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Prefacio

La secuenciacion del genoma humano ha supuesto uno de los mayores avances
de la biologia durante los ultimos afios. Hoy es mas facil saber en que nos parecemos
unos a otros y porqué somos tan diferentes, pero hasta a quienes trabajamos diariamente
con ello, nos resulta increible cdmo una simple secuencia de bases puede llegar a
acumular tanta informacion.

Durante estos afios mucha gente se sorprendia al saber que iba a dedicar como
minimo cuatro afios a estudiar “una region del cromosoma 15” y hoy la mas sorprendida
soy yo, porque el proyecto inicial era sobre una region de 4 Mb, nos hemos centrado en 1
Mb y sélo conocemos una pequefia parte de ella. Cuando esta historia comenzd no
pensabamos en CNVs, ni en ncRNAs ni miRNAs y hoy parecen ser casi imprescindibles
para entender el funcionamiento del cuerpo humano. Me parece muy positivo habérmelos
encontrado por el camino porque sobre todo significa que la ciencia avanza y sigue un
buen camino. Por otra parte, me parece emocionante no poder hacerme una idea de lo
que se sabra de esta pequefia region dentro de otros cuatro afios.

Me quedo con que el ser humano es muy complejo, de que hay muchos factores
ambientales y genéticos que hacen esto posible pero que todos juntos forman la

naturaleza humana y hacen que seamos tan parecidos y tan diferentes a la vez.

Barcelona, 2007
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1. Organizacion génica de la regién cromosémica 15g11-q13

La region cromosémica 15911-q13 es una de las regiones mas complejas del
genoma humano, en cuanto a inestabilidad gendmica, imprinting y expresion génica;
siendo asi de gran interés para entender enfermedades genomicas.

La correcta expresion de los genes codificados en 15g11-q13 es fundamental para
el desarrollo y funcionamiento del Sistema Nervioso Central (SNC). La transcripcion de
una parte de ellos en el cerebro es uniparental y esta regulada por imprinting. Los genes
MAGELZ2, NDN y SNURF-SNRPN se transcriben a partir del alelo paterno [1-3]; UBE3A y
ATP10A en el alelo materno [4-7] y tres subunidades del receptor de GABA (GABRAS,
GABRB3 y GABRG3) y OCA2 son de expresion bialélica [8] (Figura 1.1).

15q11.2 15q12 15q13.1

Gap52
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Figura 1.1 Organizacion génica de la regién 15q11-q13 del genoma humano.

Los genes de expresion paterna, materna y bialélica estan representados en azul, rojo y verde respectivamente. En
morado estan marcados los genes que presentan expresion monoalélica en cerebro fetal pero no se conoce si son de
origen materno o paterno.

Los genes MAGEL2 y NDN se expresan principalmente en cerebro aunque
también se ha detectado MAGEL2 en otros tejidos fetales y NDN en la placenta. Los dos
codifican proteinas que participan en la diferenciacion neuronal [2, 9].

Mas cerca del teldmero que NDN, se han identificado los genes PWRN1, PWRN2
y Cl50rf2. Los tres se expresan de manera bialélica principalmente en testiculo, pero
PWRNL1 y C150rf2 se han observado también en cerebro fetal donde su expresion es
monoalélica, aunque se desconoce si es materna o paterna [10, 11].

El locus SNURF-SNRPN del cromosoma 15 es uno de los mas complejos del
genoma humano. Es un gen bicistrénico que codifica dos proteinas [12]: SNRPN
upstream reading frame (SNURF), de funcibn desconocida y small nuclear
ribonucleoprotein complex (SNRPN), que pertenece a la familia shRNP SMB/SMN, se
expresa fundamentalmente en cerebro y participa en el procesamiento de pre-mRNAs
especificos de dicho tejido [13]. En el extremo 5UTR de este gen se encuentra el

Imprinting Center (IC), necesario para mantener la expresion monoalélica del locus [14].



Entre SNRPN y UBE3A se han identificado una serie de transcritos (PAR-SN,
PAR-5, PAR-7, IPW, PAR-1 y PAR-5) que no codifican ninguna proteina y a los que se
atribuyen funciones reguladoras aun no bien definidas [15, 16]. Sin embargo, en los
intrones de estos genes esta codificado un cluster de small nucleolar RNAs (snoRNAS):
HBII-436, HBII-13, HBII-437, HBII-438A, HBII-85 y HBII-52, que modifican a otros RNAs y
podrian ser la parte funcional de estos transcritos [17].

El gen UBE3A codifica una E3 ubiquitin-protein ligase [18-20] y ATP10A a una
translocasa encargada del transporte de fosfolipidos, que se ha especulado podria
participar en la sefializacion del SNC [6, 7]. Ambos genes se expresan en otros tejidos
ademas del cerebro, pero sélo en este su expresion esta regulada por imprinting [4-7].

Fuera del dominio improntado se encuentran tres subunidades del receptor de
GABA (GABRA5, GABRB3 y GABRG3), el mayor inhibidor de la neurotransmision en el
cerebro humano [21]; y el gen OCA2, también llamado gen P, que codifica una proteina
integral de membrana de los melanocitos, actia como transportador de tirosinas y es

importante para la pigmentacion [22, 23].

1.1 snoRNAs

Los snoRNAs como su nombre indica se localizan en el nucleolo y alli modifican a
otros RNAs. Inicialmente se pensé que soélo actuaban sobre RNA ribosdmicos (rRNA)
pero hoy es evidente que pueden interaccionar con otros RNAs: small nuclear RNAs
(snRNAs) y RNA mensajeros (MRNAS) [24, 25]. Se distinguen dos tipos de snoRNAs
caracterizados por la presencia de secuencias especificas, denominadas boxes (C/D y
H/ACA) y por estar asociados a proteinas concretas. Los C/D snoRNAs se asocian a
fibrilarina y modifican al RNA con el que interaccionan, metilando ribosas en sitios
especificos. Los H/ACA se asocian a la proteina GAR1 y convierten a una uridina en
pseudouridina. Las moléculas de RNA a las que modifican presentan una regién
complementaria al snoRNAs. En el caso de los C/D snoRNAs es de 10 a 21 nty
comprende la region 5° de los dominios D o D" y en los H/ACA es una region mas
pequefia (de 3 a 10 nt) localizada en los loops de los dos hairpins formados por el
snoRNAs (Figura 1.2). En los sitios de complementariedad es donde se producen las

modificaciones correspondientes [26, 27].



snoRNA

3 Target RNA

BoxH BoxACA

Figura 1.2 snoRNAs con dominios C/D y H/ACA

Los snoRNAs codificados en 15q11.2 (HBII-436, HBII-13, HBII-437, HBII-438A,
HBII-85, HBII-52 y HBII-438B) tienen el dominio C/D y son de especial interés debido a:
a) se expresan principalmente en cerebro; b) existen 3 copias en tandem de HBII-13, 24
de HBII-85, y 47 copias igualmente organizadas de HBII-52 en la regién 15q11.2, mientras
que sus homoélogos en ratén aparecen en 1, 15y 17 copias respectivamente; c) los tres
snoRNAs especificos de cerebro no tienen ninguna region complementaria a ningun
snRNA, rRNA u otros RNAs no codificantes conocidos, pero si presentan al menos 14-15
nt complementarios a alguin mMRNA. Concretamente 18 nt de HBII-52 son
complementarios al mMRNA de receptor de serotonina (5-HT2C) [28] (Figura 1.3). La region
de interaccion de este mRNA con HBII-52 es de particular interés ya que posee dos sitios
susceptibles de modificaciones: splicing alternativo y desaminacion de una adenina,
transformando esta base en inosina [29, 30]. Por splicing alternativo se pueden generar
dos isoformas de 5-HT2C, una inactiva y truncada que sélo contiene al ex6n Va y otra
activa que incluye a Va y Vb. Se ha comprobado MBII-52 ( el homélogo a HBII-52 en
ratén) participa en el splicing del mRNA [31]. La segunda modificacion es mas frecuente
en cerebro que en otros tejidos [32] y es facilitada por la metilacion de una ribosa [33]. En
el caso de 5-HT2C la modificacién implica una disminucién de la actividad del receptor y
s6lo queda por demostrar si MBII-52 interviene en dicha modificacion. Las peculiaridades
de los snoRNAs de la regioén 15911.2 sugieren que han podido tener un papel importante
en la evolucién y funcién del cerebro humano, que aln queda por descubrir y puede ser

relevante para conocer la etiologia de enfermedades genomicas.
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Figura 1.3 Regién del mRNA 5HT2C susceptible de interaccionar con el snoRNA HBII-52




2. Imprinting

Todas las células del organismo tienen la misma informacion genética, la misma
secuencia de DNA, sin embargo, la expresion diferencial de genes en cada una de ellas
hace que sean muy diferentes. Esto es posible gracias a los mecanismos que regulan la
expresion génica. Algunos de ellos son especificos de cada momento, como la presencia
de activadores o represores, su concentracion celular y las interacciones entre ellos; pero
otros son lo suficientemente estables para ser transmitidos a la descendencia, afectan a la
estructura de la cromatina y se conocen como factores epigenéticos.

El imprinting es una parte de la epigenética por el cual los genes de un locus
presentan una expresion diferencial, dependiendo de su origen parental [34]. Se estima
gue en el genoma humano existen unos 200 genes improntados y suelen estar implicados
en el desarrollo durante las primeras etapas de la vida (fetal y embrionaria). Asi, muchos
se expresan en tejidos fetales y en la placenta. El imprinting tiene lugar durante la
gametogénesis y/o se modifica en fases embrionarias precoces. Puede ser especifico de

un tejido, tipo celular o momento concreto del desarrollo [35].

2.1 Modificaciones de los genes improntados

La expresion diferencial de un gen dependiendo de su origen parental requiere
modificaciones que afectan a la cromatina [34, 36]. La modificacion mas frecuente es la
metilacién de citosinas que forman parte de dinucledtidos CpG y suelen estar en las
regiones promotoras formando las llamadas islas CpG. La metilacién puede interferir con
la union de factores de transcripcion u otras proteinas al DNA [34, 37, 38]. Por este
mecanismo se encuentran silenciados los genes Insulin-like grown factor 2 (IGF2) y
SNRPN en el alelo materno y tiene lugar la inactivacion de un cromosoma X en las
mujeres [34].

Las demas modificaciones afectan al extremo amino-terminal de las histonas,
asociadas al DNA: metilacion de argininas o lisinas, acetilacion o ubiquitinacion de lisinas
y fosforilacion de serinas. En general, la acetilacion de las histonas H3 y H4 estan
asociadas a la formacién de eucromatina y a la activaciéon de la transcripcién. La reaccion
esta catalizada por las histonas acetiltransferasas (HTAs). Las histonas deacetilasas
(HDACs) promueve la condensacion de la cromatina, reprimiendo la transcripcién. Del
mismo modo, la metilacion de la Lys4 de la histona H3 esté relacionada con la activacion
de la transcripcion, mientras que la metilacion de la Lys9 de la misma histona, se asocia al

silenciamiento génico.



La metilacion del DNA puede modular la deacetilacion de las histonas a travées del
reclutamiento de la proteina methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2). Esta proteina nuclear

codificada en el cromosoma X forma parte del complejo HDAC [34].

2.2 Imprinting y enfermedades genomicas

En principio se pensaba que las mutaciones eran la principal causa de las
enfermedades pero el descubrimiento del papel de la epigenética en la regulacién génica
ha sido relevante para entender la etiologia de muchas de ellas.

Dos tipos de variaciones relacionadas con el epigenoma se han asociado a
enfermedades: mutaciones en genes que participan en el establecimiento vy
mantenimiento del imprinting (alteraciones trans) o cambios en la estructura de la
cromatina [34] (alteraciones cis). Entre las primeras destacan por ejemplo, las mutaciones
del gen DNMT3B, de MECP2, de MTHFR y de ATRX. DNMT3B codifica una de novo DNA
metiltransferasa y mutaciones de este gen producen el sindrome de inmunodeficiencia,
inestabilidad de la region centromérica y anomalias faciales (ICF) [39]. Mutaciones de
MECP2 se han detectado en pacientes con sindrome de Rett (RTT), un trastorno del
desarrollo caracterizado por retraso mental y ataxias [40]. Deficiencias de MTHFR alteran
la metilacion de las histonas y producen retraso mental [34]. Mutaciones de ATRX afectan
a la regulacion del locus de las a-globinas alterando la metilacion de secuencias muy
repetidas en el genoma, como repeticiones subteloméricas, y satélites especificos del
cromosoma Y. Los hombres con mutaciones en el gen ATRX desarrollan a-talasemias,
presentan deficiencias mentales y muchos no pueden caminar, mientras que mujeres
heterocigotas para la mutacion son normales [34, 39, 41].

Entre las alteraciones de la cromatina destacan el sindrome del cromosoma X
fragil, debido a mutaciones en el gen FMR1. La expansion de los trinucleétidos (CCG)n en
el extremo 5 del gen estan asociadas a hipermetilacion del DNA [42]. FMR1 codifica a la
proteina FMRP, una proteina de unibn a RNA que participa en la regulaciéon de la
expresion génica formando parte del complejo de actuacién de los miRNAs [43]. También
se han observado deleciones de elementos que regulan la transcripcibn en dominios
improntados. Dos ejemplo son las deleciones del Imprinting Center (IC) de la regién
15911-q13 que causan los sindromes de Angelman (AS) y Prader-Willi (PWS) [44] vy las
deleciones del Locus Control Region (LCR), situado 10 Kb upstream de las B-globinas,
relacionadas con el desarrollo de talasemias [34]. Cambios que afectan a la cromatina son
también responsables de la distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD). En este

caso se debe a un reordenamiento de la region 4q35 que en individuos sanos incluye



entre 10-150 repeticiones de los nucleétidos GCs. Estas repeticiones suponen ~3,3 Kb y
se las conoce como D4Z4. En pacientes con FSHD la region D4Z4 tiene menos de 10
repeticiones. Parece que la reduccion de GCs hace que la region adopte una
conformacion menos represiva y asi la transcripcion resulta activada [34, 39].

Otro mecanismo que afecta a la expresion de los genes improntados y se ha
asociado a enfermedades es la disomia uniparental, que ocurre cuando un par de
cromosomas homologos son heredado del mismo progenitor. Este fendbmeno se ha
observado en pacientes con AS, PWS, sindrome de Russell-Silver (SRS) y diabetes
neonatal transitoria.

Estos son solo algunos ejemplos de enfermedades en las que se han observado
alteraciones epigenéticas, pero conocida la relevancia del imprinting en el desarrollo
embrionario, deberia ser considerado en el estudio de otras enfermedades, sobre todo

aguellas relacionadas con el crecimiento, la conducta y el desarrollo de células anormales.

2.3 Factores ambientales que afectan al  imprinting

Las modificaciones epigenéticas pueden explicar cémo los factores ambientales
afectan a la expresion génica sin modificar el coédigo genético. Entre estos factores han
despertado especial interés los efectos de la fecundacion in vitro y el acido félico.

Las técnicas de fecundacion in vitro se desarrollan hoy con éxito para solucionar
los problemas de fertilidad, pero existen evidencias de que suponen un riesgo mayor que
un embarazo natural para el desarrollo normal del feto. Entre sus causas destacan la
manipulacién de los gametos y del embrién antes de la implantacién, que pueden
modificar la impronta genética. Normalmente personas que se someten a este tratamiento
tienen problemas de fertilidad, sus gametos pueden tener alteraciones genéticas, y entre
ellas algunas que afecten al imprinting, transmisibles a la descendencia. También se
estimula hormonalmente a la mujer y aungue no se sabe cdmo las gonadotropinas afectan
al imprinting, parece que podrian estimular la liberacién de évulos inmaduros en los que
no se han completado las modificaciones epigenéticas [35, 45]. Diferentes estudios se
refieren casos de Sindrome de Angelman (AS) y de Beckwith-Wiedemann (BWS)
concebidos mediante fecundacién in vitro [46-49]. Estos sindromes estan relacionados
con alteraciones epigenéticas de las regiones 15q11-q12 y 11p15 respectivamente [35].

El acido félico es de particular interés en epigenética. Contribuye a la biosintesis
de purinas y pirimidinas y es esencial para la produccion de la cantidad adecuada de
SAM, el principal donante de grupos metilos en todas las reacciones de metilacion.
Existen evidencias de que la ingesta de &cido félico afecta a le expresién de genes

improntados en humanos y de que su efecto puede transmitirse a la descendencia. Por



otro lado, se sabe que suplementos de acido folico en la dieta de las mujeres
embarazadas, reduce el riesgo de que el feto desarrolle alteraciones del tubo neural,
posiblemente a través de la metilacion del DNA y/o de las histonas, relacionando la
epigenética con el desarrollo de malformaciones en el cerebro y en la médula espinal
[34].

2.4 Dominio improntado de la region cromosémical5ql1-q13

Los genes de expresion paterna de este locus (MAGEL2, NDN, SNURF-SNRPN)
estan improntados en todos los tejidos en los que se expresan [15, 50]. Sin embargo, los
de expresion materna (UBE3A y ATP10A), sélo lo estan en el cerebro, e incluso UBE3A
solo en ciertas regiones del cerebro [4-6]. En ratdn se ha observado que UBE3A esta
improntado en neuronas y no en células gliales [51].

El establecimiento y mantenimiento del imprinting en la regidbn cromosomica
15911-q13 depende del Imprinting Center (IC). Este lo forman dos fragmentos: el PWS-IC
y AS-IC. Es PWS-IC se encarga de mantener el estado paterno, mide ~4,3 Kb, y se
solapa con el promotor del gen SNRPN. El AS-IC mantiene el imprinting materno, mide
~0,9 Kb y esta situado ~35 Kb méas centromérico que PWS-IC. En PWS-IC esti
completamente metilado en el alelo materno y en él se han observado modificaciones en
las histonas propias de regiones silenciadas. Sin embargo, en el alelo paterno no esta
metilado y las modificaciones de las histonas son propias de regiones
transcripcionalmente activas (hiperacetilacion de las histonas H3 y H4). Estas
caracteristicas facilitan que el PWS-IC se transcriba sélo a partir del alelo paterno.
También se ha encontrado metilacion diferencial en los promotores de los genes
MAGEL2, NDN y SNRPN. Lo que no se conoce aun es cémo el PWS-IC regula la
transcripcién de los demas genes de la regidén. Runte et al. [17] han identificado un
transcrito de >500 Kb entre PWS-IC y UBE3A, de expresion exclusivamente paterna y en
direccion opuesta al gen UBE3A, que podria reprimir la expresién de UBE3A en dicho
cromosoma [50]. No se han observado diferencias en la metilacion del AS-IC entre ambos
alelos pero si en la conformacién de la cromatina, que facilitaria la transcripcion de AS-IC
solo en el alelo materno [36]. EI AS-IC podria codificar un sitio de uniéon a un factor
regulador de la transcripcidén de este locus. Este factor, hoy desconocido, se uniria al AS-
IC, guiando la metilacion del PWS-IC en el alelo materno e impidiendo su transcripcion y
la de los deméas genes de expresion paterna, incluido el UBE3A antisense. Al no
transcribirse AS-IC en el alelo paterno, este factor regulador no puede unirse y el PWS-IC

se mantiene no metilado y activo (Figura 1.4) [52].
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3. Variabilidad genémica

La variabilidad gendémica se manifiesta de diversas formas, incluyendo Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs), microsatélites, minisatélites, Variable Number of
Tandem Repeats (VNTR), insercion de secuencias tipo Alu y reordenamientos genémicos
(duplicaciones, deleciones, inversiones y translocaciones) [53]. Hasta hace poco se
pensaba que los SNPs eran el principal recurso de variabilidad genética, pero los avances
en las técnicas de laboratorio (Genome-scanning array) y en las herramientas
bioinformaticas para estudiar el genoma, han descubierto un tipo de variacion que afecta a
fragmentos de DNA pequefios para poder ser observados al microscopio, pero de mayor
escala a los detectados por las técnicas convencionales de secuenciacion. Se conocen
como variaciones submicroscépicas e incluyen inversiones y Copy Number Variants
(CNVs) desde ~1 Kb hasta 3 Mb [54-56].

Estas variaciones pueden afectar a millones de bases de DNA, incluyendo genes
enteros y sus secuencias reguladoras [55, 57, 58]. Aunque este tipo de variacidon en
algunas regiones no suponen un cambio a nivel de fenotipo [57, 59], otras conllevan
alteraciones en el niumero de copias de un gen, pudiendo ser la causa de algunas

enfermedades por si solas, o combinandose con otros factores genéticos o ambientales.

3.1 Duplicaciones Segmentarias y reordenamientos genémicos

Las duplicaciones segmentarias o duplicones se han definido como fragmentos de
DNA de >1 kb, representadas mas de una vez en el genoma y con una identidad entre
ellas superior al 90% [60]. No estan distribuidas de manera uniforme en el genoma, por
ejemplo, el cromosoma Y presenta un enriguecimento significativo de duplicones, y en
cada cromosoma, suelen concentrarse en las regiones centromeéricas y subteloméricas
[61].

Las duplicaciones segmentarias se dividen en dos clases: intercromosémicas e
intracromosOmicas. Las intercromosOmicas estan duplicadas en cromosomas no
homologos y normalmente se disponen en las regiones centroméricas o subteloméricas
[60].

Un cluster de duplicaciones segmentarias se forma a partir de varios segmentos de
material genémico que mediante transposicion se integran en una regién determinada.
Duplicaciones totales o parciales de cada uno de estos fragmentos explican la estructura y

complejidad de algunas regiones del genoma [61].



Los duplicones facilitan la recombinacion homadloga no alélica (NAHR), durante la
meiosis, dando lugar a reordenamientos gendmicos: duplicaciones, deleciones,
inversiones, cromosomas marcadores y translocaciones [62, 63] (Figura 1.5). Muchos de
ellos estdn asociados a enfermedades gendmicas. Entre ellas que destacan la
enfermedad de Charcot—Marie-Tooth tipo 1A (CMT1A) (17p11.2), la neurofibromatosis
tipo 1 (NF1) (17911.2), los sindromes de Angelman (AS) y Prader-Willi (PWS) (15q11—
g13), de Williams—Beuren (WBS) (7q11.23) y de DiGeorge (22q11) [60].

