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Preambul

Una de les grans fites de l'ultima década en el camp de la biomedicina ha
estat l'obtencid de la seqliencia del genoma huma. A partir d'aquest
recurs cabdal s'ha pogut ampliar el coneixement del nostre genoma i
s’han adrecat un gran nombre d'estudis dirigits a comprendre el seu
funcionament. Una de les claus per assolir aquesta comprensio radica en
l'observacié de les diferencies resultants de la comparacio dels genomes
d'especies diferents, aixt com de diferents individus d'una mateixa
especie. D'aquesta manera la natura ens proporciona una eina de valor
incalculable ja que gran part del procés evolutiu esta basat en el metode
d'assaig i error alhora de crear noves variants o diferéncies a nivell
genomic. Aixt s’ha pogut determinar que aproximadament un 5% del
nostre DNA esta format per fragments que s'han duplicat recentment, les
anomenades duplicacions segmentaries que, degut a la seva similitud de
seqUéncia, propicien laparicid6 de reordenaments intra i
intercromosomics. Arrel d'aquests reordenaments es poden produir
guanys o perdues de material genomic, que poden ser variables
d'individu a individu i donar lloc al que es coneix com a variants en
ndmero de copia.

La regido cromosomica humana 8p23.1 és una regid especialment idonia
per aprofundir en la plasticitat genomica de les regions flanquejades per

duplicacions segmentaries. Aquest fragment cromosomic no tan sols
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presenta una arquitectura genomica que el fa susceptible a patir diferents
reordenaments, st no que els gens que estan continguts en les
duplicacions segmentaries de la regié sén variables en niumero de copia.
Es tracta de gens implicats en la resposta immune com les alfa i beta
defensines, i la seva variabilitat en nimero de copia ha estat implicada en
diverses malalties com la malaltia de Crohn. Val a dir que en linict
d'aquest projecte les defensines eren uns gens practicament desconeguts,
mentre que en l'actualitat existeixen més de mil publicacions relacionades
amb aquests gens. La velocitat a la qual avanca el camp de la genetica és
trepidant, i l'estudi de la regidé cromosomica 8p23.1 i en concret de la
familia genica especifica de primats FAM9I0A, ha estat una oportunitat
magnifica per analitzar aspectes genomics de rellevancia tan actual per
entendre que ens diferencia com a humans com sén els duplicons, les

variants estructurals i les seves consequiencies a nivell transcripcional.
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Introduccio

1. El genoma huma

El genoma és el conjunt del material hereditari d'un organisme, la
sequiéncia de nucleotids que especifiquen les instruccions genetiques per
al seu desenvolupament i funcionament i que son transmeses de
generacio en generacio, de pares a fills. A més dels gens propiament dits,
s’hi inclouen regions espaiadores, regions reguladores, restes de gens
antigament funcionals i moltes seqliencies més de funcié o paper encara

desconegut (Figura 1.1).

Components del Genoma Huma

LTR retrotransposons
8,30%

DNA transposons
2,90%

Simple sequence repeats
3%

Segmental duplications

13,10% SINEs

20,40% LINEs 8% Heterocromatina

1,50% 11,60% Sequéncia Gnica

Gens codificants per proteina 25.90%

Introns

Figura 1.1 Components del genoma huma. El 45% consisteix en “parasits genomics”:
transposons de DNA, LTRs, LINEs i SINEs (extret de Gregory, T.R.).



Introduccio: El genoma huma

En el cas del genoma huma aquest material té un tamany estimat
de 3.2 x10° parells de bases nucleotidiques®. Quan el Projecte del Genoma
Huma va néixer, al 1990, ja es tenia coneixement del mecanisme de
funcionament de molts gens, pero lesfor¢ per sequienciar el genoma
sencer va permetre obtenir-ne una major comprensio. El fet de tenir avuti
en dia la sequencia del genoma huma complerta ha aportat a la
comunitat cientifica un eina extremadament valuosa per explorar les

nostres similituds i diferencies com a humans.

1.1 Seqiienciacio del genoma huma

El genoma huma esta ple de seqiiencies de DNA duplicades i conté
milions d’elements repetitius dispersos. Aquests elements son sequiencies
curtes i quasi identiques, de manera que dificulten l'assemblatge dels
fragments on estan englobades. El principal problema sorgeix quan
repeticions inconnexes s'assemblen com a contiglies mitjancant eines
computacionals®>. Durant la passada década, amb el desenvolupament
de protocols de seqiienciaci6 a gran escala i metodes d'analisi
computacional avancats, ha estat possible generar assemblatges de
seqiiéncies que comprenen la majoria del genoma huma®*®’. La
seqlenciacio del genoma huma es va dur a terme seguint dues
estrategies diferents, la del Consorci public per una banda i la de la

iniciativa privada per l'altra (Figura 1.3).

1.1.1 Consorci Public

Va ser a finals del 1990 quan es va idear el Projecte Genoma Huma amb
la creacié de centres de seqlienciacio als Estats Units, Regne Unit, Franca i
Japd t amb el suport de la Comunitat Europea ('anomena’'t Consorci
public). L'estrategia adoptada pel consorci public consistia en clonar el

genoma en fragments de grandaria adequada (de només uns centenars
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de milers de bases en cromosomes artificials de llevat o BACs) que eren,
al seu torn, sequenciats mitjancant lestrategia de la perdigonada
("shotgun”) o sequienciacio a l'atzar. Per a fragments d'aquesta grandaria,
'estrategia de la perdigonada necessita que cada nucleotid sigui
sequenciat unes quantes vegades, quantificades amb el factor de
cobertura o redundancia, amb l'objectiu que no quedin regions de cap
fragment sense sequenciar almenys una vegada. A mesura que el
fragment és major en grandaria, hi ha una tendéncia a no augmentar la
redundancia tant com és necessari a fi de garantir que cap nucleotid es
quedi sense sequenciar, per la qual cosa hi ha avui en dia alguns buits o
“gaps” en la seva seqliencia final.

En el projecte conduit pel consorci public es van utilitzar limfocits
de dos donants de sexe masculit i dos donants de sexe femeni, cadascu
donant lloc a una llibreria de DNA. Una d’aquestes llibreries (RP11) es

troba molt més representada que la resta en 'assemblatge final®.

Estratégies per generar la Sequencia del Genoma Huma

Iniciativa Privada Consorci Public

Mapes fisics a partir
Fragmentaci6 “shotgun” /

marcadors

T rem i
Insertar / \I
Clonar fragmen fragments grans i T T
i t
ATGGCATCCA gg\éesc ors tipus . (U\,Z/\I/J /\A_S\ pf-@(\y\(u\l
Sequenciacio a I'atzar v __
R -

ATGGCATCCA

Assemblatge dels clons /

ACGGGTATTAACGTATAGGGTACGCTAA AGCTCTA ACGECTATTAACTTGTCEA

Segquenciaci6 a I'atzar

Figura 1.3 Esquema de les dues estratégies emprades per a la seqiienciacié del genoma
huma.
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1.1.2 Iniciativa privada

Al 1998, Craig Venter, previament un dels liders del consorci public i
llavors ja en el sector privat (Celera Genomics), va llangar el desafiament
gue va conduir finalment a l'acceleracié de tot el procés. La seva proposta
consistia a abandonar les fases de mapatge fisic i ordenacid dels clons
amb fragments grans per a passar directament a la sequenciacio
completa del genoma mitjangant el metode de perdigonada, deixant que
nous algoritmes i ordinadors més potents s'encarreguessin de
'assemblatge de tota la seqliiencia. Rebuda amb escepticisme, la seva
estratégia va demostrar la capacitat de sequienciar un genoma complex
en un temps record.

El seu grup va comencar la seqlienciacié del genoma huma (de fet,
el genoma de cinc individus diferents) el 8 de setembre de 1999 i va
concloure la fase d'obtenci6 de dades el 17 de juny del 2000.
L'assemblatge sobre el qual es va basar la publicacid, simultania al
resultat del consorci public el 15 de febrer del 2001, es va completar en
tres mesos i mig®.

Finalment mencionar que el 4 de setembre del passat any, es va
publicar la sequencia complerta de DNA de Craig Venter. Aquesta
publicacié fou d'especial interes ja que es tracta del primer genoma

diploide (ambdds cromosomes) que s’ha seqiienciat®.

1.1.3 Components del genoma huma

La finalitzacid del projecte de sequenciacido del genoma huma al 2001
també va permetre corroborar altres dades que ja feia temps que es
coneixien, com ara la manca de correlacié entre el tamany d'un genoma i
la complexitat de l'organisme (altrament conegut com a “paradoxa del
valor C"). D’aquesta manera els humans tenim 30.000 gens
aproximadament , mentre que larros per exemple en té 60.000. D'altra
banda pero, sabem que hi ha un nivell molt més elevat de “splicing”

alternatiu en humans que no pas en la majoria d'especies avui conegudes,
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i és segurament aquesta font de generacidé d'isoformes geéniques,
juntament amb complexos mecanismes de regulacié genics, els que ens
confereixen complexitat a nivell de conducta, d'execucid d'accions
conscients, coordinacio¢ fisica, accions finament regulades en resposta a
estimuls externs, capacitat d’aprenentatge, de memoria, etc’.

En altres paraules, hi ha més proteines codificades per gen en
humans, que a les altres espécies. Tot i aixi, una de les dades obtingudes
amb la sequenciacié del genoma huma que més va sorprendre a la
comunitat cientifica, va ser el menor nombre de gens existents respecte el
que s'havia anticipat, indicatiu una vegada més, que la complexitat
humana no només sorgeix del nombre de gens. De fet, del total del
genoma, només un ~8% correspon a gens propiament. La resta, 2.95 Gb,
correspon a zones lliures de gens o regions intergéniques i comprenen la

major part de la seqiiéncia del genoma huma?

Gran part del DNA intergenic pot ser un artefacte evolutiu sense
una funcié determinada en el genoma actual, pel que tradicionalment

aquestes regions han estat denominades DNA "escombraria” (Junk DNA),

denominacié que inclou també les seqlieéncies introniques i pseudogens.
No obstant aixo, aquesta denominacié no és la més encertada donat el
paper regulador conegut de moltes d'aquestes seqliiéncies. A més el
notable grau de conservacié evolutiva d'algunes d'aquestes seqliencies
sembla indicar que posseeixen altres funcions essencials encara
desconegudes o poc conegudes. Per tant, és preferible denominar-lo
"DNA no codificant".

De fet, es postula que gran part de la sequéencia de DNA
considerada “Unica” deriva d'antics elements transposables que han
divergit massa per poder ser reconeguts com a tals’. Els elements

repetitius son de gran utilitat alhora d'estudiar el registre fossil i
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obtenir pistes al voltant d'esdeveniments i forces evolutives. Com a
marcadors passius, serveixen com a experiments que ens proporciona la
natura per estudiar processos de mutacié i seleccio. Com a elements
actius, les repeticions han modelat el genoma causant reordenaments
ectopics (no allelics), creant gens completament nous, modificant i
reorganitzant gens ja existents, i variant el contingut global de GC. També
han ajudat a coneixer millor Uestructura dels cromosomes i han servit
d’eines per estudis de genética medica i de genetica de poblacions.
D'aquesta manera, l'analist de la sequiencia crua del genoma és una
primera aproximacid per tenir una visidé del nostre genoma. Ara sabem
fins a quin punt ha estat colonitzada per elements de DNA parasitics. En
el passat, aquests elements van proliferar de manera massiva, jugant un
paper important en la modelacié de l'evolucio del que és ara el genoma
huma actual. Bona part d'aquest DNA no codificant esta compost per
seqliencies que es van repetint al llarg del genoma, els anomenats
elements repetitius, classificables com a repeticions disperses (apartat

1.2) o repeticions en tandem (apartat 1.3)".

1.2 Repeticions disperses o “interspersed repeats”

Aquesta mena de repeticions sén elements genomics derivats de
transposons, és a dir sequiéncies de DNA que es poden desplacar a
diferents posicions del genoma. La majoria d'elements transposables en
mamifers es poden classificar en 4 tipus, dels quals 3 es transposen a
través de intermediaris de RNA i un es transposa directament com a DNA

(Figura 1.2).

1.2.1 Elements transposables

LINEs (“long interspersed nuclear elements”)
Els LINEs son un dels elements més antics dels genomes eucariotes.

En humans, aquests transposons s'estenen 6 kb aproximadament, tenen
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un promotor de la polimerasa Il i contenen dues pautes obertes de
lectura (ORFs). Una de les pautes codifica per una proteina que té la
capacitat d'uni6 a ARN de cadena senzilla, l'altra té activitat de
transcriptasa reversa t d'endonucleasa, capacitant als LINEs a copiar-se a
ells mateixos i a d'altres elements. La transcripcid reversa sovint falla
alhora de processar l'extrem 5, fet que provoca insercions truncades i no
funcionals. A més, la majoria de repeticions produides per LINEs son
curtes, amb un tamany mitja de 900 pb per totes les copies dels LINEL, i
un tamany mitja de 1.070 bp per les copies actualment actives dels LINE1
(L1Hs). Els llocs d'insercio estan flanquejats per un repeticions de 7-20 pb.
Sembla ser que la maquinaria dels LINE és la responsable per la majoria
de la transcripcio reversa del genoma, incloent la retrotransposicié dels
SINEs no-autonoms™ i de la creaci6é de pseudogens processats'®*>. En el
genoma trobem tres families de LINEs: LINEL, LINE2 i LINE3. D'aquests,

només els LINE1 romanen actius.

Tipus d’elements repetitius dispersos

. Fracci6 del

Autdonoms genoma
a. LINEs _!w AAA 21%
b. SINEs No Autdnoms

AI IB 13%

c. Retrovirus-like Autdnoms
elements — gag pol (env) — 8%

No Autonoms

>0 —

d. Transposons de Autdonoms
DNA transposassa 3%

No Autonoms

Figura 1.2 Estructura dels diferents tipus d’elements repetitius dispersos i percentatge que
representen del total del genoma huma. Adaptada de “International Human Genome
Sequencing Consortium”.
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SINEs (“short interspersed nuclear elements”)

Els SINEs son elements curts (100-400 pb), contenen un promotor
de polimerasa Il a l'interior de la seva sequiencia i no codifiquen per cap
proteina. SOn transposons no autonoms ja que es pensa que usen la
maquinaria dels LINE per la transposicid. La majoria dels SINE
comparteixen l'extrem 3’ amb un element LINE contigu'’. La regi6
promotora de tots els elements SINE coneguts deriva de tRNAs, amb
l'excepcié d'una familia monofiletica de SINEs que deriven del senyal de
reconeixement 7SL. Aquesta familia, que no comparteix l'extrem 3" amb
cap LINE, engloba l'Unica familia activa de SINEs del genoma huma: els
elements Alu. El genoma huma conté tres families de SINEs: els Alus, els

MIR inactius i els Ther2/MIR3.

LTRs (“long terminal repeat”)

Els retrotransposons LTRs estan flanquejats per repeticions llargues
disposades de manera directe i contenen tots els elements necessaris per
a la regulacid6 de la transcripcio. Els elements autonoms
(retrotransposons) contenen els gens gag i pol, que codifiquen per una
proteasa, una transcriptasa reversa, una RNAse H i una integrasa. Els
retrovirus exogens semblen provenir de retrovirus endogens per
adquisicié d'un gen d'embolcall cellular (env)*. La transposicié ocorre
mitjangant el mecanisme retroviric on la transcripcié reversa té lloc en una
virus-like particle localitzada al citoplasma. Tot i que existeixen una gran
varietat de LTRs, només els retrovirus endogens especifics de vertebrats
(ERVs) semblen haver estat actius en els genomes de mamifers. Els
retrovirus de mamifers s'engloben en tres classes (I-1ll), cadascuna conté
families d'origens independents. Un 85% dels retrotransposons LTRs han
esdevingut “fossils” formats per un sol LTR, on la seqliencia interna s'ha
perdut per processos de recombinaci6 homologa entre els LTRs

flanquejants.
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Transposons de DNA

Els transposons de DNA s'assemblen als transposons bacterians,
tenen repeticions terminals invertides i codifiquen per una transposasa
gue s'uneix prop de les repeticions invertides i permeten la mobilitzacié a
través d'un mecanisme de “tallar i enganxar”. El genoma huma conté
almenys set classes de transposons de DNA d'origens independents®. Els
retroposons de DNA solen tenir una vida mitja curta. Per tal de
sobreviure, els transposons de DNA s’han de mobilitzar per transferéncia
horitzontal a genomes verges, i existeixen evidéncies considerables

d'aquesta transferéncia™ e,

1.2.2 Pseudogens processats
Es tracta de copies parcials inactives retrotransposades de gens cel-lulars i
inclouen gens que codifiquen tant per proteina, com per RNAs

estructurals.

1.2.3 “Simple sequence repeats” (SSRs)
Son repeticions directes de petit tamany com (A)n, (CA)n o (CGG)n i
segons el niumero de repeticions es classifiquen en:

a. Microsatel-lits: n=1-13 bases

b. Minisatel-lits: n=14-500 bases

Aquest tipus de repeticions sembla ser que apareixen degut a
l""slippage”, és a dir, sén errors que produeix la polimerasa durant el
procés de replicacié del DNA, que consisteix en un desplacament sobre la

cadena motlle!®?°.
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El tipus de repeticions més freqlients son AC i AT, mentre que les
repeticions de trinucleotids sén molt menys freqlents que les de
dinucledtids?.

L'elevat grau de polimorfisme dels SSRs fa que siguin elements
molt utils com a marcadors genetics i s'han utilitzat per a mapar diverses

malalties humanes?®%.

1.2.4 Duplicacions segmentaries (DSs)

Consisteixen en blocs de >1 kb que comparteixen més del 90% d'identitat
de sequencia i que han estat copiats d'una regi6 del genoma a una
altra®. Degut a la seva rellevancia en el treball dut a terme, aquest tipus

d’'elements repetitius seran tractats a part en el capitol 2.

1.3 Blocs de seqiiéncia repetits en tandem

A la majoria de regions del genoma huma es tolera la presencia
d’'elements repetitius, i en alguns lloc concrets, prop dels finals dels
cromosomes, o prop de les constriccions dels cromosomes, anomenats
telomers i centromers respectivament, s'agrupen formant fragments
grans. Aixt doncs, els blocs de sequiencia repetits en tandem els trobem
als centromers, telomers, als bragos curts dels cromosomes acrocentrics i
als clusters de gens ribosomals. Aquestes repeticions també poden
formar part de l'evoluci6 de noves funcions i actuar com a loci de

reordenament.

1.4 Una nova era per la seqiienciacio a gran escala

Al 1977 Fred Sanger i Alan Coulson van publicar dos articles
metodologics per a la seqlienciaci6 de DNA** i van transformar la
biologia generant una eina per desxifrar gens i més tard genomes
sencers. El metode va millorar considerablement les tecniques

primerenques de sequenciacid de DNA desenvolupades per Maxam i
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Gilbert publicades el mateix any”. Els avantatges consistien en reduir la
manipulacié de reactius toxics. D'aquesta manera, el metode inventat per
Sanger es va convertir en la tecnica utilitzada per sequienciar DNA durant
30 anys.

Amb l'objectiu de seqienciar el genoma huma, la necessitat de
crear metodes de seqlienciacidé de DNA a gran escala va augmentar
enormement, produint desenvolupaments com lelectroforesi capil-lar
automatitzada. D'aquesta manera s'han creat centres sencers de
seqlenciacid6 on s'hi agrupen centenars de seqlenciadors. Nous
instruments basats en noves tecnologies estan sent explorats arreu del
moén per desenvolupar centres de seqlienciacié rapids i economics. Les
limitacions de la llargada dels fragments llegits, les errades de lectura i els
algoritmes utilitzats, entre d'altres, son el principals problemes que calen
optimitzar.

Al 2008, s'ha dut a terme la sequienciaci6 a nivell de tot el genoma
utilitzant plataformes antigues i noves. En el Baylor College of Medicine
es va sequenciar el genoma de James Watson (premi Nobel 1965), amb la
tecnologia 454 Life Sciences (Roche), per un milio de dolars®. Es tracta
d'una tecnologia que combina la lligacid dels fragments de DNA inclosos
individualment en una gota d'emulsié. S'amplifica cada fragment
individualment dins la gota i es sequiencia mitjancant piroseqiienciacié.

El genoma de dos altres individus ha estat també sequienciat,: el de
Craig Venter®, en el institut fundat per ell, i el d'un individu xinés, al
Beiying Genomics Institute. El Craig Venter Institute va utilitzar la
tecnologia Sanger per seqlienciar el DNA de Venter, que té un cost
aproximat de 70 milions de dolars i s’ha tardat diversos anys.

A la Universitat de Yale, amb la collaboracio de la tecnologia 454 Life
Sciences, han combinat la tecnologia de sequienciacio 454 amb el “paired-

end mapping” per tal de detectar la variabilitat estructural al genoma
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huma en un estudi publicat a l'octubre del 2007 a Science?, i van detectar
els punts de trencament d'inversions que s’haurien perdut utilitzant
hibridacié6 genomica comparada (CGH) i fosmid-end sequencing.

