certes variants 

al·lèliques del promotor d’aquest gen constitueixen un modificador del 

desenvolupament dels defectes cardiovasculars (STALMANS ET AL. 2003). D’altra banda, 

un altre gen d’interès de la regió delecionada és DGCR8 (OMIM 609030) ja que codifica 

per la proteïna Pasha que participa en la biogènesi dels micro-RNA. Els micro-RNA 

regulen l’expressió gènica i, per tant, la interferència en la seva síntesi pot contribuir a 

l’expressió deficitària de gens fora de la regió 22q11.2 relacionats amb la 

simptomatologia associada a la SDG/VCF. S’ha demostrat que la desregulació de 

l’expressió dels micro-RNA es relaciona amb defectes neuronals, defectes cardíacs i 

anomalies de tiroides (SELLIER ET AL. 2014).  

A més a més, la penetrància incompleta d’alguns fenotips també s’ha atribuït a la 

presència de CNV. S’ha suggerit que CNV en la regió 22q11.2 en gens localitzats tan 

fora com dins els LCR es relacionen amb els trastorns neuropsiquiàtrics diagnosticats 

en pacients SDG/VCF (HIROI ET AL. 2013). Recentment, s’han proposat CNV fora de 

la regió crítica 22q11.2 podrien contenir gens que modifiquen el risc de desenvolupar 

defectes cardíacs en alguns pacients (MLYNARSKI ET AL. 2016).  

RISC DE RECURRÈNCIA I  FACTORS DE PREDISPOSICIÓ EN LA SDG/VCF 

El risc de recurrència per la SDG/VCF es considera pràcticament negligible, gairebé 

equivalent al risc de transmissió establert en la població general. Tanmateix, com en la 

resta trastorns genòmics, es considera que podria ser més elevat en els casos de 
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mosaïcismes germinals del progenitor transmissor (MCDONALD-MCGINN I ZACKAI 

2008). Per la SDG/VCF s’han descrit alguns casos de recurrència relacionats amb un 

potencial mosaïcisme parental (HATCHWELL ET AL. 1998; SANDRIN-GARCIA ET AL. 2002). 

Recentment, també s’ha publicat un cas de recurrència de reorganitzacions 22q11.2 en 

el qual un dels fills presentava la SDG/VCF mentre que l’altre mostrava una duplicació 

22q11.2 complementària a la deleció del germà (DEMAEREL ET AL. 2016). 

Pel que fa als factors de predisposició, es desconeix quines característiques genètiques 

podrien afavorir els esdeveniments de NAHR de forma específica en la regió 22q11.2. 

Malgrat que la variabilitat en aquesta regió ha estat poc estudiada, alguns autors han 

apuntat una possible relació entre la freqüència de reorganitzacions d’aquesta regió i 

variacions en l’arquitectura genòmica dels LCR22 (BAUMER 1998; TORRES-JUAN ET AL. 

2007). D’altra banda, tot i que en altres trastorns genòmics s’han identificat inversions 

22q11.2 en heterozigosi en el progenitors com a factor de predisposició a 

reorganitzacions, en la SDG/VCF no s’ha observat aquest polimorfisme (GEBHARDT 

ET AL. 2003). Per últim, el genotip de PRDM9 també ha estat estudiat en progenitors 

SDG/VCF però no s’ha pogut establir una clara relació amb la susceptibilitat als 

esdeveniments de NAHR (BOREL ET AL. 2012; ALEMANY-SCHMIDT ET AL. 2014). 
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L’objectiu principal del projecte de tesi és avaluar les característiques genètiques que 

modulen la susceptibilitat a la NAHR en individus transmissors de la SDG/VCF. Per 

tal d’assolir aquest objectiu principal es plantegen els següents objectius específics: 

 

Determinar la freqüència d’espermatozoides portadors de delecions i 

duplicacions de la regió 22q11.2, i d’altres regions crítiques amb una 

arquitectura genòmica similar, en homes amb descendència afectada 

per la SDG/VCF. 

 

Caracteritzar l’arquitectura genòmica dels LCR22-2 i LCR22-4 en la 

població control i en individus transmissors de la SDG/VCF. 

 

 

 

Determinar la freqüència d’haplotips amb inversió 22q11.2 en la 

població control i en individus transmissors de la SDG/VCF. 

 

 

 

Establir les freqüències al·lèliques del gen PRDM9 en la població 

control i en individus transmissors de la SDG/VCF. 

 

 

 

Avaluar la rellevància dels factors de predisposició analitzats i la seva 

relació amb la susceptibilitat a la NAHR de la regió 22q11.2. 

I 

II 

III 

IV 
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PROCESSAMENT 
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POLIMERASA (PCR) 
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3.1 MOSTRES BIOLÒGIQUES I PROCESSAMENT 

En el desenvolupament d’aquest projecte de tesi es van estudiar mostres biològiques 

procedents de 25 individus de famílies amb un membre afectat per la SDG/VCF ateses 

a l’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona: 9 homes i 8 dones amb descendència 

afectada i 8 nens afectats. També es van avaluar mostres biològiques de 28 individus 

sense descendència SDG/VCF. 

Tots els individus van ser informats dels protocols d’estudi i van manifestar la voluntat 

de participar amb la signatura d’un consentiment informat. 

SEMEN 

Les mostres de semen s’obtenen per masturbació en contenidors de polietilè i després 

d’un període mínim de tres dies d’abstinència. Un cop transferides a tubs de 10 ml, les 

mostres es centrifuguen a 1.000 g durant 5 minuts i es separa el plasma seminal de la 

fracció cel·lular mitjançant una pipeta Pasteur. La fracció cel·lular es tracta amb una 

solució hipotònica (KCl 0,075 M) prèviament escalfada a 37 ºC i incorporada gota a 

gota. Es realitza una incubació a 37 ºC durant 30 minuts i, després d’una altra 

centrifugació a 1.000 g durant 5 minuts, es decanta el sobrenedant i es resuspèn la 

mostra amb fixador de Carnoy (proporció 3:1 de metanol:àcid acètic) que s’afegeix gota 

a gota. Es repeteix tres vegades la centrifugació i el rentat amb Carnoy. Finalment, es 

preparen les extensions cel·lulars deixant caure una gota de la mostra sobre un 

portaobjectes desengreixat amb metanol. Les preparacions es deixen assecar a l’aire i 

s’emmagatzemen a -20 ºC fins el moment del seu ús (Figura 8). 

SANG 

Les mostres de sang perifèrica es recullen en heparina sòdica 1% o en EDTA i es 

processen seguint diferents protocols en funció de l’objecte d’estudi: fibres de 

cromatina, nucli interfàsics i cromosomes metafàsics, o DNA genòmic (Figura 8). 
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Fibres de cromatina 

Les fibres de cromatina s’obtenen a partir de 10 ml de sang perifèrica en heparina sòdica 

1% d’acord amb el protocol descrit prèviament per Jefferson i Volpi (2010) (JEFFERSON 

I VOLPI 2010) (Figura 9). Breument, els leucòcits són aïllats de les mostres de sang 

perifèrica mitjançant un gradient de separació amb Ficoll-Paque (GE Healthcare). La 

sang es dilueix 1:1 en una solució 1x de tampó fosfat salí (PBS de l’anglès phosphate 

buffered saline) i s’afegeix gota a gota sobre un volum de Ficoll-Paque en una proporció 

de 3 volums de Ficoll-Paque per 4 volums de sang diluïda en 1x PBS. Després d’una 

Característica 
genètica 

analitzada 

Metodologia 
d'estudi 
aplicada 

Processament 
de la mostra 

Mostra 
biològica 

  

Semen 
Extensions 
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FISH 

Delecions i 
duplicacions de les 
regions 22q11.2, 

7q11.23 i 15q11-q13 

Sang perifèrica 
(recollida en 

heparina sòdica) 
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fibres de cromatina 

de  leucòcits 
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Blocs de seqüències 
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LCR22-2 i LCR22-4 
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limfòcits 
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Genotipatge de 
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Figura 8. Disseny experimental. 
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centrifugació a 400 g durant 30 minuts es recupera la interfase de leucòcits, que es 

distingeix entre el plasma sanguini i els eritròcits, amb l’ajuda d’una pipeta Pasteur. La 

fase leucocitària es centrifuga a 700 g durant 10 minuts i es resuspèn en 1x PBS. Aquest 

pas es repeteix un mínim de tres cops fins que el pellet queda net d’eritròcits. Després 

de realitzar un recompte cel·lular mitjançant una cambra de Neubauer, el pellet es 

resuspèn amb el volum de 1x PBS necessari per assolir una concentració final de 2x106 

cèl·lules/ml.  

Un volum de 10 µl de l’aïllament de leucòcits s’estenen sobre portaobjectes 

desengreixats amb metanol i s’assequen a 37 ºC. A continuació, els portaobjectes es 

col·loquen en posició vertical en un suport Shandon Sequenza (Thermo scientific) i 

s’estiren les fibres de cromatina gràcies a l’aplicació de 150 µl d’una solució de lisi de 

preparació diària (proporció 5:2 de 0,07 M NaOH:etanol). Finalment, les fibres de 

cromatina es fixen, amb els portaobjectes encara col·locats en el suport, aplicant 200 µl 

Figura 9. Metodologia d’estirament de fibres de cromatina basada en el protocol de 

Jefferson i Volpi (2010). 
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de metanol. Les preparacions s’assequen a temperatura ambient, es comprova l’extensió 

de les fibres de cromatina en un microscopi invertit de contrast de fases (Figura 10) i 

s’emmagatzemen a -20 ºC fins el moment del seu ús.  

Nuclis interfàsics i cromosomes metafàsics 

Un volum de 0,5 ml de sang perifèrica en heparina sòdica 1% es cultiva en 5 ml de medi 

RPMI estàndard suplementat amb un 3,5% de fitohemaglutinina a 37 ºC en 5% CO2 

durant 72 hores. Passada la incubació, les cèl·lules es tracten amb 80 µl de colcemid 

durant 25 minuts a 37 ºC, es centrifuga el tub del cultiu a 800 g durant 8 minuts, es 

descarta el sobrenedant i es resuspèn gota a gota amb una solució hipotònica a 37 ºC 

(KCl 0,075 M). La solució hipotònica es deixa actuar durant 20 minuts a 37 ºC i, a 

continuació, es centrifuga de nou el cultiu a 800 g durant 8 minuts, es decanta el 

sobrenedant i es fixa amb Carnoy gota a gota. El pas del fixador es repeteix tres 

vegades. Quan el botó cel·lular està net es resuspèn en un volum baix de Carnoy i es 

realitzen les extensions sobre portaobjectes desengreixats en metanol. Les preparacions 

es deixen assecar a l’aire, es comprova la presència de metafases en un microscopi 

Figura 10. Fibres de cromatina al microscopi invertit de contrast de fases (200x). 

S’observa com les fibres de cromatina es disposen paral·lelament i es distingeixen 

algunes cèl·lules no lisades. 
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invertit de contrast de fases i s’emmagatzemen a -20 ºC fins el moment del seu ús 

(Figura 8).  

DNA genòmic 

S’extreuen 3 ml de sang perifèrica per cada individu en tubs amb EDTA i es realitza una 

extracció de DNA genòmic utilitzant el kit Gentra Puregene Blood (Qiagen) i seguint 

les instruccions proporcionades pels fabricants (Gentra Puregene Handbook, 

https://www.qiagen.com/es/resources/). 

Un cop extret, el DNA es resuspèn en 250 µl de solució d’hidratació i es deixa la mostra 

16 hores a temperatura ambient. Posteriorment, es quantifica la concentració de DNA 

mitjançant l’espectrofotòmetre NanoDROP© 2000 (Thermo Fisher Scientific) a una 

longitud d’ona de 260 a 280 nm a partir de 1 µl de mostra. El DNA s’emmagatzema a -

20 ºC fins el moment del seu ús. 

3.2 TÈCNIQUES CITOGENÈTIQUES BASADES EN LA HIBRIDACIÓ IN SITU 

 FLUORESCENT (FISH) 

FISH EN ESPERMATOZOIDES 

La FISH en nuclis descondensats d’espermatozoides es va aplicar en l’anàlisi de les 

freqüències de delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 corresponent a la 

SDG/VCF, la regió 7q11.23 corresponent a la síndrome de Williams-Beuren i la regió 

15q11q13 corresponent a la síndrome de Prader-Willi/Angelman (Figura 8). Per tal de 

determinar la susceptibilitat a la NAHR es van estudiar 10 individus control sense 

descendència afectada per cap trastorn genòmic (MOLINA ET AL. 2011) i 9 pares amb 

descendència afectada per la SDG/VCF. 

L’objectiu de comparar la susceptibilitat a la NAHR entre aquestes tres regions era 

avaluar si els pares transmissors de la SDG/VCF presentaven una susceptibilitat 

generalitzada a la NAHR o si, per contra, la susceptibilitat a la NAHR es focalitzava 

únicament en la regió crítica 22q11.2. 

https://www.qiagen.com/es/resources/
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Selecció de sondes 

Per analitzar cada regió crítica es van utilitzar diferents combinacions de sondes (Figura 

11): 

Regió 7q11.23: Sonda locus específica per la regió 7q11.23 (LSI ELN (OMIM 

130160), LIMK1 (OMIM 601329), D7S613, Spectrum Orange; Abbott Molecular), 

sonda locus específica del cromosoma 7 (LSI D7S486, Spectrum Green; Abbott 

Molecular) i sonda centromèrica del cromosoma 6 (CEP6, D6Z1, Spectrum Aqua; 

Abbot Molecular). Les sondes LSI D7S486 i CEP6 van ser utilitzades com a 

controls d’hibridació i ploïdia, respectivament. 

Regió 15q11q13: Sonda locus específica per la regió 15q11q13 (LSI D15S11, 

Spectrum Orange; Abbott Molecular), sonda centromèrica del cromosoma 15 

(CEP15, D15Z1, Spectrum Green; Abbott Molecular) i sonda centromèrica del 

cromosoma 6 (CEP6, D6Z1, Spectrum Aqua; Abbot Molecular). Les sondes 

CEP15 i CEP6 van ser utilitzades com a controls d’hibridació i ploïdia, 

respectivament. 

Regió 22q11.2: Sonda locus específica per la regió 22q11.2 (LSI TUPLE1 

(OMIM 600237), Spectrum Orange; Abbott Molecular), sonda locus específica del 

cromosoma 22 (LSI ARSA (OMIM 607574), Spectrum Green; Abbott Molecular) i 

sonda centromèrica del cromosoma 6 (CEP6, D6Z1, Spectrum Aqua; Abbot 

Molecular). Les sondes LSI ARSA i CEP6 van ser utilitzades com a controls 

d’hibridació i ploïdia, respectivament.  

Hibridació 

Els portaobjectes d’espermatozoides es renten dues vegades en una solució 2x de citrat 

de sodi salí (SSC de l’anglès saline-sodium citrate) durant tres minuts, es deshidraten en una 

sèrie d’etanols (70%, 90% i 100% durant 2 minuts cadascun) i s’assequen a temperatura 

ambient. A continuació, els nuclis d’espermatozoides es descondensen submergint el 

portaobjectes en una solució que conté 5 mM 1,4‐ditiotreitol (DTT), 1% Tritó X‐100 i 

50 mM 2‐amino‐2‐hidroxilmetil‐1,3‐propanodiol (Tris) a pH 7,4±0,2. El temps 

d’incubació oscil·la entre els 5 i els 10 minuts en funció de les mostres i les sondes 
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aplicades. El DTT contribueix a descondensar el DNA dels espermatozoides a través 

del trencament dels ponts disulfur que s’estableixen entre les protamines. Després del 

pas de descondensació, es realitzen els mateixos rentats que en l’inici del protocol amb 

2x SSC i una sèrie d’etanols de deshidratació. 

Seguidament les mostres es desnaturalitzen submergint el portaobjectes en una solució 

de formamida 70%/2x SSC a 73 ºC durant 2 minuts i deshidratats novament en una 

sèrie d’etanols (70%, 85% i 100% durant 1 minut en cadascun). Després d’assecar el 

portaobjectes a temperatura ambient, s’apliquen les sondes sobre la mostra amb el 

suport d’un cobreobjectes, es segella amb cola d’enquadernar i es deixa hibridar en una 

cambra humida a 37 ºC durant un mínim de 16 hores. 