Intercromosomicas Intracromosomicas Intracromatida
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Figura 1.5 Mecanismos de recombinacion homédloga no alélica guiados por duplicaciones
segmentarias
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Se estima que las duplicaciones segmentarias suponen ~5% de nuestro genoma y
han aparecido durante los ultimos 35 millones de afios de evolucién [61]. Comparaciones
del genoma humano con el de otras especies demuestran que han sido relevantes para la
evolucién gendmica. Un estudio de los genomas de humano y de ratdén revela que los
duplicones coinciden con regiones de pérdida de sintenia entre las dos especies y que
fragmentos de DNA flanqueados por duplicaciones segmentarias y asociados a
enfermedades gendmicas, aparecen en diferente orden u orientacion en las dos especies
[64]. Por otro lado, se ha observado que regiones y genes duplicados en el genoma
humano, aparecen representados so6lo una vez en el de chimpancé, y viceversa, lo que
indica que en cada especie se han generado duplicaciones de novo que suponen
diferencias en la expresion génica. Entre las duplicaciones de novo del genoma humano

se incluyen las asociadas a enfermedades gendémicas [65].



3.2 Copy Number Variants

Ademas de estos reordenamientos de mayor tamafo, recientemente se han
identificado variaciones en el nimero de copia (CNVs) e inversiones que afectan a
fragmentos de DNA de tamafio submicroscopicos. Los CNVs se definen como segmentos
de DNA de 1 Kb o més, que aparecen en el genoma en diferente nimero de copias en
comparacion con un genoma de referencia [55].

Las técnicas utilizadas para su deteccibn a gran escala son principalmente
Comparative Genomic Hybridization (CGH) arrays y SNP arrays. Este ultimo ademas
tiene la ventaja de afadir informacion sobre el genotipo, se pueden detectar pérdidas de
la heterocigosidad que soportan la presencia de deleciones o de disomias uniparentales.
Para el andlisis de CNVs que afectan a regiones concretas se pueden utilizar PCR
cuantitativas o métodos como Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments
(QMPSF), Multiplex Amplificable Probe Hybridization (MAPH) y Multiplex ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) en los que se pueden analizar CNVs de hasta 40
regiones diferentes en cada ensayo. Otra posibilidad es analizar SNPs variables entre dos
copias de un duplicon, llamados Paralogous Sequence Variants. Para ello se existen
técnicas de genotipacion que permitan distinguir y comparar la intensidad que
corresponde a cada uno de los alelos [53].

Recientemente Redon el al. [55] han identificaron 1.447 CNVs cubriendo méas de
360 Mb (12%) del genoma humano. Utilizaron 270 muestras pertenecientes a cuatro
poblaciones diferentes del proyecto HapMap. Unos meses mas tarde Wong et al. [66] han
definido 3.654 CNVs en 95 controles, de 16 etnias y estimaron una media de 155
variaciones por cada muestra. Estos resultados ponen en evidencia la importancia de los
CNVs en la diversidad humana.

Es frecuente que CNVs coincidan con duplicones posiblemente porque los
reordenamientos se deban a recombinacion homéloga no alélica [54, 55]. Ademas Redon
et al. observaron un enriquecimiento de duplicaciones segmentarias en los intervalos que
podrian contener los puntos de rotura o breakpoints (BP) de los CNVs.

Méas del 58% de los CNVs identificados en el genoma humano se solapan con
algun gen y el 99% con regiones no codificantes conservadas del genoma, sefialando la
contribucion de los CNVs en la diversidad de fenotipos y en la predisposicién a
enfermedades. Entre los genes que coinciden con CNVs predominan los que participan en
la adhesion celular y los relacionados con la percepcién sensorial y los procesos
neurofisiol6gicos. También 21 de los miRNAs conocidos hasta ahora se solapan con

CNVs, implicando a los miRNAs en la variabilidad humana. Por ejemplo, las regiones



asociadas a los sindromes de DiGeorge, Smith-Magenis, WBS, PWS, AS y la region
3p21.3, delecionada en pacientes con cancer de pulmon, resultaron ser muy polimoérficas.
Se solapa con un CNV el gen CCL3L1, un ligando para el co-receptor del HIV. Menor
namero de copias de este gen se ha asociado a la susceptibilidad para desarrollar el
SIDA. También los genes DISC1 y COMT relacionados con esquizofrenia, LPA y BTNL2,
asociados a arterosclerosis y soriasis respectivamente y oncogenes 0 genes supresores
de tumores como VAV2, TNFRSF25, CDKN1C, coinciden con regiones polimérficas del
genoma [55, 66].

Otro aspecto interesante de los CNVs es su posible relacion con las diferencias
entre poblaciones y la capacidad de adaptacion al medio. Por ejemplo se han observado
diferencias entre poblaciones en el nimero de copias de los CNVs que incluyen a los
genes CCL3L1 y UGT2B17 [55, 60]. Es de esperar que los genes implicados en estos
aspectos sean mas variables y puedan evolucionar mas deprisa.

Las inversiones suponen otra clase de variaciébn estructural pero aunque su
frecuencia en el genoma humano no es tan conocida, se estima que son menos
frecuentes que los CNVs. Algunas estan bien caracterizadas y parecen estar asociadas a
la predisposicion de ciertas enfermedades. Inversiones de las regiones delecionadas en
pacientes con WBS y AS no son la causa de la enfermedad pero si parecen suponer un

riesgo para el desarrollo de la misma en la descendencia [67].

3.3 Duplicaciones segmentarias de la region cromosomica 159q11-q13

El cromosoma 15 es uno de los siete cromosomas humanos mas enriquecido en
duplicaciones segmentarias y en él se distinguen dos regiones especialmente duplicadas,
situadas en los extremos del brazo largo. Los dos clusters parecen haber evolucionado
independientemente a partir de un ancestro comun. La mas centromérica coincide con
15q11-q13 [68].

Los distintos cluster de duplicaciones segmentarias de 15gq11-g13 lo forman
principalmente dos tipos de duplicaciones: 15 low-copy repeat (LCR15) y duplicaciones
gue contienen al gen Hect Domain and RCC1-LIKE domain2 (HERC2). LCR15 incluye
varios genes no procesados o pseudogenes: Dynamin 1 (DNM1), Cholinergic Receptor,
Neuronal Nicotinic, Alpha Polypeptide 7 (CHRNA7), SH3 domain containing protein
(SH3P18) y Golgin-like protein (GLP). Los dos tipos estan parcialmente relacionados por
compartir secuencias del gen GLP. Once copias diferentes de la duplicacion HERC2 se
han identificado en los cromosomas 15 y 16 pero la mayoria de ellas estan en la region
15911-q13, repartidas entre BP2 y BP3, mientras que no se ha observado en BP1.
Existen copias de LCR15 en los cromosomas 2, 5, 7, 9, 10, 12, 16, 19 e Y, pero igual que



HERC2 se concentran en el cromosoma 15, entre las regiones 15q11-q14, 15q24-926 y
15921-q22. LCR15 son de origen relativamente reciente (20 millones de afios) y la
primera copia en el genoma humano parece ser una de la regién 9q33-q34 [69, 70].

Un analisis méas detallado de los duplicones de la region 15q11 muestra que esta
la componen hasta 24 duplicaciones segmentarias diferentes, incluidas LCR15 y HERC2,
a pesar de que el 85% de su secuencia son gaps. La mayoria de ellas con
representaciones en dos o tres regiones mas del genoma, normalmente
pericentroméricas. Entre las duplicaciones de 15qll las mas proximas al centromero
parecen ser las de aparicion mas reciente (8-15 millones de afios), mientras que las mas
teloméricas podrian haber surgido hace mas de 15 millones de afios [71]. Esto soporta los
datos anteriores que suponian el origen de LCR15, localizadas en la region en BP2 y no

en BP1, hace mas de 20 millones de afios (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Duplicaciones segmentarias y CNVs de la region 15q11-q13 (chr15:18.000.000-27.000.000)
La figura muestra la compleja arquitectura de las duplicaciones segmentarias de 15q11-q13, los BPs asociados a los
reordenamientos identificados de la regién y solapados con bloques de duplicaciones y los diferentes CNVs. Los gaps de
secuencia estan dibujados como interrupciones en la linea que representa al cromosoma.

3.4 Variabilidad genémica de 15q11-q13

La region 15q11-g13 del genoma humano es susceptible de frecuentes alteraciones
cromosdémicas, microscopicas y submicroscopicas, posiblemente debidas a la compleja
arquitectura de las duplicaciones segmentarias que la flanquean y facilitan la
recombinacion homologa no alélica.

Entre los reordenamientos de 15g11-q13 se han identificado deleciones causantes de
los AS y PWS, duplicaciones en algunos casos de autismo [72], cromosomas marcadores
inv dup(15) [73], duplicaciones intersticiales [74], triplicaciones [75], inversiones y
translocaciones [76]. Algunos reordenamientos son relativamente frecuentes, por ejemplo,

se producen deleciones en 1/10.000 nacimientos e invdup15 en 2/10000 [70]. Inversiones



de la region se han observado en madres sanas de pacientes con AS, que podrian
suponer un factor de riesgo para que se de la delecibn causante del sindrome en la
descendencia [77].

También CNVs (duplicaciones y deleciones) se han identificado en individuos sanos
contribuyendo a la complejidad estructural de 15q11-q13 [54, 55, 57, 59, 66, 78-81]. Los
mas frecuentes coinciden con la posicion de las duplicaciones segmentarias que
flanquean la regién y con los BPs definidos en la misma (Figura 1.6). Ademas de estos, se
han caracterizado CNVs, coincidiendo con otro bloque de duplicones, situado entre los
genes NDN y SNURF-SNRPN y otros que incluyen total o parcialmente a los genes
PWRN1, PWRN2, C150rf2, SNRPN, ATP10A y GABRG3 (Figura 1.6). Estos son menos
frecuentes y podrian suponer un factor de riesgo para el desarrollo de las alteraciones
fenotipicas asociadas a la regidbn y/o otras enfermedades. Un trabajo publicado
recientemente soporta esta hipotesis definiendo CNVs de esta regidon en pacientes con
autismo [82]. También 4 de los 6 gaps de 15g11-13 coinciden con CNVs. Asi para
entender cémo afecta 15q11-q13 a la diversidad humana y elucidar su papel en la
etiologia de alteraciones gendmicas seria conveniente identificar las secuencias

funcionales de los CNVs que no se solapan con genes y cubrir los gaps de la region.

3.5Gaps de secuencia

Actualmente se conoce mas del 99% de la porcibn de eucromatina del genoma
humano y ~94% de la secuencia total esta ordenada y orientada. Esto ha supuesto uno de
los mayores avances de la biologia en los ultimos afios. El 6% restante lo forman 379
gaps divididos en dos tipos: 58 heterocromaticos que suponen ~200Mb y 321
eucromaticos (24,4 Mb) [83]. Diferentes evidencias soportan que la mayor parte de estos
gaps se correspondan con duplicaciones segmentarias: a) las secuencias mas largas e
idénticas son las mas dificiles de secuenciar y ensamblar; b) el 54% de los gaps
eucromaticos estan flanqueados por duplicones y si estos suponen un ~5% del genoma,
parece que los gaps estan enriquecidos en duplicaciones c) el 48% de los gaps estan
flanqueados o se solapan con CNVs, regiones también enriquecidas en duplicaciones [55,
83].

En la region cromosémica 15q11-ql3 existen tres gaps (Figural.6) que se solapan
con CNVs [55, 59, 78] y dos ellos ademas afectan a intrones de los genes GABRAS y
GABRG3, por lo que es posible que estos genes estén parcialmente duplicados. La
caracterizacion de los gaps de 15g911-q13 podria explicar el papel de estos CNVs en la
variabilidad gendémica y en el desarrollo de las enfermedades asociadas (AS, PWS y

autismo) o no a esta region.



4. Autismo

El término autista fue utilizado por primera vez en 1943 por Kanner y Asperger,
para describir un trastorno infantil caracterizado por la ausencia de interaccion social. Hoy
en dia se entiende por autismo un trastorno del desarrollo, que da lugar a diferentes
grados de alteracién del lenguaje, la comunicacién, las competencias sociales y la
imaginacién. Con frecuencia, estos sintomas se acompafan de comportamientos
anormales, tales como actividades e intereses de caracter repetitivo y estereotipado,
movimientos de balanceo, y obsesiones insdlitas hacia ciertos objetos o acontecimientos
[84-87].

El autismo se incluye en el grupo de Trastornos Generalizados del Desarrollo
(Pervasive Developmental Disorder, PDD) junto con los sindromes de Asperger, de Rett,
el trastorno desintegrativo de la nifiez y el Trastorno Generalizado del Desarrollo No
Especificado, conocido por las siglas PDDNOS [87, 88].

Una de las caracteristicas del trastorno autista es su dificil diagndstico, debido a
gue existen gran variedad de fenotipos, niveles de afectacion, diferentes sintomas durante
el desarrollo, incluso en el mismo individuo, y a la ausencia de un marcador bioldgico
especifico. Hoy se diagnostica mediante la entrevista diagnéstico de autismo revisada
(ADI-R) y la escala de observacién del autismo (ADOS), antes de los tres afios [86, 89].

Los estudios epidemiologicos estiman que actualmente el trastorno autista afecta a
15-20/10.000 nacimientos y los PDD a 60/10.000, siendo mas frecuente en el sexo
masculino que en el femenino, en una proporcién de 4 a 1 [90].

Diferentes estudios relacionan factores ambientales con el autismo. Entre ellos se
mencionan la exposicion a drogas, alcohol o ciertas medicinas durante el periodo
intrauterino, infecciones pre- y postnatales con organismos como Haemophilus influenzae,
virus de la rubéola y la exposicion al mercurio. En cualquier caso, estos estudios se
refieren a un nimero pequefio de pacientes y no se han hallado suficientes evidencias

para llegar a una conclusion clara sobre el papel de estos agentes [88, 89].

4.1. Causas genéticas del autismo

Se han encontrado evidencias convincentes sobre las bases genéticas del autismo:
a) la probabilidad de que una familia tenga algin miembro autista, es de un 2-8% superior
en familias que ya tienen un individuo afectado; b) los estudios de gemelos para el autismo
son mas concordantes entre gemelos monozigéticos (60%-91% dependiendo del grado de

afectacion considerado) que entre los dizigoticos (0%-10%); y c) algunos sintomas del



autismo como fobias sociales, preferencias por la rutina y dificultades en la comunicacion y
adaptacion, son mas frecuentes en familiares de autistas que en la poblacion general [85-
88, 91-94].

Las bases genéticas del autismo son complejas, su transmision no sigue la herencia
simple mendeliana, ni esta asociado a un gen, Sino que son varios genes y la interaccion
entre ellos lo que conducen a su desarrollo.

Para identificar las bases genéticas del trastorno autista se han realizado estudios
citogenéticos [95-97], de asociacidon [98-124], de desequilibrio de ligamiento [91, 94, 125-
138], de expresion [8, 139, 140] y con modelos animales [141].

4.1.1 Analisis de ligamiento y asociacion

Andlisis de ligamiento han revelado regiones implicadas en la etiologia del autismo
en casi todos los cromosomas (Figura 1.7). Sin embargo, la asociacion de algunas ha sido
soportada por mas de un estudio; por incluir genes asociados al trastorno autista; genes
gue participan en sistemas alterados en el autismo (GABAérgico, glutamatérgico o de la
serotonina); y/o genes cuyas alteraciones causan caracteristicas del fenotipo autista. Por
ejemplo varios estudios coinciden al mostrar asociacion entre el autismo y las regiones 2q,
3925-927, 3p25, 6914-921, 7931-936, 13q, 16p y 17911-g21 [86, 88]. Las regiones 3p25-
p26, 6p21, 17q11-q12, 15q11-q13 y varias zonas de los cromosomas 7 y X son ademas

interesantes para entender la etiologia del autismo por su contenido génico.
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Figura 1.7 Regiones cromosdmicas asociadas al autismo



La region 3p25-p26 resulta relevante porque en ella estd codificado el receptor de
la oxitocina (OT), asociado con el trastorno autista. En pacientes se han detectado niveles
de OT més bajos que en controles [142] y estudios en ratas y ratones demuestran que los
niveles de OT afectan a la capacidad de relacionarse, explicando como este gen participa
en el fenotipo autista [143, 144].

Mutaciones del receptor de glutamato 6 (GluR6), codificado en 6921, se han
observado en autistas [100]. Solo algunas podrian afectar a la funcion de la proteina pero
debido a la importancia del glutamato en el desarrollo del cerebro, el aprendizaje y la
memoria y a las alteraciones del sistema glutamatérgico observadas en pacientes, este
gen resulta relevante en la patogénesis de dicho trastorno [85, 88].

El cromosoma 7 es uno de los que mas se repite en los analisis de ligamiento y la
mayor parte de los genes asociados al autismo estan codificados en este cromosoma [88].
Entre ellos destacan FOXP2, LAMB1, EN2, HOXAl, GRM8, NPTX2, WNT2, RELN y
CAPS2 [85, 101, 103-105, 145-149]. Mutaciones de FOXP2 estan relacionadas con
alteraciones del lenguaje, LAMB1 promueve la migracién neuronal vy el crecimiento de las
neuritas durante el desarrollo del SNC, EN2 es un factor de transcripcibn homeobox que
actua durante la formacion del cerebro y el cerebelo, HOXAL participa en el desarrollo del
cerebro posterior, GMR8 es otro receptor de glutamato y NPTX2 es importante para la
sinaptogénesis [85, 88]. Experimentos con ratones muestran que mutaciones de WNT2
afectan a la capacidad de relacionarse [150]. RELN participa en la migracion neural, en la
formacion de la corteza cerebral y en la sinaptogénesis. Niveles mas bajos de esta
proteina se han identificado en pacientes [151] y se ha observado que en familias autistas
existe una tendencia a la transmision de un alelo de RELN que contiene una expansion de
trinucledtidos en su extremo 5" [102]. Alteraciones de este gen afectan al desarrollo del
cerebelo y la corteza, unas de las anomalias encontradas en autistas [85]. Ratones
knockout para CAPS2 muestran que la adecuada liberacion de neurotrofinas (NT-3 y
BDNF) mediada por CAPS2 es indispensable para el desarrollo y funcionamiento normal
del cerebelo, incluyendo la diferenciacion neuronal, morfogénesis, sinapsis y el
aprendizaje y control motor [152].

La regién 17g11-q12 es relevante porque en ella se localiza el transportador de
serotonina (SLC6A4), y ademas de haberse identificado mutaciones de este gen en
autistas [116-118], se ha comprobado que los niveles de serotonina en plasma son mas
altos en pacientes que en la poblacion control [153].

Mutaciones en MECP2, NLGN3 y NLGN4 codificados en el cromosoma X también
se han identificado en individuos afectados [123, 124, 139, 154, 155]. NLGN3 y NLGN4

son esenciales para la sinaptogénesis y MECP2 participa en el imprinting.



Un estudio reciente soporta la asociacion del gen adenosine deaminase (ADA)
(20913.12) con el autismo. Alteraciones en el metabolismo de las purinas y actividad
reducida de ADA se han observado en autistas [156, 157].

Todos estos genes por las funciones que desempeiian y los sistemas en los que
actian son buenos candidatos para participar en el desarrollo del autismo pero algunos
estudios de asociacion aun son contradictorios, posiblemente por la heterogeneidad de
fenotipos de la enfermedad [88]. En este sentido se ha comprobado que determinadas
regiones podrian estar mas relacionadas con el desarrollo del autismo dependiendo del
sexo del paciente o de su origen ancestral. Las regiones 5p15.33, 9p24.1 y 11p13-pl2
parecen estar asociadas al desarrollo del autismo en mujeres, 5912.3 y 9933.3 en
hombres y 2q y 7q en familias de origen europeo, reflejando la complejidad de los factores

genéticos que afectan al autismo [82].

4.1.2 Alteraciones gendmicas

Diferentes estudios muestran que 3-5% de los autistas presentan alteraciones
citogenéticas [95, 96]. La mas frecuente es una duplicacion de la region 15q11-q13 [158-
161], pero también se han observado deleciones de 2q37 [162, 163], 7931 [164, 165],
22911 [166] y 22913.3 [167]. Las deleciones de 2937 estdn a menudo asociadas a rasgos
dismorficos, hipotonia, disfuncion renal y braquidactilia. En la region 7q31 estan
codificados los genes FOXP2, WNT2 y GMRS8, asociados también al autismo. Deleciones
de 22qll también se han observado en casos de sindromes velocardiofacial, de
DiGeorge y anomalias conotruncales, sindromes con caracteristicas clinicas comunes con
el autismo [88].

Szatmari et al. [82] han identificado CNVs asociados al autismo. El reordenamiento
mas frecuente relacionado con dicho trastorno son duplicaciones de la region 15q11-q13,
como demostraban los estudios anteriores. Observaron ademas 4 deleciones de 2p16 que
afectan al gen NRXNL1, interesante para el origen del trastorno autista, porque participa en
la sinaptogénesis glutamatérgicas y posiblemente GABérgicas, e interaccionan con las
neuroliginas, también asociadas al autismo. Asi estas alteraciones refuerzan la asociacion
del sistema glutamatérgico con el trastorno autista. ldentificaron 1 duplicacién y 3
deleciones de la regién 17pl12 y una duplicacion de 22g11.2. Duplicaciones de 17pl2 se
han detectado en pacientes con CMT1A, deleciones de la misma region en neuropatias,
microduplicaciones en pacientes con retraso mental y déficit del lenguaje vy

microdeleciones en el sindrome de Smith-Magenis.



4.1.3 Otras enfermedades y sindromes asociados al autismo

Enfermedades génicas se relacionan con un mayor riesgo de desarrollar el
trastorno autista. Las mas comunes son la epilepsia, la esclerosis tuberosa (TSC) y el
sindrome del cromosoma X fragil. La epilepsia es mas frecuente en pacientes con retraso
mental y que no han desarrollado la capacidad de hablar. TSC se debe a mutaciones en
los genes TSC1 (9q34) y TSC2 (16p13). Estudios epidemiologicos reflejan que la
prevalencia de TSC en nifios con autismo es 100 veces mayor a la esperada. El
cromosoma X fragil es una de las causas mas frecuentes de retraso mental en nifios y
sobre 2-5% de los autistas presentan mutaciones en el gen FMR1. No son tan frecuentes
pero también se conocen casos de fenilcetonuria, sindromes de Smith-Lemli-Opitz (SLO),
de Sotos, WBS, AS, distrofia muscular de Duchenne y neurofibromatosis con
caracteristicas autistas [85, 88].

Es importante conocer la asociacién del autismo con otras enfermedades porque
algunas de ellas como SLO y la fenilcetonuria tienen tratamiento y de otras se conoce la
causa genética (TSC y cromosoma X fragil) y puede ser interesante desde el punto de

vista del consejo genético.