Amb l'avantatge de tenir lectures curtes que comporta Solexa
(Ilumina), en un treball publicat a Cell al 2007, es va obtenir el perfil de
modificacions a histones per immunoprecipitacié de proteines®,

Finalment l'Ultima tecnologia desenvolupada va veure la llum a
l'octubre del 2007, es tracta de SOLID (Applied Biosystems), esta basada
en la lligacié dels fragments i té una lectura final molt fidel.

Totes aquestes noves tecnologies no tan sols faciliten la
sequlienciacio a nivell genomic, st no que a més son utils per mesurar el
perfll de mRNAs, small RNAs, llocs d'unié a factors de transcripcio,
'estructura de la cromatina i lestat de metilaci6 de DNA. D'aquesta
manera ara és possible mesurar els diferents perfils d'un acid nucleic pel
mateix cost o inferior que el de la hibridacié en microarrays. Aixi, podem
dir que la nova era de seqlienciacié que ve en cami és la era de la

seqlienciacio de la genomica funcional.

Gracies a tots aquests avencos tecnologics tenim un coneixement cada
cop meés acurat del nostre genoma, del que ens diferencia entre els
diferents individus i del que ens diferencia de la resta d'especies. En
aquest terreny, el de l'evolucid genomica, tenen una importancia cabdal
els processos de duplicacid que utilitza la natura per donar plasticitat als

genomes.
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2. Evolucio t duplicacions

Les comparacions a nivell genomic entre espéecies distants son essencials
per entendre el procés evolutiu. Perd la comparacidé entre genomes
d’'especies properes és encara més important. Els fragments de DNA que
codifiquen per alguna funcié tenen una tendéncia més marcada a retenir
la mateixa seqliencia durant l'evolucidé que no pas els fragments no
funcionals. D'aquesta manera els segments que estan conservats entre
especies tenen més punts de tenir funcions importants. Per aquest motiu
os optim comparar especies amb fisiologia i comportament similars pero
que els seus genomes hagin evolucionat suficientment per a qué les
sequéncies no funcionals hagin tingut temps de divergir i puguem
determinar l'estructura dels gens (exons introns). Tot i que les prediccions
computacionals aporten estimacions en quant al nombre de gens i
l'estructura del genoma, les respostes definitives requereixen de dades
experimentals d'expressid geénica, tant en un aspecte temporal com
posicional dels productes genics.

Amb la informacié obtinguda de tots els genomes que s'estan
seqlenciant s'anira completant el puzle evolutiu i es podran fer
comparacions que aportaran pistes per entendre les diferencies entre
especies. Per exemple, estudis de genomica comparada entre humans i

ximpanzés duts a terme fins ara ens han permés entendre que els trets
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que ens diferencien (parla, elaboracio del lobul frontal, dit gros oposable,
postura bipeda, pensament abstracte, etc), provenen de canvis subtils en
la regulacié genica, eficiencia d'esplicing o interaccions proteina-

proteina®.

2.1 Complexitat proteica en vertebrats

Només 94 de les 1.278 families proteiques del nostre genoma sén
especifiques de vertebrats. Les funcions cel-lulars més elementals com el
metabolisme basic, la transcripcié de DNA a RNA, la traduccié de RNA a
proteina o la replicacié del DNA, han evolucionat un sol cop i s'han
quedat fixades des de l'evolucid d'una sola cellula com el llevat o el
bacteri®®. La diferéncia més gran entre humans i cucs o mosques és la
complexitat de les proteines: més dominis per proteina i combinacions
noves de dominis. Aixi, més del 90% dels dominis identificats al proteoma
huma també estan presents a la mosca del vinagre i al cuc, pero han estat
barrejats per crear prop del doble de combinacions en humans.

Trobem doncs que levolucié dels vertebrats ha necessitat de
l'invencié de pocs dominis nous. De les proteines humanes predites, el
60% tenen alguna similitud de seqiiencia amb proteines d'altres especies
seqlenciades. En vertebrats, observem l'elaboracié i l'aparicid de novo de
dos tipus de gens: aquells especific per les habilitats especifiques de
vertebrats (com la complexitat neuronal, coagulacié de la sang o
l'adquisicié de resposta immune), i aquells que confereixen un augment
de les capacitats generals (com gens de senyalitzacié intra i intercel-lular,
desenvolupament, mort cel-lular programada o control de la transcripcio

genica).
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2.2 Duplicacions segmentaries al genoma huma

La comprensié de la biologia, patologia i evolucid de les duplicacions
segmentaries (DSs) requereix un estudi detallat d'aquestes regions. La
presencia i distribucidé d'aquests segments pot aportar informacié
evolutiva de processos com la barreja d'exons i l'increment general de
diversitat proteica associada a l'augment de dominis proteic per péeptid.
Aixi doncs és important tenir en compte no només la duplicacid a gran
escala, siné també esdeveniments més puntuals de duplicacid6 genomica,
com a forces en l'evolucié dels genomes dels vertebrats.

Una caracteristica destacable del genoma huma respecte d'altres
genomes, és la porcié de seqliencia genomica formada per DSs altrament
anomenades duplicons, i que correspon aproximadament a un 5.3% del
genoma eucromatic??%*!, La freqiiéncia de DSs en el genoma huma és
molt més elevada que no pas en d'altres espéecies (veure apartat 2.2.3).
Aquestes duplicacions corresponen a fragments de >1 kb de sequéncia
de DNA presents almenys dues vegades en el genoma i poden contenir
gens, pseudogens i regions intergeniques. El seu origen és relativament
recent (~40 milions d'anys), i tal 1 com s’ha esmentat anteriorment
comparteixen entre elles un elevat grau d’homologia (>90%) i s'estima
que gran part de les DSs son alhora variables en nimero de copia. Cal
tenir en compte pero, que l'assemblatge erroni d'aquestes sequiiencies
amb elevat nivell d'identitat provinents de clons no solapants pot
subestimar la freqliéncia real d'aquests duplicons, sobretot entre aquells
fragments que tenen una homologia més elevada®. La distribuci6 de les
DSs varia molt entre els diferents cromosomes, el cas més extrem és el
del cromosoma Y, que conté DSs al llarg del 25% de la seva llargada i
inclou blocs de fins a 1.45 Mb amb una identitat de seqiiencia del 99.97%.
A més, moltes regions pericentromeriques i subtelomeriques son riques
en DSs disperses i son resultat d'insercions degudes a translocacions. Tot

L que avui en dia la majoria de regions que contenen DSs s’han
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seqlienciat, aproximadament un 10% cauen en els “gaps” que encara

queden per completar en l'assemblatge actual®.

2.2.1 Classificacio de les DSs

Atenent a la seva localitzacid, les DSs es poden dividir en dos grups.
D'una banda hi ha les DSs intercromosomiques, que representen un
~2.37% del total del genoma®®. Aquestes DSs sén definides com a
segments duplicats en cromosomes no homolegs. La majoria de
duplicons intercromosomics tendeixen a agrupar-se en zones
centromeriques i subtelomeériques dels cromosomes®™’. El fet que les
DSs intercromosomiques es trobin agrupades pot ser explicat st tenim en
compte que el genoma té un mecanisme de control de reparacio de dany
on els productes de trencament dels cromosomes s'inserten
preferentment als pericentromers i, en menys proporcio, a les regions
subtelomeériques. Encara que senzillament pot ser que aquestes regions
presentin major tolerancia a la insercié de seqiiéncies®.

El segon grup comprén un ~3.97% del genoma i sén les DSs
intracromosomiques, que es troben dins un mateix cromosoma®. Aquest
grup inclou diversos segments duplicats, que també es coneixen amb el
nom de “low copy repeats” i estan implicats en reordenaments
estructurals recurrents que poden anar associats a malalties
genétiques®®'. Aquestes regions sén doncs de gran interés medic, ja que
la seva estructura inusual sovint les predisposa a delecionar-se o
reordenar-se, fenomens que comporten conseqliéncies fenotipiques.
Exemples que ho certifiquen sén la sindrome de Williams-Beuren a la
regid cromosomica 7q*, Charcot-Marie-Tooth a la regié 17p* o la

sindrome de DiGeorge al cromosoma 22q41, entre d'altres (Taula 2.1).

Taula 2.1 Sindromes i trastorns genomics, i reordenaments als quals estan associats.
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Sindrome/Trastorn

Reordenament Cromosomic

Sindrome/Trastorn

Reordenament Cromosomic

Monosomia 1p
Holoprosencefalia 2
Nefronoftisi
Holoprosencefalia 6
Wolf-Hirshhorn
Cri-du-chat

Sotos
Sacthre-Chotzen
Cefalopolisindactilia de Greig
Williams-Beuren
Silver-Russell
Holoprosencefalia 3
Kabuki
Langer-Giedion
Holoprosencefalia 7
DiGeorge 2
Beckwith-Wiedemann
Tumor de Wilms

Aniridia genitourinaria
amb retard mental

Potocki-Shaffer
Noonan
Retinoblastoma
Holoprosencefalia 5

Prader-Willi

del(1)(p36)
del(2)(p21p21)
del(2)(q13q13)
del(2)(q37.137.3)
del(49(p16.3)
del(5)(q15.2)
del(5)(q35q35)
del(7)(p21p21)
del(7)(p13p13)
del(7)(q11.23q11.23)
dup(7)(p12p13)
del(7)(q36)
dup(8)(p22p23.1)
del(8)(q24.11¢24.13)
del(9)(q22.3)
del(10)(p13)
dup(11)(p15.5p15.5)
del(11)(p12p14)

del(11)(p12p14)

del(11)(p11.2p12)
del(12)(q24.1q24.31)
del(13)(q14q14)
del(13)(q32932)

del(15)(q11.2q13) paterna

Angelman

Esclerosi tuberosa

Ronyé poliquistic
Rubinstein-Tabi
Charcot-Marie-Tooth

Neuropatia hereditaria

amb predisposicié a paralisi
Smith-Magenis
dup(17)(p11.2p11.2)
Neurofibromatosi |
Holoprosencefalia 4

Allagile

Holoprosencefalia 1
DiGeorge/Velocardiofacial
Hipoplasia adrenal congénita
Reversid de sexe sensitiva a dosi
Pelizaeus-Merzbacher
Microftalmia amb defectes lineals de la pell
Distrofia muscular de Ducheme
Hiperglicerolémia

Ictiosi lliagada al X

Kallmann

Estatura baixa

Condroplasia puntata recessiva lligada al X
Albinisme ocular lligat al X

Azoospermia

del(15)(q11.2q13)
del(16)(p13.3)
del(16)(p13.3p13.3)
del(16)(p13.3p13.3)
dup(17)(p12p12)
del(17)(p12p12)
del(17)(p11.2p11.2)
dup(17)(p11.2p11.2)
del(17)(q11.2q11.2)
del(18)(p11.3)
del(20)(p12.2p12.2)
del(21)(q22.3)
del(22)(q11.2q11.2)
del(X)(p21p21)
dup(X)(p21p21)
del(X)(922922) i dup(X)(q22922)
del(X)(p22.31922.31)
del(X)(p21p21)
del(X)(p21p21)

del(X)(p22.3p22.3)

del(X)(p22.3p22.3)
del(X)(p22.32)

del(X)(p22.3p22.3)
del(X)(p22.3p22.3)

del(Y)(q11.2)

Per altra banda també s’ha vist que algunes regions que contenen

DSs sén punts calents evolutius on les seqliéncies codificants estan sota

una forta seleccié positiva*’. L'analisi acurat de les DSs era fa un temps

impossible ja que la sequencia crua del genoma contenia un elevat grau

de duplicacions artefactuals pero mica en mica l'assemblatge és cada cop

més fidedigne.
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2.2.3 Duplicacions segmentaries en els genomes de primats

Comparat amb d‘altres mamifers, el genoma dels humans i d'altres
primats es troba enriquit en DSs llargues amb elevat nivell d'identitat,
degut a diferents processos duplicatius que han tingut lloc durant
'evolucid dels primats. D'aquesta manera, han sorgit noves families
geniques especifiques de primats, aixi com variabilitat génica i
fenotipica®.

L'accés a la seqliencia genomica de diferents espécies ha ajudat a
entendre la distribucid, origen i els mecanismes d’evolucio de les DSs de
primats. La comparacio entre espécies i dins d'una mateixa espécie, indica
que les DSs han jugat un paper essencial en l'evolucié dels primats, creant
nous gens i modulant la variacid genetica humana que sembla contribuir
de manera important a la susceptibilitat a patir diferents malalties.
Mitjancant analisis de genomica comparada s’ha observat que les DSs en
primats provenen de processos de duplicacid6 ocorreguts fa
aproximadament uns 35-40 milions d'anys, coincidint amb la divergéncia
de les mones dels Nou i el Vell Mon. El seu tamany pot arribar a ser d’'una
megabase™, tot i que la majoria fan menys de 300 kb*.

Comparat amb la mitjana en humans i ximpanzés, la seqliéncia
d'altres genomes de mamifers (rata, ratoll i gos), mostren menys

proporcié de DSs**,

En general les DSs dels mamifers sequienciats
tenen un tamany similar a les DSs humanes, perd sdbn més grans que en
d'altres eucariotes com el cuc o la mosca®®.

Atenent a la seva distribucio i organitzacio, les DSs en humans i
primats superiors (orangutans, gorilles, ximpanzés i bonobos) es poden
classificar en tres categories: pericentromeriques, subtelomeriques i

intersticials (Figura 2.1)*,
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thura 2 1 Models de formacié de duplicacions segmentaries (DSs). a) Procés de dues
passes®’ en regions pericentromériques. DSs diverses (bandes blaves, grogues i vermelles)
de duplicons contigus. Blocs de duplicons son transferits per duplicacié no homologa a
regions pericentromeériques. b) DSs de regions subtelomériques semblen provenir de
mecanismes de reparacié dels trencaments de DNA de doble cadena, donant lloc a
translocacions a regions subtelomériques. Diferents rondes de trencament i reparacié
donen lloc a un mosaic de duplicons amb DSs (els diferents colors corresponen a
segments de diferents cromosomes). c) Les DSs intersticials provenen de miiltiples rondes
de duplicacié seriada, on la seqiiéncia flanquejant és duplicada en posteriors
esdeveniments donant lloc a un patré complex de duplicons. L'exemple de la figura
correspon als reordenaments de la regié on hi ha el gen BRCAI. Els triangles en color
corresponen a duplicons, les fletxes negres primes processos duplicatius i les gruixudes,
inversions. Els asteriscs indiquen la posicié dels gens KIAA0563 que s’han anat
expandint®.

Un estudi recent compara les DSs en humans i ximpanzés>®
D'aquest analisi es conclou que existeix un enriquiment de DSs recents en
cromosomes que contenen reordenaments especifics d'especie. Aixi, set
de les nou inversions flanquejades per DSs que hi ha entre humans i
ximpanzés, han ocorregut en el llinatge dels ximpanzés (HSA4, HSAS5,

HSA9, HSA12, HSA15, HSA16 i HSA17)*! (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Comparacié entre cromosomes humans (H) i cromosomes del ximpanzé (C).

2.3 Duplicacions com a font d’evolucié genomica

Les duplicacions segmentaries son una font important d'innovacio
evolutiva ja que l'aparicié d'una duplicacié permet que canvil la “nova”
copia del gen duplicat, i d'aquesta manera, es possibilita l'adopcioé d'una
nova funcié. També s’ha pogut observar que les DSs han tingut un paper
important en la plasticitat del genoma durant l'evolucié del primats. Les
comparacions dutes a terme entre el genoma huma i el del ximpanzé han
permes detectar la presencia de DSs en els extrems flanquejants del 70-

80% de les inversions i en el 40% de les delecions/duplicacions, tot i que
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els mecanismes pels quals els produeixen aquests reordenaments son
multiples™? .

Les DSs poden originar-se a partir de recombinacid6 homologa
desigual (non-allelic homologous recombination o “NAHR") entre blocs
de sequiencia amb elevada homologia i crear aixi noves families geniques
en regions cromosomiques particulars. Un altre mecanisme és el NHEJ
(“non-homologous end joining’)que equival a la recombinacid no
homologa per uni6 d'extrems que es produeix habitualment durant la
reparacié de ruptures de doble cadena del DNA?. Aquests mecanismes
tant poden crear families o superfamilies, com és el cas dels clusters de
receptors olfactoris, que en total contenen aproximadament 1000 gens i
pseudogens escampats per tot el genoma huma. El desti d'aquests gens
duplicats sol ser la desaparicio pero si es queden fixats es poden produir
diverses situacions (Figura 2.3)°*: a) en el cas que apareguin mutacions
que anullin la funcionalitat del gen es parla de no-funcionalitzacié.
Amb el temps, la probabilitat de que s'introdueixin aquest tipus de
mutacions augmenta.

b) Una altra possibilitat és l'aparicié d'un nou allel avantatjos que
comporta un guany de funci6, em aquest cas parlem de
neofuncionalitzacié. Aquest procés sol anar acompanyat per una taxa
accelerada de canvis d'aminoacids després de la duplicacié d'una de les
copies™. Una evidéncia de neofuncionalitzaci6 és la que ha patit el gen
d'activitat antibacteriana £DN en els micos del Vell Mén i en hominoids.
Primer va patir una série de canvis aminoacidics i posteriorment van
océrrer diverses duplicacions en tandem del gen progenitor £DN>°.

c) Finalment, més que un dels gens duplicats conservi la seva funcio
i laltre es degradi o guanyi una nova funcid, el que pot passar és que la
funcié del gen original quedi partida entre els dos duplicats, és quan
parlem de subfuncionalitzacié®®. La subfuncionalitzaci6 també pot

donar lloc a la particio temporal, on l'expressio de cada copia varia al llarg
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del desenvolupament, aquest és el cas de les beta globines humanes
explicat més endavant.

d) Tampoc és un fenomen estrany que tots dos gens (l'original i la
copia) siguin funcionals i cap dels dos retinguit o parteixi la funcio
original. En aquesta situacid parlem de coevolucié i és especialment
prevalent en les vies de senyalitzacio.

Com ja s'ha dit, la recombinaci6 homologa entre sequencies
paralogues pot donar lloc a reordenaments, incloent duplicacions en
tandem ( entre aquestes copies paralogues hi pot haver transferéncia de
seqliéncia de manera no reciproca, el que es coneix com a conversio
génica. La conversid genica homogenitza les sequiencies paralogues,
retardant la seva divergéncia, i emmascarant la seva antiguitat Aquest
fenomen permet observar “l'evolucio concertada” on els duplicats d'una
especie concreta poden ser molt similars i en canvi divergir entre les

diferents espécies™.

© & © &
I:)1 Pl

Degradaci6 Neofuncionalitzacio Subfuncionalitzacié

e X X e e X X

. 80 __ 08 0 08

Figura 2.3 Una nova duplicacié (gen A’) amb dos promotors especifics de teixit (P; i P,).
Un cop s’ha fixat la nova copia (passa en una minoria de casos), la copia A’ es pot
degradar o bé adoptar una nova funcié (neofuncionalitzacid), o bé que l'expressié del
gen original A quedi partida en A i A’ amb només un dels dos promotors actius en cada
copia (subfuncionalitzacié).
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El mecanisme més extrem de duplicacio és la que ocorre a nivell de
tot un genoma a partir d'un procés de poliploiditzacid, pel qual un
organisme diploide esdevé tetraploide. La poliploiditzacié és un
mecanisme comu en les plantes. En principi la poliploiditzacié produeix
una font d'innovacié permetent la duplicacié i divergencia del material
duplicat. Ohno va suggerir que el procés de duplicaci6 de genomes
sencers (WGD “whole genome duplication”) ha jugat un paper clau en
l'evoluci6®’. Hi ha evidéncies que mostren que una duplicacié de tot el
genoma va tenir lloc en un ancestre del llevat®. Les WGDs poden ser
dificils de detectar ja que només una minoria dels loci duplicats es
retenen, de manera que els gens en els segments duplicats no es poden
alinear correctament. A més, els gens duplicats poden ser reordenats a
posteriort.

Una de les hipotesis més controvertida sobre levolucio dels
vertebrats esta basada en dos processos de WGD al principi de l'aparicio
del llinatge dels vertebrats, al voltant de laparicié dels peixos
mandibulats fa uns 500 milions d'anys. Alguns autors recolzen aquesta
teoria basant-se en el fet que diversos gens humans els trobem en 4
copies homologues, l'exemple més notable sén els 4 clusters de gens Hox
als cromosomes 2, 7, 12 i 17°°%°. Val a dir perd, que amb l'analisi actual
del genoma huma, de moment no es tenen suficients evidéncies per

confirmar o descartar si aquestes dues rondes de WGD van tenir lloc o no.
2.4 Families géniques i superfamilies

Gran part del DNA funcional del genoma esta organitzat en families
geniques i superfamilies geniques. El terme superfamilia va ser concebut
per descriure les relacions amb un ancestre comU que existeixen entre
dos o més families geniques. A mesura que es clonen meés gens i es

seqliencien, es van descobrint relacions més estretes i antigues entre
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superfamilies. Totes aquestes superfamilies han evolucionat a partir de
processos de recombinacio desigual que han expandit el tamany dels
clisters genics i els mecanismes de transposicid han actuat formant
regions genomiques distants amb nous gens o clisters genics. La primera
evidencia que mostra que les duplicacions han jugat un paper vital en
l'evolucié de noves funcions geniques és l'extensa existéncia de families

geniques.