Els rentats posthibridació es realitzen en 0,7x SSC amb 0,3% NP-40 a 73 ºC durant 2 

minuts seguit de 2x SSC amb 0,1% NP-40 a temperatura ambient durant 1 minut. 

Figura 11. Combinacions de sondes per l’anàlisi de delecions i duplicacions de les 

regions crítiques de la síndrome de Williams-Beuren (A), la síndrome de Prader-

Willi/Angelman (B) i la síndrome de DiGeorge/velocardiofacial (C). 

 

A                      B                   C 
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Finalment, els portaobjectes s’assequen a temperatura ambient i es contratenyeixen amb 

4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Abbott Molecular). 

Valoració microscòpica 

Les hibridacions es van valorar en un microscopi d’epifluorescència Olympus BX60 

equipat amb un filtre triple (Aqua, FITC i Cy3) i filtres específics per Aqua, FITC i Cy3. 

Per cada individu es van analitzar 10.000 nuclis d’espermatozoides aplicant els criteris de 

valoració descrits prèviament per Molina et al. (2010): 

Únicament s’analitzen el espermatozoides amb un contorn ben definit. Els 

espermatozoides solapats es descarten del recompte. 

D’acord amb el número i la distribució dels senyals observats s’assignen els 

següents genotips: 

Normal: Espermatozoides amb un senyal corresponent a la sonda de la regió 

crítica específica, un senyal corresponent a la sonda de control d’hibridació i 

un senyal de la control de ploïdia. 

Deleció: Espermatozoides amb absència del senyal corresponent a la sonda 

de la regió crítica específica, un senyal corresponent a la sonda de control 

d’hibridació i un senyal de la control de ploïdia. 

Duplicació: Espermatozoides amb dos senyals corresponents a la sonda de la 

regió crítica específica, de igual mida i intensitat i separats l’un de l’altre per 

una distància superior al diàmetre de cada senyal únic, un senyal corresponent 

a la sonda de control d’hibridació i un senyal de la control de ploïdia. 

Anàlisi estadística 

Les dades es van analitzar mitjançant el programa Graph Pad Prism 5.03. En les 

comparacions de les freqüències de delecions i duplicacions a nivell poblacional, el 

llindar de significança per l’anàlisi de les dades es va establir en p < 0,05. En canvi, per 

les anàlisis a nivell individual es va establir el llindar de significança en p < 0,01 per tal 

de minimitzar l’error estadístic de tipus I. 
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Per tal de valorar la susceptibilitat a generar delecions i duplicacions de cada regió 

crítica, la freqüència mitjana de delecions, duplicacions i el sumatori de delecions i 

duplicacions (del+dup) es va comparar amb la mitjana determinada prèviament en 

controls mitjançant el test de Mann-Whitney (MOLINA ET AL. 2011). També es va 

avaluar si les freqüències de delecions, duplicacions i del+dup diferien significativament 

entre les tres regions estudiades mitjançant el test de Friedman. Amb l’objectiu de 

determinar la influència de l’edat les freqüències de delecions, duplicacions i del+dup de 

les tres regions analitzades es van contrastar amb l’edat mitjançant la correlació de 

Spearman.  

A nivell individual, es va determinar la susceptibilitat a la NAHR en cada regió crítica 

comparant les freqüències de delecions, duplicacions i del+dup amb les freqüències 

basals observades en controls (MOLINA ET AL. 2011) utilitzant el test de la khi-quadrat. 

D’altra banda, a fi de determinar la participació de la NAHR inter-cromàtide o intra-

cromàtide en la generació de reorganitzacions, es va realitzar una correlació de 

Spearman entre les freqüències de delecions i duplicacions a nivell poblacional. Per tal 

d’analitzar si la mitjana de delecions era significativament diferent a les duplicacions es 

van aplicar el test de Wilcoxon i la khi-quadrat a nivell poblacional i individual, 

respectivament. 

FISH EN FIBRES DE CROMATINA 

La fiber-FISH va ser la tècnica seleccionada per estudiar l’arquitectura genòmica dels 

LRC22-2 i LCR22-4 de forma individualitzada (Figura 8). Es van analitzar els blocs de 

seqüències en tàndem en 6 individus control sense descendència afectada per la 

SDG/VCF i 2 pares transmissors de la SDG/VCF que mostraven increments de 

delecions 22q11.2 en espermatozoides (veure apartat 4.1). 

Selecció de sondes 

La caracterització de les variacions del número de còpies de seqüències contingudes en 

aquests LCR requereix l’ús simultani de tres sondes de DNA de tipus BAC i fòsmid. Els 

BAC i fòsmids són vectors de clonació inserits en plasmidis d’Escherichia coli que 

contenen seqüències d’interès de ~150 kb i ~40 kb, respectivament. 
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El disseny experimental per l’estudi dels LCR inclou la utilització de dos BAC de còpia 

única, que delimiten els extrems proximals i distals dels LCR, i una sèrie de fòsmids, 

estudiats en hibridacions independents en combinació amb els BAC, que permeten 

caracteritzar les seqüències internes dels LCR. 

La selecció de les sondes per l’anàlisi dels LCR22-2 i LCR22-4 es va realitzar d’acord 

amb la versió d’assemblatge del genoma humà de Febrer de 2009 publicada a UCSC 

Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Els BAC seleccionats per delimitar els 

extrems proximal i distal del LCR22-2 van ser RP11-66F9 (F9) i RP11-163A10 (A10) i 

del LCR22-4 RP11-505B16 (B16) i RP11-47L18 (L18). Per cada LCR es va seleccionar 

una combinació de fòsmids específica que cobria la majoria de les seqüències descrites 

en cada LCR (Figura 12). En concret, per LCR22-2 es van seleccionar els fòsmids WI2-

938L9 (L9), WI2-451K3 (K3), WI2-1268B22 (B22) i WI2-1822L21 (L21) mentre que 

per LCR22-4 WI2-938L9 (L9), WI2-451K3 (K3), WI2-1268B22 (B22), WI2-2886M12 

(M12) i WI2-3344I18 (I18) (Taula 5). 

Els BAC i fòsmids seleccionats van ser proveïts per Source BioScience 

(http://www.sourcebioscience.com/) i BACPAC Resources Center, C.H.O.R.I., USA 

(http://bacpac.chori.org/). L’especificitat i l’eficiència de totes les sondes BAC i fòsmid 

Figura 12. Selecció de sondes BAC i fòsmid per l’anàlisi de blocs de duplicacions 

segmentals dels LCR22-2 i LCR22-4. 

 

http://genome.ucsc.edu/
http://www.sourcebioscience.com/
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va ser validada mitjançant la FISH en cromosomes metafàsics (Figura 13) i seguint el 

protocol d’hibridació de la FISH en nuclis interfàsics (veure apartat 2.3).   

Taula 5. Característiques de les sondes d’hibridació BAC i fòsmid (UCSC Assembly Feb 2009). 

 Clon Abreviatura Referència UCSC Mida (kb) Gens UCSC OMIMa 

BAC      

 RP11-66F91 F9 RP11-66F9 175,3 GAB4, CECR7  

RP11-163A102 A10 RP11-163A10 183,1 TUPLE1 600237 

RP11-505B161 B16 RP11-505B16 171,3 PI4KA 600286 

RP11-47L181 L18 RP11-47L18 186,6 UBE2L3, PPIL2 603721, 607588 

Fòsmid      

 WI2-938L91 L9 G248P80545F5 41,6 USP18, AK129567 607057 

WI2-451K31 K3 G248P8704F2 44,3 AK302545, GGT3P  

WI2-1268B221 B22 G248P82259A11 41,9 GGT3P  

WI2-1822L211 L21 G248P86641F11 39,0 DGCR6, PRODH 601279, 606810 

WI2-2886M121 M12 G248P88386G6 44,2 RIMBP3C 612701 

WI2-3344I181 I18 G248P800126E9 45,5 PI4KAP2  

1 BACPAC Resources Center, CHORI 
2 Source BioScience 
a Online Mendelian Inheritance in Man; http://www.ncbinlmnih.gov/omim  

 

Obtenció i marcatge de sondes BAC i fòsmids 

Els bacteris que presenten els constructes de les sondes seleccionades es cultiven en 

medi LB estàndard amb una concentració de cloramfenicol de 12,5 µg/ml durant 16 

hores a 37 ºC i amb una agitació de 250 rpm. La presència d’un gen de resistència a 

cloramfenicol en el plàsmid inserit garanteix el cultiu exclusiu dels bacteris que inclouen 

el plàsmid.  

Un cop finalitzat el temps d’incubació, els plàsmids es purifiquen mitjançant el kit 

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) adaptant les indicacions subministrades pel proveïdor. 

El cultiu es transfereix a tubs cònics de 10 ml i es centrifuga a 4.000 rpm durant 10 

minuts. A continuació s’elimina el sobrenedant i es resuspèn el botó en 400 µl del Buffer 

P1 amb una concentració de 10 mg/ml RNasa I. La solució es transfereix a un tub de 

microcentrífuga de 1,5 ml en el qual s’afegeixen 400 µl del Buffer P2 (tampó de lisi) i es 

barreja per inversió entre 4 i 6 vegades. Seguidament s’incorporen 400 µl del Buffer N3 

(tampó de precipitació de restes cel·lulars i DNA bacterià) i es torna a invertir el tub 

http://www.ncbinlmnih.gov/omim
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Figura 13. Eficiència i especificitat de la hibridació de les sondes BAC i fòsmid en 

extensions cromosòmiques. En cada imatge s’observa una metafase amb senyals de dues 

sondes marcades diferencialment que hibriden sobre el cromosoma 22. 
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entre 4 i 6 vegades. Es centrifuga el tub a 14.000 rpm durant 1 minut, es transfereix el 

sobrenedant a les columnes amb membrana de sílice proporcionades pel kit i es 

centrifuga a 14.000 rpm durant 1 minut. El DNA plasmídic adherit a la membrana de la 

columna es purifica mitjançant l’addició de 500 µl de Buffer PB a la columna, 

centrifugant a 14.000 rpm durant 1 minut, afegint 750 µl de Buffer PE i centrifugant dues 

vegades a 14.000 rpm durant 1 minut. Després de cada centrifugació és necessari 

eliminar el líquid que resta en el tub que conté la columna. Per últim, es transfereix la 

columna a un tub de microcentrífuga nou de 1,5 ml, s’afegeixen 50 µl de Buffer EB 

(tampó d’elució) prèviament escalfat a 65 ºC i es deixa actuar 1 minut abans de 

centrifugar el tub amb la columna a 14.000 rpm durant 1 minut. El DNA extret és 

quantificat mitjançant l’espectrofotòmetre Nanodrop i emmagatzemat a -20 ºC fins el 

moment del seu ús. 

La incorporació de la fluorescència en les sondes de DNA es realitza mitjançant una 

reacció de nick translation. La reacció de nick translation es basa en la incorporació de 

nucleòtids marcats gràcies a l’acció de dos enzims: la DNasaI s’encarrega d’hidrolitzar 

DNA d’una de les dues cadenes introduint incisions, o nicks, i la DNA polimerasa I refà 

els fragments hidrolitzats incorporant els residus de desoxinucleòtids trifosfat (dNTP) 

complementaris a la cadena motlle (dUTP marcats, dATP, dGTP, dCTP). El marcatge 

de les sondes pot ser directe, si en la reacció s’incorporen dUTP conjugats amb un 

fluorocrom, o indirecte, si s’incorporen dUTP conjugats amb digoxigenina o biotina. En 

el cas que el marcatge es produeixi de forma indirecta, després de la hibridació de les 

sondes els dUTP incorporats conjugats amb digoxigenina es detecten aplicant un 

anticòs contra digoxigenina conjugat amb un fluorocrom. Mentre que si els dUTP 

estaven conjugats amb biotina la detecció es realitza amb estreptavidina o avidina 

conjugades amb un fluorocrom. 

La reacció de nick translation es va realitzar mitjançant el kit de Abbott Molecular que 

permet marcar 1µg de DNA. La reacció es prepara seguint les indicacions de la casa 

comercial (https://www.abbottmolecular.com/nick-translation-kit-preparing-the-reagents.html) 

i es deixa actuar 16 hores a 15 ºC. Passat aquest període, la reacció s’atura elevant la 

temperatura a 70 ºC durant 10 minuts. Com a resultat de la nick translation s’obtenen 

fragments d’uns 200 parells de bases que es precipiten amb 125 µl etanol 100%, 12,5 µl 

https://www.abbottmolecular.com/nick-translation-kit-preparing-the-reagents.html
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de DNA d’esperma de salmó 1 μg/ml (GE Healthcare) i 6,25 μl d’acetat de sodi 3M 

(pH 5,5) durant 3 hores a -80 ºC. Les sondes centrifuguen a 14.000 rpm durant 30 

minuts, es renten amb etanol al 70% i es centrifuguen de nou a 14.000 rpm 6 minuts. El 

pellet de sondes s’asseca a l’aire i es resuspèn amb 50 μl de solució tampó 1x TE (10 

mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,0) per obtenir una concentració final de sonda de 20 

ng/μl. Les sondes obtingudes s’emmagatzemen a -20 ºC fins el moment del seu ús. 

Tal i com es descriu en l’apartat anterior, per a la delimitació i anàlisi intern dels LCR és 

necessari hibridar simultàniament dos BAC i un fòsmid. El BAC proximal es va marcar 

doblement amb Spectrum Orange-dUTP (Abbot Molecular) i Digoxigenin-11-dUTP 

(Roche), el fosmid amb Digoxigenin-11-dUTP i el BAC distal amb Spectrum Orange. Les 

sondes marcades amb digoxigenina es van detectar després de la seva hibridació 

mitjançant un anticòs antidigoxigenina conjugat amb FITC.  

Les combinacions de sondes per la fiber-FISH es preparen barrejant 400 ng de cada 

sonda marcada amb 8 μg de DNA competidor Cot1 (Invitrogen) per sonda. La barreja 

de sondes s’evapora a 42 ºC i el pellet resultant es resuspèn en 10 μl de tampó 

d’hibridació LSI/WCP (Abbot Molecular). Abans de la hibridació les sondes es 

desnaturalitzen a 75 ºC durant 5 minuts i es deixen pre-hibridar a 37 ºC durant 45 

minuts. 

Hibridació 

Els portaobjectes de fibres de cromatina es deshidraten en una sèrie d’etanols (70%, 

90% i 100% durant 2 minuts cadascun) i s’assequen a temperatura ambient. 

Seguidament les fibres de cromatina es desnaturalitzen submergint el portaobjectes en 

una solució de formamida 70%/2x SSC a 70 ºC durant 2 minuts, rentats en 2x SSC 

durant 5 minuts i deshidratades novament en una sèrie d’etanols (70%, 85% i 100% 

durant 1 minut en cadascun). Després d’assecar el portaobjectes a temperatura ambient, 

s’apliquen les sondes sobre la mostra, es protegeix amb un cobreobjectes, es segella amb 

cola d’enquadernar i es deixa hibridar en una cambra humida a 37 ºC durant 48 hores. 

Els rentats posthibridació es realitzen en 2x SSC a 42 ºC durant 3 minuts seguit d’un 

rentat amb 1x PBS a temperatura ambient durant 5 minuts. Els portaobjectes s’incuben 
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amb 200 µl de solució de bloqueig (5% llet deshidratada en 1x PBS/0,05% Tween-20 

(Sigma-Aldrich)) a 37 ºC durant 30 minuts. Passada aquesta incubació els portaobjectes 

es transfereixen a 1x PBS a temperatura ambient durant 5 minuts i es procedeix a una 

segona incubació d’una hora a 37 ºC amb 200 µl de solució de detecció (1% llet 

deshidratada en 1x PBS/0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich) amb 1 µg/ml de fluorescein-

conjugated antidigoxigenin (Roche)). Finalment, els portaobjectes es renten tres vegades en 

1x PBS durant un minut, s’assequen a temperatura ambient i es contratenyeixen amb 

DAPI. 