5. Chr15911-g13 y enfermedades gendmicas

La compleja organizacién de la regién cromosomica 15q11-q13 hace que sea de
especial interés para entender enfermedades gendmicas. Las mejores caracterizadas son
los Sindromes de Angelman (AS) y Prader-Willi (PWS) pero también anomalias
citogenéticas de la region estan asociadas a un fenotipo particular o a enfermedades

complejas como el autismo.

5.1 Cromosomas marcadores inv dup(15)

Los cromosomas marcadores inv dup(15) son duplicaciones invertidas de la region
proximal del cromosoma 15. Aparecen en 2/10.000 nacimientos y suponen el 57% de los
cromosomas marcadores conocidos, siendo la anomalia autondmica mas frecuente en
humanos después de la trisomia del cromosoma 21 [73, 158, 168].

Se distinguen dos tipos: cromosomas marcadores cortos cuyos puntos de rotura
coinciden con BP1 o BP2, no se les ha asociado ningun efecto clinico y son normalmente
heredados; y cromosomas marcadores largos cuyos puntos de rotura se solapan con BP3
0 YAC 810f11, se producen siempre de novo y son de origen materno (la duplicacién
paterna es letal). Estos llevan asociado un fenotipo particular caracterizado por retraso
mental, hipotonia, alteraciones del comportamiento, ataques, estrabismo y dermatoglifico
alterado [73, 158, 168]. Este reordenamiento se ha observado también en pacientes con

epilepsia y autismo [169].

5.2 Sindromes de Angelman y Prader-Willi

Los sindromes de Angelman y Prader-Willi son trastornos neurolégicos debidos
alteraciones de la expresion génica en la region 15q11-q13 del genoma humano. Se dan
con una frecuencia de 1/15.000 nacimientos [15, 36]. A pesar de estar ligados a la misma
region, sus fenotipos son diferentes como consecuencia de si son los genes de expresion
materna o paterna los que resultan alterados (Figuras 1.8 y 1.9). El AS se caracteriza por
retraso mental moderado, dificultad para aprender, ausencia del habla, ataques
epilépticos, ataxias y apariencia feliz [170]. Los pacientes con PWS presentan también
retraso mental y en el crecimiento, hipotonia infantil, hipoplasia gonadal, obesidad y
manos y pies pequefos [171].

La mayor parte de los casos de AS y PWS (70-75%) se deben a deleciones de
novo de una regién de ~4 Mb de 15g11-q13. Si la delecion afecta al alelo paterno, se

produce el PWS vy si afecta al materno el AS. Se conocen dos tipos de deleciones, las que



se producen entre BP1 y BP3y las que tienen lugar entre BP2 y BP3. Son mas frecuentes
las deleciones entre BP2 y BP3 (Figura 1.6).

La siguiente causa de PWS de acuerdo a su frecuencias (20-30%) es una disomia
uniparental (UPD) de la misma region con pérdida de la copia paterna (matUPD). patUPD
se da en 2-3% de los casos de AS.

Otra causa comun de ambos sindromes son mutaciones en el IC. Afectan a menos
del 5% de los pacientes. Se trata de pequefias deleciones en las regiones AS-IC o PWS-
IC dependiendo del sindrome, y resultan en el epigenotipo contrario, es decir, pacientes
con AS presentan una delecion en el AS-IC en su cromosoma materno y este desarrolla
un epigenotipo paterno [170] y deleciones del PWS-IC provocan el epigenotipo materno
en el cromosoma paterno portador de la delecién, dando lugar al PWS.

De las alteraciones de 15g11-q13 conocidas en AS y PWS la menos comun (0,1%)
son tranlocaciones que dependiendo del cromosoma (materno o paterno) al que afecten
dan lugar a un sindrome u otro.

El 20% de los casos de AS se deben a mutaciones del gen UBE3A [172]. Se han
identificado 52 mutaciones en este gen y todas son de novo o heredadas del alelo
materno. El ~33% de las mutaciones identificadas son deleciones o duplicaciones y ~20%
son mutaciones sin sentido. Los mecanismos mas comunes por los que se producen son
errores de replicacion del DNA o en el caso de mutaciones puntuales C/T por la
desaminacién de la 5 -metilcitosina de una isla CpG. El efecto de varias mutaciones de
UBE3A ha sido probado in vitro y se ha comprobado que impiden la ubiquitinacion de los
sustratos de la proteina, indicando que el AS se debe a un defecto en la degradacion de
proteinas, a través del proteasoma. Tanto estas mutaciones como las del IC, en los dos
sindromes, se pueden transmitir a la descendencia sin que afecten al fenotipo durante
varias generaciones, pero suponen un riesgo del 50% para desarrollar la enfermedad,
cuando se trasmiten a la descendencia del sexo contrario, por lo que se debe tener en
cuenta para el consejo genético [15, 36, 170, 171].

La ausencia de mutaciones asociadas al PWS ha llevado a estudiar la contribucion
de los genes de expresion paterna de 15q11-q13 en su fenotipo, pero ain no se conoce
si es la pérdida de expresién de uno o varios genes la causa del sindrome. Ratones
knockout para NDN o con mutaciones para este gen no desarrollaron el fenotipo de PWS
o resultaron letales, no siendo informativos para conocer las causas del sindrome [36]. Se
generaron ratones con una delecion desde SNURF-SNRPN hasta UBE3A que
desarrollaron hipotonia y retraso en el crecimiento por lo que los transcritos generados en
este locus, incluyendo a los snoRNAs podrian explicar estas caracteristicas [36]. Sin

embargo, se han identificado translocaciones que afectan desde IPW hasta UBE3A que



no causan el fenotipo de PWS, por lo que la region critica debe estar comprendida entre
SNRPN vy IPW y debe ser la pérdida de expresion de HBII-85 la causa del PWS [173]. Por
otro lado, conocida la relaciobn ente HBII-52 y las modificaciones de 5-HT2C, se ha
observado que en pacientes con PWS los niveles de 5-HT2C con la modificacién A/l son
mas bajos de lo normal, sugiriendo que HBII-52 y el sistema de la serotonina pueden estar
relacionados con el sindrome. Igualmente debe ser considerada la posibilidad de que los
genes C15o0rf2, PWRN1 y PWRN2 también participen en la etiologia del sindrome [10,
11].

Auln quedan por conocer las bases moleculares de ~10% de los casos de AS [36].
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Figura 1.8 Causas de los sindromes de Angelman y Prader-Willi

5.3 Autismo

Alteraciones citogenéticas de la region 15g11-q13 son el reordenamiento mas
frecuente identificado en autistas, se han observado en el 4% de los pacientes y se trata
de duplicaciones de origen materno que pueden ser intersticiales (1% de loa autistas) o
inv dup(15) (2% de los pacientes) [87, 158, 160, 161, 174]. Esto sugiere que la sobre-
expresion de los genes improntados de expresion materna sea la causa de los sintomas
autistas. Las duplicaciones de 15q11-q13 se asocian ademas a un fenotipo particular de
autismo, caracterizado por mayor incidencia de epilepsia, hipotonia muscular, problemas

en la coordinacion motora, hiperactividad y retraso mental y del lenguaje [88].



La relacion de esta region con el autismo esté reforzada por diferentes estudios de
asociacion y/o ligamiento [174, 175], que han encontrado asociacion de marcadores
alrededor de los genes GABRB3 y GABRG3, del extremo 5" del gen UBE3A (D15S122) y
del gen ATP10A [107, 109, 112-115, 176].

El fenotipo autista comparte caracteristicas clinicas con el sindrome de Rett (RTT)
como retraso mental, deficiencias en la comunicacion y comportamientos repetitivos y
estereotipados. Aproximadamente el 80% de los casos de RTT se deben a una mutacion
del gen MECP2 y se ha demostrado que la deficiencia de MECP2 reduce la expresion de
UBES3A y GABRB3 en el cerebro de pacientes con sindrome de RTT [177]. Por otro lado,
expresion reducida de UBE3A y GABRB3 se ha observado también en autistas [140] y
mientras que se ha demostrado que la expresion de las tres subunidades del receptor de
GABA codificadas en 15q11-g13, son de expresion bialélica en el cerebro, estos genes en
autistas y pacientes con RTT presentan expresion monoalélica, posiblemente paterna [8].
Estos resultados sugieren que MECP2 podria estar implicado en las alteraciones de la
expresion de UBE3A y GABRB3 en autistas y RTT.

Microrreordenamientos de 15q11.2 (una delecion materna del marcador D15S646
y dos duplicaciones paternas de D15S817) se han observado también en RTT [178],
sugiriendo que las caracteristicas clinicas y las alteraciones en la regulacion génica que
comparten, en algunos casos, pueden ser debidas microrreordenamientos comunes de
esta region.

Uno de los snoRNAs codificados en 1512, HBII-52, hemos mostrado que regula
en splicing del mRNA del receptor de serotonina [28, 31] e independientemente, se ha
comprobado que los niveles de serotonina son mas altos en autistas [153], por lo los
snoRNAs codificados en 15q12 podrian asi participar en la etiologia del autismo. Ademas
HBII-52 coincide con un bloque de duplicaciones segmentarias que podrian facilitar

reordenamientos y producir la pérdida o ganancia de algunas copias.



6. Non-coding RNAs

Datos recientes sobre la actividad transcripcional del genoma humano sugieren
que aproximadamente la mitad del DNA gendémico se transcribe [179-181]. Solo el 1,2%
de los transcritos humanos codifican proteinas y ~98% son RNAs no codificantes o non-
coding RNAs (ncRNAs). La importancia de los ncRNAs se hace mas evidente al
comprobar que un incremento de la complejidad de los organismos va acompafiado de la
acumulacion de secuencias de DNA que no se traducen [181, 182].

En el término ncRNA se incluyen todos los RNAs que no codifican proteinas y
funcionan directamente como RNAs. Los primeros ncRNAs descritos hace varios afos
fueron los RNAs ribosémicos (rRNAs) y los RNA de transferencia (tRNAs) que participan
en la traduccion del RNA mensajero (MRNA). Los siguieron los small nuclear RNAs
(snRNASs) y small nucleolar RNAs (snoRNAs) que forman parte del complejo de splicing y
la modificacion de rRNAs respectivamente. Recientemente, se han descrito dos nuevas
clases de ncRNAs: los microRNAs (miRNAs) y small interfering RNAs (siRNAS),
reguladores de la expresion génica [183]. Finalmente, diferentes trabajos publicados
durante el afio pasado hacen referencia a una nueva clase ncRNAs llamados Piwi
Interacting RNAs (piRNAs) que parecen estar implicados en la gametogénesis [184-187].
Al mismo tiempo, otros ncRNAs se han identificado y agrupado en clases dependiendo de
su funciébn o patrones de expresion, como por ejemplo, ncRNAs improntados, RNAs
inducidos por estrés, RNAs del SNC, RNAs especificos de un tejido o momento del
desarrollo, etc... [183, 188]. Asi, los ncRNAs se han convertido en elementos
fundamentales para entender cualquier proceso importante en células procariotas y
eucariotas.

En general el tamafio de los ncRNAs conocidos varia desde ~21 nt que miden los
MiRNAs y siRNAs hasta 500nt, pero se han descrito ncRNAs muy largos como XIST que
mide ~17 Kb [189].

Los patrones de expresiéon de los ncRNAs son muy heterogéneos: pueden ser
especificos de un tejido o momento del desarrollo [28, 190-193]; pueden estar codificados
en intrones o exones de genes codificantes o no codificantes, en regiones intergénicas, en
los extremos 3" y 5" de otros genes, e incluso se han identificado miRNAs en regiones
repetitivas del genoma [194-197]. Se pueden transcribir a partir de genes improntados
[198, 199] o ser antisense a un gen codificante [200-202]. También tienden a agruparse
en clusters, transcribiéndose como genes policistronicos o cada uno puede tener su

promotor independiente [203, 204].



6.1 ldentificacion y deteccion de ncRNAs

En un principio, la clonacion de RNAs pequefios de librerias de cDNAS supuso un
éxito para la identificacion de nuevos ncRNAs [203-205]. Sin embargo, esta técnica esta
limitada por la secuenciacién y sélo resulta adecuada para los ncRNAs ubicuos y con
niveles de expresion altos, ya que serian necesarias librerias de cada tejido y momento
del desarrollo, asi como secuenciar muchos clones para detectar todos los nCRNAs con
este método. Las limitaciones de la secuenciacién se han resuelto con el desarrollo de
técnicas de Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS), pero hasta hoy so6lo se ha
realizado un trabajo con este método para identificar miRNAs en humanos [206].

La siguiente aproximacion utilizada son las predicciones bioinformaticas. El primer
problema para disefiar estas herramientas es la ausencia de sefiales especificas de
NncRNAs en la secuencia primaria, por lo que la mayor parte de ellas se basan en la
tendencia de los ncRNAs a formar estructuras secundarias estables [207]. Algunos
programas como Mfold [208, 209] o RNAshapes [210] se basan simplemente en la
prediccion de estas estructuras y se han utilizado con éxito para identificar ncRNAs,
apoyandose en la conservacion a lo largo de la evolucion, para disminuir el namero de
falsos positivos [205, 211, 212]. Se han desarrollado programas que ademas de predecir
la estructura secundaria hacen una estimacion de su estabilidad, es decir, miden si la
probabilidad de que se forme una determinada estructura secundaria es mayor a la
formacion de cualquier otra combinando las bases de su secuencia aleatoriamente. De
este tipo es el programa Randfold que se ha utilizado para filtrar miRNAs candidatos,
porque se ha comprobado que al 95% de los miRNAs les corresponde una P<0,01 [213,
214]. Basado so6lo en la estructura secundaria se ha creado el software miRabela para
predecir miRNAs [215]. El siguiente paso, ha sido el desarrollo de programas que utilizan
la conservacion de la estructura secundaria de un determinado ncRNA en otras especies
para predecir nuevos ncRNAs. Son por ejemplo QRNA, RNAz, Dynalign, MiRscan,
MiRseeker y miRalign [211, 216-220]. Los tres ultimos son también especificos para
miRNAs. Entre ellos RNAz ha sido considerado el mas efectivo para predecir ncRNAs, por
combinar la estabilidad de la estructura secundaria con su conservacion en otros
genomas. También existen software como CMsearch o FastR para buscar secuencias
homologas a otros ncRNAs previamente identificados [221, 222]. Las limitaciones de las
herramientas bioinforméticas son sus propios pardmetros de seleccién, asi los programas
basados en la conservacién no son Utiles para identificar ncRNAs especificos de una
especie, los basados en secuencias homoélogas sélo sirven para identificar nuevos

miembros de familias de ncRNAs ya conocidas y los que se basan en las caracteristicas



de las estructuras secundarias no resultan adecuados para identificar ncRNAs con otro
tipo de estructura secundaria. También la expresiéon de los candidatos debe ser
comprobada experimentalmente.

Los métodos de hibridacion son los mas utilizados para comprobar la expresion de
NncRNAs predichos. Entre ellos destacan el Northern Blot y Primer extension que ademas
dan informacion sobre el tamafio y el extremo 5  del transcrito [223]. Estas técnicas no
son muy sensibles y requieren mucho tiempo para detectar un solo ncRNA, no resultando
adecuadas para estudios de gran escala. Ambos métodos han evolucionado para la
identificacion de miRNAs. En el caso de Primer Extension, para detectar miRNAs, se ha
desarrollado RNA-prime array based-Klenow extension (RAKE), en el cual los miRNAs se
hibridan con sondas especificas que son utilizadas como primers por la enzima Klenow
para una reaccion de extensién. Asi se puede comprobar la expresion de muchos miRNAs
a la vez y ademas conocer su extremo 3". Con este método se pueden detectar miRNAs
de tejidos conservados en parafina, abriendo nuevas oportunidades para el analisis de
RNAs de tejidos humanos archivados, ya que es un recurso limitado [194, 205, 223]. En el
caso del Northern Blot se han utilizado con éxito sondas marcadas con digoxigenina y
Locked-nucleic acid modified oligonucleotides (LNA) que no resuelven las limitaciones del
tiempo pero si son mas sensibles [194, 224].

Los métodos de hibridaciébn descritos no permiten distinguir la expresion de
NcRNAs entre células proximas. Con este fin se han desarrollado técnicas que permiten
visualizar la expresion de un miRNA in vivo. Se utilizan transgenes “sensores” que
expresan un gen reportero, con la secuencia complementaria a un miRNA en su extremo
3'UTR. En las células que no expresan el miRNA, tendra lugar la expresion del reportero,
pero en la que se transcriba el mMiRNA, este se une al extremo 3" del reportero impidiendo
su expresion. Este método permite diferenciar la expresion espacio-temporal de miRNAs
pero aun no se sabe si es util para aquellos con niveles de expresion bajos o si la
expresion del transgen puede interferir con la de los miRNAs enddgenos de la célula [194,
223, 225].

Se pueden detectar ncRNAs mediante real time RT-PCR. Esta técnica se utiliza
mas para estudios cuantitativos que para comprobar la expresion de nuevos NncRNAs
[194, 223, 226].

El método mas utilizado para la identificacion de nuevos ncRNAs a gran escala
son los arrays por ser mas sensibles y porque permiten diferenciar miRNAs relacionados
[212, 227-230].

Todos estos métodos han servido para la identificacion de ncRNAs pero aun es

dificil estimar su numero en el genoma humano. S6lo de miRNAs se estima que pueden



existir mas de un millar, de entre los que 300-400 serian especificos de humanos y de los
que solo 474 estan actualmente validados experimentalmente y registrados en la base de
datos miRBase [212, 231]. Mediante Genome Tiling Array y MPSS se ha estimado que
existen mas de 50.000 transcritos no codificantes en el genoma humano, de los que se
conocen alrededor de 800 [188]. Sélo piRNAs, especificos de la linea germinal masculina
y con un tamafio de ~30 nt ya se conocen mas de 50.000 en cada una de las especies de

raton, rata y humano [184-187].

6.2 Biogénesis de miRNAs

A pesar de los esfuerzos dedicados a la busqueda de nuevos ncRNAs, se sabe
muy poco sobre cémo se transcriben muchos de ellos. En algunos casos no se conoce ni
la polimerasa que lo sintetiza. Sin embargo, en otros casos se han identificado promotores
con sitios de union a factores de transcripcion, una cola poliA e incluso parece que son
modificados post-transcripcionalmente, indicando que podrian ser sintetizados por la RNA

polimerasa Il [189].

El dnico tipo del que se conoce todo el proceso de biosintesis son los miRNAs. El
transcrito primario o pri-miRNA es sintetizado por la RNA polimerasa Il y tiene el resto de 7-
metilguanosina y la cola de poliA, caracteristicos de la transcripcion por esta enzima. En
algunos miRNAs se han identificado elementos reguladores como la caja TATA pero no se
puede descartar la posibilidad de que otros sean sintetizados por otras polimerasas. El pri-
MIiRNA es reconocido por Drosha, una RNAsa nuclear que da lugar al pre-miRNA, de ~70
nt y con forma de hairpin. El resto del pri-miRNA es degradado en el nicleo. Drosha es una
proteina de 160 KDa, conservada en animales pero no en plantas. En humanos requiere la
presencia del cofactor DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8). DGCRS8 tiene
dos dominios de unién a RNA y se cree que participa en el reconocimiento del pri-miRNA.
El pre-miRNA es transportado hacia el citoplasma por otra proteina llamada exportina-5
(exp-5). Una vez en el citoplasma, Dicer, que es otra RNAsa, y una helicasa dan lugar a la
forma madura. Dicer, de ~200 KDa, también estd muy conservada y en humanos se une a
la proteina HIV-1 TAR RNA Binding (TRBP). Los cofactores de Dicer no parecen necesarios
para la reaccién en si, si no que estabilizan al miRNA. El producto de Dicer son dos
cadenas de RNA de ~22 nt: la mas estable es el mMiRNA madura y se une al complejo
proteico RISC (RNA-induced silencing complex) y la otra es degradada. Si las dos cadenas
resultan igual de estables, las dos pueden unirse a RISC y funcionar como miRNAs

maduros. Los principales componentes de RISC son diferentes miembros de la familia de



Caracterizacion de la region cromosémica 15g11-q13 del genoma humano.

Variabilidad genémica en el autismo e identificacion de ncRNAs. Introduccion

proteinas Argonaute (AGO) con un dominio PIWI/PAZ. RISC tiene mdltiples funciones:
estabiliza al mMRNA diana, guia al miRNA hacia el target y si la complementariedad entre
ellos es perfecta, guia la degradacion del mRNA vy si es imperfecta facilita la inhibicion de la
traduccién. Junto a la proteina TTP puede desviar mRNASs ricos AU a los exoxomas para su
degradacion (Figura 1.9) [194, 232-235].

La regulacion de la expresion génica por miRNAs tiene lugar en los P-bodies,
organulos citoplasmaticos libres de ribosomas, donde se agrupan mRNAs no traducidos,

proteinas de degradacién de mRNAs y represores de la traduccion [236, 237].
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6.3 Regulacion de la expresion génica por miRNAs

Muchos de los ncRNAs reconocen al RNA al que modifican o regulan a través de
una secuencia complementaria. La identificacion de targets de miRNAs no resulta sencilla,
sobre todo para los miRNAs de animales, ya que la complementariedad entre ellos no es
perfecta. Tampoco se han desarrollado hasta ahora técnicas que permitan analizar
experimentalmente muchos targets a la vez [233].

Dependiendo de cdmo sea la interaccion entre el target y el miRNA, los sitios de
union se clasifican en dos categorias: 5° dominantes y 3" compensatorios. En la primera
categoria la region de complementariedad entre ambos incluye 2-8 nt, del extremo 5 del
miRNA, que suelen estar conservados en familias de miRNAs. La union resulta suficiente
para que este sea funcional. Se dividen a la vez en otros dos grupos: los que tienen otra
region complementaria en el extremo 3" y los que no requieren la unién en este extremo
para realizar su funcion. La segunda categoria la componen los miRNA:mRNA que
dependen de una complementariedad fuerte en el extremo 3" del miRNA. En humanos
algunos miRNAs presentan una complementariedad perfecta con el mMRNA de mas de 10
nt [194, 233].