Ja que gran part del treball realitzat en aquesta tesi doctoral tracta
sobre l'aparicio i expansié d'una nova familia genica, la familia FAMIOA, a
continuacié s'explica de manera breu com es poden originar i expandir
les families geniques a partir de tres exemples de families de gens

ampliament conegudes.

2.4.1 La superfamilia de les globines
Un prototipus de superfamilia genica petita és la formada pels gens de
les globines. Tots els membres funcionals d'aquesta superfamilia juguen
un paper en el transport d'oxigen. La superfamilia conté tres families
principals (o branques) representades per les beta-globines, les alfa-
globines i la miosina (gen de copia Unica). La duplicacié i divergéncia
d'aquestes tres branques principals va ocorrer durant l'evolucid dels
vertebrats. Els productes codificats per aquests gens en dues de les
branques, la de les alfa-globines i les beta-globines, s'ajunten per formar
el tetramer de la proteina funcional, lhemoglobina, que actua
transportant l'oxigen en sang. La mioglobina en canvi transporta l'oxigen
en el teixit muscular.

La superfamilia de les beta-globines s'ha duplicat per multiples
processos de recombinacio desigual i ha divergit en cinc gens funcionals i
dos pseudogens, tots ells presents en un sol cluster del cromosoma 7 de

ratoli. En el cas de les alfa-globines es van generar tres clisters, un és
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funcional durant lUembriogenesi i dos funcionals en ladult. A part
d'aquests clusters d'alfa-globines també hi ha dos gens "alfa-like” no
funcionals que s'han transposat en localitzacions disperses dels
cromosomes 15 i 17°. Finalment, el gen de copia Unica mioglobina es
troba en el cromosoma 15 i no té cap altre membre relacionat al seu
voltant ni en cap altre localitzacié gendmica®*®. D'aquesta manera, la
superfamilia genica de les globines dona una visid6 dels diversos
mecanismes utilitzats pel genoma per evolucionar la complexitat

estructural i funcional.

2.4.2 La superfamilia dels gens Hox

Per altra banda la superfamilia de gens Hox exemplifica un altre
prototipus d’'expansié de numero de gens. En aquest cas, els processos
duplicatius primerencs (que daten abans de la divergencia dels vertebrats
i els insectes) van crear un clUster de gens relacionats que codifiquen per
proteines d'unié a DNA que aporten la informacié espaial necessaria pel
desenvolupament de l'embrié. Aquest cluster original s'ha duplicat en
massa U s’ha dispersat donant un total de quatre localitzacions
cromosomiques, cadascuna conté de 9 a 11 gens®. Algunes insercions i
delecions geniques dins clusters concrets han succeit per recombinacio
desigual des de les duplicacions en massa, de manera que s'observen

diferéncies en numero i tipus de gens entre els diferents clusters.

2.4.3 La superfamilia de les Immunoglobulines

Un dltim exemple de superfamilia genica és la de les immunoglobulines
(Ig). Es tracta d'una extensa familia formada per receptors de membrana o
solubles implicats en la resposta immune i processos d'interaccio cel-lula-
céllula. Aquest grup inclou les propies families d'lgs, els gens del
complexe major d’histocompatibilitat i els gens dels receptors de les

céllules T, entre d'altres®. En aquest cas tenim gens dispersos i families
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geniques, clusters petits, clusters grans, i clisters dins de clusters,
agrupats o dispersos. La dispersié ha ocorregut per transposicié de
clusters sencers en massa. A més, el domini original d'lg pot estar present
una vegada en alguns gens, pero també ha estat duplicat de manera
intrageénica i hi ha membres que contenen dos, tres i fins a quatre
dominis Ig en un sol polipeptid. La superfamilia d'lgs, que conté
centenars i potser milers de gens, illustra la manera com l'emergéncia
inicial d'elements geneétics versatils pot ser explotada per les forces de
l'evolucié génica donant com a consequiencia un creixement enorme de la

complexitat genomica de l'organisme.

Un nombre limitat de families géniques de gens de copia multiple
han evolucionat sota una forma especial de pressid selectiva que
requereix que tots els membres de la familia mantinguin essencialment la
mateixa sequiencia. En aquests casos, el proposit de mantenir un nUmero
de copies elevat no és crear variabilitat, st no més aviat poder
proporcionar a la cellula una quantitat suficient de producte identic en
un periode de temps curt. Exemples d'aquestes families geniques
inclouen els gens que codifiquen per RNA ribosomals i de transferencia.
També s'inclouen les histones que han de ser produides a nivells
suficients de proteina per embolcallar la nova copia de tot el genoma que
és replicat durant la fase S de cada cicle cel-lular.

En aquests casos, hi ha una forta pressid selectiva per mantenir
intacte la sequencia de tots els membres de la familia perque tots son
utilitzats per produir el mateix producte. En altres paraules, el
funcionament optim de la cellula requereix que els productes de
cadascun dels gens individuals sigui directament intercanviable en
estructura i funcidé amb els productes de tota la resta de membres de la
mateixa familia. Aquesta situacid és possible gracies a l'evolucié

concertada®. Aixi, com ja s'ha dit, a partir de recombinacié desigual i la

26



Introduccio: Evolucié i duplicacions

conversid genica interallelica juntament amb la seleccio per
homogeneitat, tots els membres d'una familia genica es poden mantenir
amb practicament la mateixa sequiencia de DNA. Tot i aixi, l'evolucio
concertada també dodna lloc a un augment de la divergéncia entre
families geniques de diferents especies.

Donada l'aparent importancia de la duplicacié genica per l'evolucio
de noves funcions biologiques a diferents escales de temps evolutives, és
important l'estudi de les diferencies a nivell de segments duplicats que
existeixen entre espécies i entre els nostres parents més propers, els

primats superiors.

2.5 Families géniques especifiques de primats

El genoma dels primats superiors i dels humans és sorprenentment
semblant. El treball dut a terme per Fortna et al. identifica un 3% dels
gens humans com a gens que han patit canvis en numero de copia
especifics de llinatge en humans i primats superiors®’. En aquest estudi
detecten 140 gens amb canvis en numero de copia especifics d’humans
que s'espera que siguin investigats en els propers anys.

Una qliestid cabdal en la biologia evolutiva des de fa décades és
esbrinar que ens diferencia a nivell genéetic de la resta de primats i en
concret dels nostres parents més propers, els primats superiors. Les
diferéncies genetiques poden ser a diferents nivells, des de grans
alteracions en l'arquitectura citogenética, reordenaments cromosomics,
duplicacid6 de families geniques, aparici6 i desaparici6 de gens i
diferéncies en la transcripcié génica i l'splicing de mRNAs®.

A nivell cariotipic s'ha pogut determinar que 18 dels 23 parells de
cromosomes humans sén molt semblants en els primats superiors a
excepcié dels cromosomes X, 4, 9 i 12 que han patit diversos
reordenaments després de l'especiacié dels primats®®. Daltra banda

també s'ha descrit en el mateix estudi l'origen del cromosoma 2 huma

27



Introduccio: Evolucié i duplicacions

provinent de la fusié de dos cromosomes, i la translocacio reciproca en el
goril-la entre els cromosomes homolegs als cromosomes humans 15 i 17.
Una de les caracteristiques genomiques que ha tingut gran
importancia alhora de modelar els genomes de primats és la presencia de
les DSs, com ja s’ha esmentat. Per exemple, les DSs han jugat un paper
important en l'adquisicio de trets fenotipics com la visio tricromatica, fet
que va representar una millora considerable alhora de detectar els fruits
grocs/vermells o fulles’”®. Aquest esdeveniment fou fonamental i va
ocorrer fa uns 35 milions d'anys en un ancestre comu de les mones del
Vell Mén i els primats superiors”. Aixi els Cattarhini i els Hominoids
(veure Figura 2.4 on es mostren les distancies evolutives) contenen un
gen autosomic que codifica per la deteccid del color blau i alhora tenen
duplicats al cromosoma X que codifiquen per la capacitat de distingir els

colors verd i vermell’”. |

son precisament aquests gens lligats al
cromosoma X que es van originar a partir d'una duplicacié posterior a la
divergencia de les mones del Nou Mon. Aquests primats tenen només un
sol gen al cromosoma X t un altre gen pel pigment del color (opsina) a

l'autosoma’®.

Haplorhini
| Simiiformes |
I Catarrhini |
Strepsirhini |Cerc0plthecoidea Hominoidea |
Lemuriformes Tarsiiformes  Platyrrhini Carcopithec\nael Hylobatidae Pongidas Hominidae |
Lorisiformes  Tarsilus Cebus Colobinae Hylobates FPongo  Govilla Pan
Galago Macaca Symphalangus 0 Homo

-6
Mya

Figura 2.4 Relacions filogenétiques entre primats (Goodman 1999), Mya=milions d’anys.

La majoria de gens que codifiquen per proteines involucrades en la
formacié d'esperma, que tenen un paper en laparellament mascle-
femella o les cel-lules germinals humanes, sén exemples de gens que han

evolucionat rapidament en els llinatges dels primats. En general, aquesta
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evolucio rapida es troba sota seleccid darwiniana positiva i probablement
ha participat en l'evolucio recent dels trets reproductius en mascles i
femelles. La barreja d'exons ("exon shuffling") a traves de recombinacid, la
retrotransposicié mediada per elements LINE-1 i U'expansié de DSs sén
mecanismes que han aportat en gran mesura gens quimerics que
codifiquen per mRNAs en primats. Un exemple de fusié génica el trobem
en el cas del gen Kua-UEV que codifica per una proteina
citoplasmatica’".

Tanmateix, també hi ha exemples de perdua de funcié genica, com
en el cas dels receptors olfactoris que s'han anat pseudogenitzant en
diferents llinatges antropoides’®. Uns altres elements que juguen un
paper important en l'aparicid6 de nous gens sén els LTRs de retrovirus
endogens humans (HERVS), que per exemple, han permes l'expressié en
primats del gen AMY que codifica per 'enzim amilasa’’’®.

Per altra banda tenim diversos exemples on els elements Alu
inserits en regions promotores han modelat el control de lexpressio
génica dels gens del voltant’*®.

Un exemple interessant en la creacid de gens especifics de primats
el trobem en el cas de PMCHL1/PMCHLZ, copies truncades del gen MCH
(“melanin concentrating hormone”), que son gens que codifiquen per un
neuropeptid que actua com a neurotransmissor i regulen un gran ventall
de funcions®. Diversos estudis han aprofundit en l'estructura d'aquests
gens i s'ha pogut postular que al llarg de l'evolucié dels primats han patit
un gran nombre de combinacions que han creat llocs d'splicing de novo.
No tant sols aix0, st no que la regulacidé d'aquests gens es veu afectada
per la retrotransposici6 de transcripts antisentit i per processos de
truncament que han creat una nova pauta de lectura.

Un treball dut a terme per Eichler et al. ha permés descriure

l'important paper que han jugat les DSs en l'evolucio dels genomes de

primats amb la descripcié de la DS anomenada “LCR 16a". Aquest estudi
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revela un procés d'expansio d'aquests duplicons en primats superiors, aixi
com una hipervariabilitat entre els paralegs en humans*.

Estudis de genomica comparada han permes postular que l'aparicio
d'uns pocs gens nous en humans estan associats a trets especifics
d’humans com el bipedisme o funcions cognitives complexes®, i que
aquestes diferencies s'haurien de trobar a nivell de regulacio especifica de
teixit, a nivell del desenvolupament i a nivell d'expressio en les diverses
espécies de primats®*®, donat que el nivell d'identitat de seqiiéncia entre
humans i primats superiors a les zones codificants és del 99%%.

Finalment cal mencionar que una font important de vairabilitat genética
en humans, ximpanzés, macacs, i ratolins sén les variants estructurals, i
variants en nimero de copia (CNVs) tractades al seglient capitol. De ben
segur part d'aquestes variants estructurals contribueixen a l'ampli ventall

fenotipic it genotipic entre individus.
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3. Variants estructurals: CNVs
Inversions

Des de linici dels estudis citogenetics, es va observar que guanys o
perdues de cromosomes sencers o alteracions visibles al microscopi que
involucraven segments grans de cromosomes es trobaven de manera
recurrent associats a diversos trastorns comuns com ara la sindrome de
Down®®. Cap al 1990, també es va fer patent que els guanys o pérdues de
fragments especifics de certs cromosomes eren la causa recurrent de
moltes altres malalties genetiques menys comuns. El que durant molts i
molts anys ha passat desapercebut ha estat la variacié en numero de
copia del DNA i com aquesta ha contribuit al ventall de variacié a nivell
de seqiiencia ide fenotip entre individus aparentment sans.

Al 2004, dos estudis rellevants®’®® van contribuir enormement a
caracteritzar aquesta variacid en nimero de copia a gran escala en les
poblacions humanes i a entendre quin paper juguen en la variabilitat
fenotipica i en la susceptibilitat a patir diferents malalties. En paral-lel i
utilitzant tecnologies semblants, s’han dedicat molts esforcos a examinar
el rol d'aquestes variants estructurals de gran tamany en malalties
esporadiques. Aquesta variabilitat estructural tant inclou insercions,
duplicacions i delecions de DNA, conegudes com a variants en numero de
copia o CNVs (copy number variants), com reordenaments cromosomics
balancejats com ara les inversions o translocacions, anomenant-se de

manera generica variants estructurals.
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Aixt l'any 2006 es va estimar que les CNVs representen entre 5 Mb i
24 Mb* de diferéncies genétiques entre individus, mentre que les
variacions formades per un Unic nucleotid (single nucleotide
polymorphisms o SNPs) només suposen 2.5 Mb. Les dades més recents
semblen indicar que cada individu presenta ~1000 CNVs per genoma

diploide®™. Actualment hi ha més de 6000 CNVs descrites a la base de

dades de variants genomiques (http://projects.tcga.ca/variation), pero
moltes d’elles no han estat validades per diferents metodologies.

Aixi doncs, entendre diferencies en ndimero de copia en les
diferents poblacions humanes pot aportar grans avencos en el tractament

de diverses malalties (Taula 3.1).

Taula913.1 CNVs associats a malaltia i els gens implicats.(Adaptat d’Estivill i Armengol
2007)

Malaltia amb CNV associat Gen Referéncia

VIH/ susceptibilitat a SIDA CCL3L1 Gonzalez E et al, Science (2005)

Artritis reumatoide i Diabetis tipus | CCL3L1 McKinney C et al, Ann. Rheum. Dis. (2007)
Lupus eritemat6s sistemic (LES) C4A/C4B Yang Y et al Curr. Dir. Autoimmun. (2004)

LES/ Poliangiitis microscopica

Granulomatosi de Wegener FCGR3B Atiman TJ et al, Nature (2006)
Fanciulli M et al, Nat. Genet. (2007)

Malaltia de Crhon DEFB4 Fellermann K et al, Am. J. Hum. Genet. (2006)

Trastorn bipolar GSK3B Lachman HM et al, Am. J. Med. Genet. B (2007)

Malaltia de Parkinson Ibanez P et al, Lancet (2004); Chartier-Harlin MC et al, Li

d'aparici6 temprana SNCA Singleton AB et al, Science (2003)

Malaltia de Parkinson hereditaria Rovelet-Lecrux A et al, Nat. Genet. (2006)

d'aparici6 temprana APP Cabrejo L et al, Brain (2006)

Pancreatitis hereditaria PRSS1 Le Marechal C et al, Nat. Genet. (2006)

Trastorns d'aspectre autista Mltiples Sebat J et al, Science (2007); Weiss L et al, N. Engl. J. N
Szatmari P et al, Nat. Genet. (2007)

Cancer de mama familiar MTUS1 Frank B et al, BMC Cancer (2007)

Glaucoma FOXC1, FOXC2, FOXQ1 ChandaB et al, Hum. Mol. Genet. (2008)

Trombocitopénia pUrpura idiopatica FCGR2C Breunis WB et al, Blood (2008)

Esquizofrénia Maltiples Walsh T et al, Science (2008)
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Diverses innovacions tecnologiques (hibridaci6 genomica
comparada "CGH" amb arrays de BACs, arrays d’oligonucleotids, llibreries
de fosmids o la seqlienciacio a gran escala per exemple) han obert la
porta a un aspecte fonamental de la variacié genomica humana com a
base genetica de malalties. Els metodes per detectar CNVs a tot el
genoma son utils per identificar els factors de risc de patir diverses
malalties i superen les limitacions que hi havia amb el tradicional
mapatge de gens®. La tecnologia dels arrays no és l'inica que es pot usar
per detectar CNVs i associar-los a malaltia. Altres metodes com la PCR
quantitativa, la MLPA (“multiple ligation probe amplification”) o la DASH
(“dynamic allele-specific hybridization”) també sén Utils per identificar
CNVs tot i que totes tenen les seves limitacions en quant a capacitat i
nivell de resolucid.

Les aproximacions mitjancant tecniques de seqlienciacid, com el
mapatge comparant extrems de fosmids clonats amb la sequencia de
referencia, son especialment idonis per detectar no només CNVs, si no
reordenaments estructurals com inversions i translocacions®’#*%,
Dissortadament, utilitzar els sistemes actuals de seqlienciacio per
capil-laritat resulten extremadament cars per sequenciar els extrems d'una
llibreria de fosmids de tot un genoma. Tot i aixi, la nova generacié de
tecnologies de seqlienciacidé esmentades al primer apartat de la
introduccié, sembla que economitzaran el cost i possibilitaran aquesta
mena d'estudis a gran escala en un futur no molt llunya. Exemples que ho
corroboren soén la seqlienciacié del genoma del Dr. James Watson (premi
Nobel 1962) i el treball basat en la sequienciacié de vuit individus publicat

aquest any per Kidd et a/**,
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Introduccio: Variants estructurals

3.1 CNVs i Duplicacions Segmentaries

Cal esmentar que existeix una estreta relacid entre les sequencies
duplicades a l'assemblatge de referencia i la variacié en nUmero de copia
al genoma huma. Més de la meitat de nucleotids anotats dins de les DSs

(http://humanparalogy.gs.whashington.edu)® es solapen amb CNVs. La

densitat mitjana de DSs en la majoria de regions amb CNVs del genoma
és del ~25% , mentre que la densitat mitjana si es té en compte tot el
genoma és del 4-5% i en zones pobres en CNVs és del 2-3%. En altres
paraules, les regions duplicades del genoma contenen de 4 a 10 vegades
més CNVs?’#9%>% De fet, moltes DSs representen els allels de CNVs de
'assemblatge de referencia. Tot i aixi, només la meitat de CNVs
aproximadament colocalitzen amb DSs®*®.

Per altra banda, hi ha una gran relacid6 entre les regions
genomiques que contenen CNVs i el contingut de gens. Les regions
riques en gens tenen tendéncia a ser riques en CNVs i a linrevés***?,
També s'ha vist que el tipus de gens que es troben en CNVs associades a
DSs estan preferentment involucrats en percepcidé sensorial com els
receptors olfactoris i gens involucrats en la resposta immune?’%698%
Sovint s'ha suggerit, i en molts casos s'ha constatat, que aquests gens
estan subjectes a canvis adaptatius rapids al llarg de levolucié dels
mamifers’®. També hi ha estudis que han trobat signes de selecci6
positiva a nivell de canvis d'aminoacids en families géniques com
morpheus*, RanBP2'*" i DUF1220'* duplicades recentment. En canvi, les
CNVs que no solapen amb DSs estan enriquides en gens de senyalitzacio
que regulen el desenvolupament i el creixement cel-lular*’ %% Es tracta
de gens que estan involucrats en respostes fisiologiques i en el

desenvolupament, i per tant sovint desperten interées com a dianes

terapeutiques de malalties com el cancer.
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3.2 Inversions

Com s’ha explicat en l'apartat anterior el genoma conté gran quantitat de
variants estructurals de gran tamany formades per duplicacions i
delecions cada cop més ben caracteritzades. En el cas de les inversions
polimorfiques malauradament aquest coneixement és més pobre. El
principal motiu és la manca de tecniques a gran escala per poder detectar
inversions ja que es tracta de reordenaments equilibrats i els seus punts

de trencament sovint cauen en regions complexes de DSs'%**%.