Valoració microscòpica 

La visualització de les hibridacions es va realitzar en un microscopi d’epifluorescència 

Olympus BX60 equipat amb el sistema de captura d’imatges Isis Imaging System 

(Metasystems). L’anàlisi es va realitzar mitjançant un filtre dual (Cy3/FITC) i filtres 

específics per DAPI, FITC i Cy3 (Figura 14). Per cada combinació de sondes es va 

analitzar el número de còpies del fòsmid en qüestió en un mínim de 20 fibres 

informatives adaptant criteris de valoració descrits per Molina et al. (2012): 

Les fibres es consideren informatives quan s’observa en disposició lineal un 

senyal de cada BAC de posicionament, amb un marcatge diferenciat, que 

delimiten com a mínim un senyal corresponent al fòsmid (Figura 15A). 

Dos senyals o més del mateix fòsmid es consideren independents quan estan 

separats per una distància superior a la del segment més curt que conforma el 

conjunt de senyals (Figura 15B). 

Els senyals es consideren informatius independentment de la seva mida (Figura 

15C). 

Anàlisi estadística 

Les dades es van analitzar mitjançant el programa Graph Pad Prism 5.03. Els resultats 

obtinguts en controls es van sotmetre a un anàlisi de dades atípiques (Test de Grubbs). 

Posteriorment, es van establir rangs de normalitat dels blocs de seqüències en tàndem. 

En els dos pares SDG/VCF analitzats, tots els valors obtinguts fora el rang de 
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normalitat van ser considerats significativament diferents a la població control i es van 

atribuir com a CNV.  

FISH EN NUCLIS INTERFÀSICS 

La FISH en nuclis interfàsics es va emprar per la valoració de la presència d’inversions 

de la regió crítica 22q11.2 (Figura 8). La presència d’haplotips amb inversió 22q11.2 es 

va analitzar en 5 individus control (4 amb descendència afectada per la SDG/VCF però 

Figura 14. Anàlisi microscòpica dels LCR22-2 i LCR22-4 mitjançant fiber-FISH. En 

cada imatge s’observa una fibra de cromatina informativa, s’indica la combinació dels 

BAC i fòsmid hibridats i s’especifica entre parèntesis les còpies del fòsmid. A, D, E i F 

corresponen a l’anàlisi del LCR22-2, mentre que B i C corresponen al LCR22-4. 
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no transmissors de la deleció i 1 sense descendència afectada) i 8 individus transmissors 

de la SGD/VCF.  

Selecció de sondes 

El disseny experimental per la detecció de la inversió entre els LCR22-2 i LCR22-4 

requeria la utilització de tres sondes de tipus BAC (Figura 16). Procedint de la mateixa 

manera que en la selecció de sondes per la FISH en fibres de cromatina, els BAC van 

ser seleccionats a la base de dades UCSC Genome Browser (Febrer 2009). En concret, 

per aquests assajos es van utilitzar els BAC RP11-66F9 (abbr. F9), RP11-505B16 (abbr. 

B16) i RP11-47L18 (abbr. L18) (Taula 5).  

L’especificitat i l’eficiència de totes les sondes BAC i fòsmid es va validar mitjançant la 

FISH en cromosomes metafàsics i seguint el protocol d’hibridació de la FISH en nuclis 

interfàsics (Figura 13). 

Obtenció i marcatge de sondes BAC i fòsmids 

Les sondes es van obtenir i marcar tal i com s’especifica en l’apartat anterior. Per 

l’anàlisi de les inversions es van marcar els BAC amb tres fluorocroms diferents: F9 

amb Spectrum Aqua-dUTPs (Abbott Molecular), B16 amb Spectrum Green-dUTPs (Abbott 

Molecular) i L18 amb Spectrum Orange-dUTPs (Abbott Molecular). 

Figura 15. Criteris de valoració per fiber-FISH. 
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Les combinacions de sondes es preparen barrejant 200 ng de cada sonda marcada amb 

4 μg de DNA competidor Cot1 (Invitrogen) per sonda. La barreja de sondes s’evapora a 

42 ºC i el pellet resultant es resuspèn en 5 μl de tampó d’hibridació LSI/WCP (Abbot 

Molecular). Abans de la hibridació les sondes es desnaturalitzen a 75 ºC durant 5 minuts 

i es deixen a 37 ºC durant 45 minuts. 

Hibridació 

Els portaobjectes es renten dues vegades en 2x SSC durant 3 minuts, es deshidraten en 

una sèrie d’etanols (70, 90, 100% durant 2 minuts cadascun) i s’assequen a temperatura 

ambient. Seguidament les mostres es desnaturalitzen submergint el portaobjectes en una 

solució de formamida 70%/2x SSC a 73 ºC durant 2 minuts i deshidratades novament 

en una sèrie d’etanols (70, 85, 100% durant 1 minut en cadascun). Després d’assecar els 

portaobjectes a temperatura ambient, s’apliquen les sondes i es deixen hibridar en una 

cambra humida a 37 ºC durant 24 hores. 

Els rentats posthibridació es realitzen en SSC 1x amb 0,3% NP-40 a 73°C i 2x SSC amb 

0,1% NP-40 a temperatura ambient durant 1 minut per cada rentat. Finalment, els 

portaobjectes s’assequen a temperatura ambient i es contratenyeixen amb DAPI. 

 

Figura 16. Selecció de sondes BAC per l’anàlisi d’inversions de la regió 22q11.2. 
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Valoració microscòpica 

La visualització de les hibridacions es va realitzar en un microscopi d’epifluorescència 

Olympus BX60 equipat amb el sistema de captura d’imatges Isis Imaging System 

(Metasystems). L’anàlisi es va realitzar mitjançant un filtre triple (Aqua, FITC i Cy3) i 

filtres específics per Aqua, FITC i Cy3. 

En l’anàlisi d’inversions de la regió 22q11.2, es van analitzar un mínim de 100 haplotips 

informatius per cada mostra aplicant els següents criteris de valoració:  

Únicament s’analitzen els nuclis amb dos senyals de cada sonda distribuïts en 

dos haplotips diferenciats.  

Es consideren informatius aquells haplotips en els quals es pot distingir una 

distribució de dos senyals agrupats (molt pròxims o sobreposats) i un tercer 

senyal separat.  

El senyal distanciat es troba separat dels altres dos per almenys el doble de la 

distància que separa els dos senyals agrupats.  

La distribució dels senyals de cada sonda permet distingir els haplotips normals (N) i els 

haplotips que mostren una inversió de 3Mb a la regió 22q11.2 (inv) (Figura 17).  

Anàlisi estadística 

Les dades es van analitzar mitjançant el programa Graph Pad Prism 5.03. Les 

freqüències dels haplotips normals i invertits van ser comparades entre la població 

Figura 17.  Anàlisi microscòpica d’inversions 22q11.2 mitjançant FISH en nuclis 

interfàsics. El nucli de la figura A mostra dos haplotips N (N/N), mentre que el nucli 

de la figura B mostra un haplotip inv i un haplotip N (inv/N). 

 

A                                                         B    
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control i la SDG/VCF aplicant un test de Mann-Whitney. Les diferències es van 

considerar significatives quan p <0,05. 

3.3 TÈCNIQUES MOLECULARS BASADES EN LA REACCIÓ EN CADENA DE LA

 POLIMERASA (PCR) 

M ICROSATÈL ·LITS 

En les 8 famílies SDG/VCF de les quals es disposava de mostres de DNA genòmic de 

tots els membres (pare, mare i fill afectat), es va realitzar una anàlisi de microsatèl·lits 

per tal de determinar l’origen parental del cromosoma delecionat en els descendents 

afectats (Figura 8). Es van genotipar 4 microsatèl·lits interns de la regió crítica 22q11.2 

(D22S1638, D22S1648, D22S264, D22S311) i un cinquè microsatèl·lit extern 

(D22S303) (Figura 18). Els encebadors forward (F) i reverse (R) dissenyats, el marcatge a 

5’ dels encebadors F, els parells de bases (pb) de l’amplicó de cada marcador, la seva 

posició cromosòmica i la temperatura d’hibridació optimitzada per cada parella es 

detallen a la Taula 6.  

Els microsatèl·lits es van amplificar per PCR utilitzant encebadors marcats amb HEX o 

amb 6-FAM. En la preparació de la reacció de PCR es van barrejar 40-90 ng de DNA 

genòmic, 25 picomols de cada encebador (Roche), 2,5 mM de cada dNTP (Applied 

Biosystems), 25 mM MgCl2 (Applied Biosystems), 10x PCR Buffer II (Applied 

Figura 18. Posició dels microsatèl·lits amplificats per la determinació de l’origen 

parental de la SDG/VCF. 
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Biosystems) i 1 U de la polimerasa AmpliTaq Gold DNA (Applied Biosystems). 

L’amplificació es va dur a terme de la següent manera: 10 minuts a 94°C; 35 cicles de 30 

segons a 94°C, 30 segons a una temperatura d’hibridació específica per cada encebador 

(Taula 6) i 35 segons a 72 ºC; i finalment un pas d’extensió de 12 minuts a 72 ºC. 

Els productes de la reacció de PCR es van analitzar per electroforesi capil·lar en 

l’analitzador ABI3130 XL (Applied Biosystems) amb el suport del programa Peak 

Scanner versió 2.0 (Applied Biosystems). 

Taula 6. Marcadors de microsatèl·lits utilitzats en la determinació de l’origen parental de la SDG/VCF. 

Microsatèl·lit Posició Encebadors Marcatge 
Mida 

(pb) 
Temperatura 
d’hibridació 

D22S1638a 22q11.21 F: GACAACAGCAAATTGCACATT 

R: TCACGCCACTACCCTCCAG 

HEX 93 55ºC 

D22S1648a 22q11.21 F: CAGATGCTTCAGGAGAAGTG 

R: AGTTGTCAGATGCCTAAGAGA 

HEX 152 50ºC 

D22S264a 22q11.21 F: ATTAACTCATAAAGGAGCCC 

R: CACCCCACCAGAGGTATTCC 

HEX 190-198 56ºC 

D22S311a 22q11.21 F: GCTAGTGTGAGATAACGAAGCC 

R: TTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGG  

6-FAM 262 63ºC 

D22S303b 22q11.22 F: AGGACCTCAGACTGGTCAGTC 

R: CTCCCATGAGAAGGTACACTCC 

6-FAM 220-233 56ºC 

a Microsatèl·lit intern a la regió crítica SDG/VCF. 
b Microsatèl·lit extern a la regió crítica SDG/VCF. 

 

DROPLET D IGITAL PCR  (DDPCR) 

La droplet digital PCR (ddPCR) es basa en la realització de milers de reaccions de PCR 

simultànies individualitzades en gotes d’oli de manera que permet realitzar una 

quantificació total de les seqüències d’interès amb una alta precisió. Aquesta tècnica es 

va seleccionar per confirmar els CNV identificats mitjançant fiber-FISH. 

Es va analitzar el número de còpies de les seqüències cobertes pels fòsmids L9 i K3 en 

el conjunt de tots els LCR22 (Figura 8). L’elecció de les seqüències dels fòsmids L9 i 

K3 es va realitzar com a conseqüència dels CNV detectats en fiber-FISH (veure apartat 

4.2).  

Per l’anàlisi de les seqüències paràlogues del fòsmid L9 es van analitzar 21 mostres 

d’individus control, incloent individus amb descendència afectada per la SDG/VCF 



62 Avaluació dels factors de predisposició a la inestabilitat genòmica de la regió 22q11.2 

 

 

 

· UAB 2016 · 
 

però no transmissors i individus sense descendència afectada, i 8 mostres d’individus 

transmissors de la SDG/VCF. Per la valoració de les seqüències paràlogues del fòsmid 

K3 es van analitzar 6 mostres d’individus control, incloent individus amb descendència 

afectada per la SDG/VCF però no transmissors i individus sense descendència 

afectada, i 8 mostres d’individus transmissors de la SDG/VCF. L’ampliació del nombre 

de controls en l’anàlisi del fòsmid L9 es va realitzar per tal de caracteritzar d’una forma 

més acurada el número de seqüències del pseudogen d’aquest fòsmid en la població 

control (veure apartat 4.2).  

Digestió del DNA 

La ddPCR requereix un fragmentació de la mostra de DNA genòmic per tal de què la 

inclusió de la mostra en els milers de gotes d’oli es dugui a terme satisfactòriament. La 

fragmentació òptima del DNA en el context del nostre estudi es va assolir gràcies l’acció 

de l’enzim de restricció HaeIII. Per la digestió del DNA es van incubar 2 µg de DNA 

genòmic amb 20 U de HaeIII (New England Biolabs) i 5 µl de la solució tampó NEB4, 

en un volum final de 25 µl ajustat amb aigua desionitzada, durant 1 hora a 37 ºC 

(Figura 19). El DNA fragmentat es va diluir a una concentració final de 6 ng/µl.  

Figura 19. Verificació de la digestió del DNA. 
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Disseny d’encebadors i sondes TaqMan 

Per estudiar les seqüències de cobertes pels fòsmids L9 i K3 es va fer un disseny 

d’encebadors forward i reverse i de sondes de tipus TaqMan amb els extrems modificats 

amb un emissor de fluorescència a 5’ i un desactivador de fluorescència 3’. Gràcies a 

l’activitat exonucleasa 5’ – 3’ de la Taq polimerasa es produeix l’escissió del fluorocrom 

de la sonda i al desvincular-se de la influència del desactivador emet fluorescència.  

Per L9 es va generar un amplicó de 116 pb mitjançant l’encebador forward 

CAGTGGGACTCTCATCAAAC, l’encebador reverse AGGAGCGAGAAATAGAGTCC i la 

sonda FAM-AAAGTTGCCATCAGCCAGATGCCAG-Iowa Black®FQ (Bio-Rad). La 

seqüència d’aquest amplicó correspon específicament al gen AK129567. D’altra banda, 

per K3 es va generar un amplicó 92 pb mitjançant l’encebador forward 

ATTTTGCGGTGTCAGAAGGT, l’encebador reverse CCTCTCAGTGACTGTCTCCT i la 

sonda FAM-CGGGAGGCAAGCAGTCCCTGGTCC-Iowa Black®FQ (Bio-Rad). La 

seqüència d’aquest amplicó correspon específicament al gen AK302545. En ambdós 

casos es va aplicar simultàniament l’assaig de referència del gen EIF2C1 (OMIM 

606228) amb sonda marcada diferencialment amb HEX/Iowa Black®FQ (PrimePCR™ 

ddPCR™ Copy Number Assay EIF2C1, Bio-Rad) (Figura 20).  

Condicions d’amplificació 

La reacció de ddPCR es va realitzar en un volum final de 20 µl per reacció. La quantitat 

de DNA es va optimitzar en 9 ng per reacció en un volum de 8 µl als quals s’afegeixen 

10 µl Supermix PCR (Bio-Rad), 1 µl de la mescla d’encebadors i sonda per l’amplificació 

Figura 20. Disseny d’encebadors i sondes per assajos de ddPCR. 
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de la seqüència d’interès i 1 µl de la mescla d’encebadors i sonda per l’amplificació de la 

seqüència de referència.  

Les condicions d’amplificació van ser 10 minuts a 95 ºC (1 cicle), 30 segons a 94 ºC i 60 

segons a 55,5 ºC (40 cicles) i 10 minuts a 98 ºC (1 cicle). Després de la PCR es va 

realitzar una lectura de la intensitat de cada gota de forma individualitzada en el lector 

de gotes de Bio-Rad per tal de discriminar el nombre total de gotes amb reacció positiva 

per cada amplicó. Cada assaig es va realitzar per duplicat de manera que per cada assaig 

es va obtenir un número mitjà de còpies. 