Se han desarrollado diferentes programas para predecir targets de miRNAs (Diana
Micro Test [238], MiRanda [239], PicTar [240], RNAhybrid [241], TargetBoost [242] y
TargetScan [243]) y aunque difieren entre ellos en detalles técnicos, todos se basan en la
complementariedad entre el miRNA y el extremo 3’'UTR de los mRNAs, la estabilidad de
la unibn MIRNA:MRNA, y algunos ademas en la conservacion del sitio de union del mMRNA
en los genomas de especies relacionadas. En humanos se estima que cada miRNA
puede regular hasta 200 mRNAs diferentes y se ha demostrado que su capacidad
reguladora depende de la uniéon a multiples sitios del mRNA. Independientemente, cada
MRNA puede ser target de distintos miRNAs y se predice que la expresion del 30% de los
genes humanos esta regulada por miRNAs. Hay que tener en cuenta que solo una parte
de los targets han sido comprobados experimentalmente [27, 194, 233, 244].

El método més utilizado para comprobar si un mRNA es target de un miRNA es un
transfeccion celular con un vector que contiene la region de union del mMRNA al miRNA,
downstream la regién codificante de un reportero (luciferasa). A la vez, otras células son
transfectadas con la misma construccion pero con mutaciones en la regién de union al
miRNA. El target se comprueba por una disminucion de la actividad del reportero wild-type
respecto al mutado. Una aproximacion complementaria es la inhibicién de los miRNAs
con un oligorribonucleétido modificado antisense al miRNA. En este caso un incremento

de la actividad luciferasa es interpretado como la inhibicién de la actividad del miRNA.



También se puede incrementar la concentracion de un miRNA mediante transfeccion de
RNAs sintéticos, homdélogos a un determinado miRNA, y medir la expresién génica
mediante microarrays [225].

Ademas de comprobar los targets de un miRNA, se pueden estudiar sus funciones
en determinados procesos celulares sobre-expresandolos mediante la transfeccion de
RNAs de doble cadena, que mimetizan el producto de Dicer; o silenciandolos por la
inactivacion o mutacion de Dicer, por la generacion de ratones knockout de miRNAs,
induciendo mutaciones de los sitios de union del mIRNA en el mRNA o con

oligonucledtidos antisense al miRNA [225].

6.4 Funciones de ncRNAs

Durante los ultimos afios los ncRNAs han sido implicados en una gran variedad de
procesos moleculares y celulares. Para definir su funcion se han utilizado experimentos de
RNAI, ratones knockout y vectores virales [189], ademas de los especificos para miRNAs
descritos previamente.

En este punto se describirAn algunas de las funciones de los ncRNAs en
mamiferos.

Epigenética

Los ncRNAs han sido considerados importantes factores para las modificaciones
epigenéticas por su actuacion en la inactivacion del cromosoma X, la estructura de la
cromatina, el imprinting y la metilacién del DNA.

Los ncRNAs XIST y TSIX, codificados en el cromosoma X, son fundamentales
para la inactivacion de dicho cromosoma. Ambos se expresan en la misma regién pero en
sentido contrario. XIST inactiva un cromosoma X en las hembras y TSIX en el otro
cromosoma X inhibe a XIST [245].

AIR es un ncRNA que se origina en el segundo intron del gen IGF2r, esta
improntado y se expresa solo en el alelo paterno. Su expresién inhibe la transcripcion de
tres genes que se transcriben en el sentido contrario: Igf2r, Slc22a2 y Slc22a3 [246].

La sobre-expresion de KHPS1 causa la demetilacion de islas CpG en el promotor
de SPHK1, un gen con metilacién especifica de tejido [247].

El ncRNA SRA actia como co-activador en la transcripcion de receptores de
esteroides [248].

HP1 se une a la histona H3 metilada y otros RNAs en regiones de heterocromatina
[245].

Mir-1 y mir-133 se trascriben juntos, son especificos de tejidos especificos y se

expresan durante el desarrollo. Mir-1 promueve la miogénesis regulando la expresion de



histona deacetilasa 4 (HDAC4), que a la vez reprime a genes musculares. Mir-133
estimula la proliferacion de mioblastos reprimiendo a SRF [249].
Desarrollo

Diferentes observaciones demuestran que los miRNAs son esenciales para el
desarrollo normal de los mamiferos: las células madre embrionarias expresan miRNAs
especificos, células madre deficientes en Dicer son viables pero no forman miRNAs
maduros y no se diferencian y embriones de ratones con mutaciones en el gen que
codifica a Dicer mueren en el estado de gastrula [250].

Mir-196 regula la expresion de HOXB8 durante el desarrollo embrionario [251].

Mir-1, un miRNA especifico del musculo, regula el balance entre la diferenciacion y
la proliferacion de los cardiomiocitos durante el desarrollo del corazén en ratones [252].

Mir-181 modula la diferenciacion del linaje hematopoyético también en ratones
[253].

Mir-143 regula la diferenciacion de los adipocitos [254].

Procesos fisiolégicos

Algunos miRNAs actuan en diversos procesos fisioldgicos y celulares:

Mir-375 se expresa en las islas pancreaticas, donde regula al gen MTPN vy
estimula la secrecion de insulina [255].

Mir-122 inhibe la traduccion de transportadores de aminodcidos catidnicos en el
higado [256].

mir-16 participa en la degradacion de mRNAs ricos en AU [257].

NcRNAs del SNC

Muchos ncRNAs se han relacionado con el desarrollo del cerebro, la diferenciacién
neuronal y funciones mas complejas como el aprendizaje y la memoria.

BC1 y BC200 son ncRNAs citoplasmaticos especificos del cerebro. Ambos se
expresan en neuronas y se transportan hasta las dendritas, pero BC1 es especifico de
roedores y BC200 de primates. Se unen a FMRP, una proteina que inhibe la traduccion de
MRNAs especificos en las sinapsis. BC1 y BC200 probablemente guian a FMRP hacia
sus targets (Arc, MAP1B, y aCaMKIl), proteinas importantes para el aprendizaje y la
memoria. BC1 y BC200 también interaccionan con proteinas de unién a poliA, reguladoras
del inicio de la traduccién [235, 258-260].

NRSE (Neuron Restictive Silencer Element) es un ncRNA de doble cadena de 20
bp. La union del NRSE al factor de transcripcion NRSF/REST impide su unién a proteinas
represoras como HDACs o methyl-DNA binding proteins, activando la transcripcién de

este directamente y la de otros genes neuronales indirectamente.



Evf-2 es otro ncRNA regulado durante el desarrollo y actia como co-activador de
la transcripcion en células neuronales [261].

La mayor parte de los snoRNAs son ubicuos, sin embargo HBII-52, HBII-13 y HBII-
85 son especificos de cerebro y parecen regular mRNAs en lugar de rRNAs, por lo que
pueden ser relevantes para el desarrollo y funcionamiento correcto del SNC [28].

Entre 20-40% de los miRNAs expresados en el cerebro estan regulados durante el
desarrollo y algunos se expresan solo o principalmente en un tipo celular: mir-124 y mir-
128 se expresan principalmente en neuronas, mir-23, mir-26 y mir-29 en astrositos y mir-9
y mir-25 estan distribuidos entre los dos tipos celulares. mir-124 es el uno de los mas
abundantes en cerebro y es capaz de inhibir transcritos no neuronales reprimiendo a un
factor transcripcional llamado REST. Asi regula la diferenciacion y dirige a las neuronas.
Entre los targets que se han predicho para los miRNAs expresados en cerebro
predominan los que actdan en la division celular asimétrica de neuroblastos y en la
diferenciacion neuronal, pero también estdn representados genes que regulan el
crecimiento de las dendritas y los axones, participan en las sinapsis, receptores de la

neurotransmision y canales iénicos [233].

6.5 NncRNAs y enfermedades

Después de conocer la diversidad de procesos regulados por ncRNAs y su
relevancia, no resulta sorprendente que muchos estén asociados a enfermedades.
Céancer

El cancer es una enfermedad compleja en la que intervienen multiples factores
genéticos y epigenéticos. Cambios en la expresion de algunos ncRNAs se han asociado a
distintos tipos de cancer.

Alteraciones de la metilacion de las islas CpG upstream del gen H19 resulta en la
pérdida del imprinting de los genes H19 y IGF2 y su expresion bialélica induce el
crecimiento de células malignas [262].

Carcinomas de colon presentan niveles elevados de OCC-1 que estd ausente o
sus niveles de expresién son muy bajos en células de la mucosa normales [263].

Dos ncRNAs (DD3 y PCGEML1) estan sobre-expresados en tumores de proéstata
comparado con tejidos sanos. DD3 se utiliza como marcador tumoral y PCGEML1 parece
estar implicado en el crecimiento celular [264, 265].

El RNA HOST-2 es especifico de cancer de ovarios en humanos aunque su
funcién biologica en el desarrollo de la enfermedad es alun desconocida [266].

La expresién de SRA es mayor en cancer de mama, Utero y ovario que en tejido
normal [248].



En células cancerigenas de pulmon la metéstasis estd asociada a la expresion de
MALAT-1 (Metastasis Associated in Luna Adenocarcinoma Transcript 1). La medida de su
nivel de expresion contribuye a la indentificacién de la enfermedad en las primeras etapas
[267].

Mas de la mitad de los miRNAs esta localizados en regiones cromosoémicas
relacionadas con el cancer, sugiriendo que estos tienen un papel en la tumorogénesis.

El cluster de mir-15 y mir-16 estdn delecionados en mas de la mitad de las
leucemias [268].

La expresion de mir-143 y mir-145 esté alterada en células cancerigenas de colon
[269].

Mir-155 y BIC se concentran en diferentes linfomas. Los linfomas de células B
tienen peor prondstico que los linfomas de centros germinales y se refleja en los niveles
de mir-155 [270, 271]. A la vez, mir-17 mir-92 estan en una region que resulta amplificada
en linfomas de células B. Su sobre-expresion previene la apoptosis, y en ratones se ha
comprobado que acelera la formacion de este tipo de linfomas mediante la induccién de c-
Myc [272].

El miRNA let-7 impide el crecimiento de las células cancerigenas de pulmédn donde
su nivel de expresién esta disminuido [273].

Células de gliobastoma sobre-expresan mir-21 que se cree puede funcionar como
factor antiapoptético [274].

Mir-124 se encuentra hipermetilado en células tumorales y se ha relacionado la
pérdida de su estado epigenético con la activacion de un encogen [275].

Enfermedades neurolégicas

Diferentes ncRNAs se han relacionado con alteraciones del SNC durante los
ultimos afos:

El sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) resulta como consecuencia de
alteraciones del imprinting de dos genes no codificantes (H19 y LIT1) de la region
11p15.5, bien por alteraciones de la metilacion o por microdeleciones de la region
metilada de H19 [276].

La ataxia espinocerebral (SCA) es una de las enfermedad neurodegenerativa
causadas por extensiones de poliglutaminas. En este caso el gen afectado (SCA8) no se
traduce. [277]

Los niveles de transcripcion de BC200 son el 70% inferior en pacientes con
alzheimer que en individuos controles [278].

Algunos pacientes con esquizofrenia son portadores de la translocacién
t(1:11)(g43, ql14). En la region cromosémica 1943 estan codificados DISC1 y DISC2.



DISC2 es un ncRNA que se transcribe en direccion opuesta a DISC1 y podria participar
en su regulacion. En 11ql14 se localiza otro ncRNA (PSZA11q14) cuya expresion esti
reducida en pacientes [279].

Otra translocacion t(7:13)(q31.2, q21) que afecta a los ncRNAs ST70T4y ST70T3
se ha encontrado en un nifio autista. La funcién de estos transcritos es aun desconocida
pero parece que podrian inhibir la traduccion de los genes de la region (locus RAY1/ST7)
gue se transcriben en sentido contrario [165].

La sobre-expresion de PRINS esta asociada con la susceptibilidad a desarrollar
soriasis. Su expresion se induce cuando las células se someten a condiciones de estrés,
como la irradiacion con UV-B o la infecciéon por HSV. Se ha sugerido que PRINS puede
ser un protector celular frente al estrés [280].

El sindrome de Tourette se ha asociado a mutaciones en la regidon que reconoceria
el miRNA mir-189 del gen SLITRK1. Los dos genes presentan el mismo patrén de
expresion en regiones cerebrales implicadas en el sindrome [281].

El RNA DGCRS, cofactor de Drosha, esta codificado en la region 22ql11.2,
delecionada en pacientes con sindrome de DiGeorge. Esto sugiere que alteraciones en la
biogénesis de miRNAs pueden afectar a los pacientes con este sindrome [233].

Otro ejemplo es el sindrome del cromosoma X fragil, causado por la expansion de
los trinucle6tidos CGG en el gen FMRL1. La proteina codificada por FMR1 (FMRP) regula
la traduccion de algunos genes neuronales, por la via de los miRNAs [233].

Las encefalopatias espongiformes estan causadas por la infeccion de priones
(PrP*) que para propagarse necesitan un cambio conformacional (PrP®) y algunos
trabajos muestran que en este cambio participa un ncRNA [282].

Infecciones virales

MiRNAs se han identificado también en virus de mamiferos (herpesvirus, Epstein-
Barr virus, virus asociados al sarcoma de Kaposi, HIV...). De muchos no se conoce su
funcidon pero se espera que regulen la expresion de genes virales y del organismo
infectado, para sobrevivir y propagarse. Por ejemplo, dos miRNAs del SV40 reducen la
expresion de antigenos T virales, convirtiendo a las células infectadas en menos
susceptibles a las células T citotoxicas y facilitando asi su propagacion. EI mir-32
previene la acumulacién del virus PFV-1 en células humanas. Sin embargo, una proteina
codificada por el virus (TAS) suprime la inhibicion inducida por mir-32, indicando que los

MiRNASs regulan diversos aspectos de las infecciones virales en humanos [250].



6.6 Regidon 15g11.2 del genoma humano: candidata para codificar ncRNAs

La region 15g11-g13 incluye ~1 Mb en las que hasta hace unos meses no se
conocian genes pero si se habian predicho algunos y se habian identificado ESTSs,
indicando que existia actividad transcripcional en 15q11.2. Observado su organizacién se
encuentran evidencias para pensar que un cluster de ncRNAs puede ser la parte funcional
de dicha region.

Un alineamiento con Pipmaker [283] de la secuencia chr15:21.483.000-22.477.000
(hg18) con ella misma, eliminando previamente las repeticiones [284], revel6 que la
secuencia contenia muchos elementos repetitivos en tandem (Figura 1.10). Hertel et al.
[285] han publicado que las duplicaciones en tandem son un mecanismo frecuente para la
expansion de miRNAs y blots similares resultaron del mismo tipo de andlisis con
secuencias de otras regiones donde estan codificados clusters de miRNAs (14932 y
19q13.42) (Figura 1.10), afiadiendo evidencias de que ncRNAs pueden estar codificados

en esta megabase.
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Figura 1.10 Resultados de analizar con pipmaker la secuencia de 15q11.2 y de otras dos regiones mas
(14932 y 19913.42) que codifican miRNAs

También se ha establecido una relacion entre regiones de inestabilidad y la
presencia de ncRNAs [286, 287]. Entendiendo como regiones inestables aquellas que
presentan pérdida o ganancia de fragmentos de DNA o alteraciones de la expresion
génica, 15q11.2 puede ser considerada inestable y candidata para codificar ncCRNAs, ya
gue se han identificado CNVs y BPs en su secuencia o flanqueandola (Figura 1.6) [55, 59,
66, 70].

La region 15q11-g13 comparte caracteristicas con 14q32 (un cluster de snoRNAs y
regulacion génica por imprinting) y en esta se han observado ademés miRNAs.

Recientemente Buiting et al. [11] identificando dos ncRNAs (PWRN1 y PWRN2)

en 15ql11.2, pero se han observado repeticiones de la regidbn mas pequefias y otros



aspectos de su organizacion parecen indicar que también podrian estar codificados
miRNAs, sugiriendo una mayor complejidad de la actividad transcripcional de la region.
Ademas, las predicciones de ncRNAs estiman que aun quedan por conocer cientos de
NcRNAs en el genoma humano [205, 212, 214]y 15g11.2 retne condiciones para codificar

una parte de ellos.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido contribuir a la caracterizacion de
la region cromosomica 15q11-q13 del genoma humano, centrdndonos en la variabilidad
gendmica y su significado a nivel de fenotipo. Elegimos el trastorno autista para analizar
reordenamientos de dicha regiébn cromosomica asociados a un fenotipo particular; e
intentamos identificar la parte funcional de la region 15ql1.2, caracterizada por su
variabilidad e inestabilidad, para entender cobmo las alteraciones en este locus, afectan a
la diversidad humana y al desarrollo de enfermedades. En este punto, nos encontramos
con la presencia de los ncRNAs, los cuales son claramente indispensables para entender

casi cualquier proceso fisiologico y/o del desarrollo.
Asi definimos los objetivos puntuales de este proyecto:

» Analizar la presencia de reordenamientos genomicos (duplicaciones y/o
deleciones) de la region 15q11-q13 en pacientes con autismo.

» Definir los limites de una delecion polimérfica observada en la regién
15q11.2.

» Identificar posibles ncRNAs en la regiébn cromosémica 15q11.2.






Materiales y metodos






1. Reordenamientos de 15q11-q13

1.1 Muestras

Las muestras clinicas sobre las que se ha realizado este estudio las forman 42
familias caucésicas, con dos 0 mas hijos autistas, de diferente sexo, diagnosticados segun
la Entrevista Diagnostica del Autismo Revisada (ADI-R) [288]. En todas las familias los
padres eran sanos.

La poblacion control estd formada por un grupo de 64 donantes de sangre (32
hombres y 32 mujeres) sanos, de origen espafol y no relacionados entre ellos y por 29
trios CEPH [289-292]. Las familias CEPH son familias también caucasicas, residentes en
Utah, y con antecesores del norte y oeste de Europa. También se las conoce como
familias CEU.

En este estudio no se ha llevado a cabo ninguna intervencién clinica ni de
diagnéstico sobre animales o humanos. Los analisis genéticos fueron realizados sobre
DNA genomico extraido de linfocitos por el sistema Chemagic Magnetic Separation
Module I System (Chemagen). Las lineas celulares de los pacientes autistas y controles
CEPH fueron compradas a las asociaciones Autism Genetic Resource Exchange (AGRE)
[161] y Coriell Institute for Medical Research [159] respectivamente. Ambas
organizaciones se encargan de la recogida y distribuciéon de muestras humanas siguiendo
los principios éticos de la declaracién de Helsinki. La identidad de los donantes de sangre
espafioles utilizados como control, estd protegida por la ley espafiola 15/1999 de
proteccion de datos de caracter personal. (Ley Organica 15/1999).

Para aumentar el poder estadistico del test FBAT, genotipamos 10 familias AGRE
adicionales con las mismas caracteristicas que las anteriores, sélo para los marcadores
D15S1548 y D15S1549

1.2 Seleccion y amplificaciéon de marcadores microsatélites

Los microsatélites de la region cromosémica 15ql1-gq13 fueron seleccionados
desde la base de datos University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser
[168] ensamblaje hgl7. Para su seleccibn consideramos que tuvieran una Unica
representacion en el genoma y una heterocigosidad superior al 50%. La heterocigosidad
de cada marcador fue calculada previamente a su seleccion, genotipando 64 muestras

controles no relacionadas entre ellas.



Disefiamos los primers para la amplificacion de los marcadores microsatélites con
los programas Primer 3 [74] y Fast PCR [93] (Tabla 2.1). Uno de cada pareja necesaria
para una amplificacion estaba marcado con un fluorocromo (Fam, Ned o Vic) y todos
fueron comprados a las compafias comerciales Sigma Aldrich o Applied Biosystems. Las
amplificaciones fueron llevadas a cabo en un volumen total de 20 pl incluyendo 50 ng de
DNA, 50 mM KCI, 10 mM Tris—HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 200 mM de dNTP (Pharmacia
Biotech), 10 pmol de cada oligonucleétido y 0.25 unidades de Tag DNA polymerase
(Roche). Las condiciones de las amplificaciones fueron: una desnaturalizacion inicial de 4
minutos a 94°C; 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la temperatura de
anillamiento especifica para cada marcador (Tabla 2.1) y otros 30 segundos a 94°C;
seguidos de una extension final de 10 minutos a 74°C. Los productos de PCR se cargaron
en un secuenciador de Applied Biosystems (ABI3730XL) y los genotipos fueron

analizados con el programa GeneScan, de la misma compafiia.

Tabla 2.1. Secuencias de los primers y las temperaturas de anillamiento necesarios para amplificar los
marcadores microsatélites de la region 15q11-q13.

Marcador Primer forward Primer reverse Tefnper?tura

anillamiento
D15S646 5_GCTAGATGACGGGTTAGTGG_3 5_GCAATAATGCAAAGGACAGG_3 63°C
D158817 5_GGTTATCGAGAGCAATGGAAC_3 5 _ATGGTACCCAACAAGCATCCT_3 59°C
D15S1548 5_AGTGTACCTGTCACATC_3 5_TATCACAGCACAATTCACAAC_3 55°C
D15S1549 5_GGTTTTCTAGAGCAACAGAACGA_3 5 _AACATGCATCCCAGGATCTC_3 60°C
D1581550 5_TTTGGGTTGTGAGGAGGTTC_3 5_TGGAGACCTAGGAAGCGTGT_ ¥ 57°C
D15S51021 5_CCTGGCAGGTGGAAGT % 5 _ACAAAGATTAACCTCTATGTTTTCG_3 45°C
D15S128 5_GCTGTGTGTAAGTGTGTTTTATATC_3 5_GCAAGCCAGTGGAGAG_3’ 63°C
D1581551 5_GCTCCAAAGGTTACGGTCAA_ 3 5_CAAGGACCAACACTGGAACA_3 57°C
D15S1552 5_TGGTTGGCAATAATGTTGTGA_3 5_GGGACCCGTGTTGTAAGGTT_3 60°C
D15S511 5_AGTCGATTTATCAGCCTCC_3 5_CCATGATAGTGGTGGAATAG_3 56°C
D1581553 5_TTTTCCAAAGCCATTTTTGC_3 5 _CATCGCTGATGGATCTTCAA_3 55°C




1.3 Andlisis estadistico

La heterocigosidad de los marcadores y si estaban o no en equilibrio de Hardi-
Weinberg (HWE) fueron calculados con los programas HET (version 1.8) y HWE (version
1.05) respectivamente. Para calcular las frecuencias alélicas en la poblacion autista
seleccionamos aleatoriamente 40 pacientes (20 hombres y 20 mujeres sin relacién entre
ellos) entre las 42 familias objeto de estudio. Utilizamos el programa SPSS 11.0 para
analizar las frecuencias alélicas en pacientes y controles mediante el test de la Chi-
cuadrado (X°) y el programa para genética de poblaciones de la escuela de salud publica
de Harvard (version 1.7.2) para realizar el test de asociacion familiar Family-Based
Association Test (FBAT).