S’han proposat diversos mecanismes per explicar com la preséncia

de “low copy repeats”en posicid invertida poden causar les inversions al

53,105,106

genoma (Figura 3.1). També s'han pogut detectar parelles de

repeticions invertides a prop dels punts de trencament de diferents
inversions polimorfiques'®’ 1%,

Recombinacié homologa no al-lélica

Aa Gen ' A Duplicacié
— D> > —_— )
_'::}-_':D_ Deleci6
—(:[‘>
b Translocacié
c . Inversio
— e —p Y \ —_— =i
B Conversio e
, ~
L4 ¥
‘\ by .
~— — — Divergéncia 4% A COﬂVgrgenma
: al-lélica v \:‘para_loga
‘ : r;

Figura 3.1 A) NAHR entre DSs causa reordenaments depenent de l'orientacié de les DSs
involucrades. (Aa) Duplicacions en tandem i delecions com a resultat de NAHR entre
seqiiéncies contigiies duplicades. (Ab) Les translocacions sén el resultat de l'intercanvi
entre DSs de cromosomes no homolegs. (Ac) En Aa i Ab les DSs tenen la mateixa
orientacid. Quan es tracta de DSs d’orientacié oposada, s’originen inversions. B)Conversié
génica entre DSs degut a lintercanvi de seqiiéncia entre copies (evolucié concertada).
Adaptat de Bailey et al.”’

Avui en dia existeixen pocs exemples d'inversions polimorfiques de

les quals s’hagi pogut establir la seva freqlencia en una poblacid
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determinada. Una d'elles és la inversic de 900 kb del cromosoma
17921.31'%. En aquest cas trobem dos al-lels, un de “normal” i un altre en
orientacié invertida que és present en un 21% dels europeus pero €s poc
comu en africans (6%) i asiatics (1%). L'haplotip invertit data de fa ~3
milions d'anys pero hi ha poques evidencies de que hagi recombinat,
d'aquesta manera ha pogut donar lloc a un haplotip diferent i a un gran
desequilibri de lligament de la regi6 en la poblacidé d'origen europeu. A
més, l'analisi fet a poblacié islandesa mostra que les dones portadores de
l'haplotip invertit tenen de mitjana més fills que no pas les no portadores,
de manera que la conformacié invertida estaria sota pressié selectiva.

1., utilitzant la seqiienciacié dels

L" estudi realitzat per Tuzun et a
extrems de fosmids d'una llibreria construida a partir del DNA d'una dona
d'origen Africa i comparant-la amb l'assemblatge de referéncia, va poder
detectar 56 inversions putatives. Tot i que aquest metode és eficac alhora
d'identificar inversions, no és viable utilitzar-lo per establir la freqliencia
d'aquests reordenaments en una poblacio, ja que requereix multiples re-
seqlienciacions i comporta una elevada despesa economica. Una altre
opcid per detectar fragments invertits del genoma és utilitzar metodes
indirectes com la comparacio per FISH i PCR entre el genoma huma i el
del ximpanzé'®’ (szamalek 2006). Un treball dut a terme utilitzant aquesta
aproximacio va tenir en compte 23 regions de les quals tres, a les regions
cromosomiques 7p22, 7qll i 1624, van resultar ser polimorfiques en
humans. Un altre estudi publicat al 2007 va utilitzar un metode estadistic
basat en la comparacidé dels blocs de desequilibri de lligament en
individus HapMap respecte l'assemblatge de referencia. Aixi van poder
detectar 176 regions candidates a patir inversions tot i que caldran
futures aproximacions experimentals per validar-les.

Diverses inversions han estat associades directament a fenotips
deleteris degut a disrupcions d’elements reguladors critics o de

sequéncies geniques, o a predisposicié a causar reordenaments en la
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descendéncia, es tracta de trastorns genodmics com I'hemofilia A, la
sindrome de Prader Willi o d'Angelman, la sindrome de Williams-

3110 5 [a sindrome de Hunter''!. En canvi d'altres inversions

Beuren
semblen ser neutrals, seria el cas de les que trobem als cromosomes 9,
4p16™* o 8p23'®. Algunes d'elles es tracten amb més deteniment més

endavant.

3.2.1 Classificacié de les inversions

Les inversions es poden classificar en dos tipus atenent a les posicions
relatives dels punts de trencament respecte del centromer. Les inversions
pericentriques tenen un punt de trencament a cada brag del cromosoma i
les inversions paracentriques tenen els dos punts de trencament en el
mateix bra¢ cromosomic. S’han trobat tant inversions pericentriques com
paracéntriques en els 22 autosomes humans'*?. La majoria d'elles es
pensa que tenen punts de trencament Unics a nivell de resolucid
citogenetica, pero s’han identificat algunes inversions que presenten

diferents punts de trencament de manera recurrent'*.

Aquestes
ultimes poden haver sorgit a través de multiples reordenaments
independents que van donar lloc a les diferents inversions o bé es van
transmetre de manera idéntica a la descendencia a partir d'un Unic (o un

nlimero petit) d'ancestres comuns™®.

3.2.2 Recombinaci6 en individus heterozigots per una inversio

Actualment se sap que les inversions cromosomiques sén més freqlents
del que s’havia vist en els estudis citogenetics classics. Moltes de les
inversions paracentriques criptiques (no detectables citogeneticament) es
troben flanquejades per DSs i, com ja s'ha explicat, poden causar
malalties mendelianes per disrupcié de gens als punts de trencament o
bé ser presents en poblacié general com a polimorfismes. En aquest ultim

cas, per la impossibilitat d'un aparellament correcte de la regi6 invertida
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durant la meiosi, en els individus heterozigots existeix una predisposicio a
produir reordenaments desequilibrats com els reordenaments inv dup
(inversid i duplicacid del fragment invertit) o simplement delecions i
duplicacions.

Aixt podem dir que les inversions no tenen consequencies
fenotipiques directes, excepte quan un o els dos punts de trencament

disrupcionen un gen*’*%

, pero st poden estar associades a problemes
reproductius o a un risc incrementat de produir gametes no balancejats a
través d'entrecreuaments entre dos cromosomes homolegs, l'un normal i
l'altre invertit. Un nimero imparell de recombinacions meiotiques dins
una inversid pericentrica déna lloc a una delecid i una duplicacio, i el
mateix esdeveniment en una inversido paracéntrica déna lloc a un
cromosoma dicentric i un fragment acrocentric, que normalment no son
viables i per tant la transmissié d'un recombinant no balancejat a la
progénie és exclosa'’®. La importancia d’aquest factor de susceptibilitat
ha estat ben caracteritzat per alguns trastorns genomics que afecten al
cromosoma 8 i serveixen com a possible model per explicar les bases
genetiques d'altres reordenaments cromosomics recurrents. Per altra
banda, estudis de segregacio en families i d'analisi de cromosomes per
FISH en esperma, mostren que hi ha casos on la recombinacié meiotica
queda exclosa dins el fragment invertit*? i en canvi augmenta en la resta
del cromosoma'?. Aixi, tot i que es desconeix el mecanisme que hi ha al
darrera, les inversions en heterozigosi poden afectar la recombinacié tant
dins del fragment invertit com a la resta del cromosoma. Sembla ser que
el factor que meés influeix en lexistencia o no de recombinacié és el
tamany de la inversi6'®,

Les inversions humanes més comuns inclouen blocs centromerics
d’heterocromatina dels cromosomes 1, 9 i 16 i d'heterocromatina del brag

llarg del cromosoma Y2 El més probables és que les inversions

heterocromatiques siguin consequencia d'alteracions en la quantitat i la
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distribucié d’heterocromatina, i per tant, sén considerades variants sense
efectes fenotipics. També hi ha inversions polimorfiques pericentriques,
que no engloben heterocromatina centromerica, que afecten als
cromosomes 2, 3, 5 1 10 que sdn comuns i no tenen conseqliéncies

fenotipiques i per tant sén considerades variants'*.

3.2.3 Inversions criptiques associades a DSs

En els ultims 15 anys s'han descrit diverses inversions paracentriques
criptiques i la gran majoria estan mediades per LCRs o duplicons de >10
kb que actuen com a substrats de recombinaci6 homologa no al-lelica
(NAHR). Un cas interessant és el de la inversid que disrupciona el factor
VIII de coagulaci6 en els pacients amb hemofilia A severa'®. La disrupcié
d'aquest gen és deguda a la NAHR entre l'intré 22 del gen A i una o
ambdues copies del mateix gen que es troben en direccié oposada a una
distancia de ~500 kb. Aquest mecanisme és el causant de la malaltia en
un 50% dels pacients. El mateix passa en un 13% dels pacients amb la
sindrome de Hunter, on la NAHR entre el gen /DS i el seu pseudogen
localitzat a 900 kb déna lloc a la disrupcié d’aquest gen''*.

Altres inversions criptiques recurrents mediades per duplicons s’han
vist en individus no afectes. Aquest és el cas de la inversio a Xg28, a la
regid dels gens emerina/filamina'®. Aquesta inversi6 es troba en
heterozigosi en el 33% de les dones i en hemizigosi en el 19% dels homes
i és mediada per duplicons que tenen un 99% d'identitat de seqliéncia
que flanquegen els gens de l'emerina i la filamina. Tot i que aquest elevat
nivell d'identitat podria suggerir un origen molt recent, un estudi recent
realitzat en 116 especies diferents mostra que aquests duplicons son
presents en totes elles, indicant que el seu origen es remunta a més de
100 milions d'anys™®Tot i que els portadors de la inversid soén

fenotipicament normals, s'ha hipotetitzat que algunes delecions de
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'emerina associades a la distrofia muscular d'Emery-Dreifuss son el
resultat de reordenaments deguts a la inversio'?’.

Una altra inversid criptica recurrent i benigna s’ha descrit a la regié
que conté el locus NPHP al cromosoma 2g13. La delecid6 en homozigosis
de 290 kb que conté aquest locus, és mediada per duplicons amb la
mateixa orientacid i dona lloc a una malaltia renal coneguda com a
nefronoptisi de tipus 1. Aquests mateixos duplicons quan es troben en
orientacid oposada son els causants d'una inversi6 de 500 kb que es
troba en homozigosis en un 1.3% de la poblaci6'®.

Finalment en el cromosoma Y trobem una inversid6 de 3 Mb que
propicia la translocacid PRKX/PRKY que explicaria la majoria d'individus
mascles XX i algunes femelles XY*?. Aquest seria un clar exemple que
demostra que aquesta inversio polimorfica del cromosoma Y no és
neutral. Es més, sembla factible que d'altres inversions criptiques siguin
les responsables del seguit de delecions i duplicacions complexes

mediades per diferents duplicons associats al locus AZFc*3%*3,

3.2.4 Altres reordenaments cromosomics mediats per inversions
paracentriques criptiques

Osborne et al. van observar Inversions en heterozigosi a la regi¢ de la
sindrome de Williams-Beuren en quatre dels dotze pares transmissors del
cromosoma relacionat amb la malaltia’®®. Aquests resultats han estat
corroborats per Bayés et al.*® en un estudi on es mostra que un ~25%
dels progenitors transmissors eren heterozigots per una inversié mediada
per les DSs disposades en sentit oposat de la regié 7q11.23. El mecanisme
pel qual la inversié genera una delecid intersticial és degut probablement
a que la sinapsi entre el cromosoma normal i linvertit ocorre en tot el
cromosoma, excepte en el loop de la zona invertida. D'aquesta manera es
permet la recombinacié homologa no allelica (NAHR) entre les DSs en

direccid6 oposada que flanquegen la regié 7q11l.23. Un estudi recent
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mostra que dins aquests duplicons existeixen CNVs que actuen com a
factor de predisposicié a la delecio™.

Un altre exemple és la translocacio recurrent t(4;8)(p16;p23) que és
mediada per dos parells de clisters de receptors olfactoris localitzats a
4p16 i 8p23'°133 En cinc casos de novo d'aquests tipus de translocacio,
tots d'origen matern, es va observar de nou que les mares eren dobles
heterozigotes per les inversions de les regions flanquejades per clisters
de receptors olfactoris a 4p16 i 8p23. Semblaria doncs que la parella de
cromosomes homolegs no es poden aparellar bé degut a la inversio, i es
potencia la recombinacié entre els cromosomes no homolegs 4 i 8 en les
regions de gran homologia constituides per receptors olfactoris. Estudis
realitzats en aquestes regions mostren que la freqlieéncia de la inversio en
heterozigosi a 4p16 en individus control és del 12.5% i del 26% a 8p23,
mentre que la freqiéencia de dobles heterozigots és nomeés del 2.5%.

La preséencia d'inversions criptiques paracentriques com a base de
reordenaments no balancejats també s'ha observat en mares de nens
amb la deleci6 a 15q11-q13 amb la sindrome d’Angelman®*. La inversi6
es va identificar en quatre de sis mares de pacients Angelman amb la
delecid. En aquest cas la inversio es troba present en un 9% de la
poblacié general. A través d'aquesta informacié es pot postular que les
inversions en heterozigosi entre DSs son propenses a patir de NAHR i per
tant aquest tipus d'inversions constitueixen un factor de susceptibilitat
important per reordenaments cromosomics no equilibrats. Tot i aixo, no
tots els reordenaments recurrents en zones flanquejades per DSs poden
ser explicats per aquest mecanisme. Per exemple, la delecid de la regid
22g11.2 en pacients amb la sindrome de Di George/ Velocardiofacial, no
s'ha trobat en cap cas associada a cap inversié**>, com tampoc s'ha trobat
cap inversid en els progenitors de nens amb la delecido causant de la

sindrome de Prader Willi.
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3.2.5 Origen de les inversions

Tot i la seva freqiiencia i importancia, es coneix molt poc la proporcio
d'inversions amb punts de trencament Unics o multiples. Un estudi dut a
terme pel Wessex Regional Genetics Laboratory durant 40 anys es va
centrar en la deteccié d'inversions i a partir de les troballes resultants, un
estudi recent s'ha centrat en les més recurrents per esbrinar si s'han
originat a partir d'un ancestre comu o bé de manera independent més
d'una vegada®. De les 188 combinacions de punts de trencament que es
van detectar, només 35 semblen ser recurrents, tot i que els punts de
trencament van ser detectats citogeneticament i per tant, pot ser que en
realitat tinguin diferents punts de trencament a un nivell més alt de

resolucio.

Per finalitzar aquest apartat, cal destacar una publicacié recent on a partir
de la creaci6 de llibreries genomiques de fosmids subclonats pertanyents
a DNA de 8 individus, s'ha obtingut un mapa perfecte d'alta resolucié de
la variaci6 estructural d'aquests individus®. Aixi, les dades més recents
mostren lexisténcia de 224 inversions, aixt com un gran enriquiment

d'aquests tipus de reordenament en certes regions del cromosoma X.
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4. La regio cromosomica 8p23.1

La regi6 8p23.1 engloba 6.5 Mb (de 6.2 Mb a 12.7 Mb) a la part distal del
bra¢ curt del cromosoma 8 i és d'especial interés ja que es troba
flanquejada als extrems per diversos grups de duplicons. Aquest fet Li
confereix una enorme inestabilitat, donat que aquesta arquitectura
predisposa a la regid a patir diferents tipus de reordenaments

cromosomict0>136-143

. Entre les reorganitzacions descrites a la literatura
que afecten a 8p23.1 trobem duplicacions en tandem, duplicacions
invertides, delecions, inversions pericentriques (p23g22), inversions
paracentriques i també translocacions. Tot i que les reorganitzacions a
8p23.1 sén freqlients, el fenotip al qual estan associades no és del tot clar
(tant existeixen casos amb fenotip normal, com casos associats a malalties

144-147

psiquiatriques ), Ula complexitat de les DSs d'aquesta regié dificulta

poder delimitar acuradament els punts de trencament.
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4.1 Arquitectura genomica de 8p23.1

L'arquitectura genomica de 8p23.1 es caracteritza per la seva complexitat
i inestabilitat, essent una de les regions del genoma huma més dificils de
desentrellar, com ho demostra el fet que en l'actual assemblatge encara
hi ha “gaps” de seqliencia. Aquest fet és degut a lexisténcia de DSs
altament complexes a banda i banda de la regié que contenen multiples
repeticions en tandem d’orientacio tan directe com oposada, que alhora
poden ser variables en nimero de copia. Les duplicacions més distals es
coneixen amb el nom de REPD i les proximals REPP (Figura 4.1).
Originariament es coneixia aquestes DSs com a una zona rica en
receptors olfactoris, pero a mesura que s'ha anat obtinguent un
coneixement més detallat de la regid, els clusters d'altres gens com les
defensines representen una extensi® molt més significativa d'aquestes

DSs.
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Figura 4.1. Regié cromosomica 8p23.1. A) Imatge del cromosoma 8 amb la regié 8p23.1
marcada en vermell. B) Localitzacié dels gaps (rectangles vermells) de 100 kb als dos
extrems de la regié. C) Representacié dels gens de 8p23.1. La fletxa grisa mostra
l'orientacié del cluster d’'alfa defensines, i les negres dels de beta defensines a costa i
costat del gap. D) Localitzacié dels duplicons distals REPD i proximals, REPP. La regié
compresa entre REPD i REPD és la que es troba invertida en poblacié general.
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La regi6 corresponent a REPD s’'estén des de 6.8 Mb fins a 8.1 Mb
(NCBI build 36.1; UCSC version hgl8), mentre que REPP s'estén des de
11.5 Mb fins a 12.6 Mb. Es important tenir en compte que aquesta regié
s'engloba dins el conjunt de duplicacions segmentaries no resoltes de
l'actual sequencia del genoma huma ja que encara a l'assemblatge del
Mar¢ del 2006 existeix un gap de 100 kb a 7,5 Mb i el mateix passa a la
regio REPP a 12 Mb.

Un motiu pel qual aquests gaps encara no s’han cobert és que tot i
que hi ha clons de la zona perfectament aptes per sequenciar, les
seqliéncies resultants no poden ser mapades de manera no ambigua, ja
que quan dues seqlencies comparteixen >99% d'identitat és
practicament impossible discernir si representen loci diferents o sén
diferents al-lels d'un mateix locus”. Els diversos intents de cobrir aquests
dos gaps s'han vist dificultats per la presencia de duplicons a les
seqliencies flanquejants.

St ens centrem en REPD, trobem un grup de gens relacionats amb
resposta immune anomenats defensines que s'han classificat com a
polimorfics pel que fa a nUmero de copies. Les defensines es divideixen
en alfa i beta-defensines. Les alfa-defensines d'aquest clister de 19 kb
corresponen a DEFIA3 1 el pseudogen DEFTP** El clister beta-defensines
de 240 kb esta format per nou beta-defensines diferents i es troba

duplicat en orientacio6 reversa a costat i costat del gap™* (Figura 4.1).

4.2 CNVs a la regié cromosomica 8p23.1

Tal i com s’ha esmentat en apartats previs, gran part del genoma
correspon a polimorfismes estructurals i molts d'ells sén variants en
nimero de copia. Una de les CNVs meés ben estudiades correspon al

149,150

clister de defensines a la regié
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humana de 8p23.1 degut a la seva potencial rellevancia en la immunitat
innata, la inflamacié i el cancer™ ™. La regi6 pot ser dividida en dos
subclisters que s'estenen ~2 Mb i que contenen basicament gens
corresponents a les alfa i a les beta-defensines. Per tal de determinar el
nimero de copies de les defensines s'han utilitzat diferent metodes en
grans cohorts™*®1491>>158 | 5 majoria d'aquestes técniques comparen el
locus de les defensines amb un gen de referencia de ndmero de copia
conegut t invariable.

La variabilitat en niUmero de copia és un aspecte essencial de la
dinamica del genoma huma, i alguns al'lels poden estar implicats en el
desenvolupament de certes malalties, especialment si la dosi génica
influeix en lexpressid genica. Les CNVs es troben escampades en els

879699 { per tant semblen ser tan importants alhora

genomes dels mamifers
de modelar els genomes com ho sén els SNPs. En el cas de les CNVs
polimorfiques s’han de tenir en compte ambdues coses, tant el nimero
de copies en un individu com la variacié de seqliencia entre copies. Tot i
aixi, la caracteritzacié del nimero de copies dels gens compresos en

CNVs comporta dificultats a nivell metodologic™**®.