Anàlisi estadística 

Les dades es van analitzar mitjançant el programa Graph Pad Prism 5.03. El resultats 

obtinguts a través de la ddPCR es van processar a partir de la mitjana dels resultats de 

les diferents rèpliques de cada assaig. En individus no transmissors, es va determinar la 

presència de dades atípiques per l’anàlisi estadística (Test de Grubbs). Per tal de 

determinar si hi havia diferències entre les número de seqüències paràlogues dels 

LCR22 entre la població control i la població de pares transmissors de la SDG/VCF, la 

mitjana de còpies de cada fòsmid es va comparar entre les dues poblacions mitjançant 

un test de Mann-Whitney. Les diferències es van considerar significatives quan p <0,05.  

Els resultats obtinguts en controls van permetre establir rangs de normalitat i valorar a 

nivell individual si algun pare SDG/VCF presentava un CNV respecte els controls. 

Com en l’anàlisi dels resultats de blocs de seqüències en tàndem, tots els valors 

obtinguts fora el rang de normalitat van ser considerats significatius. 

Per tal de valorar l’equivalència entre les dades de la fiber-FISH i la ddPCR, es va 

comparar el sumatori dels blocs de seqüències en tàndem dels LCR22-2 i LCR22-4 per 

cada individu amb les còpies de seqüències paràlogues dels LCR22 mitjançant un test de 

correlació de Spearman. 

GENOTIPATGE  

Per l’establiment dels diferents al·lels de PRDM9 es va amplificar el domini de dits de 

zinc d’aquest gen format per entre 8 i 15 dits de zinc de 84 pb (Figura 8). L’al·lel A, 
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caracteritzat com el més freqüent en la població europea (BERG ET AL. 2010), està 

constituït per 13 dits de zinc (Figura 21). En total, es van genotipar 19 individus control 

(incloent individus sense descendència afectada per la SDG/VCF i individus amb 

descendència afectada però no transmissors) i 8 individus transmissors de la 

SDG/VCF.   

L’anàlisi del genotip de PRDM9 requereix la realització d’una PCR i una posterior 

seqüenciació sobre el producte amplificat. Els encebadors utilitzats en la PCR van ser 

PN0.6F i PN2.5R (PN0.6F: TGAGGTTACCTAGTCTGGCA, PN2.5R: 

ATAAGGGGTCAGCAGACTTC) (BERG ET AL. 2010). Les reaccions es preparen amb un 

volum final de 40 µl: 4 µl tampó 10x (MgCl2 20 mM), 3,2 µl dNTPs (2,5 mM cada un), 1 

µl PN0.6F (10 mM), 1 µl PN2.5R (10 mM), 3% DMSO, 1,25 U BioTaq (Bioline), 100 

ng DNA i l’ajustament corresponent d’aigua desionitzada.  

Les amplificacions es van realitzar seguint les següents condicions: 3 minuts a 95 ºC; 45 

cicles de 30 segons a 95 ºC, 30 segons a 62 ºC i 105 segons a 72 ºC. Els productes de la 

PCR es van visualitzar en un gel d’agarosa 1% per tal de detectar la presència 

d’individus amb al·lels heterozigots de longitud.  

Els productes de la PCR es van purificar amb el kit PCR DNA purification (Thermo 

Scientific) i sotmesos a una seqüenciació bidireccional de Sanger mitjançant els 

Figura 21. Metodologia del genotipatge de PRDM9.  

 

(Al·lel A) 
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AMPLIFICACIÓ DE PRDM9 
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PN0.6F PN2.5R 

PN1.2F PN2.4R 
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encebadors PN1.2F i PN2.4R (PN1.2F: TGAATCCAGGGAACACAGGC i PN2.4R: 

GCAAGTGTGTGGTGACCACA) (BERG ET AL. 2010). La lectura del DNA amplificat es 

va realitzar amb el seqüenciador BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems) i 

l’analitzador de seqüències ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  

Per tal d’assignar l’al·lel de PRDM9 corresponent a cada individu, les seqüències de dits 

de zinc es van alinear i comparar amb seqüències publicades (BAUDAT ET AL. 2010; BERG 

ET AL. 2010; HUSSIN ET AL. 2013; ALEMANY-SCHMIDT ET AL. 2014). A partir de les 

combinacions de dits de zinc es van poder definir els genotips corresponents.   

La rellevància de les variants al·lèliques de PRDM9 en el risc de transmetre la 

SDG/VCF es va determinar comparant les freqüències dels genotips dels individus 

control i els individus transmissors de la SDG/VCF. La freqüència de cada al·lel es va 

comparar entre les dues poblacions descrites mitjançant un test exacte de Fisher. Les 

diferències es van considerar significatives quan p <0,05. 
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4.1 REORGANITZACIONS EN ESPERMATOZOIDES 

DELECIONS I DUPLICACIONS DE LA REGIÓ 22q11.2  EN PARES SDG/VCF 

Les freqüències de delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 van ser analitzades en un 

total de 90.776 espermatozoides de nou pares amb descendència afectada per la 

SDG/VCF. La freqüència mitjana de delecions (±SEM) va ser de 0,28% (±0,05) amb 

un rang de 0,13 a 0,57%. La freqüència mitjana de duplicacions (±SEM) va ser de 

0,11% (±0,02) amb un rang de 0,05 a 0,20% (Taula 7). 

Taula 7. Resultats de FISH en espermatozoides de delecions i duplicacions en homes amb 
descendència afectada per la SDG/VCF. Entre parèntesis s’indiquen els valors en %. 

Cas Edat Normal del 22q11.2  dup 22q11.2  del+dup Altres a Total 

DG1 39 10000 (99,19) 24 (0,24) 11 (0,11) 35 (0,35) 47 (0,47) 10082 

DG2 48 10000 (98,40) 57 (0,57)* , c 20 (0,20)d 77 (0,77)* 86 (0,86) 10163 

DG3  - 9927 (99,09) 19 (0,19) 13 (0,13) 32 (0,32) 59 (0,59) 10018 

DG4 43 10000 (99,30) 15 (0,15) 7 (0,07) 22 (0,22) 49 (0,49) 10071 

DG5 36 10096 (98,87) 52 (0,52)* , c 12 (0,12) d 64 (0,64)* 51 (0,51) 10211 

DG6 30 10000 (99,24) 28 (0,28) c 5 (0,05) d 33 (0,33) 43 (0,43) 10076 

DG7 39 10000 (99,34) 18 (0,18) 7 (0,07) 25 (0,25) 41 (0,41) 10066 

DG8 33 9948 (99,31) 13 (0,13) 10 (0,10) 23 (0,23) 46 (0,46) 10017 

DG9 37 9930 (98,59) 25 (0,25) 16 (0,16) 41 (0,41) 31 (0,31) 10072 

% ± SEM   99,04 ± 0,11 0,28 ± 0,05 0,11 ± 0,02 0,39 ± 0,06 0,50 ± 0,05   

% ± SEM
b  99,08 ± 0,09 0,17 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,27 ± 0,05 0,64 ± 0,05  

a Disomies, diploïdies i nul·lisomies.  
b Dades de la població control obtingudes per Molina et al. (2011). 

* Increments significatius respecte la població control (p <0,01). 
c, d Distorsió significativa de la ràtio 1:1 del:dup (p <0,01). 

 

No es van observar diferències significatives entre la freqüència mitjana de delecions, 

duplicacions i del+dup de la població de pares SDG/VCF i les dades de controls 

(Molina et al. 2011) (Test de Mann-Whitney; p = 0,111; p = 1,000 i p = 0,191 

respectivament) (Taula 7).  
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A nivell individual, es van detectar increments significatius de delecions i del+dup en 

dos dels nou pares SDG/VCF analitzats (Test de khi-quadrat; DG2 i DG5 p <0,01) 

(Figura 22, Taula 7). Els risc de generar delecions en aquests individus en relació a la 

població control es va estimar en una oportunitat relativa de 2,03 (IC 95% = 1,63-2,54).  

D’altra banda, no es va observar una correlació entre l’edat dels pares SDG/VCF.i les 

freqüències de delecions (Correlació de Spearman; R = 0,084; p = 0,840), duplicacions 

(Correlació de Spearman; R = 0,380; p = 0,360) i del+dup (Correlació de Spearman; R 

= 0,144; p = 0,752).  

Pel que fa a la participació dels mecanismes de la NAHR inter-cromàtide i intra-

cromàtide en la generació d’anomalies, no es va observar una correlació significativa 

entre les freqüències de delecions i duplicacions en homes amb descendència afectada 

per la SDG/VCF (Correlació de Spearman; R = 0,477; p = 0,194). A més a més, es va 

detectar un increment significatiu de la freqüència mitjana de delecions en comparació a 

la freqüència mitjana de duplicacions (Test de Wilcoxon; p = 0,004) (Figura 23). Les 

comparacions individuals van mostrar increments significatius de delecions 22q11.2 en 

tres dels nou casos analitzats (Test de khi-quadrat; DG2, DG5 i DG6 p <0,01) (Taula 

7). Els individus DG2 i DG5 també mostraven increments significatius de delecions i 

de del+dup 22q11.2 en comparació a les dades control.  

Figura 22. Freqüències de delecions i duplicacions 22q11.2 en homes amb 

descendència afectada per la SDG/VCF. Les línies discontínues representen les mitjanes 

de delecions i duplicacions en controls. Els asteriscs indiquen els increments significatius 

de delecions respecte la població control. 

 



4 .  R E S U L T A T S  71 

 

 

· UAB 2016 · 
 

L’origen parental es va determinar en vuit de les nou famílies SDG/VCF. En sis 

famílies, l’origen de la deleció en els cromosoma 22 era patern; mentre que en els dos 

casos restants, la deleció tenia un origen matern (Taula 8). Cal destacar que en els pares 

SDG/VCF en els quals s’havia diagnosticat increments de delecions i del+dup 22q11.2 

en espermatozoides, l’origen de la deleció que afectava a la descendència era patern. 

DELECIONS I DUPLICACIONS DE LA REGIÓ 7q11.23,  15q11q13  I 22q11.2  EN

 PARES TRANSMISSORS DE LA SDG/VCF 

Es van analitzar les freqüències de delecions i duplicacions de les regions crítiques 

7q11.23 (Taula 9) i 15q11q13 (Taula 10) en la població formada pels 6 pares 

transmissors de la SDG/VCF en la qual s’havien analitzat les freqüències de delecions i 

duplicacions de la regió 22q11.2 (Taula 7). 

En l’anàlisi de la susceptibilitat a la NAHR a nivell de població, no es van observar 

diferències significatives entre les freqüències de delecions, duplicacions i del+dup de 

cada regió crítica entre pares transmissors de la SDG/VCF i la població control (Molina 

et al. 2011) (Test de Mann Whitney; p > 0,05). 

Figura 23. Freqüències mitjanes de delecions i duplicacions 22q11.2 en la població 

control (MOLINA ET AL. 2011) i en la població d’homes amb descendència afectada per 

la SDG/VCF. Les barres d’error representen l’error estàndard de la mitjana (SEM) i 

l’asterisc mostra diferències significatives entre la freqüència de delecions i duplicacions. 
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D’altra banda, la comparació de les mitjanes de delecions, duplicacions i del+dup entre 

les tres regions estudiades va demostrar diferències entre les mitjanes de delecions de les 

tres regions crítiques (Test de Friedman; p = 0,008). Amb l’objectiu de determinar entre 

Taula 8. Resultats de l’avaluació de l’origen parental: pare (P), mare (M) i fill afectat (F). Els 
valors en negreta indiquen els microsatèl·lits informatius. 

Cas D22S1638 D22S1648 D22S264 D22S311 D22S303 
Origen 
parental 

Mida 
deleció 

DG1P 114/116 174/174 185/195 251/251 220/222 

Patern 3 Mb 

DG1M 116/116 174/174 195/195 250/256 222/223 

DG1F 116 174 195 256 220/223 

DG2P 116/116 170/172 195/203 250/250 212/222 

Patern 3 Mb 

DG2M 116/116 172/172 201/201 250/257 212/222 

DG2F 116 172 201 257 222/222 

DG3P 99/105 174/178 193/199 256/256 220/223 

Patern 3 Mb 

DG3M 116/116 174/174 193/199 256/259 222/224 

DG3F 116 174 193 259 220/224 

DG5P 116/120 174/174 195/201 250/256 224/225 

Patern 3 Mb 

DG5M 116/118 174/174 188/203 256/256 224/226 

DG5F - 174 203 256 224/226 

DG6P 105/116 174/174 187/191 250/250 222/222 

Matern 3 Mb 

DG6M 109/109 173/178 185/193 250/254 222/222 

DG6F 116 174 191 250 222/222 

DG7P 109/120 174/174 185/199 250/250 222/224 

Patern 3 Mb 

DG7M 116/114 174/174 199/205 254/257 212/224 

DG7F 116 174 199 254 212/224 

DG8P 114/114 174/174 187/199 252/256 213/223 

Patern NA 

DG8M 109/116 174/174 199/201 250/256 223/225 

DG8F 116 174 199 256 223/223 

DG9P 116/116 174/174 199/201 250/256 212/222 

Matern 3 Mb 

DG9M 111/122 170/171 187/191 250/254 222/222 

DG9F 116 174 201 256 212/222 

NA = no avaluable 
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quines regions es produïen aquestes diferències es van realitzar comparacions dos a dos. 

Es van observar diferències entre les freqüències mitjanes de delecions de les regions 

7q11.23 i 22q11.2 (Test de Wilcoxon; p = 0,031) (Figura 24). 

A nivell individual, els pares que havien mostrat un increment significatiu de delecions i 

del+dup per la regió crítica 22q11.2 respecte la població control, no van obtenir 

increments significatius de reorganitzacions per les regions 7q11.23 i 15q11q13 (Test de 

khi-quadrat, p > 0,01). D’altra banda, els pares que no havien mostrat un increment de 

reorganitzacions per la regió crítica 22q11.2 tampoc van mostrar cap increment en les 

altres regions analitzades (Figura 25). 

En l’anàlisi dels mecanismes de la NAHR que originen les reorganitzacions de cada 

regió crítica, a nivell poblacional es va observar com les freqüència de delecions i 

duplicacions de la regió 7q11.23 presentaven una correlació positiva (Correlació de 

Spearman; R = 0,882; p = 0,033). En canvi, no es va observar aquesta correlació per les 

regions 15q11q13 (Correlació de Spearman; R = -0,406; p = 0,419) i 22q11.2 (Correlació 

de Spearman; R = 0,771; p = 0,103). Les mitjanes de delecions i duplicacions no van 

mostrar diferències significatives en les regions 7q11.23 i 15q11q13 (Test de Wilcoxon; 

p= 1,000 i p = 0,313; respectivament), mentre que sí que es van observar diferències 

significatives entre la mitjana de delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 (Test de 

Wilcoxon; p = 0,031). A part dels dos pares prèviament identificats amb diferències 

significatives entre la proporció de delecions i duplicacions 22q11.2, a nivell individual 

 Figura 24. Freqüències mitjanes de delecions, duplicacions i del+dup de les regions 

7q11.23, 15q11q13 i 22q11.2 en pares transmissors de la SDG/VCF. Les barres d’error 

mostren l’error estàndard de la mitjana (SEM). L’asterisc identifica diferències significatives 

en la mitjana de reorganitzacions entre les regions crítiques. 
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no es van observar altres distorsions de la proporció en la regió 7q11.23 i 15q11q13 

(Test de khi-quadrat; p >0,05) (Taula 9 i 10). 

  

Figura 25. Freqüències de delecions, duplicacions i del+dup de les tres regions 

analitzades. L’asterisc identifica els individus amb increments significatius respecte a la 

població control. La línia discontínua representa la freqüència mitjana descrita en la 

població control (MOLINA ET AL. 2011). 



4 .  R E S U L T A T S  75 

 

 

· UAB 2016 · 
 

 

 

Taula 9. Resultats de FISH en espermatozoides de delecions i duplicacions 7q11.23 en pares 
transmissors de la SDG/VCF. Entre parèntesis s’indiquen els valors en %. 