1.4 Identificacion de la insercion en el gen  GABRG3

Una insercién polimérfica de 627 bp en el gen GABRG3 fue amplificada por PCR
con los siguientes primers: F: 5-GCTTCTCACATGCAGACCAA-3" (chrl5: 25303923-
2530943, hgl7) y R: 5- GAGACCTGTGGGACGTCAGT-3 (chrl5: 25304259-25304279,
hgl7). La amplificacién se realiz6 con la enzima Expand High Fidelity Tag polymerase
(Roche) en un volumen final de 50 ul (50ng de DNA, 10 pmol de cada oligonucleétido
(Sigma Aldrich), 1x Expand High Fidelity buffer con MgCl, y 2,6 unidades de la enzima) y
en las mismas condiciones que los microsatélites, a excepcion del numero de ciclos, que
en este caso fueron 30 y la temperatura de anillamiento 63°C. Las coordinadas de la
insercion son 5788500 y 5789488 de AC_000058.1 (ensamblaje de Celera).



2. ldentificacion de ncRNAs

2.1 Prediccion bioinforméatica de nuevos ncRNAs

Comenzamos haciendo una prediccion de todas las estructuras secundarias de
100 nt que se podrian formar con la secuencia de la region chr15:21.483.000-22.477.000,
utilizando el programa Mfold version 3.2 [110, 209] del paquete Viena [293]. Las
secuencias corresponden al ensamblaje hg18 de la base de datos UCSC [168]. El andlisis
con Mfold se realizé de las dos cadenas de DNA independientemente. Las secuencias se
eliminaron de la lista de candidatas si: a) la estructura secundaria formada resultaba
inestable (dG >-30 Kcal/mol); b) si coincidian con un Simple Repeat o cualquier elemento
repetitivo del genoma (Alu, SINE, LINE, LTR...), a menos que el hairpin predicho
coincidiera con dos elementos repetitivos adyacentes y cada mitad del hairpin coincidiera
con uno de ellos, como han descrito Smalheiser et al [197] que se disponen algunos
mMiRNAs.

2.2 Aislamiento de RNA

RNA total de 16 tejidos humanos diferentes (adiposo, vejiga, cerebro, Gtero, colon,
eséfago, corazdn, pulmédn, placenta, prostata, testiculo, riidén, higado, ovario y musculo
esquelético) fueron comprados a la compafiia Ambion. La fraccion de RNAs pequefios
(<200 nt) fue aislada del RNA total con Mirvana ™ lIsolation Kit (Ambion) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.3 Northern Blot

La expresion de los ncRNAs candidatos previamente seleccionados, fue primero
comprobada mediante Northern Blot. Se utilizaron sondas de <45 bases (Sigma Aldrich)
seleccionadas en una o las dos partes del hairpin. Marcamos 200 ng de oligo con 25uCi
de y-32P ATP (Amersham Pharmacia) y 10 unidades de T4 Polynucleotide Kinase
(Roche) durante 1 hora, a 37°C, en un volumen final de 10 pl. Las sondas marcadas
fueron purificadas con columnas de Sephadex C-50 (Amersham Pharmacia).

Por otro lado, la fraccion de RNAs pequefios, obtenida a partir de 50 pg de RNA
total, fue mezclada con el mismo volumen de Gel Loading Buffer 1l (Ambion),
desnaturalizada durante 3 minutos a 95°C y separada en un gel de 15% poliacrilamida/7M

urea. Realizamos una electroforesis a 25-30 mA hasta que el azul de bromofenol alcanza



la base del gel. El RNA ya separado por tamafio, se transfiere a una membrana de Nylon
(Hybond N+, Amersham), mediante electrotransferencia a 300 mA, durante una hora.
Después, el RNA se fija a la membrana con UV y tras una incubacion de una hora con 15
ml de buffer de pre-hibridacion (5X SSPE, 1X Denhardt’s, 0.5% SDS y 150 pg/ml de tRNA
de levaduras (Roche)), se sustituye este por el de hibridacion, de la misma composicion
que el anterior mas la sonda marcada. Se mantiene la hibridacion toda la noche a 37°C en
agitacion. El dia siguiente se realizan dos lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente,
con el buffer de lavado (2x SSPE y 0,1% SDS), se expone de 4-24 horas, dependiendo de
la intensidad de la sefal, y se revela.

El marcador de tamafio molecular utilizado es Decade™ Marker System de
Ambion.

Las secuencias de las sondas utilizadas para detectar ncRNAs en la region

15911.2 estan especificadas en la Tabla 2.2.

2.4 Primer Extension

Para los ensayos de Primer Extension seleccionamos primers especificos de 17 nt
en la secuencia del ncRNA candidato, solapandose con la secuencia de la sonda con la
gue ya habiamos detectado un ncRNA (si era posible) y/o lo mas cerca posible al extremo
5" del transcrito predicho, ya que los transcritos mas largos son mas dificiles de sintetizar
(Tabla 2.2).

Los primers fueron marcados con y -32P ATP del mismo modo que las sondas
empleadas para Northern Blot. Estos se purifican en un gel para separar los oligos de 17
bases, de los posibles productos de degradacion, y de los nucleétidos marcados no
incorporados. Para esta purificacion, se mezclan los primers con el mismo volumen de Gel
Loading Buffer Il (Ambion), se desnaturalizan durante 3 minutos a 95°C, se cargan en un
gel de 15% poliacrilamida/7M urea y se realiza una electroforesis a 25 mA hasta el azul de
bromofenol alcanza la base del gel. A continuacion, al gel cubierto con plastico se le
hacen unas marcas con un autoradiography pen (Sigma) y se expone durante 30
segundos. La pelicula se revela y se coloca sobre el gel haciendo coincidir las marcas
hechas previamente con el autoradiography pen. Una vez orientados el gel y la pelicula,
se corta el area del gel que contiene al primer completo con un bisturi y este se deja
incubando durante toda la noche a 37°C en 300 pl de tampdn de elucion (0.5 M NH,OAc,
1 mM EDTA, 0.1% SDS). El dia siguiente, los primers se extraen del buffer de elucién
mediante extraccion con fenol-cloroformo y una precipitacion con etanol. Una vez el

primer esta purificado, se mezclan 10 pug de RNA total con ~5000 cpm del primer marcado



y se deshaturalizan a 95°C 3 minutos. En un volumen final de 20 pl se mezcla esto con
1mM de cada dNTP, 1x buffer de AMV RTase y 25 unidades AMV-RTase (Roche) y se
incuba a 42°C durante 2 horas. Por cada transcrito a testar en cada tejido, se realiza un
control- al que se le trata exactamente igual que se ha descrito hasta ahora pero no se le

anade enzima. El cDNA resultante se resuelve en un gel de 15% poliacrilamida/7M urea.

Tabla 2.2. Sondas y primers utilizados para identificar ncRNAs en la region 15q11.2 del genoma

humano.

ncRNAs Sondas Primers

RNA5a 5_CGCCGCCCCGCCCTGCCCGTCG 3’ 5"_CGCCGCCCCGCCCTGCC_ ¥

RNAS5b 5_GCGCCTTCCGCAGCGACGGGCAGGG_3"

RNA7 5"_GCGCACTTCCCACTAGAGGCTCTGGGGTGA_3" 5_AGGCTCTGGGGTGACCC_3’
. . 5"_GCTACAAGAGCAAAACTC_3’

RNA11 5_GCTACAAGAGCAAAACTCCATCCCAA_3 5 CTGAGATGGAGTCACTG 3’

RNA21 5_AGATAGCAAGAAGCAAACC_3"

RNA23a 5_AACCTCCTAAACTATGGGAGTTTC_3" 5_TCCTAAACTATGGGAG_3"

RNA28 5_TGGTTCTAGGAATGAGCACAG_3"

5_CTGTGCCCATTCTGAAGCCA 3’

RNA34 5"_CAGCATCTCCCCAGCCCCCAACCACTCCCCTCCCC_3 5"_GCTGCAAGGGTTAGAAC_3
RNA49a 5"_TGAGGGCAGAGGGTCCCCCTTTTGTCCCTCT_3 5_TGAGGGCAGAGGGTCCC_3"
RNA49b 5_CTAGGAGCACTGGCCACCCCTTTGTCTCTCAGCTCT_3’ 5"_CTAGGAGCACTGGCCAC_3’

RNAS51 5_AAGAGAGTGCAAGGCCGGAAGCCCCCTCC_3" 5_GGAGGGCTCACGGCTTG_3"

RNAG1 5"_CCATACCCTTCCGGCAGCTACC_3’

5 _CCGTGACTACCAAAAGGGTAATAG_3’

RNAG7 5_AGCATGGCTGTCTTGCAACAAGCCCAAGGATGAGTGGTCATTCA 3

5_TGAATCCTTCATCTTATTCCTGTCTGCAAAAAGACAGATGCT_3'

RNA70 5_GGCATGTGCTCTTCAGTGTGCTGCCACTGCTGC_3 5_AGCAGTCCAGCAACCA 3

RNA78 5_CCCACGGCAGAGGCCCAGCAGGTAC_3’

5_CCCTCGCACAGACACCTTCCGCAGGGA_3'

RNA106 5"_ACCTGGCCTCTGCTCCACCCCAACAGCTCC_3" 5_TCCACCCCAACAGCTCC_3’
RNA195a 5_GGCCACGCGGTGCAACACCTGCCACCGGC_3" 5_GGCCACGCGGTGCAACA 3’
RNA195b 5_CGTGGCCTCTATGAGGGAACTGCTG_3"

RNA274 5_CCCTGTCCCCCGGGGAGGCTCCTGGGC_3' 5_CCCTGTCCCCCGGGGAG_3'

RNA478 5_CATATACAACATATGCTCAACCCTCCATGCCATGATCC_3' 5_CATATGCTCAACCCTCC_3"
RNA514a 5 _GGATCCTATGGCCCATCACTGT_3" 5 _GGATCCTATGGCCCATC_3"




2.5 Herramientas bioinformaticas para el analisis de ncRNAs

En primer lugar comprobamos la conservacion de todos los ncRNAs candidatos
mediante BLAT [294] contra los genomas de chimpancé, macaco, ratén, rata, pollo y vaca
(ensamblajes panTro2, rheMac2, mm8, rn4, CanFam2 y bosTau2 respectivamente)
disponibles en la base de datos UCSC [168].

Las secuencias fueron analizadas con el software MiRscan (score >10) [295] para
predecir miRNAs entre los ncRNAs identificados en 15g11.2. En este caso, el andlisis
también result6 adecuado para predecir la posicibn del miRNA maduro dentro de la
secuencia del pre-miRNA candidato. Para cada prediccion utilizamos las correspondientes
secuencias ortologas de los genomas de chimpancé y macaco.

Utilizamos los programas FastR [221] y CMsearch [296] para buscar secuencias
homologas a los ncRNAs identificados entre las familias Rfam [297].

Las predicciones de las estructuras secundarias correspondientes a cada hcRNA
fueron calculadas por Mfold [110, 209].

Los programas Randfold [213] y RNAz version 1.0 [217] fueron utilizados para
analizar la estabilidad de las estructuras secundarias de cada ncRNA. Ademéas RNAz (P
>0,5) es el software mas fiable de los desarrollados hasta ahora para predecir ncRNAs,

por lo que sirvidé también para soportar los resultados experimentales.

2.6 Prediccion de targets de miRNAs

El software miRanda [289] fue utilizado para escanear las secuencias 3'UTR de
todos los transcritos del genoma humano, anotados en la base de datos UCSC (hgl7),
como posibles targets de RNA 61 y RNA274. Debido al elevado niumero de predicciones
generadas por este programa, establecimos los parametros S >130 y dG <-35Kcal/mol

para filtrar posibles targets y minimizar el rango de falsos positivos.






Resultados






1. Definicion de reordenamientos y Copy Number Variants
(CNVs) de la region cromosdmica 15g11.2 en muestras

controles y de pacientes autistas.

1.1 Identificacion de reordenamientos polimérficos en 15911.2

Basandonos en la conocida asociacion entre la regién 15q11-q13 y el trastorno
autista [87, 107, 112, 114, 135, 158, 161, 174, 176], intentamos identificar
reordenamientos de esta region relacionados con dicho trastorno. Para ello genotipamos
marcadores microsatélites a lo largo de 15q11-q13 (Figura 3.1) en 42 familias de autistas
y 29 trios controles CEU, buscando errores mendelianos en la transmision alélica de

dichos marcadores, que nos indicaran deleciones o duplicaciones.
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Figura 3.1. Esquema de la region cromosomica 15q11-q13 y los marcadores microsatélites analizados.
Sobre la linea que representa al cromosoma estan dibujados los genes y snoRNAs (HBII-36, HBII-13, HBII-437, HBII-85,
HBII-52 y HBII-438b) codificados en la region, los marcadores analizados (azul) y los gaps de secuencia (rojo). Debajo,
se muestran los bloques de duplicaciones segmentarias (verde) y los CNVs (naranja).

Comenzamos con el andlisis de los marcadores D15S646 y D15S817 (Figura 3.1)
porque en tres pacientes con RTT se han identificado tres reordenamientos que los
incluyen: dos deleciones maternas de D15S646 y una duplicacion de origen paterno de
D15S817. Nosotros no encontramos ninguna alteracion en la segregacion de los alelos
del marcador D15S646, y las frecuencias alélicas estaban en HWE en las dos poblaciones
analizadas: autistas y controles (Tabla 3.1). Sin embargo, detectamos errores
mendelianos, tanto duplicaciones como deleciones, en la transmision alélica del marcador
D15S817 en ambas poblaciones (Tabla 3.1). Las duplicaciones se manifiestan por la
presencia de tres alelos y las deleciones por la falta de heterocigosis, cuando ambos

padres tienen alelos diferentes para un marcador. Al analizar detalladamente cédmo se



segregaban los alelos, observamos que era mas probable que estuviéramos amplificando
dos regiones a la vez, a que estos errores correspondieran a reordenamientos, por lo que

no consideramos los resultados de este marcador para posteriores analisis.

Tabla 3.1. HWE y errores mendelianos correspondientes a los microsatélites de 15q11-q13 y la
insercion en el gen GABRG3 analizados en muestras de autistas y controles.

g s 3 % Autismo (42 familias) (Gg ‘::Jgtizs) . é
2| % |=| § | #i 5§ 3 24| 83 3 °%
D155646 Chrzjg(???;%' 4 | 6556% | 69,70% | 6322% | 090 | 66,67% | 6563% | 067 | 0
D155817 ChrLZf:;fjggs' 8 | 83,11% | 6667% | 7967% 016 | 8571% | 8354% | 095 | 10
D1581548 Chmzsz:jjgzés:% 8 | 7143% | 4872% | 7629% | 0,00* | 5714% | 7161% | 000" | 23
D1581549 Chrlz:j:jsgog' 5 | 7288% | 47,50% | 6559% | 0,00 | 54,84% | 7235% | 000" | 16
D1551550 Chrgf:gf?gu' 6 | 5509% | 5455% | 58,95% | 0,08 | 59,68% | 5502% | 095 | 0
D1551021 chmzsz::g:s::zs- 8 | 6308% | 6364% | 67,18% & 041 | 6833% | 6320% | 099 | 0
D155128 Chrgggsggsw' 7 | 8386% | 7813% | 7844% | 035 | 86,84% | 8395% | 062 | 0
D1551551 chr1252:§§:$$§50- 4 | 5553% | 61,76% | 61,47% | 0,39 | 66,0% | 5467% 060 0
D1581552 Chrli:;gfzggw' 7 | 6427% | 42.42% | 6505% | 010 | 6207% | 6437% | 088 | 0
D158511 chrz::;:sjjss- 10 | 7914% | 78,13% | 82,86% | 025 | 7692% | 79.60% 006 | 0
D1581553 Chrziggigw 8 | 77.82% | 81,82% | 79.88% | 090 | 7368% | 7926% | 015 | 0
Insercion °hr1255: ;;432073518' 2 | 50% | 33,33% | 3350% | 0,96 | 4615% | 49.62% | 0,61 0

El nimero de errores mendelianos se refiere a la suma de los detectados en familias AGRE y controles. HWE, Equilibrio
de Hardy Weinberg; Het. Obs., heterocigosidad observada; Het. Esp., heterocigosidad esperada, *, P valor
estadisticamente significativo.



Seleccionamos dos microsatélites mas (D15S1548 y D15S1549) en la misma
region de duplicaciones segmentarias (~0,5 Mb) en la que estan localizados D15S646 y
D15S817. Observamos que ninguno de estos marcadores estaba en HWE en las dos
poblaciones analizadas, sugiriendo la presencia de reordenamientos polimorficos que los
incluyan. Comprobamos cémo se heredaban los alelos de D15S1548 y detectamos
errores mendelianos que indicaban deleciones en 14 familias autistas (20 pacientes) y 3
individuos controles (Tabla 3.2, Figura 3.2). A pesar de que la frecuencia de delecion es
mayor en la poblacién autista (16,1%) que en la control (10.7%), las diferencias no
resultaron estadisticamente significativas (Tabla 3.2) y tampoco observamos diferencias

respecto al origen, materno o paterno, de las deleciones observadas.
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Figura 3.2. Delecién de los marcadores D1551548 y D15S1549.
Los dos hijos autistas (HI0589 y HI0579) presentan una delecion de los dos marcadores heredada de la madre.

Del mismo modo, identificamos deleciones de D15S1549 en 12 pacientes autistas
de 9 familias diferentes y en 4 muestras controles. En este caso las diferencias en las
frecuencias de delecion tampoco resultaron significativas (Figura 3.2, Tablas 3.1y 3.2). En

una muestra control detectamos tres alelos para D15S1549, lo que indica una duplicacion



de dicho marcador (Figura 3.3), que bien podria ser un polimorfismo raro o poco frecuente
porque solo lo observamos en una muestra. De ser asi, podria estar interfiriendo en la
heterocigosis de D15S1549 y enmascarando otras deleciones. Este caso es una limitacion
de la técnica empleada, debido a que no podemos cuantificar el numero de alelos

representados por cada pico.
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Figura 3.3. Duplicacién del marcador D1551549.
El individuo NA12814 (familia CEPH 1454-14) presenta una duplicacion de D1551549 representada por tres alelos.

Once muestras (9 autistas y 2 controles) eran hemicigotos para D15S1548 y
D15S1549 vy las deleciones de los dos marcadores tenian el mismo origen, indicando la
presencia de deleciones mas largas, de al menos 33,5 Kb en estos individuos (Figura 3.2).
Las diferencias en las frecuencias resultaron de nuevo no significativas. A pesar de la
elevada heterocigosidad calculada para los dos marcadores, aproximadamente el 30% de
las familias no eran informativas para al menos uno de ellos, por lo que la frecuencia de

deleciones més largas, que incluyen D15S1548 y D15S1549, podria ser mas alta de lo



gue hemos estimado. Entendemos por familia no informativa para un marcador, aquella
en la que los dos progenitores son homocigotos para el mismo alelo.

En varios casos observamos hemicigosis de D15S1548 y heterocigosis de
D15S1549 (Figura 3.4) demostrando que las deleciones identificadas en esta region son
variables en tamafio entre diferentes individuos. Sin embargo, no encontramos ningun
caso que tuviera delecionado el marcador D15S1549 y dos alelos diferentes para
D15S1548, lo que sugiere que deleciones de D15S1549 podrian ser parte de deleciones

mas largas que incluyen ambos marcadores.
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Figura 3.4. Delecién del marcador D15S1548.
El autista HIO750 es heterocigoto para D15S1549 y hemicigoto para el alelo paterno de D15S1548, teniendo una
delecién heredada de la madre de dicho marcador. La delecién no ha sido heredada por su hermana (HI0751).



Tabla 3.2. Frecuencias de las deleciones de los marcadores D15S1548 y D1581549 en pacientes
autistas y controles CEU seleccionados aleatoriamente.

Marcador Origen Autismo CEPH X2 P valor
D1581548 16,12% 10,7% 0,46 0,50
Materno 6,45% 3,57% 0,31 0,58
Paterno 8,06% 7,14% 0,15 0,70
D1551549 12,5% 10% 0,12 0,73
Materno 3,57% 3,33% 0,00 0,95
Paterno 8,92% 6,66% 0,13 0,71
D1551548- 6,94% 5% 0,36 0,55
D1551549
Materno 2,78% 0% 1,31 0,25
Paterno 4.17% 5% 0,00 0,97

Con el fin de caracterizar mejor estos reordenamientos, comparamos nuestros
resultados con los procedentes de genotipar SNPs de la misma regién, en las muestras
controles CEU que utilizamos en nuestro estudio. La existencia de deleciones sélo del
marcador D15S1548 fue confirmada al identificar una muestra (NA06991) hemicigota para
D15S1548, homocigota no informativa para D1551549 y heterocigota para rs12148625,
un SNP separado de D1551549 s6lo por 865 bp (Figura 3.5). El tamafio de la delecién de
este individuo es inferior a 44 Kb ya que es heterocigoto para los SNPs rs12913773 y
rs12148625. Curiosamente, rs7164616 localizado 407 bp hacia el centrdmero desde la
posicién de D15S1548, tampoco estd en HWE (P<0,005) en las familias controles CEU,
soportando la presencia de reordenamientos polimorficos en esta region. Deleciones mas
largas que incluyen D15S1548 y D15S1549 también fueron comprobadas con los
resultados de SNPs en el individuo NA10830. Este tiene una delecion paterna de
D15S1548 y D15S1549 y es hemicigoto para rs12148625. La delecion esta limitada por
rs8029302 y rs12592608 y es inferior a 62 Kb (Figura 3.5). El otro individuo control con
una delecion larga no es informativo para ningin SNP en el intervalo de 137 Kb analizado
alrededor de D15S1548 y D15S1549.
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Figura 3.5. Amplificacién de la regién delecionada (chr15:22.197.281-22.297.280 (hg18)).

En azul estan marcados los microsatélites delecionados (D15S1548 y D15S1549) y en rojo los SNPs del proyecto
HapMap, que resultaron informativos para caracterizar las deleciones de dos individuos controles CEU (NA06991 y
NA10830). Las regiones delecionadas en cada uno de ellos estan representadas en malva, los CNVs identificados por
Redon et al. (CNV 3072 y CNV 3952), McCarrol et al. (CNV 1958) y Wong et al. (CNV 4881) en naranja y las
duplicaciones segmentarias en verde.