4.2.1 Variabilitat de les alfa-defensines

Dins el cluster de les alfa-defensines trobem, entre d'altres gens de la
familia, la DEFAI i DEFA3, que en realitat no son més que variants
al-leliques i per tant és més correcte parlar de DEFAIA3. Diversos estudis
han constatat que DEFAIA3 sOn les Uniques variables en nimero de copia
(de 4 a 14 copies per genoma diploide) mentre que la resta de defensines
del cluster (DEFBI, DEFA6, DEFA4, DEFTI ( DEFA5) soén invariables
presentant-se sempre en dos copies per genoma diploide™*®*"1 Aixi
s'ha pogut arribar a determinar que el que en realitat varia és una unitat

de repeticid de 19 kb que engloba els loci DEFAIA3 ( DEFTP. En aquest

mateix estudi es mostra la presencia en elevat nUmero de copies de
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DEFAI també en altres primats superiors*®. | no només existeix aquesta
variabilitat st no que una proporcio significativa d'individus de totes les
poblacions (del 10% al 37%) presenten una absencia total de lallel

DEFA3 148,157,161

4.2.2 Variabilitat de les beta-defensines
Per altra banda, tots els loci de les beta-defensines (DEFBI09p, DEFB10S,
DEFB4, DEFB103, DEFB104, DEFB106, DEFB105 ( DEFB104) han estat
genotipats t s'ha trobat que varien de dos a set copiles per genoma
diploide, mentre que els portadors de duplicacions corresponents
variants eucromatiques visibles al microscopi perd que no comporten cap
fenotip clinic, presenten de 9 a 12 copies d'aquest cluster de 240 kb'>"1%%,
En quant a la variabilitat de cadascun dels gens d'aquest cluster, un
estudi descriu que aquesta és independent per cadascun dels gens'*.
Pero a la literatura trobem més evidencies que recolzen la situacid
contraria on tot el cllster varia com una entitat, és a dir, que existeix una
concordanga estricta en quant al nimero de copies dels tots els loci de

beta-defensines en cada individu™’*®

. Aquesta concordanca ajuda a
simplificar la determinacié del numero de copies d'aquesta regio ja que
permet tipar la variabilitat a partir d'un Unic assaig d'un sol locus com a
representant de tot el clUster. Aquest avantatge comporta pero una
limitacio, i és que en estudis on es troba una associacio positiva entre el
numero de copies del clister de beta-defensines i una malaltia concreta,
és dificil d'establir quin és el gen de dins el clister responsable d'aquesta
associacio.

Una solucié a aquest problema és establir si hi ha correlacié entre
el numero de copies dels diversos gens i els seus nivells d'expressio. En
aquest sentit l'estudi dut a terme per Hollox et al va mostrar una
correlacié positiva entre el nUmero de copies de DEFB4 i els seus nivells

149

d'expressio en limfocits Per altra banda Fellerman et al van
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correlacionar el nUmero de copies de DEFB4 amb la malaltia de Crohn, de
manera que a menor nombre de copies més predisposicio existeix a que
els individus pateixin la malaltia inflamatoria. Es més, van observar que
l'expressio de DEFB4 en la mucosa d'individus amb un nimero de copies

menor a 4 es troba reduida®™.

4.3 Inestabilitat genomica: Resum dels reordenaments
més destacats a la regiéo cromosomica 8p23.1

4.3.1 Duplicacions

a) duplicacio a la regio 8p23.1

El fenotip clinic dels individus amb duplicacions a 8p23.1 és ambigu
ja que s’han trobat casos associats a un fenotip completament normal,
d'altres a retard mental, trets autistics, o patologies lleus (cap petit,
dismorfisme facial), aixt com també casos amb patologies cardiaques
severes'®. Aquesta variabilitat tan pot ser deguda al fet que les
duplicacions poden no compartir els mateixos punts de trencament o bé
a que l'aneuploidia de 8p23.1 pot estar compensada de manera diferent

per altres al-lels en cada individu.

b) inversio duplicacio delecio de 8p23.1

Aquest tipus de duplicaci6 és de mida variable (el punt de
trencament proximal no és fixe), t¢ una freqiencia de 1/10000-30000
naixements’®**, les seves conseqiiéncies fenotipiques inclouen retard

139,141,142,165-173 Es tracta d'un

mental, problemes cardiacs i hipotonia
reordenament mediat pels receptors olfactoris presents a banda i banda
de 8p23.1, i consta d'una delecid de quasi 6 Mb a la part distal de 8p.
Entre les dues copies hi ha una regié de copia Unica de ~3.4 Mb. Les

mares dels pacients inv dup (8p) presenten una inversio en heterozigosi a
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la regid 8p23.1. Els casos d'inv dup (8p) s'originen a la meiosi materna

probablement degut a un mal aparellament entre cromosomes homolegs.

c) cromosomes marcadors

Un cromosoma marcador és un “cromosoma addicional”
generalment de petit tamany, l'origen del qual no pot ser detectat per les
tecniques citogenetiques habituals. Els cromosomes marcadors es troben
en individus normals i també en individus amb diferent grau d’anomalies
(des de caracteristiques dismorfiques fins a retard psicomotor). S’han
descrit cromosomes marcadors amb neocentromers relacionats amb la
regid 8p23.1, tot i que, degut a la seva dificil deteccid el nombre de casos

i les conseqiiéncies que comporten estan subestimats'®.

4.3.2 Delecions
Les delecions de la part més distal de 8p son un tipus de reordenament
recurrent on el punt de trencament sembla conservat i la pérdua sol ser

de 8p23.1 i 8p23.2. Com a consequiéncia de la delecio, els individus

presenten haploinsuficiencia del gen GATA4, localitzat a 8p23.1, donant

lloc a problemes cardiacs, retard mental i problemes de comportament***

138,140,174-179

4.3.3 Translocacions

Entre les diferents translocacions associades a 8p23.1 el reordenament
t(4,8)(pl6;p23) podria tractar-se de la segona translocacid més frequent
en humans després de t(11g;22q). Les regions 8p23.1 i 4pl6 estan
flanquejades per receptors olfactoris. Aquest tipus de translocacio pot ser
balancejada o no. En els casos amb der (4) els individus pateixen la
sindrome de Wolf-Hirschhorn, mentre que els individus amb un

cromosoma derivatiu del 8 presenten un fenotip molt més lleu. De nou,
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les mares analitzades amb fills amb der (4) van resultar ser heterozigotes

per les inversions de 8p23.1 i de 4p16™*.

4.3.4 Inversié polimorfica

La inversio de 8p23.1 és la inversié polimorfica trobada a les mares dels
pacients amb els reordenaments préviament esmentats. Es tracta d'una
inversié d'unes 3.4 Mb mediada per les DSs que flanquegen 8p23.1 amb
una freqliiéncia de l'1% en homozigosi i del 26% en heterozigosi en
poblacié general europea i japonesa'®*%, La preséncia de la inversié no
esta associada a cap fenotip concret, tot i que sembla que hi ha prou
evidencies per afirmar que la inversi6 de 8p23.1 predisposa a un mal
aparellament entre cromosomes homolegs en meiosi desencadenant
diferents tipus de reordenaments a la descendencia. El perque aquests
reordenaments transmesos a la descendéencia no son més frequents i el
fet que la seva incidencia siguit més elevada en les mares que en els pares
no esta del tot clar. Com tampoc se sap si ser portador de la inversio
representa un tipus d'avantatge o desavantatge selectiu.

Tot i que la inversio polimorfica a 8p23.1 per si sola no té efectes
patologics, en dones portadores de la inversid en heterozigosi es poden
produir recombinacions desiguals durant la meiosi que donen lloc
majoritariament a tres tipus de reordenaments ja esmentats : del (8p), der
(8) (8p23.1pter), i del (8)(p23.1p23.2), relacionats amb fenotips severs'®.

Per tal d'esbrinar quins son els mecanismes que donen lloc a la
inversid, quines sequléencies hi participen, si existeix perdua o guany de
material genomic arrel de la inversio, i quins efectes pot tenir sobre
l'expressio dels gens tant de les DSs que promouen el reordenament,
com dels gens presents enmig dels dos grans blocs de duplicons, com de
gens més allunyats, cal aprofundir en l'estudi de l'estructura genomica del

conjunt de DSs de 8p23.1.
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Podem dir doncs que les inversions, i més especificament les
inversions criptiques flanquejades per DSs orientades inversament poden
ser molt més freqlients que el que s’havia estimat previament. A més, les
inversions criptiques flanquejades per "low copy repeats” (LCRs), també
anomenats duplicons, sén un factor important de susceptibilitat per la
ocurrencia de reordenaments cromosomics constitucionals no
balancejats, pero no l'Unic. Després d'anys d'obscuritat de les causes
moleculars d'anomalies cromosomiques estructurals i dels possibles
factors de susceptibilitat que hi ha al seu darrera, sembla que se'n
comencga a treure l'entrellat.

Les DSs sén la causa d'inestabilitat genomica i els portadors
d'inversions criptiques tenen un risc incrementat de formar gametes amb
alteracions cromosomiques. Les investigacions sobre la presencia de
variants heterozigotes respecte a variacions a gran escala en niumero de
copia en els pares que transmeten anomalies cromosomiques
estructurals, probablement determinin st aquestes variants representen
un altre factor de risc. Cal no oblidar pero, que la complexitat genomica
deguda a la presencia de variants estructurals i sequencies paralogues, és
un tret essencial de 8p23.1 que cal tenir en compte alhora d'interpretar
els estudis de lligament i d'associacio realitzats en la regié. La riquesa de
variants genetiques i genomiques que presenta 8p23.1 la converteix en
una regidé que confereix una elevada plasticitat al genoma interessant per

entendre amb major detall el procés d'evolucié dels genomes.
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Objectius

Basant-nos en la hipotesi que les duplicacions segmentaries (DSs) tenen
un paper substancial en la creacid de nous gens, en la dinamica evolutiva
dels cromosomes i, en darrera instancia, en el procés d'especiacio, els
objectius d'aquesta tesi doctoral van encaminats a desxifrar la participacio
dels duplicons presents a 8p23.1, i en concret els clUsters de la familia
genica FAM90A, com a dianes potencials de la inestabilitat genomica de

la regio.

Els objectius especifics que s'han plantejat es resumeixen en:

1- Caracteritzacié de les DSs que flanquejen la regi6 8p23.1

1.1  Descripcié a nivell genomic de la familia genica FAM90A en
humans.

1.2 Descripcio a nivell genomic de la familia genica FAMIOA en
primats superiors no humans.

1.3 Perfil d’expressié de la familia genica FAMIOA.

1.4  Estudi del passat evolutiu de les DSs de 8p23.1 a partir
d'analisis de genomica comparada.

2- Quantificacié de la variant genica en numero de copia FAMIOA en
diferents poblacions humanes i estudi de la correlacio entre el
numero de copia i els nivells d'expressio.

3- Estudi de la freqiencia de la inversié de la regié 8p23.1 en diferents
poblacions i com afecta aquest reordenament a l'expressio dels

gens de la regid.
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Resultats

Aquesta seccio és el compendi dels resultats obtinguts durant la present
test doctoral. La major part d'aquests resultats s’han publicat o estan
sotmesos a publicacio en revistes cientifiques indexades. Aquesta seccid
esta organitzada en diferents apartats, cadascun correspon a un treball de
recerca publicat, tots ells concebuts per respondre els diferents objectius
d'aquesta tesi doctoral. Cada apartat va precedit d'una petita introduccio
que resumeix l'objectiu del treball, com es va dur a terme i les seves

conclusions.

Els diferents apartats son:

1- "Characterization and evolution of the novel gene family FAM90A in
primates originated by multiple duplication and rearrangement

events”

2- "Analysis of the multi-copy gene family FAM90A as a copy number

variant in different ethnic backgrounds”

3- " Frequency of the 8p23.1 polymorphic inversion in HapMap

populations and its impact on gene expression levels”
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Characterization and evolution of the novel gene family FAM90A in
primates originated by multiple duplication and rearrangement

events

Nina Bosch, Mario Caceres, Maria Francesca Cardone, Anna Carreras, Ester

Ballana, Mariano Rocchi, Lluis Armengol and Xavier Estivill.

Aquest estudi és el resultat de la primera aproximacio per tal d'obtenir
una caracteritzacié detallada de les duplicacions segmentaries (DSs) que
es troben flanquejant la regié cromosomica 8p23.1. En el moment de
l'inict d'aquest estudi, i encara a dia d'avui, aquestes duplicacions
contenen “gaps” en el seu interior, ja que la seva complexa arquitectura
genomica la converteix en una regid especialment dificil d'assemblar.
Amb l'objectiu d'esbrinar quins elements es repetien a linterior de
d'aquestes duplicacions segmentaries es va identificar un fragment
d'aproximadament 7 kb que s'anava repetint reiteradament al llarg
d'aquests duplicons. Una analisi més profunda va permetre confirmar que
es tractava d'un gen, i d'aquesta manera es va poder descriure l'existéncia
d'una nova familia génica, FAM90A, fins al moment desconeguda.

Un cop identificat el gen, es va detallar l'estructura dels paralegs
d'aquesta familia i es va determinar l'existéncia de dues subfamilies de
FAM90A, la | i la ll, atenent al seu tamany. Aquestes subfamilies estan
formades per un total de 25 membres diferents per genoma haploid en
l'individu de referéncia utilitzat per l'assemblatge del genoma huma.
Aquests gens estan distribuits en “clusters” al llarg dels duplicons distals
que flanquejen 8p23.1, REPD, mentre que als duplicons proximals, REPP, i
al cromosoma 12pl13 trobem 3 copies senzilles. A més, experiments
utilitzant electroforesi de camps pulsants en 20 individus diferents van
revelar que els “clisters” de FAMIOA son extremadament polimorfics.

Estudis de genetica comparada van permetre concloure que es tracta
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d'un gen especific de primats, i els estudis de FISH i PCR quantitativa
realitzats en diferents especies de primats van mostrar una expansié en
quant al ndmero de copies d'aquesta familia genica al llarg de lescala
evolutiva. La majoria de dominis de la proteina predita son desconeguts i
l'estudi a nivell de 'RNA missatger (mRNA) de 13 teixits diferents va
permetre observar que es tracta d'un gen ampliament expressat.
Finalment, es va hipotetitzar un possible origen d'aquestes dues
subfamilies geniques que inclouria diversos reordenaments genomics,

des de delecions fins a fusions i duplicacions.
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Resultats 2

Analysis of the multi-copy gene family FAM90A as a copy number

variant in different ethnic backgrounds

Nina Bosch, Georgia Escaramis, Josep Maria Mercader, Lluis Armengol and

Xavier Estivill.

En el treball anterior, on es descrivia detalladament la familia genica
FAM90A, també es mostrava l'elevat grau de polimorfisme existent entre
els diferents “clisters” de FAM9OA en humans. Es per aixd que es va dur
a terme aquest altre estudi on, mitjancant PCR quantitativa, es va
quantificar la variabilitat en nUmero de copia d'aquesta familia genica. La
quantificacié es va realitzar en un total de 260 individus de les
poblacions HapMap. Els resultats d'aquest treball demostren que la
poblacié d'origen europeu (CEU) i asiatic (ASN) presenten diferéncies
estadisticament significatives en quant a nUmero de copies de FAMIOA
respecte de la poblaci6 d'origen africd (YRI). Es en aquesta Ultima
poblacié on els individus tenen un numero més elevat de copies de
FAM90A. Per altra banda també es va fer un estudi per explorar si existia
correlacid entre el nimero de copies de FAMIOA i els seus nivells
d’'expressio. Amb aquesta finalitat es van utilitzar les dades d'espressio
d'individus HapMap publicades per Stranger et. al. {Stranger, 2007
#529}Els resultats obtinguts van indicar que la correlacio entre el nimero
de copies de FAM9IOA de cada individu i els seus nivells d'expressio és
molt baixa (R?=0.05, p=0.002). En conseqiiéncia, el treball conclou que
els nivells d'expressié dels membres de la familia FAM90A no estan
correlacionats amb el nombre de copies i postula que han d'existir altres

factors que en siguin responsables.
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Resultats 3

Analysis of 8p23.1 polymorphic inversion in HapMap populations and its
impact on gene expression levels

Nina Bosch, Marta Morell, Imma Ponsa, Josep Maria Mercader, Magda

Montfort, Lluis Armengol and Xavier Estivill.

L'objectiu d'aquest treball és aprofundir en el coneixement de la inversio
polimorfica que afecta a la regid cromosomica 8p23.1. Per una banda es va
analitzar mitjancant FISH la presencia de la inversid en 24 individus control,
d’'origen espanyol. Els resultats van mostrar un elevat grau de mosaicisme en
les cel-lules de tots els individus estudiats. També es va veure que la inversio
tenia una freqiiencia del 79% en aquesta poblacio. A partir de 6 individus
homozigots per la inversio es va realitzar un “whole genome scan” per tal de
trobar SNPs marcadors de la inversié. Es van definir dos blocs
d’homozigositat que correlacionaven amb la presencia de la inversio en tots
sis individus. Posteriorment, es va predir l'estat de la inversié de 8p23.1 en els
individus de HapMap a partir dels haplotips disponibles i utilitzant els blocs
d’homozigositat descrits com a marcadors. El resultat de les prediccions va
mostrar una elevada preséncia de la inversio en poblacid tant d'origen
europeu (CEU) com d'origen asiatic ASN, mentre que l'absencia dels blocs
d'’homozigositat en africans (YRI) va fer que aquests marcadors no poguessin
ser utilitzats per fer les prediccions en aquesta poblacié. Per confirmar la
validesa d'aquests marcadors es van genotipar per FISH un subgrup
d'individus. Els resultats van mostrar la preséncia de mosaicisme per la
inversio de 8p23.1 i que, en tots el casos, el genotip d'inversid observat per
FISH corresponia amb el genotip predit pels marcadors. Finalment, es va fer
un estudi d'associacio entre el fenotip d'inversio i els nivells d'expressié de 26
gens continguts a la regié 8p23 i ambdods extrems flanquejants, i quatre gens

van resultar ser diferentment expressats segons la conformacio¢ de la regio.
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Resultats 3

Analysis of 8p23.1 polymorphic inversion in HapMap populations and its

impact on gene expression levels
Nina Bosch” %, Marta Morell” 2, Inma Ponsa’, Anna Carreras’?, Josep Maria Mercader”,

Magda Montfort® ?, Lluis Armengol?*?, Xavier Estivill> % ¢

Abstract

The 8p23.1 region is a 6.5 Mb fragment on the short arm of chromosome 8
which can be found in different orientations among human individuals. The
identification of markers linked to a particular orientation of the region is
useful to characterize the homozygous or heterozygous status of the
orientation of this 6.5 Mb fragment in a certain individual. Here we present a
whole genome scan performed in homozygous individuals for the 8p23.1
inversion previously genotyped by FISH. As a result of this analysis we have
been able to select 16 polymorphic loci which are in high linkage
disequilibrium with the inversion. The combination of these 16 correlated
markers are a reliable surrogate for the chromosome 8p inversion status of an
individual as reported by FISH. The pattern of geographic variability of the
8p23.1 inversion allowed the use of these markers in CEU and ASN
populations. Thus, we have predicted the status of the 8p23.1 inversion in 150
HapMap samples and we have verified the predictions by FISH analysis in a
subset of individuals. Moreover, the presence of different genotypes, with
respect to the 8p23.1 inversion, within all the 33 individuals studied by FISH
points out the interesting phenomenon of mosaicism, which brings more
complexity to the already complicate genomic structure of the region. In
addition, we have also analyzed the effects of the allelic variation between the
inverted and normal orientation of the genes contained in the 8p23.1
fragment. The association study between gene expression levels and the
status of the inversion revealed that four genes (NVE/ILZ, MSRA, CTSB and BLK)
are differentially expressed (p<0.0005) according to the orientation of the

8p23.1 region.
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Introduction

Among the different classes of structural variations, knowledge of the
prevalence of the inversions in the human genome is poor. One of the
reasons is that technologies developed for the discovery of genome-wide
structural variants have limitations to detect balanced rearrangements such as
the different orientations of the inverted regions. However, several studies
based on fosmid subcloning and re-sequencing have succeeded in mapping
different inversion breakpoints throughout the whole genome (Tuzun et al,
2005; Eichler et al., 2007; Korbel et al, 2007). Recently, a detailed study on
eight human genomes using this method has described 224 different
inversions which have mainly arisen by non-allelic homologous
recombination (NAHR) between segmental duplications (SDs) that can be
found flanking the inverted segments (Kidd et al., 2008).

Another approach to delineate human inversions, which was first described
on Drosophila studies (Navarro et al, 2000), is the characterization of the
extended blocks of linkage disequilibrium (LD) that are created due to the
lack of recombination in the heterozygous individuals (Pritchard and
Przeworski, 2001). Following this criteria, haplotype subgroups can be defined
in polymorphic inversions because different alleles are maintained in the
different arrangements. Such is the case for the polymorphic inversion on
chromosome 17g21.31, for which one of the haplotypes associated to one of
the conformations has been found to be under positive selection in
Europeans (Stefansson et al., 2005)(Zody et al., 2008)

The polymorphic inversion on chromosome 8p23.1 encompasses ~3.8 Mb
and includes at least 50 coding genes. It was first described to have a
frequency of 26% in European population (Giglio et al, 2001) and 27% in the
Japanese population (Sugawara et al, 2003), assuming that the reference
assembly corresponds to the non-inverted conformation. However, different
studies have found an increased frequency of the inversion, around 60%, in

populations of European ancestry, indicating that the human reference
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assembly corresponds to the less common arrangement of the region (Chen
et al., 2006; Deng et al., 2008). Moreover, 8p23 is an intricate DNA segment
flanked by two large sets of SDs, REPP and REPD, where genes variable in
copy number, such as defensins or FAM90A, are located (Taudien et al,, 2004;
Aldred et al, 2005; Barber et al, 2005; Linzmeier and Ganz, 2005; Fellermann
et al, 2006; Ballana et al,, 2007; Bosch et al.,, 2008; Hollox et al., 2008). Thus,
the size of the flanking duplicons is also variable and it seems plausible that
this phenomenon could play a role in the distinct rearrangements affecting
the 8p23.1 fragment. Although considered a neutral inversion polymorphism,
the 8p23.1 inverted status has been found in mothers of children with an
assoclated phenotype suffering from different rearrangements involving
8p23.1 segment. The same phenomenon has been described in the parents of
children carrying genomic disorders (Lupski, 1998) like Prader-Willi or
Angelman syndrome (Gimelli et al, 2003), Williams-Beuren syndrome
(Osborne et al,, 2001; Bayes et al, 2003) and Hunter syndrome(Bondeson et
al,, 1995). To bring more complexity to the already complicated 8p23.1 region,
it has been recently reported to be the genomic fragment showing the
highest concentration of structural variants, increasing the difficulty to
interpret the outputs when analyzing this chromosome region (Kidd et al,
2008).