Cas Normal del 7q11.23  dup 7q11.23  del+dup Altres a Total 

DG1 10035 (99,46) 8 (0,08) 10 (0,10) 18 (0,18) 46 (0,46) 10089 

DG2 10049 (99,20) 20 (0,20) 15 (0,15) 35 (0,35) 61 (0,60) 10130 

DG3 10111 (99,46) 11 (0,11) 12 (0,12) 23 (0,23) 46 (0,45) 10168 

DG5 10321 (99,27) 28 (0,28) 14 (0,13) 42 (0,41) 48 (0,46) 10397 

DG7 10112 (99,19) 12 (0,12) 15 (0,15) 27 (0,27) 42 (0,41) 10166 

DG8 10110 (99,56) 8 (0,08) 13 (0,13) 21 (0,21) 37 (0,36) 10155 

% ± SEM 99,36 ± 0,06 0,15 ± 0,03 0,13 ± 0,01 0,28 ±0,04 0,46 ± 0,04  

% ± SEM
b
 98,80 ± 0,23 0,21 ± 0,03 0,17 ± 0,02 0,37 ± 0,04 0,70 ± 0,01  

a
 Disomies, diploïdies i nul·lisomies.  

b
 Dades de la població control obtingudes per in Molina et al. (2011). 

 

Taula 10. Resultats de FISH en espermatozoides de delecions i duplicacions 15q11q13 en 
pares transmissors de la SDG/VCF. Entre parèntesis s’indiquen els valors en %. 

Cas Normal del 15q11q13  dup 15q11q13  del+dup Altres a Total 

DG1 9939 (99,13) 10 (0,10) 17 (0,17) 27 (0,27) 60 (0,60) 10026 

DG2 9970 (99,27) 29 (0,29) 13 (0,13) 42 (0,42) 31 (0,31) 10043 

DG3 9980 (98,83) 14 (0,14) 10 (0,10) 24 (0,24) 94 (0,93) 10098 

DG5 10048 (99,38) 18 (0,18) 10 (0,10) 28 (0,28) 35 (0,35) 10111 

DG7 10050 (99,09) 11 (0,11) 12 (0,12) 23 (0,23) 69 (0,68) 10142 

DG8 9942 (99,21) 13 (0,13) 11 (0,11) 24 (0,24) 55 (0,55) 10021 

% ± SEM  99,15 ± 0,08 0,16 ± 0,03 0,12 ± 0,01 0,28 ± 0,03 0,57 ± 0,09  

% ± SEM
b
 99,17 ± 0,07 0,22 ± 0,03 0,25 ± 0,04 0,47 ± 0,07 0,38 ± 0,07  

a
 Disomies, diploïdies i nul·lisomies.  

b
 Dades de la població control obtingudes per in Molina et al. (2011). 
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4.2 CARACTERÍSTIQUES GENÈTIQUES 

BLOCS DE SEQÜÈNCIES EN TÀNDEM DELS LCR22-2  I LCR22-4 

Es van establir rangs de normalitat de blocs de seqüències en tàndem a partir dels valors 

observats en sis individus control. Pel LCR22-2, els rangs de normalitat van ser de 2 – 6 

còpies per L9, 3 – 9 còpies per K3, 1 – 4 còpies per B22 i 1 – 2 còpies per L21. Pel 

LCR22-4 els rangs de normalitat van ser de 1 – 2 còpies per L9, 1 – 3 còpies per K3, 1 – 

2 còpies per B22, 2 – 2 còpies per M12 i 2 – 3 còpies per I18 (Taula 11). 

D’altra banda, es van analitzar dos pares transmissors de la SDG/VCF amb una 

susceptibilitat a la NAHR provada (DG2P i DG5P) (veure apartat 4.1). En ambdós 

casos es van detectar números de blocs fora dels rangs de normalitat. L’individu DG2P 

presentava dues còpies de blocs K3 a LCR22-2 en els dos haplotips i tres còpies de 

blocs L9 a LCR22-4 en un dels haplotips. Així mateix, l’individu DG5P presentava vuit 

Taula 11. Blocs de seqüències en tàndem dels LCR22-2 i LCR22-4. Els dos haplotips establerts 
per cada individu es separen per una contrabarra. Els números en negreta indiquen els valors fora del 
rang de normalitat. 

Mostres 

LCR22-2 LCR22-4 

K3 L9 B22 L21 K3 L9 B22 M12 I18 

Controls          

C1 5 \ 7 5 \ 6 2 \ 3 1 \ 2 2 \ 3 2 \ 2 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 

C2 7 \ 9 5 \ 10* 3 \ 5* 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 3 

C3 3 \ 5 3 \ 5 1 \ 2 1 \ 2 1 \ 2 1 \ 2 1 \ 1 2 \ 2 2 \ 2 

C4 3 \ 5 3 \ 5 2 \ 3 1 \ 1 2 \ 2 2 \ 2 1 \ 1 2 \ 2 2 \ 2 

C5 3 \ 3 2 \ 5 2 \ 4 1 \ 2 1 \ 2 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 

C6 3 \ 5 2 \ 4 1 \ 2 1 \ 1 1 \ 2 2 \ 2 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 

Rang de 
normalitata 

3-9 2-6 1-4 1-2 1-3 1-2 1-2 2-2 2-3 

           

Pares SDG/VCFb         

DG2P 2 \ 2 3 \ 6 2 \ 3 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 3 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 

DG5P 5 \ 8 8 \ 8 2 \ 3 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 3 1 \ 2 2 \ 2 2 \ 2 

* Dada atípica (Test de Grubbs). 
a Rangs establerts a partir dels valors mínims i màxims en individus control excloent les dades atípiques. 
b 

Pares transmissors de la SDG/VCF amb increments de delecions 22q11.2 en espermatozoides.  
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còpies de blocs L9 a LCR22-2 en ambdós haplotips i tres còpies de blocs L9 a LCR22-4 

en un haplotip (Taula 11; Figura 26). 

SEQÜÈNCIES PARÀLOGUES DELS LCR22 

En les mostres prèviament analitzades per fiber-FISH es va analitzar el número de còpies 

dels gens AK129567 i AK302545 coberts pels fòsmids L9 i K3, respectivament. Els 

resultats obtinguts per la tècnica de ddPCR no van correlacionar amb els de la fiber-

FISH (Correlació de Spearman; r = 0,146 i 0,386; p = 0,703 i 0,360; respectivament). 

Els rangs de normalitat de còpies per AK129567 va ser de 12,7 – 29,6 (n=21) (Figura 

27), mentre que per AK302545 el rang van ser de 10,6 – 21 (n=6) (Figura 28).  

La mitjana de còpies de AK129567 en controls (n=21) i en individus transmissors de la 

SDG/VCF (n=8) va ser de 19,54 i 21,28 respectivament; mentre que la mitjana de 

còpies de AK302545 va ser de 15,33 en controls (n=6) i de 17,46 en individus 

transmissors de la SDG/VCF (n=8). No es van observar diferències significatives entre 

les mitjanes de còpies entre els dos grups (Test de Mann Whitney; p = 0,420 i 0,477 

respectivament). 

Figura 26. Anàlisi dels blocs de seqüències en tàndem dels LCR22-2 i LCR22-4. El 

diagrama de caixes representa la variabilitat de blocs en individus control. Les caixes indiquen 

el rang interquartílic i els bigotis indiquen el número mínim i màxim de blocs. Els resultats 

dels pares transmissors de la SDG/VCF amb una susceptibilitat a la NAHR incrementada a la 

regió 22q11.2 (DG2P i DG5P) es troben sobreposats al gràfic.  
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A nivell individual, únicament el pare DG1 va obtenir còpies de AK302545 per sobre 

del rang de normalitat observat en controls (22 còpies) (Figura 27). Els individus en els 

quals s’havien detectat CNV mitjançant fiber-FISH no es van observar diferències 

significatives.  

D’altra banda, es van detectar dos tipus d’amplicons per AK129567 que es 

diferenciaven per la intensitat de fluorescència. D’acord amb la relació inversament 

proporcional entre la fluorescència emesa i la mida dels amplicons descrita per Laurie et 

al. (2013), els amplicons amb una intensitat de fluorescència inferior tenen una longitud 

major. Aquests amplicons més grans es van atribuir a seqüències d’un possible 

pseudogen de AK129567 (AK129567p) no descrit en les bases de dades (Servei tècnic 

de BioRad; comunicació personal) (Figura 27).  

En un 66,67% dels individus control (n=21) es va observar la presència de dues o més 

còpies per genoma de AK129567p. Mentre que en individus transmissors de la 

SDG/VCF (n=8) tan sols es van detectar còpies de AK129567p en un 37,5% dels casos 

(Figura 29). No obstant, les diferències observades en la freqüència de AK129567p 

Figura 27. Còpies de seqüències paràlogues AK129567 en controls i en individus 

transmissors de la SDG/VCF (pare (P), mare (M)). La part negra de cada barra indica el 

nombre de còpies del pseudogen AK129567. Les línies discontínues indiquen els límits del 

rang de normalitat establerts en controls. 
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entre individus control i transmissors de la SDG/VCF no van assolir diferències 

estadísticament significatives (Test de Fisher; p = 0,218).  

INVERSIONS 22q11.2 

Les inversions 22q11.2 es van avaluar en cinc individus control i en una població de vuit 

pares transmissors de la SDG/VCF. En total es van analitzar 1354 haplotips 

Figura 28. Còpies de seqüències paràlogues AK302545 en controls i en individus 

transmissors de la SDG/VCF (pare (P), mare (M)). Les línies discontínues indiquen els 

límits del rang de normalitat establerts en controls. 

 

Figura 29. Quantificació de AK1295567 mitjançant ddPCR. En la mostra 1 s’observa 

un sol tipus d’amplicó mentre que en la mostra 2 s’observa un segon tipus d’amplicó 

amb una intensitat de fluorescència menor corresponent a AK129567p. 
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informatius, 512 en individus control i 842 en individus transmissors de la SDG/VCF 

(Taula 12).  

La freqüència mitjana d’haplotips normals va ser del 96,08% en individus control (rang 

de 94,12% a 98,06%) i de 96,92% en pares transmissors de la SDG/VCF (rang de 

94,55% a 99,02%). La freqüència mitjana de l’haplotip amb la inversió va ser de 1,57% 

en controls (rang de 0,96% a 2,94%) i de 1,56% en transmissors de la SDG/VCF (rang 

de 0% a 2,91%). També es va detectar un percentatge negligible d’haplotips informatius 

amb una associació de sondes inesperada que va ser atribuïda a errors d’hibridació 

(Taula 12). 

Taula 12. Anàlisi d’inversions 22q11.2 en controls i individus transmissors de la SDG/VCF 

(pare (P), mare (M)). Entre parèntesis s’indiquen els valors en %. 

 Mostres 
Total 
nuclis 

Haplotips 
informatius 

Haplotips 
Genotip 

N  inv  Altres a 

Controls 

 C3 87 102 (58,62) 98 (96,08) 1 (0,98) 3 (2,94) N/N 

 C7 69 101 (73,19) 96 (95,05) 2 (1,98) 3 (2,97) N/N 

 C9 77 102 (66,23) 96 (94,12) 3 (2,94) 3 (2,94) N/N 

 C11 77 104 (67,53) 101 (97,12) 1 (0,96) 2 (1,92) N/N 

 C14 75 103 (68,67) 101 (98,06) 1 (0,97) 1 (0,97) N/N 

 % ±SEM 
 

66,85 ±2,37 96,08 ±0,70 1,57 ±0,40 2,35 ±0,40 
 

Pares transmissors de la SDG/VCF 

 DG1P 77 103 (66,88) 100 (97,09) 3 (2,91) 0 N/N 

 DG2P 112 119 (53,13) 116 (97,48) 0 3 (2,52) N/N 

 DG3P 86 102 (59,30) 101 (99,02) 1 (0,98) 0 N/N 

 DG5P 103 110 (53,40) 104 (94,55) 3 (2,73) 3 (2,73) N/N 

 DG6M 78 103 (66,03) 101 (98,06) 2 (1,94) 0 N/N 

 DG7P 93 102 (54,84) 101 (99,02) 0 1 (0,98) N/N 

 DG8P 93 102 (54,84) 97 (95,10) 2 (1,96) 3 (2,94) N/N 

 DG9M 80 101 (63,13) 96 (95,05) 2 (1,98) 3 (2,97) N/N 

 % ± SEM 
 

57,96 ±2,02 96,76 ±0,64 1,51 ±0,40 1,73 ±0,50 
 

a Associacions no esperades.   

N = normal; inv = inversió 
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En tots els casos, la freqüència de la inversió va ser significativament inferior a la 

freqüència esperada en una situació d’heterozigosi (Test de khi-quadrat; p = <0,05) 

(Taula 12). En conseqüència, en tots els individus es va descriure un genotip normal 

/normal (N/N) i no es van observar diferències entre la freqüència de inversions de la 

població control i la població d’individus transmissors de la SDG/VCF (Test de Mann 

Whitney; p = 0,941). 

VARIANTS AL·LÈLIQUES DE PRDM9 

La seqüenciació del domini de dits de zinc de PRDM9 es va realitzar en 19 individus 

control i vuit individus transmissors de la SDG/VCF (Taula 13). L’al·lel A es va 

observar en el 86,64% de la població control analitzada i en el 81,25% de la població 

problema. Es va identificar un al·lel no descrit prèviament amb més de 13 dits de zinc 

(L50), tot i que degut a limitacions tècniques no es va poder descriure tot el domini de 

dits de zinc (Figura 30).  

Les freqüències al·lèliques observades en controls i en individus transmissors de la 

SDG/VCF no van mostrar diferències significatives (Test de Fisher; p = 0,088). Els 

pares DG2 i DG5 que havien mostrat increments en la susceptibilitat a la NAHR de la 

regió 22q11.2 van presentar els genotips A/L50 i A/A, respectivament (Taula 13). 

Figura 30. Distribució d’al·lels de PRDM9 en controls i individus transmissors 

de la SDG/VCF. 
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Taula 13. Genotipatge de PRDM9 en controls i individus transmissors de la SDG/VCF (pare 

(P), mare (M)). 

 Mostres 
Domini dits de zinc 
haplotip 1 

Domini dits de zinc 
haplotip 2 Al·lels 

Controls C7 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C8 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C9 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C10 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C11 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C12 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C13 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGPFQJ A/L9 

C14 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

 

C15 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C16 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C17 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C19 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFQJ A/L26 

C20 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C21 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGKFQJ A/L20 

C22 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C23 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFQJ A/L26 

C24 ABCDDECFGHFIJ ABCDDCCFGHFIJ A/B 

C25 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

C26 ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

     

Pares transmissors 
de la SDG/VCF 

DG1P ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

DG2P ABCDDECFGHFIJ ABCCCCC?FGHFIJa A/L50 

DG3P ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGPFQJ A/L9 

DG5P ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

DG6M ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

DG7P ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

DG8P ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFTPFQJ A/L24 

DG9M ABCDDECFGHFIJ ABCDDECFGHFIJ A/A 

a Limitacions tècniques impedeixen la seqüenciació completa de tots els dits de zinc de l’al·lel. 
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5.1 NAHR EN PARES TRANSMISSORS SDG/VCF 

Consideracions metodològiques de l’anàlisi de la NAHR 

La FISH en nuclis descondensats d’espermatozoides s’ha aplicat àmpliament en estudis 

citogenètics (MARTIN 2005). L’anàlisi microscòpica es realitza a partir de la identificació 

de la presència o absència de senyals d’hibridació (BOSCH ET AL. 2003; SLOTER ET AL. 

2007; BOSCH ET AL. 2001; TEMPLADO ET AL. 2011; MOLINA ET AL. 2011; ANTON ET AL. 

2004; GODO ET AL. 2015) o de canvis en la seva disposició (MOLINA ET AL. 2012A; 

SLOTER ET AL. 2000). En les diferents situacions en què s’ha aplicat, el punt de partida és 

el disseny d’una combinació de sondes de DNA específiques i l’aplicació d’uns criteris 

estrictes de valoració. La tècnica permet inferir la constitució cromosòmica de cada 

espermatozoide amb una alta sensibilitat i especificitat.  