1.2 Asociacion de las deleciones identificadas en 15q11.2 con el trastorno

autista

Comprobamos si las deleciones polimorficas identificadas en 15911.2 estaban
asociadas con el trastorno autista mediante el test Family-Based Association Test (FBAT),
mas adecuado para estudios de asociacion que el test de la x°. Para este test
consideramos solo las familias informativas para la ausencia o presencia de deleciones,
es decir, aquellas en las que los progenitores tenian alelos de diferentes tamafios. Como
consecuencia de la reduccion en el numero de familias para considerar, genotipamos diez
adicionales sélo para los marcadores en los que observamos reordenamientos, y asi
conseguimos incrementar el poder estadistico del test. Analizamos las deleciones de
D15S1548 y D15S1549 por separado, asi como las que incluyen a los dos marcadores
(Tabla 3.3). Segun los resultados de FBAT, existe una transferencia del alelo D15S1548
delecionado superior a la esperada en las familias autistas, que resulté estadisticamente
significativa usando cualquiera de los modelos del test: aditivo, dominante, recesivo o de
genotipo. También observamos que las deleciones largas y las de D15S1549 parecen
transmitirse con mayor frecuencia a la esperada en las familias autistas pero los valores

no alcanzan significacion estadistica.




Tabla 3.3. FBAT de las deleciones de D15S1548 y D1551549 en las familias autistas.

Alelo . -
Marcador | Modelo Genotipo Frecuencia | Familias S E(S) | Var(S) Z P
1 0,911 16 35,0 43,5 7,25 -3,157 0,00**
Aditivo
2 0,089 16 23,0 14,5 7,25 3,157 0,00**
1 0’91 1 0 *kkkk *kkkk
Dominante
2 0,089 16 23,0 14,5 7,25 3,157 0,00**
D1551548 1 0,911 16 6,0 14,5 7,25 -3,157 0,00%*
Recesivo
2 0,089 0 *kkkk *kkkk
11 0,821 16 6,0 14,5 7,25 -3,157 0,00**
Genotipo 12 0,179 16 23,0 14,5 7,25 -3,157 0,00**
22 0 0 *kkkk
1 0,931 11 28,0 32,0 6,0 -1,63 0,1
Aditivo
2 0,069 11 16,0 12,0 6,0 -1,63 0,1
1 0,931 1 b
Dominante
2 0,069 11 16,0 11,5 5,38 1,94 0,052
D1551549 1 0,931 11 6,0 10,5 5,38 -1,94 0,052
Recesivo
2 0,069 1 ke
11 0,862 11 6,00 10,5 5,38 -1,94 0,052
Genotipo 12 0,138 11 16,00 11,0 55 2,13 0,033
22 0 0 *kkkk
1 0,956 8 20,0 24,0 4,0 -2,0 0,045
Aditivo
2 0,044 8 12,0 8,0 4,0 2,0 0,045
1 0,956 0
Dominante
2 0,044 8 12,0 8,0 4,0 2,0 0,045
D15S1548-
1 0,956 8 20,0 24,0 4,0 -2,0 0,045
D15S1549 | Recesivo
2 0,044 0 b
11 0,911 8 4,0 8,0 4,0 -2,0 0,045
Genotipo 12 0,089 8 12,0 8,0 4,0 2,0 0,045
22 0 0

Andlisis de las deleciones observadas de 15q11.2 en 18 familias de autistas informativas. Alelo “1” es el alelo no
delecionado y el alelo “2” se corresponde con el delecionado. S, Transmision del genotipo a la descendencia observada;
E, Transmision del genotipo esperada segln el modelo de herencia mendeliano; Var, varianza; P, P valor; ** P valor
significativo después de la correccidn de Bonferroni (P <0.002).



1.3 Ausencia de reordenamientos en la parte mas telomérica de 15q11-q13

Continuamos con el analisis de reordenamientos de 15q11-q13 en autistas

genotipando siete marcadores mas, situados en sitios estratégicos, a lo largo de la region,
coincidiendo o lo mas cerca posible a CNVs, duplicaciones segmentarias y genes
candidatos para explicar la etiologia del autismo (Figura 3.1).
Seleccionamos cuatro microsatélites mas en 15g11.2 (D15S1550, D15S1021, D15S128 y
D15S1551) (Figura 3.1). D15S128 y D15S1551 coinciden con la posicion de CNV [55, 82]
y ademas con los genes SNURF/SNRPN vy el cluster de snoRNAs HBII-85
respectivamente. Sin embargo, no encontramos errores mendelianos ni evidencias de
ellos en ninguno de los cuatro marcadores y en ninguna de las dos poblaciones
analizadas.

Genotipamos también el marcador D15S1552 que coincide con CNVs [58, 82] y
situado entre los genes UBE3A y ATP10A, genes expresados en el alelo materno y
asociados a autismo [114], pero tampoco observamos ningun reordenamiento.

Finalmente, buscamos variaciones en el nimero de copias, en la region donde
esta codificado un cluster de subunidades del receptor de GABA (GABRB3, GABRAS5 y
GABRG3) que a la vez son genes asociados a autismo [107, 112, 113, 176, 294].
Analizamos D15S511 situado cerca del gap de secuencia que existe en la subunidad
GABRA5 y D15S1553 préoximo al gen GABRG3 y en un CNV, pero no observamos

reordenamientos en este locus.

1.4 Insercion en el gen  GABRG3

Comparando la secuencia del gen GABRG3 segun los ensamblajes de NCBI
(NC_000015.8) y Celera (AC_000058.1), detectamos in silico una insercién de 627 bp en
el sexto intron de dicho gen (Figura 3.6), coincidiendo ademéas con un gap de 100 Kb.
Confirmamos experimentalmente la presencia de esta insercion mediante PCR vy
secuenciacion en nuestras muestras controles y de familias de autistas. Observamos que
la frecuencia de la insercién estaba en HWE y era similar en ambas poblaciones (Tabla
3.1). Asi, nuestros datos demuestran que se trata de un polimorfismo que no parece estar

asociado con el desarrollo del autismo.
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Figura 3.6. Insercion en el sexto intrén del gen GABRG3.

A) Pipmaker de las secuencias de dos BACs (AC107457.2 y AC144918.1) contra la secuencia de la misma regién segun
Celera. Ambos dibujos reflejan la insercion considerando como referencia la secuencia de Celera. B) Comprobacién
experimental de la insercion mediante PCR. Se observan individuos heterocigotos (I, lll, IV, V, VI, VII), homocigotos para
la insercion (IX) y homocigotos para el alelo pequefio (I1'y VIII).
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2. ldentificacion de ncRNAs especificos de primates en la region

cromosomica 15q11.2 del genoma humano.

2.1 Seleccidbn de secuencias y estructuras secundarias en la region

cromosomica 15g11.2 que podrian corresponder a nuevos ncRNAs.

Diferentes clases de ncRNAs, como snoRNAs, snRNAs, miRNAs y piRNAs se han

identificado durante lo dltimos afios, pero se estima que s6lo una parte de ellos se
conocen Yy de los identificados hasta ahora, pocos han sido parcialmente caracterizados
en cuanto a funcion y patrones de expresion [27, 188, 189, 216, 298].
Consideramos que la region cromosémica 15g11.2 reunia condiciones que la convertian
en una regién candidata para codificar ncRNAs. Entre ellas destacan la presencia de
pequefias repeticiones en tandem (Figura 1.10), un bloque de duplicaciones segmentarias
y CNVs [55, 59, 66] que contribuyen a la inestabilidad de la regién y genes improntados
alrededor (Figura 3.7) [15, 72, 299]. Comenzamos su identificacion buscando estructuras
secundarias estables (dG<-30 Kcal/mol) de 100 nt a lo largo de aproximadamente 1 Mb
(chr15:21.483.000-22.477.000 (hgl8)), mediante el programa Mfold [110, 209]. Asi, entre
~2.10° secuencias iniciales obtuvimos 246 candidatas. Como una caracteristica comin
entre los NncRNAs es su conservacion a lo largo de la evolucion, comprobamos si estas
246 secuencias estaban conservadas en los genomas de chimpancé, macaco, raton, rata,
pollo y vaca y observamos que la mayor parte de ellas eran especificas de primates, por
lo que el tan usado parametro de la conservacion para identificar ncRNAs, no result6 util
para nuestro estudio. Entre estas 246 secuencias eliminamos las que coincidian con
elementos repetitivos (LINEs, SINEs, Alu, Simple repeats...) y nos quedaron 86
candidatos. Cuatro coincidian en la misma posicion pero se trascribirian en sentido
contrario y las llamamos con el mismo nombre terminado ena o b.

Entre los 86 candidatos seleccionamos 27 para comprobar su expresion
experimentalmente: los 20 que formaban estructuras secundarias més estables; los dos
Gnicos candidatos que coincidian con dos elementos repetitivos adyacentes, una
disposicién que habia observado Smalheiser et al. [197] en algunos miRNA y 5 candidatos
mas que estarian codificados en los extremos 5'UTR de los genes Necdin y Cl5orf2.
Incluimos estos 5 candidatos porque 1041 ncRNAs registrados en la base de datos

fRNAdb estan codificados en las regiones 5"UTR de otros genes [178].



2.2 Expresion y caracterizacion de nuevos ncRNAs

En primer lugar comprobamos la expresion de los 27 ncRNAs candidatos
previamente seleccionado, mediante Northern Blot, detectando 21 de ellos (77,8% de los
seleccionados) en tejidos de cerebro, higado, rifidn y testiculo. Los niveles de expresion
de estos 21 ncRNAs son muy bajos, ya que no fue posible detectarlos utilizando menos
de 50 pg de RNA total, mientras que normalmente es suficiente con 20 pg [300, 301]. La
mayor parte de ellos se transcribian a partir de la cadena (-) del DNA (Figura 3.7). Los
NncRNAs RNA61, RNA11l_2 y RNA70 coinciden con la posicion de intrones del gen
PWRN1 pero se trancriben en sentido contrario. RNA 61_2 se solapa con un exon de
PWRNZ2 y se podria producir como consecuencia de diferentes procesos de splicing del
gen [194]. De todas formas RNAG61_2 ha sido identificado por homologia con RNA61_1y
no podemos asegurar que se transcriba, correspondiendo en este caso la transcripcion a
PWRNZ2.
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Figura 3.7. Disposicion de los ncRNAs identificados en la regién cromosémica 15q11.2.

Sobre la linea que representa al cromosoma estan representados los genes que se transcriben desde la cadena (-) del
DNA (de teldmero a centrdmero) y debajo de ella los codificados en la cadena (+) del DNA (de centrémero a telomero).
Las barras azules corresponde a piRNAs, las negras a genes codificantes (NDN, PWRN1 y PWRN2 y C150rf2) y las
rojas a los ncRNAs identificados en este estudio.

Entre los 6 candidatos que no detectamos mediante Northern blot se encuentran
dos de los que estaban localizados en la misma posicion que otro candidato, pero se
expresaban en sentido contrario. Segun los resultados de Randfold [213], eran més
estables las estructuras secundarias formadas por los candidatos que se expresan.

Observamos bandas del tamafio de un miIRNA maduro en los blots
correspondientes a los candidatos RNA61 y RNA274 (Tabla 3.4, Figuras 7R y 8R) y
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comprobamos sus patrones de expresion con la misma técnica utilizando 16 tejidos
diferentes: adiposo, vejiga, cerebro, Utero, colon, eséfago, corazén, pulmén, placenta,
prostata, bazo, testiculo, higado, rifibn, ovario y muasculo esquelético. Detectamos los
precursores de ambos mMiRNAs en todos los tejidos excepto en ovario y musculo
esquelético, con un tamafio de 63nt el pre-miRNA RNAG61 y de 53 nt el pre-miRNA
RNA274. Sin embargo, la forma madura de RNA274 no se apreciaba ni en Gtero ni en
corazon y el RNA61 maduro sélo se observaba en cerebro (Figura 3.8 y 9R). Para
comprobar si la ausencia de banda correspondiente a las formas maduras se debia a los
limites de deteccién de la técnica, realizamos experimentos de Primer Extension.
Utilizamos RNAs de tejidos de cerebro, testiculo y Utero para comprobar la expresion
RNA274 y asi vimos la forma madura también en Utero, por lo que probablemente la
ausencia de banda correspondiente a la forma madura de RNA274 en algunos tejidos, se
deba a que sus niveles de expresidbn son mas bajos a los limites de deteccion del
Northern. Ademas, observando con detalle el blot, vemos que los tejidos donde la banda
del precursor es mas débil son los mismos que en los que no se detectan las formas
maduras, corroborando el resultado anterior. En el caso de RNA61 no fue posible
desarrollar con éxito los experimentos de Primer Extension debido a la ausencia de
primers especificos en la secuencia del precursor. Es de esperar que al igual que
RNA274, RNA61 es procesado en los tejidos donde se expresa su precursor y la ausencia

de banda se debe a su bajo nivel de expresion.
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Figura 3.8. Expresion del miRNA RNA274.
A) Blot mostrando el patrén de expresién de RNA274 en 16 tejidos diferentes. B) Comprobacion de la expresion del
miRNA maduro en cerebro, testiculo y Utero por Primer extension.
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Figura 3.9. Expresién del miRNA RNA61.
El blot muestra el pre-miRNA (63 nt) en los tejidos de cerebro y testiculo mientras que la forma madura (21 nt) sélo se
aprecia en cerebro

Segun el patron de banda observado para los demas ncRNAs identificados, se
pueden diferenciar dos tipos: el primero lo forman los ncRNAs para los que sélo hemos
observado una banda con tamafios comprendidos entre 61 y 93 nt (RNA21, RNA28,
RNA67, RNA106, RNA195a, RNA195b and RNA478) (Tabla 3.4 y Figura S1) y el segundo
lo forman aquellos ncRNAs para los que hemos detectado mas de una banda (RNA5a,
RNA5b, RNA7, RNA11, RNA23, RNA34, RNA49a, RNA49b, RNA51, RNA78 y RNA514)
(Tabla 3.4 y Figura S2).

Debido a que este patron de bandas observado no corresponde a ninguna clase
de ncRNAs conocidos hasta ahora, también comprobamos la expresién de estos ncRNAs
mediante Primer Extension que ademas aporta informacién sobre la posicién del extremo
5" de los transcritos.

Para RNA49a detectamos dos bandas por Primer Extension (Figura 3.10a), de 22
y 26 nt, que podrian corresponder a cualquiera de las observadas en el blot (28 y 45 nt).

En el caso de RNA49b, los dos transcritos observados en el blot de 39 y 89 nt,
fueron detectados por Primer Extension como bandas de 22 y 42 nt respectivamente.
Ademas con esta ultima técnica observamos una banda adicional de 63 nt que podria ser

el extremo 5" del transcrito primario.
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El tamafio de banda observada para RNA70 fue de 67 nt, el mismo que tenia su
correspondiente banda en el blot. Asi identificamos los extremos 3" y 5° del ncRNA.

El transcrito sintetizado para RNA106 mediante Primer Extension era de 55 nt 'y
corresponde con el extremo 5" del ncRNA de 70 nt detectado por Northern Blot.

Comprobamos sin éxito con esta técnica la expresion de RNA23, posiblemente
porque el Unico primer especifico que encontramos en su secuencia estaba en su extremo
3" y la transcripcion reversa no funciond o el nivel de transcrito sintetizado estaba por
debajo de los limites de deteccién. Tampoco fue posible detectar RNA5a, RNA7, RNA11,
RNA34, RNA51, RNA61, RNA78, RNA195a, RNA478 y RNA514 mediante transcripcion
reversa, en estos casos posiblemente por la falta de especificidad de los primers. Por este
motivo no intentamos esta técnica con los demas ncRNAs para los que no encontramos
primers especificos. La expresion de RNA28, RNA61, RNA67 y RNA78 fue comprobada
por Northern Blot utilizando dos sondas diferentes (Figura 3.10b).
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Figura 3.10. Comprobacion de la expresion de ncRNAs.

A) Primer extesion para detectar RNA49b. B) Blot de RNA28 con dos sondas diferentes: 28N5 y 28N3 disefiada en los
lados 5"y 3" del hairpin.
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Tabla 3.4. Validacion experimental y caracterizacion bioinformatica de los ncRNAs identificados en la
region 15q11.2.

Northern Blot Primer extension MiRscan | RandFold RNAz
ncRNA Tamario de la Tamario de la banda
banda (nt) [transcrito] (nt) score P valor z-score SCI P valor
RNA5a 40, 60, 70, 90 0 0.58 2,23 0,95 0,13
RNAS5b 83,100 i 0.72 0,28 0,98 0,03
RNA7 50, 62, 72, 90, 99 0 0.13 -1,44 0,91 0,34
RNA11 28, 56,100,120 0 0.00 -4,63 1 0,99
RNA21 63 b 5,79 0.00 -7,36 0,99 0,92
RNA23 50, 106 0 0.00 -11,84 0,96 0,51
RNA28 75* b 12,25 0.00 -7,01 1 0,79
RNA34 28, 45, 60, 82 0 0.00 -3,05 0,95 0,98
RNA49a 28,45 22, 26[28 0 45], 76[7] 0.00 2,41 0,86 0,83
RNA49b 39,89 22[39], 42[89], 63[7] 0.00 -3,42 09 0,98
RNA51 41,60 0 0.00 -3,07 0,79 0,94
RNAG61 22,63* 0 0.00 -3,78 0,98 0,99
RNAG67 93* i 0 0.00 -2,82 0,96 0,98
RNA70 67 67[67] 14,34 0.36 -1,41 1 0,72
RNAT78 65, 90, 100~ 0 0.34 -1,15 0,57 0,06
RNA106 70 55[70] -19 0.25 -1,32 0,93 0,57
RNA195a 89 0 6,39 0.26 -0,45 0,78 0,08
RNA195h 61 b 7,43 0.74 -0,65 0,97 0,09
RNA274 21,53 21[21] 0.00 -1,79 1 0,91
RNA478 74 0 10 0.00 -5,94 0,98 0,91
RNA514 50, 72, 100 0 0.00 -3,06 0,85 0,91

*, ncRNA detectados mediante Northern Blot utilizando dos sondas diferentes; los nimeros entre corchetes se refieren al
tamano del transcrito al que corresponde la banda observada con Primer Extension; ****, ncRNAs para los que no hemos
realizado transcripcion reversa.

2.3 Definicion de las secuencias de los ncRNAs identificados en 15q11.2

En este punto de la caracterizacion de los ncRNAs identificados en 15q11.2,
compilamos la informacion que teniamos sobre ellos (tamafio real, estructura secundaria y
extremo 5° en algunos casos) para limitar qué bases del primer ncRNA predicho de 100
nt, corresponden al ncRNA que se expresa y con estructura secundaria estable.
Eliminamos base por base desde los extremos 5 y 3" del hairpin de 100 nt, hasta
conseguir la estructura mas estable, del tamafio adecuado y que incluia las sondas y

primers utilizados para la validacion de su expresion (Figura 3.11). En los casos en los



que se detectaron mas de una banda, analizamos la estructura secundaria que le
corresponderia a cada uno de los transcritos observados, mayores de 50 bases, y
consideramos la mas estable para el resto del estudio. En todos los casos esta resultd ser
la de mayor tamario, a excepcién de RNA11 en el que la secuencia que al plegarse puede
formar un hairpin es la de 56 nt. La energia libre de todos estas formas también fue
calculada por Mfold [110, 209]. Las secuencias estdn descritas en la Tabla S1 y sus
estructuras secundarias finales en la Figura S3.

En el caso de RNA49a como los transcritos detectados son pequefios para formar
una estructura secundaria estable, nos basamos en los resultados del estudio
bioinformatico explicado en el siguiente apartado para predecir la secuencia de su posible
precursor, aunque este no haya sido detectado experimentalmente.

Suponemos que los transcritos mas pequefios son producto del procesado de los
hairpins, pero con la informacion disponible no es posible predecir sus secuencias, ni
identificar cual es la forma funcional. Las bandas mayores de 56 nt detectadas con la
sonda para RNA11l deben ser sus precursores pero tampoco se pueden predecir las
secuencias de estos, hasta que no se conozcan sefiales caracteristicas de ncRNAs en la
secuencia primaria o se tengan mas detalles sobre su transcripcion.

Los dos miRNAs (RNA61 y RNA274) fueron ademas analizados con MiRscan
[177], un software que se ha utilizado para filtrar secuencias que podrian corresponder a
miRNAs [300] y que ademés hace una prediccién de la posicion de la forma madura en la
secuencia del hairpin. La limitacién de este programa en nuestro estudio es que para filtrar
miRNAs candidatos (score>10) [300] se basa en la conservacion a lo largo de la evolucién
y los miRNAs identificados en 15g11.2 son especificos de primates, por lo que en este
caso solo consideraremos la prediccién del miRNA maduro. Para el andlisis con MiRscan
de RNAG61 utilizamos sus correspondientes secuencias ortélogas en los genomas de
chimpancé y macaco. EI miRNA maduro predicho por MiRscan se solapa con la sonda
con la que lo detectamos y esta localizado en el extremo 5 del pre-miRNA. Sin embargo,
las predicciones de MiRscan para RNA274 no fueron reproducibles, posiblemente debido
a que solo estd conservado en el genoma de chimpancé. Observando su estructura
secundaria, vemos que eliminando las bases que forman el loop final, el lado 5" del hairpin
mide 21 nt, el tamafio del miRNA maduro, y coincide con la region a la que se unirian la
sonda y el primer utilizado para su deteccion. Asi deducimos que estos 21 nt forman la

secuencia del miRNA maduro (Figura 3.11).



RNA274

Figura 3.11. Definicion de las secuencia del pre-miRNA y miRNA maduro RNA274.

El dibujo se refiere al hairpin predicho para el primer candidato RNA274 de 100nt. En rojo esta sefialada la region donde
se uniria la sonda utilizada para su deteccién mediante Northern Blot. Como el tamafio observado del pre-miRNA es 53
nt, la regién azul es la parte del primer hairpin que corresponde al pre-miRNA. Finalmente, como la forma madura esta
en el extremo 5 y mide 21 nt, su secuencia la componen las 21 bases que van desde el loop hasta el extremo 5 del
dicho pre-miRNA (verde).

2.4 Anélisis bioinforméatico de los nuevos ncRNAs

Una vez comprobada la expresion de los nuevos ncRNAs y definidas sus
secuencias, realizamos un analisis bioinformatico de las mismas con el fin de encontrar
evidencias adicionales que soporten los resultados experimentales y caracterizar mejor
los ncRNAs de 15q11.2.