Here we present a whole genome analysis performed in 6 Spanish control
individuals which were first genotyped by FISH and found to be homozygous
for the 8p23.1 inversion. In our aim to identify surrogate markers for the
inversion, we have identified two tracks of homozygosity which perfectly
correlate with the inversion status of the region in European and Asian
populations. Thus, we predicted the genotype of the inversion for 150
HapMap individuals, and we confirmed our predictions by FISH analysis.
Moreover, we have detected the presence of different genotypes with respect
to the inversion within almost all the samples analyzed by FISH. In addition,

we have explored the effect of the inversion rearrangement on gene
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expression levels and we found four genes with statistically significant
different expression levels (p<0.0005) depending on the inversion status.
The study described here can be used to investigate the frequency and the

effects on gene expression of any other inversion in the human genome.
Methods

Genotype data and the delineation of homozygosity tracks

A whole genome analysis was performed using the HumanCNV370-Duo chip
from Ilumina in a sample of 6 Spanish general population individuals
homozygous for the 8p23.1 inversion plus NA10861 HapMap individual as a
control for genotype concordance. Genotyping was carried out following
manufacturer's protocol (Illumina Inc.) at the CeGen genotyping center. This
BeadChip uses SNPs to cover the majority of the common variation described
for the CEU, CHB/JPT, and YRI populations based on HapMap Phase | and I
data. Among these, we focused on 770 SNPs spanning the 8p23.1 region,
where two tracks of homozygosity containing 16 SNPs could be defined
between 8.5-8.7 Mb and 10.2-11 Mb in all 6 homozygous inverted individuals.
Genotype data of 210 unrelated HapMap individuals, including 60 parents of
30 trio samples from CEPH in Utah residents with ancestry from northern and
western Europe (CEU), 60 parents of 30 trio samples from Yoruba in Ibadan,
Nigeria (YRI), 45 unrelated Han Chinese from Beijing, China (CHB), and 45
Japanese from Tokyo, Japanese (JPT) individuals, were also used in the
analysis. Due to the significant genetic similarity between Chinese and
Japanese groups, we pooled CHB and JPT data and denoted these individuals
as Asian (ASN) as seen in other studies (Voight et al., 2006).

HapMap phase Il data was downloaded from the website (HapMap Data

Rel23a/phasell Mar08; www.hapmap.org). Phased haplotypes were used to

predict the
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genotype of the 150 individuals with respect to the 8p23 inversion based on
the conserved homozygosity tracks previously described. The 150 individuals
analyzed included the 60 parents from CEU samples and the 90 ASN
individuals, the two populations were the 16 SNP markers are in linkage

disequilibrium with the inversion.

FISH analysis

FISH using BAC-derived DNA was performed on metaphase chromosomes
prepared from lymphoblastoid cell lines obtained from 24 control Spanish
individuals. Two BAC clones that fall within the 8p23 inversion and that are
free of segmental duplications (RP11-399J23; RP11-589N15) were used for
the experiments. DNA from BAC clones was isolated by standard procedure
and labeled by nick translation with biotin (detected with fluorescein) for
RP11-399J23, and digoxigenin (detected with rhodamine) for RP11-589N15.
Labeled probes were precipitated and resuspended following standard
protocols. Next, metaphase chromosomes and probes were denatured and
hybridized overnight at 37° C. Chromosomes were counterstained with 4, 6-
diamino-2-phenylindole (DAPI). Images were analyzed using the Isis software
from Metasystems. A minimum of 20 metaphases with clearly interpretable
signals on both chromosomes were counted per individual.

HapMap cell lines were obtained from Coriell Repositories (Camdem, NJ).
FISH analysis following the same procedure was performed in 9 HapMap
samples to confirm the predictions for the 8p23.1 inversion based on the
described surrogate SNP markers. Individuals NA11992, NA12057, NA11839
were used for the confirmation of the non-inverted conformation of 8p23.1.
Next group was formed by heterozygous individuals NA11993, NA06993 and
NA11994. Finally the homozygous status of the inversion was confirmed by

this technique in individuals NA11831, NA12815 and NA12155.
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Association study of 8p23.1 inversion and gene expression levels

Normalized gene expression values from the different populations (CEU,
CHB/JPT) were downloaded from the Sanger Genevar webpage
(http://www.sanger.ac.uk/humgen/genevar/). Data retrieved by 31 Illumina™
different probes targeting 26 genes located around 8p23.1 region
(Supplementary Table 1) were used to explore the correlation between gene
expression levels and the three different status of the inversion (non-inverted

homozygous, heterozygous and homozygous inverted).

Individuals included in this analysis were the 150 samples corresponding to
the CEU and ASN populations were the status of the inversion could be
predicted using surrogate markers. The association analysis between gene
expression values and the genotype for the inversion was tested for the
different genetic models. P values were derived from likelihood ratio tests,
and a significance level of 5% (two sided) was used for the analyses. All these
analyses were performed using the SNPassoc R package (Gonzalez et al,

2007).

Results

Frequency of 8p23.1 inversion in Spanish population

To establish the frequency of 8p23.1 inversion in the Spanish population we
genotyped a total of 24 Spanish control individuals by FISH analysis. For that
we used BAC clones RP11-399J23 and RP11-589N15, localized at each end of
the 3.8 Mb inversion on chromosome 8 and outside the segmental
duplications flanking 8p23.1 (Sugawara et al, 2003). Based on the human

reference assembly Human NCBI Build 36 we consider the telomere-to-

centromere orientation RP11-589N15 (Red) and RP11-399J23 (Green) as the

inverted conformation (“Build36-inverted”). From the 24 individuals that were
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genotyped, 50% resulted heterozygous for the inversion, 29% homozygous
for the inverted conformation and 21% homozygous for the normal
conformation (Fig. 1). Thus, the conformation present in the reference
assembly exemplifies the less represented orientation in the Spanish
population.

As shown in Table 1, this study also revealed that although a predominant
genotype could be established for each control sample studied, metaphases
corresponding to different genotypes are observed in almost all individuals.
Therefore, from the 12 samples that were heterozygous for the inversion, the
percentage of metaphases homozygous for either the normal or the inverted
conformation ranged from 14% to 38%. Whereas among the seven individuals
homozygous for the inversion, 12% to 22% of the metaphases resulted
heterozygous for the inversion or homozygous for the normal conformation.
Finally, among the 5 individuals that were found to be homozygous for the
normal conformation, up to 18% of the metaphases corresponded to the
heterozygous genotype.

These results point out not just the extremely high instability of the region,
probably due to the two sets of large segmental duplications on both 8p23.1
extremes, but also highlights the difficulty when interpreting the genotype for
the 8p23 inversion in terms of presence or absence. According to our results,
a predominant genotype can be assigned to individuals but it is important to
take into account that a percentage of mosaicism is extremely common, at

least in samples derived from lymphoblastoid cell lines.
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A Frequency of the 8p23.1 inversion in the Spanish population
21%
0O Homozygous non-inverted
O Heterozygous
50% m Homozugous inverted
29%
B
LCL227 LCL136 LCL182

Homozygous Heterozygous Homozygous
non-inverted inverted

Figure 1. FISH analyses for the 8p23.1 inversion. DNA probes were made from BAC
clones RP11-399)23 (Green) and RP11-589N15 (Red). A Frequencies of each of the
three genotypes extracted from 24 Spanish control individuals. B Metaphase FISH of
three Spanish control individuals, LCL227 as an example of "Build-36-non-inverted
individual”; LCL136 is heterozygous for the 8p23.1 inversion and LCL182
corresponds to a homozygous “Build36-inverted individual”.
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Table 1. Percentages of each of the three possible genotypes observed within
each Spanish individual in a subset of 10 samples. The predominant genotype is
represented as a grey box. In individuals LCL159, LCL183 and LCL198 the
predominant genotype is the non-inverted status. Individuals LCL146, LCL161,
LCL184, LCL241 and LCL247 have most of the metaphases heterozygous for the
8p23.1 inversion. In samples LCL194 and LCL339 the most observed genotype is
the homozygous inverted.

METAPHASES
Homozygous non- Homozygous
Samples inverted Heterozygous inverted

LCL159 87% 10% 3%
LCL183 82% 18% -
LCL198 92% 8% -
LCL146 14% 62% 24%
LCL161 19% 75% 6%
LCL184 13% 84% 3%
LCL241 5% 86% 9%
LCL247 20% 70% 10%
LCL194 4% 8% 88%
LCL339 - 22% 78%

Conservation of homozygosity blocks in 8p23.1 inverted alleles

If we consider that haplotype subgroups are created by suppression of
recombination in heterozygous status at inverted regions, we should be able
to describe surrogate markers for 8p23 inversion. To disclose the surrogate
markers, six of the Spanish control individuals that were found to be
homozygous for the 8p23.1 inversion by FISH analysis were genotyped using
the Illumina’s HumanCNV370-Duo chip. By this procedure we were able to

delineate these markers as homozygosity tracks which include 16 SNPs, near
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by the SDs, within the 8p23.1 inverted segment. The first homozygosity track
expands ~172 kb and contains 8 SNPs (Fig. 2) which conform the
"CGTCGAGG" haplotype in all 6 individuals (Table 2). This signature is located
at 10.5 Mb, close to the REPD distal segmental duplications that are flanking
8p23.1 segment. A second block of 8 homozygous SNPs spans ~181 kb and
in this case the conserved haplotype is “TCACGAGA" (Table 2) and lays at 10.8
Mb, close to REPP the proximal set of segmental duplications on 8p23.1 (Fig.
2).

A tel cen
8p23.1 region
REPD REPP
G G
Homozygosity track Homozygosity track
B Frequency of the 8p23.1 inversion in HapMap samples

60% -

50% -+

40% -~

m CEU
OASN

30% -+

20%

10% -

0%

Homozygous non-inverted Heterozygous Homozygous inverted

Figure 2. A Scheme of the localization of the homozygosity tracks used as
surrogate markers to predict the status of the 8p23.1 inversion in HapMap
samples. B Frequencies predicted for 8p23.1 inversion in CEU (white bars) and
ASN (black bars) populations.
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Table 2. Tracks of homozygosity in 8p23.1 region extracted from the whole
genome scan data performed in homozygous inverted individuals. The 8 SNPs
that serve as surrogate markers close to the REPD duplicons are shown on the
left. The 8 SNIPs that serve as surrogate markers close to the REPP duplicons are
shown in the right.

REPD REPP
Homozygous inverted Homozygous inverted
SNP haplotype SNP haplotype

rs17627505 C rs1178061 T
rs1769237 G rs1178247 C

rs2428 T rs3885690 A
rs11774860 C rs2409691 C
rs3827811 G rs13266785 G
rs17154769 A rs10282848 A
rs1876836 G rs10503417 G
rs1039916 G rs2409719 A

Assuming that meiotic recombination is suppresed in the heterozygous
individuals for the inversion, we postulate that these 16 SNPs can be used as
markers for the 8p23.1 inversion. Following this strategy we have downloaded
the phased haplotypes from the 210 HapMap samples (including only the
parents from the CEU and YRI trios) to predict the status of the inversion in
these individuals.

In the population of European ancestry we found that 50% of the individuals
are heterozygous for the inversion, that 8% are homozygous and 42% don't
present the inverted allele (Fig. 2). Among the population of Asiatic origin the
presence of the inversion is extremely high, with a 48% of the samples being
heterozygous and a 36.5% homozygous for the 8p23.1 inversion (Fig. 2).
Finally, the Yoruban individuals lack the presence of the 16 conserved
markers. This is probably because our predictions are based on Caucasian

ancestry individuals, and YRI samples might have different SNP profiles
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segregating with the inversion which can not assessed by our approach,
altought it has recently been reported by other authors that ~76% of

yoruban individuals have the inversion .

Confirmation of the predictions for 8p23.1 inversion by FISH analysis

In order to confirm the validity of the 16 SNP markers for the presence of
8p23.1 inversion, we have genotyped the inversion by FISH analysis in a
subset of HapMap samples. For that we chose 9 individuals, three of them
(NA11831; NA12815; NA12155) which were predicted to be homozygous for
the 8p23.1 inversion; another three (NA11993; NA06993; NA1994)
heterozygous and the last three (NA11992; NA12057; NA1839) homozygous
for the non-inverted status (Fig. 3).

The predicted genotype was confirmed in all 9 samples, although again some
degree of mosaicism could be detected (Table 3). Thus, we conclude that the
defined tracks of SNP homozygosity are reliable markers to predict the

inverted allele of the 8p23.1 region.

Table 3. Percentages of each of the three possible genotypes observed
within HapMap individuals in a subset of 9 samples. The predominant
genotype is represented as a grey box.

HapMap

sample Homozygous non-inverted Heterozygous Homozygous inverted

NA11992 95% 5%

NA12057 67% 33%

NA11839 97% 3%

NA11993 - 96% 4%

NA06933 - 91% 9%

NA11994 - 75% 25%
NA11831 - 38% 62%
NA12815 - 35% 65%
NA12155 - 46% 54%
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NA12057 NA06993 NA12815
. - C
-

Figure 3. FISH analysis in HapMap samples. DNA probes were made from
BAC clones RP11-399J23 (Green) and RP11-589N15 (Red). A Percentages of
each of the three possible genotypes observed within HapMap individuals in
a subset of 9 samples. The predominant genotype is represented as a grey
box. In individuals NA11992, NA12057 and NA11839 the predominant
genotype is the non-inverted status. Individuals NA11993, NA06933 and
NA11994 have most of the metaphases heterozygous for the 8p23.1
inversion. In samples NA11831, NA12815 and NA12155 the most observed
genotype is the homozygous inverted. B Metaphase FISH of three HapMap
individuals, NA12057 as an example of non-inverted individual; NA06993 is
heterozygous for the 8p23.1 inversion and NA12815 corresponds to a
homozygous inverted individual.

Gene expression analysis of 8p23.1 genes in HapMap populations

Another aim of this study was to investigate if the inverted conformation has
an effect on the expression of the genes contained in the 8p23.1 region. For
this purpose we made use of the data produced by Stranger et al. regarding
gene expression levels in HapMap individuals (Stranger et al., 2007) and we
performed an association study. We used gene expression values from 26

genes (Supplementary Table 1) located around and within the 8p23.1 region
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and we searched for any association between gene expression levels and the

presence of the inversion. These analyses were carried out running the

SNPassoc R package on the CEU and ASN populations, where the 16 SNP
signature to predict the inversion status can be observed.

Interestingly 4 genes NEIL2 (p=0.0003), MSRA (p=0.001), CTSB (p=3.46x10'5)
and BLK (p=2.08x107) exhibit statistically significant expression level
differences after Bonferroni correction for multiple testing (p<0.001),
depending on the genotype of the inversion. The model of inheritance under
which these genes were found to be differentially expressed is an additive
model, with the exception of NEIL2 which follows a dominant inheritance
pattern. Under the additive model the effect of the inversion on gene
expression is gradually greater in individuals that have both chromosomes
non-inverted, then in the heterozygous samples and finally the homozygous-
inverted individuals. This data suggest that the inverted conformation has
some effect on the expression of the genes embedded in the inverted

fragment.

a

chrd (pa3.1-p22 [ B EIE

chromosone Bano Il B023.1 FEA
chrs | 7aa0008| | | 1 | 11 aepoas| 12000000
b furrogate Markers
Homozygos ity track REFD I Homozygos ity track REFP [

Genes with statistically significant different expression levels
c warA [ BLK |

Figure 4. Scheme of the 8p23.1 region. a Red box indicates the localization of
the 8p23.1 chromosome band. Coordinates of the region are also specified in
base pairs. b Representation of the surrogate markers. The homozygosity
tracks close to the distal (REPD) and proximal (REPP) segmental duplications
are depicted as pink boxes. ¢ Genes that are differentially expressed
depending on the orientation of the 8p23.1 region are represented. d Image
of the linkage disequilibrium blocks in the three HapMap populations. e Data
reported by several studies corresponding to copy number polymorphisms
and intermediate-sized structural variation found in the 8p23.1 region. On the
bottom part the different sets of segmental duplications flanking 8p23.1 are
shown.
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Discussion

As it has already been reported in locus specific studies, inversions frequently
occur in the human genome (lafrate et al., 2004; Sebat et al.,, 2004; Feuk et al.,
2005; Sharp et al.,, 2005; Tuzun et al,, 2005; Conrad et al,, 2006; McCarroll et al,
2006). A recent study has described that there are at least 35 recurrent
inversions that are visible by light microscopy and six of them are known to
disrupt a gene (Thomas et al., 2008). An important issue emerging from these
studies is the mechanism underlying such common variants. As mentioned in
the introduction, it is well known that the presence of high identity genomic
sequences (low copy repeats or SDs) arranged in opposite orientations that
flank certain regions of the genome, predispose to inversion events by non
allelic homologous recombination (NAHR). What it is not so often taken into
consideration is the presence of mitotic recombination leading to mosaicism
in regions showing this type of genomic architecture. Mitotic recombination is
an important mechanism under study that can complicate the interpretation
of the rearrangements mediated by complex SDs, specially when the most
commonly used material for study are transformed lymphoblastoid cell lines
that exhibit a very high mitotic ratio. It has also been demonstrated that little
requirement for long, identical homology blocks between paralogous DNA
fragments is needed to produce exchanges by ectopic recombination (Lam
and Jeffreys, 2006). This may be the reason why other studies focused on the
same 8p23.1 region we have analyzed show some discrepancies with our
findings (Deng et al., 2008)

Our FISH results in immortalized lymphocyte cells prepared from Spanish
control individuals as well as HapMap cell lines, point out the presence of
mosaicism regarding the 8p23.1 inversion that could appear during the
lympholastoid cultures or either be due to a FISH artifact. Although the
occurrence of somatic rearrangements seems an expectable event due to the

extension and high level of homology between the SDs flanking the 8p23.1,

105



Resultats 3

little is known about the incidence of this phenomenom in most regions of
the genome. Several studies have suggested that this phenomenon,
exemplified in the case of the alpha-globins where somatic deletions
encompassing these genes arise by intrachromosomal homologous exchange,
is common in blood and sperm (Lam and Jeffreys, 2006). Results form Flores
also indicate that some cells within blood samples from normal individuals
can undergo genomic rearrangements such as inversions and create genomic
structural mosaics (Flores et al, 2007). These findings should expand our
views about the plasticity of the genome.

Another aspect that arises from our FISH study of the 8p23.1 inversion is the
elevated frequency of the inverted allele; by means of whole genome scan
data, haplotype-based computational analyses and FISH experiments, we
could infer and verify the orientation status of alleles in the 8p23.1 region.
Chromosomes were initially studied by FISH, and surrogate markers for the
inversion were identified by analyzing allelic association of 16 SNPs in the
whole genome scan analysis, which delineated two tracks of homozygosity, in
a group of individuals with known status for the 8p23.1 inversion, alleviating
the need for further FISH. These 16 SNP markers tag the inversion and
perfectly correlate with it in European and Asian ancestry HapMap samples.
As long as these 16 markers were selected from a sample of Spanish
individuals, the relatedness of CEU and ASN populations made them useful to
predict the inversion in these individuals. Therefore, the method described
here can be used in CEU and ASN population to tag the inversion, but in the
YRI population, which exhibits a higher SNP diversity (Kidd et al, 2008), the
absence of the 16 surrogate markers in linkage disequilibrium with inversion
does not mean that the inversion is not present in these individuals. This fact
argues in favor of different origins for this rearrangement. Thus, a 48% of ASN
population and 50% of the CEU HapMap samples are found to be
heterozygous for the inverted allele. This frequency is similar to what we

found in the Spanish controls we have genotyped, where 50% are
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heterozygous for the inverted conformation. Regarding the homozygous
status of the inversion, this is present in a 36.5% of the ASN HapMap
individuals, and in a 8% and 29% of the CEU HapMap and Spanish control
samples, respectively.