L’estudi de reorganitzacions cromosòmiques en regions flanquejades per LCR 

mitjançant la FISH en espermatozoides ha permès avaluar la susceptibilitat a la NAHR 

en diferents individus, així com determinar el tipus de recombinació no al·lèlica 

predominant. Per a l’anàlisi de les freqüències de delecions i duplicacions de les regions 

7q11.23, 15q11q13 i 22q11.2, es van utilitzar combinacions de tres sondes: una sonda 

locus específica, una sonda de control d’hibridació i una sonda de control de ploïdia.  

La presència/absència dels senyals de la sonda de control d’hibridació i la sonda locus 

específica permet diferenciar les delecions de la regió crítica (senyal control d’hibridació) 

de les nul·lisomies (cap senyal de les dues sondes) i les duplicacions (un senyal de la 

sonda de control d’hibridació en presència de dos senyals de la sonda locus específica) 

de les disomies (dos senyals de cadascuna de les dues sondes). En el cas particular de les 

duplicacions, els dos senyals observats com a producte de la duplicació de cada regió 

crítica es van poder distingir gràcies a què la distància estimada entre els locus duplicats 

(3 Mb per 7q11.23, 10 Mb per 15q11q13 i 6 Mb per 22q11.2) en tots els casos era 

superior al límit de resolució de la FISH en nuclis interfàsics (50 kb) (Heng et al. 2005). 

Per altra banda, la presència de la sonda de control de ploïdia permet diferenciar les 

aneuploïdies del cromosoma que conté la regió crítica estudiada de les diploïdies (dos 
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senyals de les tres sondes). També s’ha utilitzat per identificar els espermatozoides amb 

una descondensació insuficient per possibilitar la hibridació de les sondes (cap senyal de 

les tres sondes).  

Susceptibilitat a la NAHR 

La població de pares transmissors de la SDG/VCF no va mostrar una susceptibilitat 

incrementada a la generació de delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 en 

comparació a les dades de la població control (MOLINA ET AL. 2011). Tot i així, a nivell 

individual es van observar increments significatius de delecions 22q11.2 en dos pares 

transmissors de la SDG/VCF. 

Els pares transmissors de la SDG/VCF en els quals es va estimar un risc de transmissió 

incrementat presentaven una probabilitat de generar espermatozoides portadors de 

delecions 22q11.2 dos cops superior a la de la població control (Oportunitat relativa 

2,03). Malgrat que l’increment de reorganitzacions és moderat i que el nombre de 

mostres analitzades és limitat, els resultats publicats sobre anomalies en gàmetes de 

pares transmissors d’altres síndromes donen suport a què l’increment de delecions 

podria ser rellevant en l’avaluació del risc de transmissió. En aquest sentit, s’han 

identificat pares transmissors de la síndrome de Prader-Willi que presentaven un 

increment significatiu de delecions 15q11q13 en espermatozoides (MOLINA ET AL. 2010). 

La presència d’individus amb un increment de gàmetes portadores de les anomalies 

cromosòmiques que afecten a la descendència no és un fenomen aïllat en els trastorns 

genòmics. S’han observat increments disomies del cromosoma 21 en pares amb 

descendència afectada per la síndrome de Down (BLANCO ET AL. 1998) o aneuploïdies 

dels cromosomes sexuals en pares amb descendència afectada per la síndrome de 

Turner (MARTÍNEZ-PASARELL ET AL. 1999) i la síndrome de Klinefelter (ARNEDO ET AL. 

2006). 

La susceptibilitat a la NAHR observada en alguns pares transmissors de la SDG/VCF 

pot ser deguda a un increment de la inestabilitat focalitzat en la regió 22q11.2 o a la 

presència d’una inestabilitat meiòtica generalitzada. La fallada dels mecanismes que 

eviten la NAHR s’ha plantejat com una possible explicació per la inestabilitat 

generalitzada. En concret, s’han proposat alteracions de l’activitat de les helicasses que 
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dificulten la formació dels complexes de proteïnes que participen en la formació 

d’unions de Holliday com RAD51 i DMC1. També s’han proposat alteracions de 

proteïnes que comproven la fidelitat dels heterodúplex de DNA durant la reparació dels 

DSB (en anglès mismatch repair proteins) com PMS1 i MSH2 (SASAKI ET AL. 2010). 

La presència de fenòmens de susceptibilitat generalitzada a la NAHR ha estat proposada 

en pares d’individus portadors de trastorns genòmics. En concret, Molina (2011) va 

analitzar la freqüència de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23 i 22q11.2 en 

espermatozoides de pares transmissors de la síndrome de Prader-Willi que presentaven 

un increment de delecions i duplicacions de la regió 15q11q13. Les dades obtingudes 

mostraren un increment de la susceptibilitat a la NAHR per les regions crítiques 

7q11.23 i/o 22q11.2 en un 60% dels individus. 

De forma similar al treball desenvolupat per Molina (2011), en el nostre projecte es van 

analitzar les freqüències de delecions i duplicacions en espermatozoides d’altres regions 

inestables del genoma, amb una arquitectura genòmica similar a la de la SDG/VCF. 

L’anàlisi de múltiples regions va aportar una visió global sobre la susceptibilitat a la 

NAHR en els pares transmissors de la SDG/VCF. Les regions analitzades van ser la 

7q11.23, corresponent a la síndrome de Williams-Beuren, i la regió 15q11q13, 

corresponent a la síndrome de Prader-Willi/Angelman. En ambdós casos, es tracta de 

trastorns genòmics causats majoritàriament per una deleció. Els pares transmissors de la 

SDG/VCF no van mostrar increments de susceptibilitat a la NAHR per la regió 

7q11.23 ni per la regió 15q11q13. Per tant, en els dos individus en els quals s’havia 

determinat prèviament una susceptibilitat a la NAHR per la regió 22q11.2 es va inferir 

una susceptibilitat focalitzada en aquesta regió crítica.  

Efecte de l’edat en la NAHR 

En referència a la freqüència de delecions i duplicacions en espermatozoides i la seva 

relació amb l’edat dels individus, no hi ha consens en la literatura especialitzada sobre si 

la inestabilitat cromosòmica s’incrementa amb l’edat. Alguns estudis conclouen que 

l’edat no es relaciona amb el nombre d’anomalies cromosòmiques (KURAHASHI I 

EMANUEL 2001; PLASTIRA ET AL. 2007). Per contra, altres autors han descrit una 

correlació entre els increments d’anomalies cromosòmiques i l’edat (SLOTER ET AL. 2007; 
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BOSCH ET AL. 2003; PRESTES SARTORELLI ET AL. 2001). A més a més, s’ha suggerit que els 

increments de reorganitzacions estructurals observats en individus d’edats avançades no 

mostren una distribució homogènia en tots els cromosomes sinó que els més grans 

tendeixen a presentar freqüències de delecions i duplicacions més elevades (TEMPLADO 

ET AL. 2011).  

En relació a l’efecte de l’edat en les freqüències de delecions i duplicacions de la regió 

22q11.2, no es va observar una correlació entre les freqüències de les reorganitzacions i 

l’edat dels individus analitzats. En l’anàlisi de reorganitzacions 22q11.2 en 

espermatozoides d’homes control, Molina et al. (2011) tampoc havien observat aquesta 

correlació. En conjunt, aquests resultats apunten a què la susceptibilitat a la NAHR de la 

regió 22q11.2, durant la meiosi masculina, és independent de l’edat. Aquest resultats 

concorden amb estudis poblacionals que indiquen que l’edat paterna no constitueix un 

factor de predisposició per aquesta síndrome (DELIO ET AL. 2013). 

Cromàtides involucrades en la NAHR 

La sinapsi no al·lèlica que condueix a la NAHR pot produir-se a partir de diferents 

formes d’aparellament que es classifiquen de forma genèrica en inter-cromàtide 

(cromàtides homòlogues, cromàtides no homòlogues o cromàtides germanes) i intra-

cromàtide (Figura 3). Les freqüències de les reorganitzacions resultants de la NAHR 

permeten deduir el tipus d’aparellament no al·lèlic predominant en cada cas. A nivell 

poblacional, es va observar una freqüència equivalent de delecions i duplicacions de les 

regions 7q11.23 i 15q11q13 en els pares transmissors de la SDG/VCF analitzats. En 

canvi, les freqüències de delecions i duplicacions de la regió 22q11.2 van mostrar 

diferències significatives. Tot i així, a nivell individual, tan sols es va observar una 

distorsió de la proporció 1:1 entre delecions i duplicacions 22q11.2 dels dos individus 

que també presentaven un increment significatiu de delecions 22q11.2.  

Aquestes dades suggereixen una contribució majoritària de la NAHR inter-cromàtide 

per les tres regions analitzades. No obstant, apunten a un augment dels fenòmens de 

NAHR intra-cromàtide en individus amb increments significatius de delecions 22q11.2. 

Altres autors han descrit també una participació de la NAHR intra-cromàtide en l’origen 

d’algunes reorganitzacions causants de la SDG/VCF. Particularment, s’ha estimat que 
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un 14% de les reorganitzacions que originen la SDG/VCF tenen origen en un 

esdeveniment de NAHR intra-cromàtide (THOMAS ET AL. 2006). 

De forma similar, en pares transmissors de la síndrome de Prader-Willi es determinà 

que l’increment de delecions 15q11q13 observat en pares amb descendència afectada 

s’atribuïa a la participació de la NAHR intra-cromàtide (MOLINA ET AL. 2010). Aquests 

resultats, doncs, reforcen la idea de què l’increment de reorganitzacions en individus que 

presenten una susceptibilitat incrementada a la NAHR s’associa a l’augment de l’activitat 

de la NAHR intra-cromàtide. 

5.2 FACTORS DE PREDISPOSICIÓ A LA SDG/VCF 

L’increment d’esdeveniments de NAHR a la regió 22q11.2 pot ser degut a diferents 

característiques genètiques. En concret, en aquest projecte s’ha estudiat l’arquitectura 

genòmica dels LCR involucrats en la reorganització, la presència d’inversions de la regió 

crítica en heterozigosi i el genotip de PRDM9. 

ARQUITECTURA GENÒMICA DELS LCR 

Consideracions metodològiques de l’estudi dels LCR 

La naturalesa repetitiva dels LCR constitueix una important limitació per la seva anàlisi, 

independentment de la tècnica d’estudi aplicada. En conseqüència, el coneixement de la 

variabilitat estructural en aquestes regions és complicat d’assolir. 

En l’aplicació de mètodes de seqüenciació del DNA, les regions duplicades originen 

assemblatges i assignacions errònies que donen lloc a una cobertura incompleta de les 

seqüències dels LCR. Aquesta situació explica la imprecisió de les seqüències d’aquestes 

regions en les bases de dades del genoma (BAILEY ET AL. 2001). L’aplicació de les 

tècniques de seqüenciació massiva en l’anàlisi de CNV, juntament amb la millora de les 

eines computacionals, han aconseguit millorar la informació sobre l’arquitectura dels 

LCR (ALKAN ET AL. 2009; GUO ET AL. 2011; ITSARA ET AL. 2012; NUTTLE ET AL. 2014). 

Tot i així, aquestes tècniques segueixen subestimant el número total de seqüències 

repetitives presents en els LCR (ALKAN ET AL. 2010; RETTERER ET AL. 2015).  
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Les metodologies d’anàlisi de regions específiques, basades en les tècniques de la FISH i 

de la PCR, s’han aplicat amb èxit en l’estudi de la variabilitat estructural dels LCR 

(BABCOCK ET AL. 2007; CARVALHO I LUPSKI 2008; CUSCÓ ET AL. 2008; ANTONACCI ET AL. 

2010; BOETTGER ET AL. 2012; MOLINA ET AL. 2012B). Concretament, en aquest projecte 

de tesi es va abordar l’anàlisi de l’arquitectura genòmica a través de la fiber-FISH i la 

ddPCR. 

La fiber-FISH proporciona una anàlisi directe de l’arquitectura genòmica amb una 

resolució de 10 – 20 kb (HENG ET AL. 2005). Gràcies a la visualització directa dels 

patrons de repeticions, la fiber-FISH permet diferenciar haplotips i analitzar els LCR de 

forma individual. Tot i així, la resolució de la tècnica resulta insuficient per discriminar 

les còpies de seqüències en tàndem. Així doncs, en l’anàlisi de seqüències altament 

repetitives, com són les regions de LCR, és necessari considerar la possibilitat de què 

cada senyal observat en una fibra de cromatina pugui no correspondre únicament a una 

sola còpia de la sonda hibridada. En concordança amb aquest plantejament, al llarg 

d’aquest projecte vam considerar els senyals dels fòsmids analitzats per fiber-FISH com a 

blocs de seqüències en tàndem. Un altre inconvenient que planteja la fiber-FISH és 

l’elevat temps que exigeix l’aplicació dels protocols juntament amb l’anàlisi 

microscòpica. La durada de l’anàlisi dels LCR22-2 i LCR22-4 s’estima en dos mesos per 

individu. Per això, tot i que els resultats obtinguts per aquesta tècnica proporcionen una 

descripció exhaustiva de l’arquitectura genòmica dels LCR, els seus requeriments 

temporals dificulten la seva aplicació generalitzada. 

D’altra banda, tot i que els mètodes basats en la tecnologia de la PCR permeten distingir 

les seqüències repetides en tàndem, impedeixen diferenciar variacions de còpies entre 

els haplotips que presenta cada individu i analitzar variacions de les seqüències d’un únic 

LCR. Per tant, cal tenir en compte que els estudis en els quals s’apliquen tècniques 

basades en la PCR proporcionen resultats genèrics de la seqüència diana en tots els LCR 

paràlegs. Tot i així, els avantatges més destacables respecte la fiber-FISH són la baixa 

complexitat dels protocols, l’obtenció de resultats en període de temps breu i la 

possibilitat d’incloure un elevat número de mostres en un mateix assaig. 

Malgrat les limitacions metodològiques exposades, la fiber-FISH constitueix la tècnica 

més precisa per determinar l’arquitectura genòmica de regions complexes com els LCR 
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(ATEN ET AL. 2008). Juntament amb els resultats exposats en aquest projecte de tesi, 

podem trobar altres exemples en els quals s’ha aplicat aquesta metodologia per l’anàlisi 

de l’arquitectura genòmica de LCR i per l’anàlisi d’altres tipus de seqüències (Taula 14). 

 

Variabilitat de blocs de seqüències en tàndem en controls 

La variabilitat interindividual en la mida dels LCR ha estat descrita en les bases de dades 

de variants genòmiques (REDON ET AL. 2006). Tanmateix, les variacions en la seva 

arquitectura es troben escassament caracteritzades degut a la complexitat de la seva 

anàlisi. Els resultats obtinguts mitjançant la tècnica de la fiber-FISH avalen l’existència de 

variacions dels blocs de duplicacions segmentals en els LCR22 i han contribuït a la 

caracterització de la seva arquitectura genòmica. 

En la població control, l’anàlisi dels blocs de seqüències en tàndem va mostrar una 

variabilitat interindividual major en el LCR22-2 que en el LCR22-4. Els rang de còpies 

de blocs de seqüències en tàndem dels fòsmid analitzats en ambdós LCR (L9, K3 i B22) 

són majors en el LCR22-2, especialment en referència als blocs que corresponen a les 

seqüències dels fòsmids L9 i K3. Al contrari, en el LCR22-4 el nombre de blocs és 

menys variable per tots els fòsmids analitzats i les diferències interindividuals també són 

menors. En conjunt, aquestes observacions suggereixen que el LCR22-2 ocupa una 

regió més extensa que el LCR22-4. Coincidentment, l’anàlisi de l’arquitectura genòmica 

dels LCR22 realitzat per Shaikh et al. (2000) estimà que l’LCR22-2 presentava una mida 

aproximada de ~350 kb mentre que l’LCR22-4 tenia una mida menor amb ~250 kb 

(SHAIKH ET AL. 2000).  

 

Taula 14. Anàlisi de la variabilitat estructural mitjançant fiber-FISH. 