Consideramos la posibilidad de que los ncRNAs para los que s6lo habiamos
detectado una banda de tamafos entre 61 y 93 nt fueran pre-miRNAs, para los que no
habiamos detectado la forma madura, y analizamos estds secuencias con MiRscan. La
sensibilidad de este programa considerando un score >10 es del 75% [302], y teniendo en
cuenta que para asignar este score se basa en la conservacion, resulta facil entender que
mMiRNAs como RNA61 y RNA274 no pasen este filtro. Por el contrario, puede ser una
herramienta util para seleccionar candidatos. De hecho tres de los ncRNAs identificados
en 15g11.2 (RNA28, RNA70 y RNA478) podrian ser miRNAs segun las predicciones del
programa MiRscan, a pesar de que la forma madura correspondiente no han sido
detectadas experimentalmente (Tabla 3.4).

También analizamos la estabilidad de las estructuras secundarias formadas por los
NncRNAs recién identificados con el programa Randfold [213]. Dicha estabilidad se
cuantifica con un P valor <0,01 y se ha estimado que el 90% de los miRNAs tienen un P
valor <0.01, caracteristica de 13 de los ncRNAs identificados en 15q11.2, incluidos los dos

mMiRNAs (Tabla 3.4) detectados y dos de los predichos. Sin embargo, en el caso de otros



NcRNAs con estructuras secundarias conocidas, como los tRNAs y rRNAs, este P valor no
es significativo para su caracterizacion, ya que sélo menos del 50% de los rRNAs y del
8% de los tRNAs tienen P valores <0,01 [213]. Esto significa que la estabilidad de las
estructuras secundarias medidas con este programa es un pardmetro adecuado para
filtrar predicciones de miRNAs, pero que para otros tipos de ncRNAs, este P valor sélo
supone informacién adicional sobre la estabilidad de sus estructuras secundarias y no se
debe utilizar como filtro de seleccion hasta que se hagan estudios mas detallados que
incluyan otros tipos de ncRNAs.

Con los programas CMsearch [296]y FastR [55, 221] concluimos que los ncRNAs
de la regién 15q11.2 no forman parte de las familias de ncRNAs identificadas hasta ahora.

Finalmente, las 21 secuencias fueron analizadas con RNAz [85, 217], un software
desarrollado para predecir ncRNAs basandose en la estabilidad de la estructura
secundaria y su conservacion en diferentes especies. De este programa consideramos
tres pardmetros: z-score, Structural Conservation Index (SCI) y su P valor. Valores
negativos del z-score indican que la estructura secundaria resultante es la mas estable de
las formadas, combinando aleatoriamente las bases de una secuencia dada, por lo que
tiene el mismo significado que el P valor de Randfold. z-scores <-3 corresponden a
estructuras secundarias muy estables. Sin embargo, este valor no es muy fiable cuando el
NncRNA esta conservado en pocas especies y el porcentaje de identidad entre las
diferentes secuencias es elevado como ocurre en nuestro estudio. Asi en este caso, el P
valor de Randfold es mas adecuado para medir la estabilidad de las estructuras
secundarias que el z-score de RNAz. Comparando los resultados obtenidos de ambos
programas en este estudio, los ncRNAs con P valor <0,01 son los mismos que los que
tiene z-score <-3 (Tabla 3.4). El valor del SCI debe ser proximo o superior al porcentaje de
identidad entre las diferentes secuencias ortélogas para considerar que la estructura
secundaria de un determinado ncRNA esta conservada en las diferentes especies. Esta
caracteristica la cumplen todos los ncRNAs identificados en15g11.2. Finalmente, el z-
score y el SCI se combinan para dar un P valor. Se ha establecido que se pueden
considerar ncRNAs los alineamientos con P valor >0,5 [217]. Segun esto, tenemos datos
adicionales que soportan que 15 (71%) de los ncRNAs identificados en 15g11.2 sean
NncRNAs (Tabla 3.4). Al observar la Tabla 3.4 vemos que los ncRNAs con P valor <0,5 son
los que tienen z-scores mas altos y la contribucién de este parametro al P valor final
explicaria este resultado. Es decir, que 6 ncRNAs no son considerados como tal por el
programa RNAz porque la estabilidad de sus estructuras secundarias no es
estadisticamente significativa, una caracteristica que como hemos explicado antes no es

necesario ni suficiente para seleccionar ncRNAs, por lo que serian necesarios otros



programas basados en otras caracteristicas de los ncRNAs para considerar que lo que

hemos detectado experimentalmente con estas seis sondas no corresponde a un ncRNA.

2.5 Prediccion de posibles targets de los miRNAs identificados en 15q11.2

Predecir la funcion de un determinado ncRNA a partir s6lo de su secuencia, es hoy
imposible, pero en el caso de los mMiIRNASs, que se conocen sus mecanismos de accion, se
han desarrollado programas que predicen qué mRNA pueden ser targets o dianas de un
determinado miRNA.

Escaneamos la secuencia de los extremos 3'UTR, de todos los transcritos del
genoma humano registrados en el esamblaje hgl7, como posibles targets de los miRNAs
RNA61 y RNA274 con el programa miRanda [289]. Identificamos 289 y 528 posibles
targets de RNA61 y RNA274 respectivamente. Sorprendentemente 269 (93%) de las
predicciones para RNA61 son comunes para RNA274, lo que indica que ambos miRNAs
podrian participar en los mismos procesos celulares. 37 de estos mMRNAs podrian ser
reconocidos por cualquiera de los dos miRNAs identificados en 15q11.2 en mas de una
posicion y de los 259 targets especificos de RNA274, 122 también podrian ser
reconocidos en varias posiciones.

Analizamos las funciones de los targets predichos con miRanda para hacer una
estimacion de la funcién de estos miRNAs. Dado que la mayor parte de los targets de
RNA61 (93%) lo son también de RNA274, los porcentajes dados a continuacion se
refieren a los 548 targets juntos (269 comunes, 20 especificos de RNA61 y 259
especificos de RNA274). Las variaciones considerando los tres grupos por separado son
minimas y en la Tabla S2 estan especificados cuales son comunes y cuales especificos
de cada miRNA. Observamos que el grupo con mas representantes (11%) es el de targets
gue participan en el desarrollo y mantenimiento del SNC, seguidos con diferencia, por 5
grupos con porcentajes de representacion similares: el grupo de genes que participan en
la regulacion de la expresion génica (factores de transcripcidn, proteinas que actdan en
splicing, ribonucleoproteinas, etc), y los que codifican proteinas asociadas al desarrollo
del cancer (oncogenes, supresores tumorales, genes sobre-expresado en cancer, etc)
suponen un 6,6% de los targets totales cada uno; los que participan en las rutas de
sefalizacion celular y los que codifican Open Reading Frames (ORF), son un 5,1% cada
grupo; y el menos representativo pero por poca diferencia, es el grupo de genes que
actian en la defensa frente a otros organismos (4,7%). Curiosamente, dos targets
comunes de RNA 61 y RNA274 (ATXN2L y NUDT18) y uno especifico de RNA274

(APTX) estan asociados con distintos tipos de ataxias, una enfermedad



neurodegenerativa; dos de los targets predicho para RNA274 forman parte del sistema
GABAergico (ABAT y SLC3A1), un sistema alterado en pacientes con autismo [303-306] y
dos predicciones mas (DGCR2 y CLTCL1) estan asociados con el desarrollo del sindrome
de Di George (Tabla S2), sugiriendo un papel de estos miRNAs en la etiologia de estas

alteraciones o enfermedades.



Material Suplementario

Tabla S1. ncRNAs identificados en la region 15q11.2: posicion, energia libre, conservacion y

secuencias.
Secuencias
RNA5a
Posicion chr15:21483570- 21483629 5'GCAGCGACGGGCAGGGCGGGGCGGCGGCGGGACGCGGCACUGCGC
dG (KcallMol) 352 CUGCGCGACCGCGGC_3"
Conservacion Pan, Rhe
RNA5b
Posicién chr15: 21483532-21483631 5’AGGCCGCGGUCGCGCAGGCGCAGUGCCGLGUCCcGLeaeeaeece
GCCCUGCCCGUCGCUGCGGAAGGCGCCGCGCGCAGCAACGCGCACUU
dG (Kcal/Mol) -46.1 CCUCUCCA 3°
Conservacion Pan, Rhe
RNA7
Posicion chr15:21486775-21486874 5'GGAAGGGGGGUCACCCCAGAGCCUCUAGUGGGAAGUGCGCAUGCUC
GCAGUGCAGGGGCCCAGAGGCCCUGGAUGAAAUGUGAAUCCUCUGGC
dG (KcaIIMoI) -41.9 ucuuce 3’
Conservacion Pan, Rhe
RNA11_1
Posicion chr15:22043534-22043589 5'UUGGGAUGGAGUUUUGCUCUUGUAGCCCAGGCUGGAGUGCAGUGAC
dG (Kcal/Mol) -29.9 UCCAUCUCAG_3"
Conservacion Pan
RNA11_2
Posicion chr15:22356680-22356735 5'UUGGGAUGGAGUUUUGCUCUUGUAGCCCAGGCUGGAGUGCAGUGAC
dG (Kcal/Mol) -29.9 UCCAUCUCAG_%’
Conservacion Pan
RNA11_3
Posicion chr15:21968500-21968555 5"_UGGGGAUGGAGGUUUGCUCUCGUAGCCCAGGCUGGAGUGCAGUGA
dG (KcaliMol) -29.9 CUCCAUCUCAG_3’
Conservacion Pan
RNA21
Posicién chr15:22464516-22464578 5"_CUCUUGAGGUUUGCUUCUUGCUAUCUGAAGUUUAUACCAGAUGGCA
dG (KcallMol) -37.4 AGGAGCAAACCAAGGAG_3’
Conservacion Pan, Rhe
RNA23_1
Posicién chr15:22085280-2085385 5"_CAAAAUUCAGUCAACCUCCUAAAUUAUGUGAGUUUUUGUUUUUGUA
UGUGAGUUUCUGCAUACACAUAAAGAAACUCCCAUAGUUUAGGAGGUU
dG (Kcal/Mol) -59.5 GACUGAAUUUUG_3
Conservacion Pan, Rhe
RNA23_2
Posicion chr15:22251959-2252064 5"_CAAAAUUCAGUCAACCUCCUAAAUUAUGUGAGUUUUUGUUUUUGUA
UGUGAGUUUCUGCAUACACAUAAAGAAACUCCCAUAGUUUAGGAGGUU
dG (KeallMol) 595 GACUGCAUUUUG_3’
Conservacion Pan, Rhe
RNA23_3
Posicion chr15:21921339-1921444 1 5+ CAAAAUUCAGUCAACCUCCUAAAUUAUGUGAGUUUUUGUUUUUGUA
dG (Kcal/Mol) -59.5 UGUGAGUUUCUGCAUACACAUAAAGAAACUCCUAUAGUUUAGGAGGUU
.. GACUGAAUUUUG_3’
Conservacion Pan, Rhe




RNA28

Posicion chr15:21584052-21584126 5"_UCUAUCCUCAUCAUCUGUGCUCAUUCCUAGAACCAUUUUCUGGCUU
dG (KcallMol) 336 CAGAAUGGGCACAGCUGCUGAGGACAUGC_3’
Conservacion Pan
RNA34
Posicion chr15:21557858-21557939 5 _GGGGAGGGGAGUGGUUGGGGGCUGGGGAGAUGCUGGCUGUGCUG
dG (Kcal/Mol) 348 CUUCUCUGUUCUAACCCUUGCAGCCUAUUCUUCUCuUU_ 3’
Conservacion Pan, Rhe
RNA49a
Posicion chr15:21557063-21557155 5_AGGGAGGAGAGAGGGACAAAAGGGGGACCCUCUGCCCUCAGGAGA
UUCUGCUAGGAGCACUGGCCACCCCUUUGUCUCUCAGCucucuucucu
dG (KcallMol) -47.9 3
Conservacion Pan, Rhe
RNA49b
Posicién chr15:21557066-21557154 5_GAGAAGAGAGCUGAGAGACAAAGGGGUGGCCAGUGCUCCUAGCAG
dG (Kcal/Mol) 405 AAUCUCCUGAGGGCAGAGGGUCCCccuuluGUcccucucuccuc 3
Conservacion Pan, Rhe
RNA51
Posicion chr15:21558473-21558532 5 _GGGAGGGGCAAGCCGUGAGCCCUCCCGUUGAGAGGAGGGGGCUUC
dG (Kcal/Mol) -37.2 CGGCCUUGCACUCUC_3"
Conservacion Pan, Rhe, Mm, Rn, Can, Bos
RNA61_1
Posicion chr15:22349946-22350008 5"_GUGCAGAGGUAGCUGCCGGAAGGGUAUGGACUUCUAUUACCCUUU
dG (KcaliMol) 318 UGGUAGUCACGGUGGCAC_%’
Conservacion Pan, Rhe
RNA61_2
Posicién chr15:21961819-21961881 5_GUGCGGAGGUAGCUGCAGGAAGGGUAUGGACUACUAUUACCCUUU
dG (KcallMol) 318 UGGUAGUCACAGUGGCAC_3’
Conservacion Pan, Rhe
RMA61_3
Posicién chr15:22177395-22177456 5_GUGCGGAGGUAGCUGCAGGAAGGGUAUGGACUACUAUUACCCUUU
dG (KcaliMol) 318 UGGCAGUCACGGUGGCA_3’
Conservacion Pan, Rhe
RNA67
Posicion chr15:22451398-22451490 5_UGAAUGACCACUCAUCCUUGGGCUUGUUGCAAGACAGCCAUGCUAU
GUAAAAGCAUCUGUCUUUUUGCAGACAGGAAUAAGAUGAAGGAUUCA_3
dG (KcallMol) -30.2 .
Conservacion Pan, Rhe
RNA70
Posicién chr15:22417931- 22417997 5_GCAGUGGCAGCACACUGAAGAGCACAUGCCUCAGCUGGGAUAGGG
dG (KcallMol) 252 CACUGGUGGUUGCUGGACUGCU_3’
Conservacion Pan
RNA78
Posicion chr15:21594294-21594358 5_CACGUACCUGCUGGGCCUCUGCCGUGGGACGAGGUCCCUGCGGAA
dG (Kcal/Mol) 308 GGUGUCUGUGCGAGGGCGUG_3"
Conservacion Pan, Rhe, Mm, Rn
RNA106
Posicion chr15:22138304-22138373 5"_AGGCCGGCGCUAAGGGCCCCGUAUGGCGGUACCGCAGUGGGAGCU
dG (KcaliMol) 293 GUUGGGGUGGAGCAGAGGCCAGGUG_3
Conservacion Pan, Rhe




RNA195a
Posicion crSZ2ATTE-224TI82 | 5 |)GCCGEUBGCAGGUGUUGCACCGCGUGGCCUCUAUGAGGGAACUG
dG (Kcal/Mol) -43.5 CUGGGGCCUGCGGGCCCAUCGCCAGAGCUCUUGUCACCUGGGCG 3
Conservacion Pan, Rhe

RNA195b
Posicion chr15:22471785-22471845 5_GCCCAGGUGACAAGAGCUCUGGCGAUGGGCCCGCAGGCCCCAGCA
dG (Kcal/Mol) 231 GUUCCCUCAUAGAGGC_3’
Conservacion Pan, Rhe

RNA274
Posicion chr15:22273478-22273530 5"_AGCCUCCCCGGGGGACAGGGCCCACUCACUCCUCAACGUCcuuUcce
dG (KcaliMol) -16 AUAGGCU_3
Conservacion Pan

RNA478
Posicién chr15:21739950-21740023 5_GCACAUAUGCACAAUCCUCAUUCAGCCUGUUUCCAUCUCUUGGAUC
dG (Kcal/Mol) -33.1 AUGGCAUGGAGGGUUGAGCAUAUGUUGU_3"
Conservacion Pan, Rhe

RNA514
Posicién chr15:21605773-21605872 5_GGCAGCCUGCGCCCAAUAGGUGGGAUUCUAUGUCAAUCCACUGUG

UUUUCACAGUGAUGGGCCAUAGGAUCCCUGAGCUCAUUUGGAGCUAUU

dG (Kcal/Mol) -45.3 CAGGCUA_3
Conservacion Pan, Rhe

Pan, PanTro2 (chimpancé); Rhe, RheMac2 (macaco); Mm, mm8 (Raton); Rn, 4 (Rata); Can, CanFam2 (Perro); Bos,
BosTau2 (Vaca). Las bases marcadas en rojo son las secuencias de los miRNAs maduros comprobados
experimentalmente y las marcadas en azul son los miRNAs predichos segun miRscan.



Tabla S2. Prediccion de targets para los miRNAs RNA61 y RNA274a.

Funcion del target RNAG61 RNA274 RNA61 y RNA274

LHX3, KIAA0562, CHD5, ACOT7,
NFASC, SYT7, EML1, CES2, EPHAS8, BAI2, DAB1, PTGERS,

FXR2, CDK5R1, C1QL1, NBPF4, EFNA3, ABAT, ATXN2L,
Desarrollo y SGSH, BRE, ACCN4, DOC2A, SMPD3, FA2H, GAS?,
funcionamiento del SNC DGCR2, CLTCLA, HIYPB, PIPEK1C, CTXN1, KIF1A, DRD3,
BSN, PRR7, LAT2, DCAMKL2, TPPP, SYNGAP1,
CNTNAP2, ADAM9, SLC32A1 | GFRA2, NUDT18, NPDC1, CABP1,
OPRS1
ILF3, TRMU, PADI3 KIF17, ANKRD30A, MRPL43, DDX11,
. CUGBP2, RPP30, VENTX, SOLH, PARN, MNT, CAMTA2,
Regulacion de la SOX11, SOX18 MTGH1, SFRSS, GLIS2, MEDQ, MRPL12, LMNB2, JUND,
expresion genica BRUNOLS5, RFX1, SNRP70), SF4, GRLF1, HNF4A, RREBH,
HDAC4 HOXA3, PPARD, LHX3
Crecimiento, RASGRP4, CRX, RBBP9
prgllferac_loq,'dlwsmn y FGFR2, PPP2R5B CDC25 A MPP2
diferenciacion celular
C1orf38, C1orf113, C1orf183, Clorf102, CHorfe, C1601T,
C1orf6d, G11orf65, C170rf82, C170rf56, C180rfA5
Open reading frames Clorf27 C120rf47, C140rf166, ’ ’ ’
C20rf24, C200rf71, C210rf34,
Cldorid3, C210rf59, C70rf20, | o4 195 200126, Corf20
C8orf13, C90rf16, C9orf7 ’ ’
PRDM2, ITIHS, IGF2AS, PPARD, MUC1, PCNXL2, THRSP,
TRAF7, AMFR, RAD51C, BCL7A, WNT3, RAB4B, HIC2
Desarrollo de cancer ABTB1, CDCP1 TMEM16G, BAGE4, BAGES, ' ! ' '
DLEC1, TNFAIP3, KIAA0828,
TIAMT, LIF, C1QTNFS, MTUSH, WNT58B, PTGES, STC?
THBS2, ABL1, LOXL1 , ’ '
Asociados a sindromes y APTX, SLC32A1, DGCR2,
enfermedades CLTCL1, FXR2, HYPB, EML, ATXN2L, NUDT18,
neuroldgicas LAT2
CSF1, CXCL12, PLA2GAD, PTGES, IRF4, IL28RA, CXCL12,
Defensa CD5 ATRN, RALY, MUC4, MMP25, CD300LB, CLECAM,
RAETAG, ILF3 IGSF4C, HS1BP3, OPRS1

GPR153, ETNK2, ADRBK1,
MRGPRF, PZRX7, MAP3K3, ITPKB, LPHN1, VASP, FARP2,
ADCYAP1, DIRAS1, DUSP2, GNAZ, PTK7, PCTK1. CABP1
PREX1, MAPKAPK3, , PTRT, :
PTPDC1, MPP2

Seializacion celular

SLC32A1, TRPC4AP APOL4, SLC22A7, SLC9A1, STK40,
Transportadores SLC9A1, YKT6, ABCAZ2, CACNA2D4, ABCBY, ABCD4,
CACNA1H, RANBP3 ABCC12, ABCC3

Genes marcados con letra negrita son aquellos en los que se han predicho mas de un sitio de interaccién mMRNA-miRNA.



Caracterizacion de la region cromosémica 15q11-g13 del genoma humano.

Resultados Variabilidad genémica en el autismo e identificacién de ncRNAs.
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Figura S1. Blot de ncRNAs para los que s6lo hemos observado una banda.
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Caracterizacion de la region cromosémica 15gq11-q13 del genoma humano.

Variabilidad genémica en el autismo e identificacion de ncRNAs. Resultados
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15g11-g13 del genoma humano.
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Discusion

En este apartado se describird la relevancia de los resultados previamente
expuestos para entender la organizacion de la region cromos6mica 15q11-q13 y su papel
en el desarrollo del autismo y otros trastornos del SNC, integrandolos con los datos y
resultados de estudios anteriores.

La compleja estructura de las duplicaciones segmentarias de 15q11-q13, los CNVs
y la presencia de gaps, convierten al5q11-q1l3 en una region inestable y muy variable.
Algunas de estas variaciones han sido asociadas a enfermedades. Hoy sabemos que
deleciones de 15011-g13 son la principal causa de AS y PWS [307, 308] y duplicaciones
de la misma es la alteracion citogenética mas frecuente en pacientes con autismo [74,
158, 168, 169, 309, 310]; pero también se ha encontrado asociacién de genes codificados
en 15q11-gq13 con el trastorno autista [107, 110, 112-114, 136, 174-176, 294, 311] y
microrreordenamientos de 15q11.2 en pacientes con RTT [178], por lo que es probable
gue existan variaciones submicroscopicas de esta region asociadas al autismo u otras
enfermedades. Por otro lado, mientras diferentes estudios sugieren la asociacion de las
variaciones gendmicas con un determinado fenotipo [67, 79], aln se conocen variaciones
sin fenotipo asociado. Para esta tarea es importante conocer las secuencias funcionales
gue contiene cada variacion. Dada la importancia que estdn adquiriendo en nuestros dias
las regiones no codificantes del genoma y las cifras de predicciones de ncRNAs frente a la
de genes codificantes [230, 312], la identificacion de nuevos ncRNAs puede ser clave

para explicar diferencias entre individuos de la misma especie.