These results altogether indicate that the recurrent 8p23.1 inversion is much
more frequent than previously reported (Giglio et al, 2001), at least in the
European population and that the current human genome reference assembly
(Build 36) corresponds to the less common orientation of the 8p23.1 region.
Although inversions are generally found as neutral variants regarding their
phenotypic effects, there are some exceptions where specific genes at the
breakpoints are interrupted (Lakich et al, 1993; lida et al., 2000; Saito-Ohara
et al, 2002; Beiraght et al,, 2003; Sood et al., 2004; Tadin-Strapps et al, 2004).
To investigate the possible effects of the allelic variation between the inverted
and normal forms of the genes on 8p23.1 we performed and association
study of gene expression levels and the genotype of the inversion in 150
HapMap individuals. We found four genes (NEILZ, MSRA, CTSB BLK) that
show statistically significant different expression levels (p<0.0005). Two of this
genes, NVE/LZ and MSRA, are related to repair of oxidative damage (Moskovitz
et al, 1996; Bandaru et al, 2002), and C758 gene has been suggested to play
a role in Alzheimer's disease (Esch et al, 1990). To which extend these gene
expression differences we observe can influence the function of these genes
and if they are directly related to the inversion of the region remains to be
proved. Moreover, we can not discard that the degree of mosaicism present in
the lymphoblastoid cell lines can modulate the expression levels of the genes
analyzed. In addition we still have no evidences on how this inversion
accompanied by any degree of mosaicism can affect the regulation of the
transcription of the genes contained in the region.

In summary, using whole genome scan in homozygous inverted individuals
previously genotyped by FISH, we have been able to describe surrogate

markers to tag the 8p23.1 inversion in CEU and ASN populations. Moreover,
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among the 26 genes we analyzed we could observe gene expression
differences in four of them depending on the conformation of the region. We
also highlight the presence of mosaicism regarding the inversion in most of
the individuals genotyped by FISH. We postulate that this might be a
common phenomenon which could occur in regions flanked by SDs, whose

consequences have not been described, and need to be investigated.
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Supplementary Table

Supplemetary Table 1. Genes analyzed in the association study between gene expression
levels and the genotype for the 8p23.1 inversion, and their corresponding probes
(http://www.sanger.ac.uk/humgen/genevar/).

GENE ILLUMINA PROBE
CSMD1 GI_41393594-S
MCPH1 GI_13375792-S
ANGPT2 GI_4557314-S
AGPAT5 GI_8922941-S
DEFB4 G|_13124885-S
THEX1 Gl_31543183-S

TNKS GI_4507612-S

MSRA GI_13259538-S
RP1L1 GI_40255277-S
SOX7 GI_30581119-S
PINX1 G1_31982866-S

MTMR9 GI_33598962-S
AMACI1L2 GI_16876446-S

CTSB GI_22538429-A
BLK G1_33469981-S
GATA4 G1_33188460-S
NEIL2 G1_21450799-S
FDFT1 G1_31542631-S
DUB3 GI_41349931-S

FAM86B1  GI_42476336-I

FAM86B1  GI_37541806-S
FAM86B1  GI_41350215-S
LONRF1 GI_40217795-S
FAM90A G1_42658889-S
SGCZ GI_21040252-S
TUSC3 G1_30410789-A
TUSC3 G1_30410787-I

MSR1 GI_20357511-I
MSR1 GI_20357509-I
MSR1 GI_20357509-A

MYOM2 Gl_4505314-S
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A continuacid s'examinen detingudament els resultats presentats
anteriorment, tenint en compte les principals contribucions d'aquesta tesi
doctoral, aixi com els punts més controvertits. L'ordre seguit és el mateix

que el dels resultats exposats per tal de facilitar la comprensio.

- Caracteritzacio de les duplicacions segmentaries (DSs) que
flanquegen la regié cromosomica 8p23.1.

Tot i que avui en dia disposem de diferents estudis que han estat adrecats
a obtenir un major coneixement de la complexa estructura genomica que
conforma la regié 8p23.1 i que han aportat informacié de gran valor que
ha ajudat a entendre la inestabilitat que pateixen les regions flanquejades

per dupllcon5105’108’148’149’180’181

, cal posar en context des d'on va arrencar el
projecte presentat.

En el moment que es van iniciar els estudis d’aquesta tesi la majoria
d'aquests treballs encara no havien vist la llum. Aixi, la primera
aproximacio a l'estudi de la regid 8p23.1 en dur-se a terme va ser la
realitzacid d'un analist minuciés de les DSs que la flanquegen per tal
d’'obtenir una millor caracteritzacié d'aquests duplicons.

Un cop emmascarats els elements repetitius classics del genoma
presents a la regid 8p23.1, a partir de lalineament de la sequéncia
d'aquesta regio contra ella mateixa, es va poder detectar tota una séerie de
fragments molt identics localitzats a diferents porcions de la regiod i que,

per tant, conformen les DSs d'aquesta regio. Alguns d'ells pertanyien als

gens de les alfa i beta defensines ja descrites, pero fou una sorpresa
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identificar un bloc de ~7 kb, repetit reiteradament un gran nombre de
vegades, i que corresponia a un gen fins aleshores desconegut i anotat a
'assemblatge de referencia com a gen de copia Unica (FAMIOAI) al
cromosoma 12, it no pas al cromosoma 8. A partir d'aquest punt es van
analitzar les DSs del voltant del gen FAM90AI al cromosoma 12 i es va
poder comprovar que tenien una similitud important amb les seqliencies
de la regid 8p23.1 (DSs intercromosomiques). Aixt doncs, amb la sospita
que la formacié de les DSs de 8p23.1 havien permes l'expansio d'aquest
gen, es va iniciar la caracteritzacié del que avui en dia és la familia génica
especifica de primats FAMIOA. L'analisi es va comencar en la versio de
l'abril del 2003 (UCSC hgl5, NCBI build 33) de l'assemblatge, pero és
perfectament valid en les versions de l'assemblatge posteriors. Cal tenir
present que la descripcido de FAMIOA duta a terme esta basada en
l'individu de l'assemblatge de referencia i que no es pot fer extensible a
qualsevol individu, ja que els resultats aqui presentats mostren que

aquesta familia és altament polimorfica entre individus.

Expansié en tandem de la familia génica FAM90A

Els fenomens de duplicacio juguen un paper essencial en l'evolucio dels
genomes (veure capitol 2 de la introduccié)*®2. La descripcié duta a
terme de la familia FAM90A, composada per almenys 25 membres per
genoma haploide en humans (UCSC hgl8), representa un cas extrem de
duplicaci6 geénica que sembla haver-se expandit en tandem. Els
mecanismes que hi ha al darrera de U'expansié de variants en nimero de
copia no estan del tot clars, i es necessiten més estudis per tal d'aclarir
quin paper juguen les duplicacions segmentaries en l'evolucié d'aquestes

variants.
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Familia génica FAM90A: Subfamilia | i Subfamilia Il

A partir de la descripcio de les 24 copies paralogues a FAMIOAI presents
en les DSs de 8p23.1 es van poder identificar dues subfamilies, subfamilia
| (formada per la copia FAMIOAI del cromosoma 12 i les dues copies
uniques de REPP), i subfamilia Il (formada per les 22 copies distribuides
en clusters dels duplicons distals REPD). La principal diferencia entre els
membres d'aquestes dues subfamilies és el seu primer exo, la regid 5' no
traduida i la regidé més upstream.

Aquestes diferencies fan pensar en la possibilitat que aquestes
subfamilies tinguin un perfil d’expressié especific de teixit donat que la
regid “upstream” on hi acostuma a haver els elements reguladors de
'expressid son diferents en luna i laltra. Els experiments que es van
realitzar pero, no ho van poder ni constatar ni desmentir. Una de les
grans dificultats alhora de dissenyar experiments en regions duplicades,
és la impossibilitat de ser especific, ja que l'elevada identitat de sequiencia
entre paralegs no permet distingir-ne uns dels altres. Aquest fet es veu
encara més agreujat quan el disseny dels experiments esta basat en
l'individu/s de l'assemblatge de referencia i després en canvi, l'individu/s
analitzats son uns altres. St a part de les variants de seqliéncia entre
copies paralogues, hi afegim la dificultat que sovint les DSs contenen
gens que soén variables en niumero de copia d'individu a individu, com
mostren els resultats de l'electroforesi de camp polsant per FAMIOA, mai
es pot tenir la conviccid que el disseny de l'experiment és 100% acurat i
valid per a totes les mostres. Per tant, en l'estudi d'aquestes regions cal
anar molt en compte i utilitzar diferents estrategies, de manera que els
resultats convergeixin en una mateixa direccidé per tal que siguin
concloents. Aixi, tot i la dificultat en el disseny dels experiments destinats
a amplificar fragments concrets situats en regions de DSs, es van arribar a
obtenir oligonucléotids per amplificar membres de les subfamilies | L Il de

manera especifica. Amplificacions per RT-PCR en 13 teixits diferents van

117



Discussio

mostrar l'expressio en tots els teixits de les dues subfamilies sense
observar cap patré d'expressio diferent entre elles. Es probable que la
utilitzaci6 de metodes quantitatius st que mostrin diferencies en
l'expressio de la Subfamilia | i la Subfamilia Il en molts teixits, i tampoc no
es pot descartar que aquests perfils d'expressid siguin variables en
diferents estadis del desenvolupament pels membres de les dues

subfamilies.

Pseudogenitzaciéo de membres de FAM90A

Un cop generades per un procés de duplicacid, algunes de les copies que
conformen la familia de FAM90A van anar patint mutacions que en van
alterar la funcionalitat i les van convertir en pseudogens. Aixo és el que es
postula per cinc membres: Wcopia 3, Wcopia 7, Wcopia 9, Wcopia 23 i
Wcopia 24. En el cas de les Wcopies 3, 23 i 24, les mutacions causen
l'aparicié d'un codo STOP, és a dir que es tracta de mutacions sense
sentit. Per altra banda en les Wcopies 7 1 9 el que trobem sén insercions i
delecions d'un sol parell de bases nucleotidiques, donant lloc a l'alteracié
de la pauta de lectura. St en canvi ens centrem en els acceptors i
donadors d'splicing, trobem 10 copies (HsaCopyl-5, 10-11 i 20-22) amb
una mutacié T—C en el donador d'splicing de l'exd 5. Aquest canvi pero
produeix la creacido d'un nou donado d'splicing alternatiu (GC) que no
tindria per qué afectar la proteina codificada per aquestes copies'®.
Aquesta situacid pot ser diferent en cada individu ja que aquest gen
correspon a una variant en nimero de copia, a més, també és més que
probable que hagi ocorregut i ocorri conversid genica entre les diverses

coples.

Potencial codificant de la familia FAM90A
Les analisis de genomica comparada mostren que FAMIOA és una familia

genica especifica de primats i és absent en el genoma d'altes mamifers
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com el ratoli, la rata, el gos, la vaca o la gallina. Els estudis basats en la
comparacio de les taxes de mutacid que donen lloc a canvi d’aminoacid
(Ka o substitucions no sinonimes) i les que no (Ks o substitucions
sinonimes), van permetre determinar el grau de conservacio al llarg de
'evolucid de les sequiencies proteiques codificades per aquests gens.
Com a minim un membre de FAM90A a cada especie mostra una taxa
Ka/Ks <1, és a dir que el més probable és que codifiquin per proteines
funcionals. Aquest és el cas de FAMIOAI (Ka/Ks=0.35), HsaCopyl0-11 i
HsaCopy21-22 en humans (mitjana de Ka/Ks=0.63), i els clusters de la
Subfamilia 1l que s'han pogut identificar en ximpanzés (mitjana
Ka/Ks=0.48), i la copia de macac MmuCopyl (Ka/Ks=0.78). En general la
mitjana de Ka/Ks de la familia FAM90A és forca alta (0.91), de manera que
es pot assumir que segueix un model d'evolucid neutre. Finalment, els
resultats obtinguts d'analitzar les taxes de Ka/Ks de la regio codificant de
FAM90A van mostrar que la regié C-terminal presenta una taxa inferior
(Ka/Ks=0.77) que no pas la regidé central (Ka/Ks=0.92) o N-terminal
(Ka/Ks=0.99).

Expansio de FAM90A en primats
A partir de Uhibridaci6 amb una sonda per detectar la familia genica
FAM90A amb la técnica de Southern Blot, es van comparar els patrons
corresponents als diferents clUsters en primats superiors i humans. Aixi es
va observar que l'orangutan (~14 milions d'anys de divergencia amb els
humans), el goril-la (~10 milions d'anys de divergéncia) i el ximpanzé (~5
milions d'anys de divergencia) tenen menys copies de FAMIOA que no
pas els humans, tot i que els ximpanzés mostren un patré6 de bandes
(cldsters de FAMIOA) més ampli i proxim als humans.

Aquestes troballes suggereixen que ha existit una expansié de la
familia FAM90A en el llinatge dels primats a partir de processos de

duplicacio, que és una de les principals forces alhora de generar nous
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gens que contribueixen en diversos processos biologics i faciliten
l'evolucié a partir d’organismes primitius a organismes complexes™®%*%*.
Tant els experiments per FISH, com de PCR quantitativa van permetre
corroborar que aquesta familia genica s'ha anat expandint des del macac

fins als humans.

LTRs que flanquegen els gens FAM90A

L'arquitectura genomica de les sequiencies que flanquegen cadascuna de
les copies de la Subfamilia Il consisteix en dos LTRs (veure capitol 1) que
podrien haver jugat un paper en l'expansié dels duplicats de FAMIOA.

Aquests LTRs en concret, pertanyen a una familia de retrovirus
endogens (HERV), que conformen un 8% del genoma huma i provenen
d'elements semblant a retrovirus que es van quedar fixats en la linea
germinal fa milions d'anys després d'una infeccid per retrovirus exogens
18 D’entre les diferents families d’HERVs, les que es troben en els clsters
de FAMIOA sén del tipus HML-5, que corresponen a seqliencies
proviriques detectades en les mones del Vell i Nou Moén perd no en els
prosimis, essent els betaretrovirus més antics dels genoma de primats
coneguts a data d’avui'®®. Amb aquestes dades podem postular que a
partir d'aquest moment la familia FAM90A hauria pogut iniciar el procés
d’'expansio.

Per altra banda, el primer i segon exd de la Subfamilia II i |
respectivament, contenen un element repetitiu LINE (veure capitol 1) de la
familia L1, l'dnica familia LINE que roman activa en humans. Si tenim en
compte que a la maquinaria dels LINE se li atribueix la majoria de la
transcripcio reversa que existeix al genoma, incloent la que facilita el
procés de transposicio, és temptador especular sobre el paper dels LINE
com a elements propiciadors de la duplicacio i expansié de FAMIOA en

primats.
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Hipotesi sobre l'origen i evoluciéo de FAM90A en primats
A partir de l'analisi de “contigs” corresponents a 8p23.1 i les regions
sinteniques en macac i ximpanzé, juntament amb les dades de genomica
comparada obtingudes per FISH i Q-PCR en macac, orangutan, goril-la i
ximpanzé, es va reconstruir el passat evolutiu de les DSs de 8p23.1,
intentant seguir els diferents reordenaments que han patit els membres
de la familia FAM90A i s'ha hipotetitzat un model segons el qual aquesta
familia es podria haver originat i expandit.

Sembla clar doncs, a partir de dades genomiques i experimentals,
que els membres de la subfamilia Il haurien precedit els de la Subfamilia I.
En el model proposat, gracies a la informacié obtinguda de l'assemblatge
de la seqiéncia del macac, podem postular que en algun ancestre dels
Catarrhini trobariem per una banda una coOpia corresponent a la
subfamilia Il en el cromosoma VIIl, perd no hi hauria la presencia de cap
element LTR en els extrems del gen. Per altra banda, no existiria encara

I

cap copia de la Subfamilia I, pero si la seqliencia 5 “extra” (caracteristica
de la Subfamilia I), que no comparteixen els membres d'ambdues families.
Aquesta sequiencia esta formada per l'exd 1, un element AluSx i un
element MiRb, i en el macac la trobem en un intr6 del gen ALGI localitzat
en el cromosoma XVI. Segons el model proposat, el seguent
esdeveniment que hauria succeit seria la insercié d'un LTR a l'extrem 3’ de
la copia de la subfamilia Il en el llinatge dels hominoides. A partir d'aqui
s'hauria produit una duplicacié de tot el segment i les dues subfamilies
de FAM90A haurien divergit. Sota aquest model, el membres de la
Subfamilia | haurien nascut al voltant de la divergencia de l'orangutan
amb els primats superiors africans, fa uns 15 milions d'anys, per un procés
de fusio de la "seqliencia extra” de l'intr6 del gen ALGZ amb una de les

coples de la Subfamilia Il. Llavors, diferents processos duplicatius, i

esdeveniments de pérdua genica haurien afectat a la regio, donant lloc a
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les diferents copies de la Subfamilia | que es poden observar avui en dia
en els genomes dels humans i ximpanzés.

Per una altre costat, el precursor de la Subfamilia Il, a traves de
recombinacié homologa no al-lelica (NAHR) o per processos semblants a
'"“slippage” de la polimerasa durant la replicacid, hauria creat
duplicacions en tandem d’'aquests gens.

De fet, a la literatura tenim un altre exemple d'aquest procés de
creacié d'un nou gen especific de primats a partir d'un procés de fusié de
dues seqliencies no relacionades. Seria el cas del gen MCH de 'hormona
concentradora de melanocortina'®. També hi ha antecedents de families
geniques que s'’han anat expandint en els primats, com els zinc fingers
que es troben dispersos al cromosoma 19'%, o la familia génica NBPF
(“neuroblastoma breakpoint gene family”)'®°, la familia morfeus del

cromosoma 16" o l'amplificacié extrema que han patit els dominis

proteics DEF1220 en humans'®.

Per queé tant d’interés en una familia génica de funcié desconeguda?
St bé és veritat que l'Unic domini proteic conegut de la familia génica
FAM90A és un domini zinc finger del tipus C2H2, amb afinitat d'unié a
DNA it RNA que ens podria encaminar a pensar que pot desenvolupar
alguna funcié semblant a la dels factors de transcripcid, no existeixen
evidencies experimentals que ho corroborin. Aixi, aquesta familia roman
amb el nom descriptiu que fa al-lusid a la seva identitat de seqliéncia
(“family with sequence similarity 90”) i no pas a la seva funcio.

Tot i no coneixer la seva funcid, hi ha una serie de motius que fan
especialment atractiu U'estudi de FAMIOA. Per una banda, 'elevat nimero
de copies presents a l'assemblatge de referencia (estimat a partir d'aquest
treball en 25 per genoma haploide) fa que es tracti d'una familia genica
poc corrent. Aquest fet tan podria ser degut a un origen molt recent

d'aquestes duplicacions, i per tant les copies no haurien tingut temps de
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desapareixer, o bé, a la fixacio dels diferents membres de FAM90A degut
a l'adquisicid6 d'algun avantatge evolutiu. Altres factors que fan de
FAM90A una familia geénica interessant son: la seva especificitat en el
genoma dels primats (podria tractar-se d'un gen amb una funcio clau per
l'especiacio dels primats), la seva localitzacidé en una de les regions més
dinamiques del genoma huma (8p23.1), l'expansid que ha patit en els
ultims 15 milions d'anys i el seu elevat grau de polimorfisme.

L'atenci¢ dedicada a l'estudi d'aquesta familia genica ha estat de
gran utilitat alhora d'aprofundir en el coneixement del proces d'aparicio
de nous gens, com la generacié de la Subfamilia | de FAMI0A a partir
d'un procés de fusid. O l'expansid de coOpies geniques a partir de
processos duplicatius especifics de cada espécie, que alhora generen
grans extensions genomiques d'elevada identitat que donen peu a la
NAHR. | precisament sén aquests mecanismes de NAHR que poden
generar gens variables en nimero de copia. En definitiva, el conjunt de
processos que han permes la creacid i expansio de FAMIOA al llarg dels
duplicons de 8p23.1, serveixen com a exemple del que pot haver
ocorregut en d'altres regions del cromosomiques, i sén de gran utilitat
alhora de comprendre una mica més l'evolucié i grau de plasticitat del

nostre genoma.

- Caracteritzacio de la variabilitat en nimero de copia de
FAM90A en diferents poblacions humanes

Arrel dels resultats del primer treball, on a partir de l'analisi dels diferents
clusters de FAMIOA mitjancant electroforesi de camp polsant i Southern
blot, es fa patent l'elevat grau de polimorfisme en el nUmero de copies de
FAM90A, es va dur a terme un segon estudi per tal de determinar aquesta
variabilitat en diferents poblacions humanes. Amb aquesta finalitat es van

utilitzar les mostres del projecte HapMap, que son de gran utilitat alhora
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de realitzar estudis sobre variants genetiques en poblacions provinents de
diferents origens geografics. L'estudi previ va permetre observar que la
familia genica FAM90OA s'expressa en almenys 13 teixits, incloent també

linees cel-lulars de limfocits immortalitzats.