Variació estructural analitzada Referència 

CNV gen AMY1 Perry et al. 2007 

Arquitectura genòmica dels LCR17 Barbouti et al. 2004 

CNV gen PLP1 Shimojima et al. 2010b 

CNV seqüències regió 22q11.2 fora dels LCR Shimojima et al. 2010a 

Arquitectura genòmica dels LCR22 Molina et al. 2012b 
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Els factors que condicionen la freqüència de la NAHR són la longitud, el grau 

d’homologia entre els blocs de duplicacions segmentals i la densitat de motius de 

recombinació (DITTWALD ET AL. 2013B; PENG ET AL. 2014). Respecte les dues primeres 

variables, els LCR22-2 i LCR22-4 tenen una major similitud pel que fa a estructura i a 

identitat de seqüència respecte la resta de LCR22. Aquests LCR comparteixen gairebé la 

mateixa estructura de blocs de duplicacions segmentals i mostren una alta conservació 

de la seqüència amb una identitat del 97-98% en les 250 kb duplicades en ambdues 

regions (SHAIKH ET AL. 2000; BABCOCK ET AL. 2003). D’acord amb el model de sinapsis 

ectòpica, les variacions en la longitud dels LCR podrien afavorir contactes presinàptics 

entre regions pròximes que presenten una alta homologia, que actuarien com a 

precursors de la NAHR (LIU ET AL. 2011). Així doncs, la variabilitat dels blocs de 

duplicacions segmentals entre l’LCR22-2 i LCR22-4 podria explicar la major 

susceptibilitat d’aquest LCR als fenòmens de NAHR.  

En referència a la densitat de motius de recombinació, es va descriure el número de 

motius de PRDM9 en les seqüències dels fòsmids (Taula 15). Les seqüències amb una 

variabilitat interindividual major, corresponents als fòsmid L9 i K3, van mostrar 2 i 3 

motius de recombinació, respectivament. En canvi, les seqüències dels fòsmids L21 i 

M12, que presentaven una baixa variabilitat interindividual, van mostrar les densitats 

més elevades de motius de recombinació amb 8 i 14 motius, respectivament. Per tant, 

no es va observar una relació entre l’increment de la variabilitat interindividual dels 

fòsmids analitzats i la densitat de motius de recombinació. D’altra banda, es va observar 

com els fòsmids L21 i M12, amb una major densitat de motius de recombinació, 

cobreixen els gens DGCR6 (OMIM 601279) i PRODH (OMIM 606810), i RIMBP3C 

(OMIM 612701), respectivament, implicats en els punts de trencament recurrents 

descrits en la deleció causant de la SDG/VCF (Taula 15) (BITTEL ET AL. 2009). Així 

doncs, l’alta densitat de motius de recombinació podria explicar la localització dels 

punts de trencament associats a la SDG/VCF. 

Variabilitat de blocs de seqüències en tàndem en pares SDG/VCF  

Un cop establerta la variabilitat dels LCR22-2 i LCR22-4 en individus control, es va 

analitzar l’arquitectura genòmica d’aquests LCR en pares transmissors de la SDG/VCF.  
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Degut a la limitació temporal de la tècnica de la fiber-FISH, es va prioritzar l’anàlisi dels 

pares amb increments de delecions 22q11.2 i que, per tant, presentaven una major 

susceptibilitat a la NAHR en aquesta regió. És important remarcar que els resultats 

previs de l’anàlisi de microsatèl·lits en ambdós individus van permetre determinar que la 

deleció que afectava a la seva descendència corresponia al segment de 3 Mb flanquejat 

pels LCR22-2 i LCR22-4 (Taula 8). 

En ambdós pares SDG/VCF, es van identificar números de còpies de blocs de 

seqüències en tàndem fora dels intervals de normalitat definits en controls pels fòsmids 

L9 i K3. L’increment de delecions 22q11.2 en aquests individus constata que les 

variacions observades en els blocs de duplicacions segmentals podrien modificar 

l’homologia entre algunes regions dels LCR22-2 i LCR22-4 i promoure la recombinació 

no al·lèlica durant la meiosi. Tanmateix, l’anàlisi de les seqüències dels fòsmids (Taula 

15) demostra que majoritàriament els punts de trencament a partir dels qual succeirien 

els esdeveniments de NAHR no es localitzen en les seqüències en les quals hem 

observat variacions. La susceptibilitat a patir un DSB podria localitzar-se en altres 

seqüències contigües com les dels fòsmids L21, a LCR22-2, i M12, a LCR22-4. Aquestes 

seqüències contenen una alta densitat de motius de recombinació de PRDM9 i 

cobreixen completament alguns dels gens descrits en els punts de trencaments habituals 

de la deleció 22q11.2 (Taula 15).  

Taula 15. Anàlisi de les seqüències dels fòsmids (UCSC Assembly Feb 2009). 

Codi del fòsmid LCR22 Gens UCSC Motius de recombinació*  

L9 LCR22-2, LCR22-4 USP18, AK129567 a, b 3 

K3 LCR22-2, LCR22-4 AK302545, GGT3P 2 

B22 LCR22-2, LCR22-4 GGT3P 5 

L21 LCR22-2 DGCR6 a, PRODH a 8 

M12 LCR22-4 RIMBP3C b 14 

I18 LCR22-4 PI4KAP2 2 

Els gens en gris es troben coberts parcialment pel fòsmid correponent. 
* Motius de recombinació reconeguts per PRDM9, CCNCCNTNNCCNC. 
a Gens descrits en el punt de trencament proximal (LCR22-2) (BITTEL ET AL. 2009). 
b Gens descrits en el punt de trencament distal (LCR22-4) (BITTEL ET AL. 2009). 
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Així doncs, els resultats obtinguts suggereixen que les variacions de les seqüències dels 

fòsmids L9 o K3 podrien promoure l’aparellament no al·lèlic dels LCR. En 

conseqüència, els DSB produïts en seqüències contigües durant la meiosi tindrien una 

probabilitat més elevada de generar esdeveniments de NAHR i originar gàmetes 

portadores de reorganitzacions (Figura 31A).  

Variabilitat de seqüències paràlogues  

Tenint en compte que els CNV observats en els pares SDG/VCF es restringien a les 

seqüències dels fòsmids L9 i K3 es van intentar validar els resultats a través de l’anàlisi 

del número de còpies de gens continguts en les regions reconegudes per aquests 

fòsmids. A part de la validació dels resultats obtinguts per fiber-FISH, un segon objectiu 

dels assajos de ddPCR va ser la recerca d’una tècnica que pogués detectar els mateixos 

CNV amb una metodologia més senzilla. La ddPCR, en contraposició a la fiber-FISH, 

permetria analitzar un nombre més elevat d’individus i requeriria un període de temps 

menor. 

L’anàlisi del número total de seqüències dels gens AK129567 i AK302545 coberts pels 

fòsmids L9 i K3 i amb seqüències paràlogues localitzades en múltiples LCR22, va 

mostrar una alta variabilitat de còpies en la població control. L’assemblatge del 

Desembre de 2013 (UCSC Genome Browser) assenyala l’existència de dues de còpies 

d’aquests gens. Tanmateix els resultats obtinguts posen de manifest que el mínim de 

còpies estimables en la població control és molt superior al descrit en les bases de dades 

amb 12 còpies per AK129567 i de 10 còpies per AK302545. La manca de concordança 

entre els nostres resultats i les bases de dades del genoma evidencia la infravaloració de 

les seqüències contingudes en les regions de LCR.  

D’altra banda, en la comparació entre les dades obtingudes en controls i en individus 

transmissors de la SDG/VCF, no es va poder establir cap relació entre els CNV de les 

seqüències paràlogues dels fòsmids L9 i K3 i el risc de SDG/VCF. A més a més, els 

resultats obtinguts en individus en els quals es va aplicar tan la ddPCR com la fiber-FISH 

(6 controls i 2 pares transmissors de la SDG/VCF amb increments d’espermatozoides 

portadors de la deleció 22q11.2) determinaren que no hi havia una correlació entre les 

dades obtingudes per ambdues tècniques. L’anàlisi de CNV en múltiples LCR22 
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mitjançant la ddPCR emmascarava les variacions significatives a LCR22-2 i LCR22-4 

detectades mitjançant fiber-FISH. Aquesta observació reforça la necessitat d’utilitzar 

tècniques que permetin analitzar l’arquitectura genòmica de LCR22 de forma específica.  

En altres trastorns genòmics com la síndrome de Williams-Beuren, l’anàlisi de les 

variacions de còpies de gens i pseudogens presents en LCR paràlegs sí que ha permès la 

identificació de CNV significatius entre la població control i els pares transmissors 

d’aquesta síndrome (CUSCÓ ET AL. 2008). Tanmateix, la regió 7q11.23, relacionada amb 

la síndrome de Williams-Beuren, presenta tan sols 3 LCR mentre que en la regió 

22q11.2 se’n han comptabilitzat un total de 8. La menor complexitat dels LCR facilita 

l’observació de CNV relacionats amb els LCR que originen la reorganització causant del 

trastorn genòmic. A part dels trastorns genòmics, també s’han observat CNV de gens i 

pseudogens amb còpies paràlogues en LCR, com CCL3L1, DEFB o FCGR3B, que 

s’han assenyalat com a factors de predisposició a malalties del sistema immunitari 

(MARCINKOWSKA-SWOJAK ET AL. 2014; FRANKE ET AL. 2015; CANTSILIERIS I WHITE 

2013). En aquests casos, els CNV no es relacionen amb la susceptibilitat a 

reorganitzacions entre LCR sinó amb una susceptibilitat directa a malalties com a 

conseqüència de modificacions en la dosi gènica i, per tant, són independents de la 

complexitat dels LCR en els quals es localitzen. 

A nivell individual, es va observar un pare transmissor de la SDG/VCF amb un CNV 

de seqüències del fòsmid K3 fora del rang de normalitat establert en controls. Tot i 

això, considerant que aquest individu no havia presentat una susceptibilitat a la NAHR 

en les anàlisis d’espermatozoides i que, degut a les característiques tècniques de la 

ddPCR, no podem atribuir l’increment de còpies a un LCR22 específic, considerem que 

l’efecte d’aquesta dada en l’avaluació dels risc de transmissió d’aquest individu és incert. 

Per tal de concretar la variació de còpies del fòsmid K3 en els LCR22-2 i LCR22-4, 

caldria realitzar un anàlisi dels blocs de seqüències en tàndem mitjançant la fiber-FISH. 

Variabilitat de pseudogens 

Els assajos de ddPCR van detectar dues intensitats de fluorescència diferents en 

l’amplificació del gen AK129567. En assajos amb sondes TaqMan s’ha descrit una 

relació inversament proporcional entre la fluorescència emesa i la mida dels amplicons 
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resultants de la reacció (LAURIE ET AL. 2013). Per tant, la presència de dues intensitats 

diferents en una mateixa reacció es pot explicar per l’amplificació de dos tipus de 

seqüències del fòsmid L9 amb mides diferents. En l’anàlisi dels resultats es va 

interpretar que els amplicons amb una intensitat de fluorescència inferior, i representats 

minoritàriament en el conjunt de les reaccions, corresponien a l’amplificació d’un 

pseudogen de AK129567 (Servei tècnic de BioRad; comunicació personal).  

Els CNV de pseudogens localitzats en LCR s’han proposat com un factor modificador 

de la susceptibilitat a la NAHR. Fusco et al. (2009) relacionaren la variació de la 

seqüència d’un pseudogen amb la promoció de reorganitzacions entre LCR de la regió 

Xq28. En el seu treball, aquests autors analitzaren la variabilitat estructural dels LCR L1 

i L2 de la regió Xq28 en famílies amb descendència afectada per la incontinència 

pigmentària. Aquesta malaltia s’origina per una reorganització entre L1 i L2 que dóna 

lloc a la deleció del gen IKBKG (OMIM 300248). Ambdós LCR comparteixen una 

elevada homologia de seqüència, tot i que presenten diferències pel què fa al contingut 

de les seqüències repetitives MER67B i a la presència del gen IKBKG, a L1, i el seu 

corresponent pseudogen, a L2. Els seus resultats demostraren com els polimorfismes 

d’una deleció del pseudogen IKBKG i d’una duplicació de MER67B incrementaven la 

susceptibilitat a l’aparellament no al·lèlic dels LCR L1 i L2 i promovien la NAHR 

durant la meiosi (FUSCO ET AL. 2009). Així doncs, les variacions de seqüències de 

pseudogens condicionen l’homologia dels LCR i poden constituir un factor de risc per 

la generació de delecions. 

De manera similar, en el context del nostre estudi, l’absència del pseudogen del fòsmid 

L9 podria alterar el grau d’homologia entre els LCR22-2 i LCR22-4 incentivant el seu 

aparellament no al·lèlic i, per tant, incrementant els esdeveniments de NAHR (Figura 

31B). No obstant, en el nostre cas la complexitat de la regió 22q11.2 amb un total de 8 

LCR dificulta la comprovació d’aquesta hipòtesi. Cal tenir present que no podem 

assegurar que els pseudogens detectats es trobin en els LCR involucrats en la 

reorganització que causa la SDG/VCF, atès que la tècnica de la ddPCR impedeix 

l’assignació dels CNV observats a cap LCR22. 

Els resultats obtinguts suggereixen una tendència a la disminució de còpies del 

pseudogen de AK129567p en la població d’individus transmissors de la SDG/VCF 
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respecte als controls. Tanmateix, la mida de la cohort d’individus transmissors 

analitzada és massa petita per obtenir una significança estadística que permeti establir 

una relació entre CNV de AK129567p i la SDG/VCF. Per tal de precisar la rellevància 

dels CNV d’aquest pseudogen, així com d’altres seqüències que conformen els LCR, 

caldria recopilar més dades en una cohort major de pares transmissors de la SDG/VCF.  

INVERSIONS EN HETEROZIGOSI DE LA REGIÓ CRÍTICA 

Consideracions metodològiques 

La FISH interfàsica ha estat prèviament aplicada per altres autors amb l’objectiu 

d’identificar haplotips d’inversions de diferents regions crítiques (GIMELLI ET AL. 2003; 

OSBORNE ET AL. 2001; BAYÉS ET AL. 2003; GEBHARDT ET AL. 2003). En aquests estudis, 

l’assignació dels haplotips normals i invertits es va realitzar tenint en compte l’ordre dels 

senyals. En canvi, l’anàlisi d’inversions 22q11.2 desenvolupat en el present projecte, tal i 

com s’havia realitzat en l’estudi d’inversions 15q11q13 de Molina et al. (2012), es va 

basar en la distribució dels senyals.  

Mitjançant la nostra metodologia es van observar tres tipus distribucions dels senyals de 

FISH per cada haplotip: 2 senyals associats i un senyal independent (2+1), 3 senyals 

associats i 3 senyals separats. Les distribucions dels 3 senyals associats o separats poden 

ser conseqüència de la formació de llaços de cromatina propis de l’empaquetament del 

DNA en els nuclis interfàsics (VORSANOVA ET AL. 2010). En conseqüència, únicament es 

van considerar informatius els haplotips amb una distribució 2+1.  

Per tal d’identificar la disposició dels senyals en forma 2+1, és necessari que la distància 

entre les sondes agrupades i la sonda independent sigui superior al límit de resolució 

establert per la FISH interfàsica (>50 kb). En el nostre cas, els senyals agrupats es 

trobaven a una distància de 600 kb, mentre que el senyal independent es trobava a 3,6 – 

4,2 Mb. Cal destacar, que no totes les regions flanquejades per LCR permeten el disseny 

de sondes per la detecció d’inversions que donin lloc una distribució 2+1 dels senyals.  

Es van observar tres tipus de associacions de senyals amb distribució 2+1 

corresponents a l’haplotip normal, l’haplotip invertit i una associació no esperada 

atribuïble a l’efecte de la disposició dels llaços de cromatina. Tan el recompte 
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d’haplotips invertits com el recompte d’associacions no esperades van mostrar una 

freqüència inferior al 3%. Aquesta observació va suggerir que, al igual que les 

associacions no esperades, els haplotips designats com a invertits eren el resultat de la 

disposició de la cromatina i que no eren veritables inversions. Tenint en compte 

aquestes dades, la presència d’un haplotip invertit només pot ser considerada quan la 

freqüència observada és superior al llindar d’error establert en un 6%.  