Variabilidad genémica de 15q11.2

En la regiébn 15ql11.2 se habian observado microrreordenamientos en tres
pacientes con RTT mediante la genotipacidén de los marcadores D16S646 y D15S817. En
las muestras analizadas en nuestro estudio no encontramos evidencias de
reordenamientos ni en las frecuencias, ni en la transmision alélica de D15S646. Longo et
al. [178] identificaron deleciones maternas de este marcador, en 2 de 63 pacientes con
RTT no relacionados entre ellos y en dos hermanos sanos de uno de los pacientes. La
presencia de le delecién en individuos sanos sugiere que no estd asociada al desarrollo
de la enfermedad, sin embargo, no identificaron esta delecién en ninguno de los 200
muestras controles analizadas. Es probable que se trate de una delecion rara y/o mas
frecuente en la poblacion italiana o que esté asociada a RTT pero no a autismo. En el

mismo estudio identificaron una duplicacion paterna de D15S817 en un solo paciente, y



como la delecion de D15S646, este reordenamiento tampoco se observd en ningun
control. A pesar de intentar amplificar D15S817 de manera especifica, con diferentes
parejas de primers, incluidos los utilizados por Longo et al., la forma en que se heredaban
los alelos nos indicaba que estdbamos amplificando dos regiones a la vez, por lo que no
consideramos D15S817 un marcador informativo para definir reordenamientos de
15g11.2.

En la misma region de duplicaciones segmentarias nosotros identificamos
deleciones de tamafios variables a ~330 Kb de D15S646. Las deleciones incluyen solo el
marcador D15S1548 o pueden incluir también a D15S1549, pero nuestros datos sugieren
gue las deleciones de este ultimo son sélo parte de deleciones mas largas. De todas
formas debido a los limites de la genotipacion de microsatélites y de los SNPs del
proyecto HapMap, no podemos descartar la posibilidad de que existan deleciones de
D15S1549 independientes de D15S1548.

Para definir los limites de la delecion combinamos nuestros datos con los del
proyecto HapMap. Solo dos casos resultaron informativos para este tipo de analisis. Asi,
limitamos le delecién de D15S1548 a ~44 Kb y las deleciones D15S1548-D15S1549 a
~62 Kb (Figura 3.5). Como nuestros datos estan basados sélo en casos informativos es
posible que las deleciones tengan tamafos mas variables. También observamos una
duplicacion de D15S1549 en una muestra control lo que sugiere que la region es muy
inestable y que ambos tipos de reordenamientos pueden ser frecuentes y de tamafos
polimorficos.

Las deleciones identificadas coinciden con la posicion de cuatro CNVs [55, 59, 66]
(Figura 3.5). Redon et al [55]. han identificado variaciones de ~503 Kb y ~647 Kb
mediante los arrays 500K SNP Affymetrix and CGH WGTP (Whole Genome TilePath
Array) respectivamente. (Figura 3.5, variaciones 3072 y 3959). Por WGTP CGH
identificaron 8 individuos (3%) con pérdida y 4 (1,5%) con ganancia de material genético
de este locus, mientras que por el array de Affimetrix detectaron 16 deleciones y 5
ganancias del mismo locus. Para los dos arrays utilizaron las mismas 270 muestras del
proyecto HapMap. Siete de las ocho deleciones observadas por Redon et al. con los dos
arrays incluyen los marcadores D1551548 y D15S1549. Sin embargo, los limites de cada
CNV no estadn bien definidos. Segun el array CGH WGTP la delecién del individuo
NA12056 incluye a D15S1548 y D15S1549, segun el array de Affimetrix sélo a D15S51549
y segun nuestros datos NA12056 es homocigoto para D15S1547 y heterocigoto para
D15S1549. Asi parece que la delecidn de este individuo es de diferente tamafo, afecta a
una region entre los dos marcadores y comparando todos los datos hemos limitado sus
bordes entre el SNP A_2135235 y el marcador D15S1549 (~30,7 Kb). Esto supone mayor



variabilidad del locus. Entre las deleciones detectadas sdlo por el array de Affimetrix, dos
incluyen los dos marcadores y una solo a D15S1548, soportando nuestra hipétesis de que
las deleciones de D15S1549 son solo parte de deleciones més largas. Redon et al.
también identificaron ganancia de material genético en el mismo individuo en el que
nosotros identificamos tres alelos para el marcador D15S1549. Segun sus resultados, la
duplicacion es mas larga, incluye también a D15S1548 y es heredada por el hijo. En
nuestro estudio ambos eran homocigotos no informativos para D15S1548 y el hijo era
heterocigoto para D15S1549, en este caso la heterocigosidad no era informativa para la
duplicacion ya que ambos progenitores tenian una copia de cada uno de los alelos.

Aunque hemos visto que nuestros datos son compatibles con los resultados de
Redon et al., nosotros definimos deleciones mas pequefias en dos individuos CEU. Es
posible que en esta regidén se solapen CNVs de tamarfio diferentes, tanto pérdidas como
ganancias de material genético. Soportando esta hipotesis, McCarroll et al.[59] identifico
deleciones que incluyen D15S1548 y D15S1549, pero mucho mas pequefias (~ 37Kb) de
las observadas por Redon et al., en 3 de 269 muestras (1%) del proyecto HapMap (CNV
1959, Figura 3.5). Nuestros datos demuestran que el CNV descrito por McCarrol et al.
corresponde a deleciones de tamafios variables de mayor frecuencia en la poblacién
europea.

Recientemente, Wong et al. [66] y Szatmari et al. [82] han publicado dos trabajos
independientes donde describen ganancias de material genético de esta misma regién
mediante los arrays CGH WGTP y Affimetrix 10K respectivamente. Las variaciones
observadas de este locus incluyen a D15S1548 y D15S1549 pero las identificadas por
Wong et al. son mas pequeiias (~183,2 Kb) incluso que las observadas por Redon et al. y
las detectadas por Szatmari et al. miden ~4,2Kb y ~3,8Kb. Los primeros utilizaron 95
muestras representando 16 etnias diferentes y observaron CNVs en 12 de ellas (12,6%),
mientras que Redon et al. con el mismo método observaron ganancias de este locus en 4
de 270 muestras (1,5%). Seria necesario conocer la proporcién de muestras con origen
europeo en el estudio de Wong et al. portadoras de la duplicacién para corroborar que los
CNVs de este locus del genoma humano son mas frecuentes en la poblacién de origen
europeo. Szatmari et al. identificaron el mismo reordenamiento en siete pacientes con

autismo reforzando la asociacion de 15q11-q13 con dicho trastorno.



Asociacion de la delecién polimérfica identificada en la regiéon 15q11.2 con el

autismo

Comparamos las frecuencias de la delecién de 15g11.2 en las poblaciones de
autistas y controles y no encontramos diferencias estadisticamente significativas, pero si
observamos una tendencia a la transmision del alelo delecionado D15S1548 en las
familias con hijos autistas. Debido al nimero de familias no informativas de las dos
poblaciones, es necesario utilizar una técnica mas cuantitativa para obtener resultados
mas fiables. Mediante FBAT, un test limitado a las familias informativas y mas potente que
los basados en las frecuencias, observamos una fuerte asociaciéon de la delecién de
D15S1548 con el trastorno autista utilizando cualquiera de los modelos de herencia (P <
0,00) y una tendencia a la preferencia de transmision de las deleciones de D15S1549 (P =
0,052) y de D15S1548-D15S1549 (P = 0,045). La falta de significacion estadistica en los
ultimos casos es posiblemente debida a que el numero de familias informativas para estas
deleciones era mas bajo. Nuestros resultados soportan que las deleciones polimorficas
gue incluyen D15S1548 y D15S1549 estén asociadas al trastorno autista. En la region
15g11.2 no se ha descrito ningln gen pero si se ha predicho uno (NT_026446.20) y se
han identificado varios ESTs, indicando transcripcién, pero es necesario conocer qué
genes estan codificados en esta region para entender el significado funcional de tanta
variabilidad gendmica en este locus y como esta delecién participa en el desarrollo del

autismo y/o otras enfermedades.

Posible asociacion de otros CNVs de 15q11-q13 con el trastorno autista

Estudios anteriores de asociacion y ligamiento con autistas mostraban a los genes
de expresion materna (UBE3A y ATP10A) y el locus de los receptores de GABA como los
genes candidatos para explicar el papel de 159q11-g13 en la etiologia del autismo [107,
110, 113-115, 160, 175, 177, 294]. Sin embargo, hosotros no encontramos evidencias de
reordenamientos en esta region. En el caso de los marcadores D15S128, D15S1552 vy
D15S1553 se puede explicar por la baja frecuencia en que aparecen los CNVs con los
gue se solapan en la poblacién caucasica (3/270 individuos, 1/55 individuos y 1/270
individuos para las variaciones 3073, 0183 y 3953 respectivamente) [55, 58, 59, 78]. Otra
posibilidad es que como estos CNVs estan identificados por CGH array, sus bordes no
estén bien definidos y los marcadores que nosotros hemos genotipado no coincidan con la
region variable. Asi, la asociacion de estos CNVs con el autismo no debe dejar de ser

considerada.



Identificacion de ncRNAs en la regién 15q11.2 de cromosoma humano

Con el fin de identificar la parte funcional de las variaciones gendmicas observadas
en la region 15g11.2 del genoma humano, y entender su contribucién a la variabilidad
humana, reforzar su asociacién con el desarrollo del autismo y establecer nuevas
relaciones con otras enfermedades o sindromes, analizamos con detalle la arquitectura de
la region y consideramos la posibilidad de que estas secuencias funcionales podrian
corresponder a NcRNAs.

Desde que se conoce que mas de la mitad de la actividad transcripcional del
genoma humano corresponde a ncRNAS, su papel en diversos procesos fisiologicos y del
desarrollo, asi como su asociacién con diferentes tipos de cancer y enfermedades, la
identificacion y caracterizacion de nuevos ncRNAs han sido el objetivo de numerosos
trabajos cientificos [203, 204, 212, 214, 215, 301, 313-315]. Al principio, la secuenciacion
de librerias de cDNAs supuso un éxito para la identificacion de ncRNAs [203-205], pero
los codificados en 15g11.2 tienen niveles de expresion tan bajos que seria necesario
secuenciar muchos clones para identificarlos, no siendo detectables por este método. Los
limites de la secuenciacidén actualmente se resuelven con técnicas como Masivelly Parallel
Sequening Hasta hoy sélo se ha publicado un estudio basado en esta técnica referido al
genoma humano [206]. Berezikov et al. han identificado asi 447 nuevos miRNAs, muchos
de ellos especificos de primates, pero ninguno de la regién 15q11.2. Nuestros resultados
indican que la mayor parte de los ncRNAs codificados en 15g11.2 no son miRNAs vy
Berezikov et al. sblo consideraron las secuencias que podrian corresponder a este tipo de
ncRNAs. También se sabe que algunos miRNAs resultan dificiles de clonar, bien por sus
propiedades fisicas, la composicion de su secuencia o porque sufren modificaciones post-
transcripcionales [55, 316, 317], y entre ellos podrian estar los de la regién 15q11.2.

Desde 2004 se han realizado experimentos de Genome Tilling Array para la
identificar ncRNAs [227, 230, 318] y ninguno de ellos hace referencia a regiones
transcripcionalmente activas (TAR) en 15q11.2. En algunos casos posiblemente por la
falta de cobertura de la region y en otros porque el elevado nimero de TARs detectado
en cada experimento, obliga a los autores a seleccionar las secuencias a analizar con
mas detalle. Hasta ahora se han centrado en la identificacion de miRNAs, y sélo el recién
publicado trabajo de Zhang et al. [230] considera otros RNA funcionales. En este estudio
se identificaron 17.198 TARs de los que han intentado caracterizar 353. Los ncRNAs de
15q11.2 pueden estar representados entre los 16.845 restantes. Genome Tiling Arrays
suponen una potente herramienta para la identificacion de nuevos RNAs funcionales.

Una alternativa para identificar nCcRNAs son las predicciones bioinformaticas. Estas

como consecuencia de la ausencia de sefales caracteristicas de ncRNAs en su



secuencia primaria [207], se basan principalmente en la tendencia de los ncRNAs a
formas estructuras secundarias [212, 319]. Nosotros seleccionamos secuencias de 100 nt
en 15911.2 que formaban hairpins simples y estables, que es la forma que adoptan
principalmente los ncRNAs pequefios, incluidos los pre-miRNAs [320]. En otros trabajos
se han utilizado programas que introducen filtros basados en la conservacion de la
estructura secundaria a lo largo de la evolucién, como miRAlign [220], MiRscan [321],
RNAz [217], Dynalign [216, 218] o QRNA [216] y asi consiguen disminuir el nimero de
falsos positivos. Dado que los ncRNAs candidatos seleccionados en 15gl11.2 eran
especificos de primates, decidimos no utilizar estas herramientas para filtrar secuencias
candidatas.

Los ncRNAs predichos con herramientas bioinforméticas deben ser validados
experimentalmente y los métodos de hibridacién, Northern Blot y Primer extension, son
las mas adecuadas para comprobar la expresibn de ncRNAs. Northern Blot ademas
proporciona informacion sobre el tamafio del transcrito. Sin embargo, como todas las
técnicas tienes sus limitaciones: la primera es la sensibilidad, que impide detectar ncRNAs
expresados a muy bajo nivel, como las formas maduras de los miRNAs RNA61 vy
RNA274, en algunos tejidos; y la otra es que son no se pueden detectar varios candidatos
a la vez y si ademas el ncRNA tiene mas de una forma, como los miRNAs (pre-miRNA y
miRNA maduro), pueden ser necesarias varias sondas para detectarlas. Primer extension
es mas sensible y ademas es util para identificar el extremo 5" de los transcritos, pero en
este caso el éxito del resultado depende de la especificidad del primer y de la distancia
entre este y el extremo 5  del transcrito, siendo necesarios también varios primers para
detectar un ncRNA. Esto hace que estas técnicas no sean recomendadas para comprobar

muchos candidatos, siendo sustituidas por los arrays.

¢NCRNAs o sélo productos de transcripcion?

Debido a que el patrén de bandas observado en 19 de los ncRNAs identificados en
este estudio no corresponde a ninguna clase de ncRNAs conocida hasta ahora, su funcion
es desconocida, pero esto no justifica que sean soélo productos de transcripcion. De
hecho, patrones similares habian sido observado antes por Berezikov et al. [214]. Ellos se
centraban en la basqueda de miRNAs y consideraron que estas bandas correspondian a
pre-miRNAs, pero realmente s6lo se ha comprobado que lo sean 5 de los 19 candidatos
para los que observaban una o mas bandas del tamafio de un pre-miRNA [212, 215, 255,
322]. La unica diferencia entre ambos estudios es que los candidatos de Berezikov et al.

estan conservados en vertebrados y los nuestros son especificos de primates. Segun las



predicciones de MiRscan, tres de los ncRNAs identificados en 15q11.2 podrian ser
MiRNAS, pero a pesar de la coincidencia entre los dos trabajos y de las predicciones
bioinformaticas, en los casos en los que no se han detectado las formas maduras no
podemos dejar de considerar que se trate de otro tipo de ncRNA, aunque la observacion
repetida de blots con patrones de bandas similares soporta la hipétesis de que los RNAs
observados son funcionales.

Por otro lado, el trabajo de Zhang et al. [230] muestra que los miRNAs que no se
conocian antes tenian niveles de expresidon muy bajos, que mas de la mitad eran
especificos de primates y el 8% especificos de humanos, mientras que el 75% de los
MiRNAs previamente identificados estaban conservados en primates y mamiferos, es
decir, que la fraccion desconocida de miRNAs y posiblemente de ncRNAs, son aquellos
con los niveles mas bajos de expresién y menos conservados, como son los ncRNAs de
15911.2. Esto se debe a los limites de las técnicas empleadas hasta ahora: los métodos
experimentales no eran muy sensibles y las predicciones bioinformaticas dependen
mucho de la conservacion

Las secuencias de los ncRNAs identificados en 15q11.2 fueron también analizadas
con el programa RNAz, considerado el més efectivo de los desarrollados hasta ahora
para predecir ncRNAs [323]. Su efectividad se debe a que es el Unico que combina la
estabilidad de la estructura secundaria con su conservacién en otras especies [217].
Considerando una P >0,5 la sensibilidad del programa es del 84% y la especificidad
96,5%. A 15 de los 21 ncRNAs identificados en 15g11.2 les corresponde una P >0,5, e
incluso 10 tienen P >0,9, valor para el que han calculado una especificidad del 98,9%,
demostrando que las secuencias analizadas corresponden a RNAs funcionales. Los 6
restantes posiblemente no alcanzan este P valor porque la estabilidad de su estructura
secundaria no es estadisticamente significativa, como hemos comprobado también con el
programa RandFold. El valor de este pardmetro para predecir ncRNAs, sin tener en
cuenta la conservacion, sélo ha sido calculado para miRNAs, tRNAs y rRNAs y sélo es
informativo en el caso de los miRNAs. Asi, son necesarios mas estudios para poder
utilizar la significacion estadistica de la estabilidad de las estructuras secundarias como
filtro de ncRNAs candidatos.

Otros estudios han mostrado que la expresion de la mayoria de los ncRNAs esta
regulada por los mismos mecanismos que controlan la expresion de genes codificantes
[324, 325], soportando la hipotesis de que la gran mayoria de los ncRNAs son
funcionales.

Todos los puntos expuestos previamente soportan que los transcritos detectados

experimentalmente se correspondan con NncRNAs.



NncRNAs identificados en 15g11.2 y enfermedades gendémicas

Predecir la funcién de un ncRNA del que sélo se conoce su secuencia es hoy muy
dificil, por eso, en este apartado mas que discutir las posibles funciones de los ncRNAs
identificados en la regién 15¢g11.2, vamos a intentar relacionarlos con la variabilidad
gendmica entre personas y con el desarrollo del autismo y otras enfermedades del
neurodesarrollo, que era ademas el objetivo de esta parte del proyecto.

La causa mas frecuente de los AS y PWS son deleciones de 15q11-q13 de origen
materno y paterno respectivamente [72], y duplicaciones maternas de la misma region son
la alteracion citogenética mas comun en pacientes con autismo [160, 161]. Asi
alteraciones en el nimero de copia de estos ncRNAs podrian ser un factor implicado en la
etiologia de dichas enfermedades. Igualmente 15g11.2 es una regidon muy polimdrfica en
cuanto al numero de copias y al tamafio de estas variaciones [55, 59, 66], y diferencias en
el numero de copias de todos o algunos ncRNAs podrian explicar la variabilidad entre
humanos y/o la predisposicion al desarrollo de otras enfermedades.

La expresion de los genes que flanquean a los ncRNAs de 15g11.2 esté regulada
por imprinting y se expresan en el alelo paterno en el cerebro [15], por lo que estos
NcRNAs también pueden estar improntados. Una posibilidad es que ellos mismos,
participen en el mantenimiento de dicho proceso, porque aunque el papel de los ncRNAs
improntados, ya identificados, es aun desconocido, su integridad y su expresion en el
alelo correcto, parece crucial para el mantenimiento de la actividad transcripcional del
resto de genes, localizados en la misma regién improntada [198, 200, 326]. Alteraciones
del imprinting de los genes codificados en 15g11-q13 estan asociadas al desarrollo de los
AS y PWS, sugiriendo otra posible forma de asociacién de estos ncRNAs con dichos
sindromes.

La relacién entre los ncRNAs de 15g11.2 con trastornos del neurodesarrollo esta
soportada por el alto porcentaje de targets predichos para RNA61 y RNA274 que
participan en el desarrollo y mantenimiento del SNC. Otros reordenamientos que incluyen
NncRNAs se ha encontrado en un nifio autista [165, 179] y este trabajo junto con las
duplicaciones maternas de 15q11-q13 detectadas en autistas, la asociacion de la delecion
de 15g11.2 con el mismo trastorno, los ncRNAs identificados en 15g11.2 y los targets
predichos para RNA274 que forman parte del sistema GABAergico, implican a los
NcRNASs en el origen del autismo.

Confirmar los targets de RNA61 y RNA274 puede ser de gran utilidad para conocer
en que procesos participan y como influyen en la variabilidad humana, el desarrollo del

autismo, AS, PWS u otras enfermedades. Sin embargo, atribuir la funcién de una nueva



clase suele requerir ensayos in vitro e in vivo, resultando lento y complicado y més adn en
el caso de ncRNAs especificos de primates.

Nuestros resultados demuestran que el mundo de los RNAs es todavia el gran
desconocido, quedando adn por investigar muchas clases de ncRNAs, su localizacion
celular, sus patrones de expresion, mecanismos moleculares de actuacion, interacciones
con DNA, proteinas y otros RNAs y como afectan a la variabilidad inter- e intra especifica
y al desarrollo de enfermedades.
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Conclusiones

Las aportaciones de este trabajo pueden resumirse en los siguientes puntos:

Hemos identificado dos polimorfismos en la region cromosémica 15g11-q13: una
delecién de tamafio y origen variable en 15g11.2 y una insercion en el sexto intrén del gen
GABRG3.

Mediante FBAT hemos comprobado que la delecion del marcador D15S1548 esta
asociada con el trastorno autista y que existe una tendencia a la asociacion de las
deleciones de D15S1549 y D15S1548-D15S1549 con el mismo trastorno, aunque estas

no alcanzaron significacion estadistica.

Hemos caracterizado la parte funcional de la region variable 15q11.2 identificando
un cluster de ncRNAs especificos de primates. De acuerdo a los resultados
experimentales hemos comprobado que dos de ellos son miRNAs y no hemos podido

clasificar a los 19 restantes entre las clases de ncRNAs hasta ahora conocidas.

Todos los ncRNAs identificados en 15g11.2 se expresan al menos, en cerebro,
testiculo, higado y riidn. Los miRNAs RNAG61 y RNA274 se expresan ademas en tejido
adiposo, vejiga, utero, colon, eséfago, corazén, pulmon, prostata y bazo. Los niveles de

expresion de todos ellos son muy bajos.

El analisis bioinformatico de los ncRNAs codificados en 15g11.2, con diferentes
programas, demuestra que no pertenecen a ninguna familia de ncRNAs hasta ahora
conocida, apoyando que 15 de ellos son RNAs funcionales y prediciendo que RNA28,
RNA70 y RNA478 también podrian ser miRNAs.

Con la informacion disponible no es posible asignar una funcion a estos ncRNAs,
pero su localizacién en el genoma y la prediccion de targets de RNA61 y RNA274 apoyan
el papel de los ncRNAs de 15g11.2, en el desarrollo y mantenimiento del SNC, asi como
sugieren una posible participacion en las bases moleculares del autismo, AS, PWS, las
ataxias, sindrome de DiGeorge y el cancer. Seran necesarios estudios funcionales para

comprobar esta hipétesis.
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