Inversions de la regió 22q11.2 

La inversió de 3 Mb de la regió crítica de la SDG/VCF no va ser observada en cap 

haplotip dels individus transmissors de la SDG/VCF ni en els individus control 

analitzats. En conjunt, els individus estudiats en aquest projecte i els analitzats 

prèviament per Gebhardt et al. (2003) i Saitta et al. (2004) demostren l’absència 

d’inversions 22q11.2 en un total de 43 controls i 48 pares transmissors de la síndrome 

de SDG/VCF. Aquest resultat descarta la presència d’aquest polimorfisme i la seva 

rellevància com a factor de predisposició de la SDG/VCF. 

En altres regions crítiques corresponents a altres desordres genòmics sí que s’ha 

demostrat l’existència d’inversions polimòrfiques. Aquestes inversions en heterozigosi 

constitueixen un factor de susceptibilitat reorganitzacions secundàries causants de 

desordres genòmics. Per exemple, la inversió 7q11.23 afecta a un 5% de la població 

general i s’ha detectat en un 25-33% dels pares transmissors de la síndrome de Williams-

Beuren (BAYÉS ET AL. 2003; SCHERER ET AL. 2005; OSBORNE ET AL. 2001; HOBART ET AL. 

2010). El fet que no totes les regions flanquejades per LCR mostrin inversions 

polimòrfiques apunta a una susceptibilitat diferent a la formació d’aquesta 

reorganització en funció de l’arquitectura genòmica dels LCR involucrats (Taula 16). 

GENOTIP DE PRDM9 

Consideracions metodològiques del genotipatge de PRDM9 

Tal i com hem descrit a l’apartat 3.3, l’anàlisi del genotip de PRDM9 requereix la 

realització d’una PCR i una posterior reacció de seqüenciació Sanger sobre el producte 

amplificat. En al·lels amb 13 dits de zinc, com l’al·lel majoritari A de PRDM9, el  
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Producte de la PCR presenta una longitud de 1900 pb dels quals se’n seqüencien 1240 

pb. Les metodologies de seqüenciació Sanger ofereixen lectures amb una longitud 

aproximada de 800 pb. Per aquest motiu, per seqüenciar els 1240 pb que conformen el 

domini de dits de zinc es realitzen dues lectures diferents del producte de PCR, amb 

encebadors forward i reverse respectivament. Les dues lectures realitzades s’alineen per tal 

d’identificar tots els dits de zinc.  

La seqüenciació dels al·lels de PRDM9 amb més de 13 dits de zinc, és més complexa ja 

que cada dit de zinc incrementa 84 pb en la seqüència analitzada i fa que el solapament 

de la lectura en forward i en reverse s’hagi de realitzar en segments en els quals la fiabilitat 

de la seqüència és menor. En conseqüència, l’augment de dits de zinc pot impedir 

l’obtenció d’un alineament fidedigne entre les dues lectures realitzades. Aquesta situació 

genera incertesa en l’assignació dels dits de zinc centrals en el domini i en la 

caracterització de canvis de nucleòtids que poden comportar la descripció de nous tipus 

de dits de zinc i de nous al·lels de PRDM9. En el nostre estudi, aquestes limitacions han 

impedit l’assignació dels dits de zinc centrals en el domini de l’al·lel L50, format per més 

de 13 dits de zinc. En qualsevol cas, la combinació de dits de zinc identificada no 

corresponia a cap dels al·lels descrits anteriorment. Per aquest motiu, vam poder 

assegurar que es tractava d’un al·lel identificat per primera vegada. 

Taula 16. Inversions polimòrfiques causant de reorganitzacions secundàries 
relacionades amb trastorns genòmics (Adaptat de (FEUK 2010)). 

Inversió Trastorn genòmic Referència 

inv(3)(q29) Síndrome de la microdeleció 3q29 Antonacci et al. 2009 

inv(5)(q35)* Síndrome de Sotos Visser et al. 2005 

inv(7)(q11.23)* Síndrome de Williams-Beuren Hobart et al. 2010 

inv(8)(p23) Síndrome de la microdeleció 8p23 Sugawara et al. 2003 

inv(15)(q11q13)* Síndrome de Prader-Willi/Angelman Gimelli et al. 2003 

inv(15)(q13.3)* Síndrome de la deleció 15q13.3 Sharp et al. 2008 

inv(15)(q24) Síndrome de la microdeleció 15q24 Kidd et al. 2008 

inv(17)(p11.2p13) Síndrome de Smith-Magenis Yang et al. 1997 

inv(17)(q12) Síndrome de quists renals i diabetis Antonacci et al. 2009 

inv(17)(q21.31)* Síndrome de la deleció 17q21.31 Rao et al. 2010 

* Freqüències de la inversió més elevades en pares transmissors que en la població general. 
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Al·lels de PRDM9  

S’ha demostrat que hi ha una correlació positiva entre la densitat de motius de 

recombinació reconeguts per PRDM9 i la freqüència de NAHR (DITTWALD ET AL. 

2013B). A més a més, s’han descrit enriquiments de seqüències motiu reconegudes per 

PRDM9 en els punts de trencament de les reorganitzacions estructurals causades per 

NAHR (Myers et al. 2008; Pratto et al. 2014). Aquestes observacions han contribuït a la 

proposició del genotip de PRDM9 com a factor de predisposició de desordres 

genòmics. En aquest sentit, l’al·lel A de PRDM9 s’ha proposat com a factor de 

predisposició de la síndrome de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A i la neuropatia 

hereditària amb paràlisi sensible a la pressió, entre altres trastorns genòmics (BERG ET 

AL. 2010; PRATTO ET AL. 2014). També s’ha suggerit que els portadors d’al·lels rars de 

PRDM9 poden tenir una major predisposició a la generació de delecions 7q11.23 

associada a la síndrome de Williams-Beuren (BOREL ET AL. 2012). D’altra banda, s’han 

proposat alguns al·lels de PRDM9, com l’al·lel C, que poden ser protectors ja que les 

seqüències motiu que reconeixen no es troben en els punts de trencament coincidents 

amb trastorns genòmics (PRATTO ET AL. 2014). 

En l’anàlisi del genotip de PRDM9 com a factor de predisposició de la SDG/VCF 

realitzat en aquest estudi, no es van observar diferències significatives entre les 

freqüències al·lèliques de 19 individus control i 8 individus transmissors de la 

SDG/VCF. Coincidentment, altres autors tampoc han pogut identificar cap associació 

entre les freqüències al·lèliques i la SDG/VCF (ALEMANY-SCHMIDT ET AL. 2014; BOREL 

ET AL. 2012). Si analitzem les dades publicades per Alemany-Schmidt et a. (2014) 

conjuntament amb els nostres resultats, observem com en la població espanyola no hi 

ha al·lels específics de PRDM9 que actuïn com a factor de predisposició per la 

SDG/VCF. 

En l’anàlisi dels al·lels de PRDM9 en pares transmissors de la SDG/VCF, es va 

identificar un al·lel nou de PRDM9 denominat L50. Els al·lels rars de PRDM9, com 

L50, poden generar patrons de recombinació diferents a través de la creació de DSB 

inusuals als extrems de la regió crítica de la SDG/VCF que incentivin els fenòmens de 

la NAHR (Figura 31C).  
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L’al·lel L50 es va descriure en un individu que havia mostrat CNV dels blocs de 

seqüències en tàndem dels LCR22-2 i LCR22-4 i que a la vegada presentava un 

increment de delecions 22q11.2 en espermatozoides. La confluència d’un al·lel rar de 

PRDM9 i de variacions en l’arquitectura genòmica dels LCR22 en un mateix individu 

podria reflectir la contribució de múltiples factors de predisposició en la definició de la 

seva susceptibilitat a la NAHR de la regió 22q11.2 durant la meiosi. Els CNV dels blocs 

de seqüències en tàndem modificarien la probabilitat d’un aparellament no al·lèlic 

mentre que l’al·lel rar de PRDM9 podria induir l’inici de la NAHR a través del 

reconeixement de motius de recombinació inusuals i la conseqüent formació de punts 

de trencaments (Figura 31). 

Figura 31. Anàlisi dels factors de predisposició a la inestabilitat genòmica de la regió 

22q11.2. L’escala de color de verd a vermell representa l’increment de la susceptibilitat a la 

NAHR en funció de les característiques genètiques de cada individu. A i B incentiven 

l’aparellament no al·lèlic dels LCR, mentre que C incrementa la formació de DSB en els LCR. 
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P R I M E R A  

La freqüència de delecions de la regió 22q11.2 en espermatozoides es troba 

incrementada en alguns pares transmissors de la SDG/VCF a causa d’una major 

susceptibilitat a la NAHR intra-cromàtide. Aquesta susceptibilitat a la NAHR es 

restringeix a la regió 22q11.2.  

S E G O N A  

L’arquitectura genòmica dels LCR22-2 i LCR22-4 condiciona la freqüència 

d’esdeveniments de NAHR: 

 Els LCR22-2 i LCR22-4 presenten variacions estructurals diferencials en pares 

transmissors de la SDG/VCF amb una major susceptibilitat a la NAHR en la regió 

22q11.2. Les variacions en l’arquitectura genòmica dels LCR22 poden modificar el 

seu grau d’homologia i afavorir els aparellaments no al·lèlics.  

 L’anàlisi de seqüències paràlogues en els LCR22 suggereix una possible implicació 

dels CNV del pseudogen de AK129567 en l’alteració de la homologia.  

T E R C E R A  

L’haplotip de la inversió 22q11.2 no s’observa constitutivament en individus control ni 

en individus transmissors de la SDG/VCF. La inexistència d’aquest polimorfisme 

exclou la implicació de les inversions de la regió crítica com a factor de predisposició de 

la SDG/VCF. 
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Q U A R T A  

Les freqüències al·lèliques de PRDM9 no presenten diferències significatives entre 

individus control i individus transmissors de la SDG/VCF. Tanmateix, l’al·lel L50 

descrit en un pare transmissor de la SDG/VCF amb un increment de delecions 22q11.2 

en espermatozoides, indica la seva possible contribució en la susceptibilitat a la NAHR 

d’aquest individu. 

C I N Q U E N A  

El risc a la NAHR en la regió 22q11.2 és complex i atribuïble a la confluència de 

diferents característiques genètiques. 
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ABREVIACIONS  
 

array-CGH CGH en xips de DNA 

BAC Bacterial Artificial Chromosome 

CGH Comparative genome hybridization 

Hibridació genòmica comparada 

CNV Copy Number Variations 

Variacions en el número de còpies 

Cy3 Cyanine 3 

DAPI 4 ‘,6-diamino-2-fenilindol 

DMSO Dimetilsulfòxid 

ddPCR droplet digital PCR 

DTT 1,4-ditiotreitol 

DECHIPHER DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using 

Ensembl Resources 

del Delecions 

del+dup Delecions i duplicacions 

DNA Deoxyribonucleic acid  

Àcid desoxiribonucleic 

dNTP Desoxinucleòtids trifosfat 

DMC1 Disrupted Meiotic cDNA protein 1 

DSB Double-Stranded Breaks 

Trencaments de doble cadena del DNA 

DTT 1,4‐ditiotreitol 

dup Duplicacions 

dUTP Desoxiuridina trifosfat 
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EDTA Âcid etilendiamintetraacètic 

FAM Fluorescein amidite 

fiber-FISH FISH d’alta resolució sobre fibres de cromatina 

 

FISH Fluorescence In Situ Hybridization 

Hibridació in situ fluorescent 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FoSTeS Fork Stalling and Template Switching 

Forca de replicació i canvi de motlle 

HaeIII Tercera endonucleasa del bacteri Haemophilus aegyptius 

HEX Hexachloro-6-carboxyfluorescein 

HR Homologous Recombination 

Recombinació homòloga 

inv Haplotip inversió 22q11.2 

kb Kilobases 

KRAB KRüppel-Associated Box 

LB Luria-Bertani 

LCR Low-copy repeat 

LINEs Long Interspersed Nuclear Elements 

LSI Locus Specific Identifier 

LTR Long Terminal Repeat 

MAPH Multiplex Amplifiable Probe Hybridization 

Mb Megabases 

MER67B MEdium Reiterated 67B 

MEPS Minimal Efficient Processing Segments 

Segments mínims complementaris 

M-FISH Multiplex FISH 

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
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MMEJ Microhomology-Mediated End Joining 

MSH2 MutS protein Homolog 2 

N Haplotip normal 

NA No avaluables 

NAHR Non-Allellic Homologous Recombination 

Recombinació homòloga no al·lèlica 

NHEJ Non-Homologous End-Joining 

Fusió d’extrems no homòlegs 

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man 

pb Parells de bases 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase Chain Reaction 

Reacció en cadena de la polimerasa 

PMS1 PostMeiotic Segregation protein 1 

QMPSF Quantitative Multiplex PCR of Short Fluoresecent fragments 

Q-PCR PCR quantitativa en temps real 

RAD51 DNA repair protein 51 

RNA Ribonucleic acid 

Àcid ribonucleic 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SD Segmental duplication 

Duplicació segmental 

SDG/VCF Síndrome de DiGeorge/velocardiofacial 

SDSA Syntesi Dependent Strand Annealing 

Aparellament de cadena associat a síntesi 

SIDA Síndrome d'ImmunoDeficiència Adquirida 

SINEs Short Interspersed Nuclear Elements 

SNP Single Nucleotide Polymorphisms 

SSC Saline-Sodium Citrate 
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VIH Virus de la Immunodeficiència Humana 

 

R E C O P I L A T O R I  D E  G E N S  I  P S E U D O G E N S   

AMY1 Salivary amylase  OMIM 104700 

ARSA Arylsulfatase A OMIM  607574

C4B Complement Component 4b OMIM 120820 

CCL3L1 Chemokine ligand 3 like1 OMIM 601395 

CECR7 Cat Eye syndrome Chromosome Region, candidate 7  

DEFB Beta-defensin OMIM 615997 

DGCR6 DiGeorge syndrome Critical Region gene 6 OMIM 601279 

DGCR8 DiGeorge syndrome Critical Region gene 8 OMIM 609030 

EIF2C1 Eukaryotic translation Initiation Factor 2C, 1 OMIM 606228 

ELN Elastina OMIM  130160

Factor VIII Factor de coagulació VIII OMIM 300841 

FCGR3B Fc gamma receptor 3B OMIM 610665 

FOXF1 Forkhead Box F1 OMIM 601089 

GAB4 GRB2-Associated Binding protein family, member 4  

GGT3P Gamma-Glutamyltransferase 3 Pseudogene  

HBD-2 Hemoglobin-Delta Locus OMIM 142000 

IRGM Immunity-Related GTPase family, M OMIM 608212 

IKBKG Inhibitor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B 

cells, Kinase of, Gamma 

OMIM  300248

LDLR Low Density Lipoprotein Receptor OMIM 606945 



A B R E V I A C I O N S  127 

 

· UAB 2016 · 
 

LIMK Lim Domain Kinase 1 OMIM  601329

LPA Lipoproteïna A OMIM 152200 

NCF1 Neutrophil Cytosolic Factor 1 OMIM 608512 

PI4KA PhosphatidylInositol 4-Kinase, Catalytic, Alpha OMIM   600286

PI4KAP2 PhosphatidylInositol 4-Kinase, Catalytic, Alpha 

Pseudogene 2 

 

PPIL2 Peptidyl-Prolyl Isomerase-Like 2 OMIM  607588

PRDM9 PR Domain-Containing Protein 9 OMIM 609760 

PRODH Proline dehydrogenase (oxidase) OMIM 606810 

PRSS1 Protease Serine 1 OMIM 276000 

RIMBP3C RIMS binding protein 3C OMIM 612701 

TBX1 T-Box 1 OMIM 602054 

TUPLE1 TUP-Like Enhancer of aplit 1 OMIM  600237

UBE2L3 Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2l 3 OMIM  603721

USP18 Ubiquitin-Specific Protease 18 OMIM  607057 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor OMIM 192240 

α-globina Hemoglobin--alpha Locus OMIM 141800 
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