Dificultats técniques per quantificar la variabilitat de gens de copia
multiple

Alhora de quantificar el nimero de copies de FAMIOA trobem diferents
limitacions tecniques. Per una banda, els assajos per determinar la
preseéncia o absencia de cadascun dels 25 membres de la familia en un
individu en concret no son viables ja que l'elevat grau d'identitat de
seqliencia entre ells (>93%) impedeix dissenyar sondes especifiques. Per
l'altra, la quantificacid de manera absoluta mitjancant metodes com
'amplificacié simultania depenent de lligacid (multiplex ligation-
dependent probe amplification o MLPA) no sén utils ja que la tecnica no
és prou fina per a discriminar la dosi de segments amb numeros de copia
tan elevats, de 50 a 63 copies posem per cas.

Es per aquest motiu que es va triar la técnica de PCR en temps real
per a fer una quantificacio relativa de la variabilitat de FAMIOA. Tot i que
normalment aquesta tecnica s'utilitza per quantificar nivells d'expressio (a
nivell de mRNA), cada cop s'utilitza més per a quantificar numero de
copia de DNA mitocondrial i CNVs al genoma nuclear. L'analisi es va
realitzar en una mostra de 260 individus HapMap provinents de tres
origens poblacionals: els CEU d'origen europeu, el ASN (poblacié asiatica
de la Xina i Japd que per similitud genetica es poden considerar un sol

grup) i els YRI d'origen Africa.

PCR a temps real del gen FAM90A en diferents poblacions humanes
Per tal de augmentar el grau de certesa dels resultats de la variabilitat en

numero de copia de FAMIOA mitjancant PCR a temps real, es van utilitzar
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dues sondes diferents que hibriden als exons 2 i 6 de les diferents copies.
La utilitzacié de sondes provinents de la “Universal Probe Library” (Roche,
Mannheim) van permetre estalviar temps alhora de posar a punt l'assaig.
Els resultats utilitzant una sonda i l'altre van mostrar una elevada
correlacié, de manera que es va confirmar la sensibilitat de les sondes i
utilitat del metode per dur a terme quantificacions de CNVs a nivell

genomic.

Variabilitat intra i inter-poblacional del nimero de copia de FAM90A
La quantificacié relativa del nimero de copies de FAM90A amb la
metodologia esmentada, mostra que la poblaci6 amb menor nimero de
copies és l'asiatica, mentre que els individus africans tenen de mitjana una
major quantitat de copies geniques de FAM9IOA, i fou justament aquesta
ultima poblacio la que presenta diferencies estadisticament significatives
en numero de copia de FAM9IOA respecte les poblacions CEU i ASN (F-
test, p<0.0001). Aquests resultats corroboren altres estudis realitzats en
mostres HapMap on els individus YRI resultaen ser els més heterogenis a
nivell genétic'®.

Per tal de poder dur a terme la quantificacié6 de gens variables en
numero de copia, es necessita sempre un individu de referencia a partir
del qual comparar els valors de la resta d'individus. En el nostre cas es va
utilitzar l'individu NA12892, d'origen europeu, ja que presentava un
numero de copies proper a la mitjana de la poblacio. A partir dels valors
de quantificacid en aquest individu es va poder establir que les diferents
mostres HapMap contenen un numero de copies de FAMIOA d'entre -6.3
vegades menys (l'individu que conté menys copies), i fins a 2.1 vegades,
l'individu que conté més membres de FAM9IOA. Tot L que no podem parlar
de numeros de copia absolut, si que podem tenir una idea de fins a quin
punt aquesta familia genica és altament variable a nivell interindividual i

interpoblacional.
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Correlacio entre el nimero de copies de FAM90A i els seus nivells
d’expressio

Una de les grans questions que sorgeixen a mesura que es van
identificant variants en nimero de copia, és si aquesta variabilitat es veu
reflectida a nivell transcripcional. De no ser aixi, semblaria que les
consequencies d'aquestes variants tindrien poc impacte a nivell funcional.
Sorprenentment, estudis a nivell de tot el genoma fets fins el moment
han revelat que només entre un 8% i un 18% de la variabilitat heretable a

nivell de transcripts és deguda a CNVs™!

, tot 1 que calen futures
aproximacions amb punts de trencament de les CNVs més ben delimitats
per determinar si aquests percentatges son prou acurats. El que si que
sembla clar, és que la variabilitat a nivell d’expressio que es pot capturar a
nivell de SNPs no es solapa amb la variabilitat que es captura a nivell de
CNVs'. De manera que es necessiten estudis basats en les dues
aproximacions per tal d'entendre la complexitat transcripcional del
genoma huma. Fins i tot hi ha estudis on es mostra que nivells alts
d’expressié correlacionen amb CNVs de baix nimero de copia™.

En el cas de FAM90A, sembla que la variabilitat en nUmero de copia
explicaria un percentatge molt petit de la variabilitat a nivell d'expressio
(r’=0.05, p=0.002). De fet, per altres CNVs de la regi6, concretament el
locus DEFAIA3, tampoc sembla existir una correlacié entre el nUmero de
copies i els seus nivells d'expressié’®®. La baixa correlacié entre els nivells
d'expressio de FAMIOA i el seu nUmero de copia podria ser degut a una
regulacié complexa a nivell de la transcripcio dels mRNAs o a la presencia
de factors reguladors en trans'® Per altra banda cal tenir en compte que
l'estudi s’ha dut a terme en limfocits, i caldria explorar d'altres teixits i a
ser possible, en diferents estadis cel-lulars, i del desenvolupament de
l'individu (periode fetal, infancia i edat adulta), per poder ampliar o limitar

la baixa correlacio trobada en limfocits.
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- Inversié polimorfica de la regié cromosomica 8p23.1

A la literatura trobem diversos estudis que mostren que les inversions son
un tipus de reordenament present en tots els humans*?8/8896107193154
D'aquestes, se n‘han descrit fins a 35 que es produeixen de manera
recurrent i que son detectables al microscopi, de les quals vuit tenen
algun efecte fenotipic, ja que quan s'originen disrupcionen algun gen
(veure apartat 3 de la introduccid)**2

Com s’originen les inversions?

En el capitol 3 de la introduccié s'explica com la presencia de DSs en
orientacid oposada pot donar lloc a la inversio de tot el fragment
comprés entre els duplicons mitjangcant NAHR. El que no se sol
contemplar, és la possibilitat que existeixi recombinacié a nivell mitotic
que pugut originar igualment la inversid de les regions flanquejades per
duplicons orientats en mirall. Si aquests fenomens tenen lloc durant la
divisio cellular, les regions amb l'arquitectura genomica esmentada,
podrien patir reordenaments a l'atzar, donant lloc a mosaics cel-lulars. La
recombinacié mitotica doncs, és un fenomen poc estudiat pero que pot
complicar la interpretacié dels reordenaments mediats per DSs
complexes. El que si que es coneix avui en dia és que petites extensions

d'’homologia de centenars de parells de bases sén suficients per donar

lloc a intercanvis mitjancant recombinacié ectopica'®.

Estudis en diferents poblacions de la inversié polimorfica de 8p23.1

Existeixen diversos estudis centrats en l'analisi de la inversié polimorfica
que afecta la regié cromosomica 8p23.1. Al 2001, Giglio et al van establir
la seva freqliencia en heterozigosi en el 26% en una mostra de 72
individus d'origen europeu'®. En aquest estudi es postula que la

presencia de receptors olfactoris en els duplicons REPP i REPD de 8p23.1,
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serien els que induirien aquesta reorganitzacié cromosomica. Avui en dia,
es disposa d'una caracteritzaci6 molt més acurada d'aquests duplicons, i
tant els gens de les alfa defensines, com de les beta defensines, com de
FAM90A podrien actuar com a substrats d'aquest reordenament
148149157.1801% Dos anys més tard, un estudi dut a terme en poblacié
japonesa va reconstruir el mapa fisic de 8p23.1 a partir de BACs. La
frequencia de la inversid en aquesta poblacié és una mica superior, del
34% en heterozigosi (17 individus d'una mostra de 50) i del 10% en
homozigosi (5 individus de 50). Un estudi recent realitzat en les mostres
HapMap proposa que el percentatge d'individus heterozigots en poblacié
d'origen europeu augmenta fins al ~50%'’. Si afegim els individus
homozigots per la inversio, els resultats indiquen que la conformacio

present en la sequiencia de referencia representa l'orientacié minoritaria.

Mosaicisme per la inversi6 de 8p23.1

En el nostre estudi de la inversié que afecta la regid 8p23.1, es va poder
observar, mitjangant FISH, que existeix un cert grau de mosaicisme pel
que fa a la presencia de la inversio. Aquest podria ser un motiu pel qual
d'altres estudis centrats en aquesta regid mostren alguna discrepancia
respecte els nostres resultats'®’. Es a dir, que si existeix recombinaci6 a
nivell mitotic, en anar-se dividint les céllules en cultiu s'anirien produint
diferents mosaics de cellules, amb la inversio i sense la inversio,
continuament. La proporcidé d'aquestes dues poblacions cel-lulars variara
en cada cultiu segons les condicions d'incubacié, nombre de passatges,
etc. Tant l'estudi realitzat per Deng et al com el nostre, s'han dut a terme
en linees cellulars de limfoblasts dels individus HapMap i per tant,
l'estudi d’'una mateixa mostra en un laboratori i en un altre pot ser que
condueixi a resultats diferents degut a aquesta inestabilitat genomica de

la regid.
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Tot i que a priori, degut a la llarga extensid i l'elevat nivell
d'homologia de les DSs de 8p23.1, sembla prou factible l'ocurrencia de
reordenaments somatics a la regio, es coneix ben poc la frequencia
d'aquests fenomens a la majoria de regions del genoma. Tot i aixo,
d‘altres exploracions han suggerit la l'ocurrencia d'aquest fenomen, com
és el cas de les alfa-globines, on " intercanvi intracromosomic de regions
homologues en sang i esperma déna lloc a delecions somatiques™®.
També Flores et al. han detectat la presencia de mosaics genomics a nivell
estructural, més concretament d'inversions, en linees sanguinies
d'individus sans'®.

Tots aquests fenomens de mosaicisme, que fins ara semblaven
limitats a produir-se a nivell de recombinacié meiotica, amplien l'espectre

de plasticitat que posseeix el genoma.

Marcadors de la inversio del fragment genomic 8p23.1
Per tal d'esbrinar si es podia prescindir de la tecnica de FISH alhora de
detectar la inversié a 8p23.1, ja que tot i que conclusiva, és laboriosa i de
llarga durada, es va idear una nova aproximacié. A partir de les dades
generades de la genotipacié per FISH de la inversié de 8p23.1 en una
mostra de 24 individus sans de poblacidé espanyola, es va hibridar un xip
amb 370.000 sondes en sis dels individus que van resultar homozigots
per la inversid. L'objectiu d'aquesta estrategia era identificar algun bloc
d'SNPs que estigués en desequilibri de lligament amb la inversio. La
conservacid d'aquests blocs seria més plausible en aquestes regions
gracies al fenomen de supressié de la recombinacié en la meiosi dels
individus heterozigots per la inversi6'**?® (un 50% dels individus segons
les nostres dades).

L'analist detallat de la genotipacid d'aquests sis individus va
permetre identificar 16 SNPs que correlacionen amb la inversio. Aquests

SNPs es troben en homozigosi en la conformacié invertida de la regié i es
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localitzen en linterior del fragment invertit a prop, perdo no enmig, dels

duplicons flanquejants de 8p23.1.

Prediccio de la inversiéo en mostres de HapMap

A partir de la deteccié dels 16 SNPs com a marcadors de la inversio, es va
predir la conformacié de la regid en les mostres HapMap. Aquest és un
aspecte importat, ja que hi ha molt poques inversions la freqliiencia de les
quals hagi estat ben estudiat en diferents poblacions.

Aquesta caracteritzacid només es va poder dur a terme en individus
CEU © ASN (150 individus en total), ja que en les mostres africanes no
existeix U'haplotip conservat que conformen aquests 16 SNPs en poblacio
europea i asiatica. Aquest fet pot ser indicatiu de que la inversié pot
haver-se originat multiples vegades, i segons el seu context geografic,
entre d'altres factors, uns SNPs o uns altres, s'hauran quedat fixats en la
conformacio invertida.

Una vegada més, les prediccions van mostrar l'elevada freqiencia
de l'allel invertit respecte estudis anteriors. St bé 'homozigositat per la
inversio és més elevada en individus d'origen asiatic (36.5%) que no pas
en individus d'origen europeu (8%), la frequencia dels individus
heterozigots volta el 50% en ambdues poblacions. L'analisi per FISH en un
subgrup dels individus HapMap que havien estat predits per la inversio,

va permetre validar els 16 SNPs com a marcadors fiables de la inversié.

Efecte de la inversio de 8p23.1 sobre l'expressio dels gens de la regio
Sembla evident que cal qlestionar-se si el canvi en l'orientacié de tota
una regié genomica, en aquest cas d'unes 4 Mb, pot tenir consequéncies
a nivell de la transcripcio dels gens que es troben al seu interior i en el
seu entorn.

Per aquest motiu, es va procedir a realitzar un estudi d'associacié

entre els nivells d’expressio dels gens de la regié 8p23.1 i la presencia de
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la inversié en els mateixos 150 individus pels quals es va predir 'estatus
de la inversio (absencia, heterozigosi o homozigosi). Els resultats van
mostrar que els gens NEILZ, MSRA, CTSB i BLK; es troben expressats de
manera diferencial atenent al genotip per la inversié (test de rad de
verosimilitud, p<0.0005). Dos d'aquests gens, NE/LZ2 i MSRA estan
relacionats amb la reparacié del dany oxidatiu?®>?®, i C7SB s'ha postulat
que pot jugar algun paper en la malaltia d'Alzheimer®®. Fins a quin punt
les diferéncies que s'observen a nivell d'expressido poden influenciar la
funcié d'aquests gens, i st son conseqliéncia directe de la inversio o de
qualsevol altre variant existent a la zona, sén aspectes que caldra
comprovar.

Per altra banda cal tenir en compte que la presencia de mosaicisme
per la inversio en la gran majoria de mostres analitzades, pot jugar un
paper en la modulacié dels nivells d'expressid, i el mateix pot passar in
vivo. Fins al moment, es desconeix com la inversio de la regio 8p23.1
acompanyada de diferents graus de mosaicisme pot afectar la regulacio

de la transcripcié dels gens de la regio.
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Les conclusions generals que es poden extreure del treball presentat en

aquesta tesi doctoral son les seguents :

1. S’ha identificat una nova familia genica especifica de primats,
FAM90A, que en humans esta formada per 22 membres agrupats
en 4 clusters (A, B, C i D) als duplicons distals REPD (HsaCopyl-
HsaCopy22), 2 membres als duplicons proximals REPP (HsaCopy23 i
HsCopy24) it un membre al cromosoma 12p13.31 (FAM90AI),
segons l'assemblatge de referéncia vigent (UCSC hg18).

2. La familia genica FAM90A es pot classificar en dues subfamilies: la
Subfamilia I, formada per les dues copies dels duplicons proximals
REPP i la copia localitzada al cromosoma 12p13.31, i la Subfamilia
ll, formada per la resta de membres agrupats en clisters a REPD.
Aquestes dues subfamilies divergeixen en els 1036 parells de bases
inicials que inclouen un ex6 no traduit, un element repetitiu AluSx, i

un element repetitiu MIRb en els membres de la Subfamilia I.

3. Existeix una pauta de lectura oberta conservada en 20 dels 25
membres que formen la familia géenica FAM9OA. La seqliéncia
codificant comprendria els exons 3, 4, 5 i 6 i la seva pauta de
lectura té el potencial per codificar per una proteina de 464

aminoacids.
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4. Diferents mutacions a nivell de sequéncia han conduit al
truncament de la pauta de lectura dels membres HsaCopy3,

HsaCopy7, HsaCopy9, HsaCopy23 i HsaCopy24.

5. Els clisters de FAM9OA sén altament polimorfics entre els individus

humans de la poblacié general.

6. El membre FAM90AI del cromosoma 12 s'expressa en tots els
teixits testats: colon, cor, cervell, ronyo, fetge, pulmd, ovari
placenta, prostata, melsa, testicle i timus. Els membres HsaCopy23 i
HsaCopy24 de la Subfamilia | s'expressen en els mateixos teixits
excepte cor, testicle, placenta i prostata. Els membres de la
Subfamilia Il s'expressen en tots els teixits analitzats excepte ronyd i

pulmoé.

7. L'estudi de l'evolucié de les DSs que flanquegen 8p23.1 en macac,
orangutan, gorilla i ximpanzé mostra que aquestes duplicacions,
axt com la familia geéenica FAMIOA, estan presents en els
cromosomes homolegs a HSA8 i HSA12 en les diferents especies, i
que tant en humans com en ximpanzés, la familia FAM9OA esta

formada per multiples membres.

8. La familia genica FAMIOA es distribueix de manera molt semblant
en els genomes d’huma i ximpanzé. En el genoma de ximpanzé
existeixen seqiiencies homologues al clisters de la Subfamilia I
d’humans que contenen 7 (PtrCopyl-7), i 6 copies (PtrCopy8-13).
Membres de FAM90A homologues a la Subfamilia | es troben al
cromosoma 12 (PtrCopyl4), al cromosoma 8 (PtrCopyl5) i al

cromosoma 11(PtrCopy16) del ximpanzé.
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9. No s'ha identificat cap membre de la Subfamilia | de FAM90A en

macac, papio, ni orangutan.

10. Els estudis Ka/Ks de substitucions sinonimes i no sinonimes en la
seqliencia codificant dels membres de FAMIOA en les diferents
espéecies suggereixen que almenys un membre de FAM90A a cada
espécie (macac, ximpanzé i huma) codifica per una proteina

funcional.

11. En el genoma de macac la seqiieéncia de 1036 parells de bases de
la Subfamilia | es troba en | intr6 del gen ALGI del cromosoma 16.
L'analisi a nivell de seqiieéncia en aquesta especie, juntament amb
els experiments de genomica comparada realitzats en huma,
ximpanze, gorilla, orangutan i macac, indiquen que els membres
de la Subfamilia | es devien originar aproximadament en la
divergéncia entre els orangutans i els grans simis (~15 milions
d’'anys). Mitjangant un procés de fusié que inclouria els 1036 bp de
l' intré ALGI i un membre de la Subfamilia Il, s’hauria creat el

primer membre de la Subfamilia I.

12 La familia génica FAM90A ha patit un procés d'expansié al llarg de
l'evolucié dels primats, tal i com evidencien les analisis fetes per
Southern blot, FISH i PCR quantitativa en les diferents especies de
primats. S'ha hipotetitzat un possible model segons el qual, a partir
d'una fusio i diverses delecions i duplicacions, s'hauria format i
expandit la familia genica FAMIOA fins a constituir les 25 copies

presents avul en dia en el genoma huma.

13 La familia génica FAMYOA representa una variant en numero de

copia (CNV) de la regié 8p23.1, juntament amb d’altres CNVs de la
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regid com les alfa i les beta defensines, en les diferents poblacions

humanes.

14 El global de la mitjana en nimero de copies de FAM90A en
poblacié d'origen asiatic és menor que en poblacié d'origen
europeu, mentre que la mitjana en poblacié africana és superior. La
poblaci6 d'origen africa presenta diferencies estadisticament
significatives en quant al nimero de copies de FAMIOA respecte les

altres dues poblacions.

15. La variabilitat en niumero de copies de la familia genica FAM9I0A
només explica un 5% de la variabilitat a nivell d'expressié en

limfoblasts dels membres d'aquesta familia genica.

16. La inversid polimorfica de la regid 8p23.1 es troba en heterozigosi
en un 50% dels nuclis analitzats procedents d'individus de les tres
poblacions analitzades, la poblacié espanyola, les mostres HapMap
d’'origen europeu i les d’'origen asiatic. L'assemblatge de referencia

representa la orientacié minoritaria en aquestes tres poblacions.

17. Existeixen dos blocs d’homozigositat prop dels duplicons REPD i
REPP de 8p23.1, que permeten predir la conformacié de la regi6 a
partir de 16 SNPs que es troben en desequilibri de lligament amb la

inversié de 8p23.1.

18 L'analist per FISH de la inversio en limfocits de mostres d'individus
sans espanyols i d'individus HapMap mostra la presencia de
mosaicisme en tots els individus. La recombinacié mitotica podria
ser un fenomen comu en les regions flanquejades per “low copy

repeats”.
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19 La presencia de la inversio de 8p23.1 en un estudi realitzat en 150
individus, correlaciona amb els nivells d'expressio dels gens NE/LZ,

MSRA, CTSB i BLK localitzats a 8p23.1.
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Abreviatures

ASN Individus del panell HapMap d’origen asiatic.

BAC Cromosoma artificial de llevat (bacterial artificial chromosome).
CEU Individus del panell HapMap d'origen europeu.

CNV Variant en numero de copia (copy number variani).

DSs Duplicacions segmentaries.

FAMB90A Familia genica (family with sequence similarity 90)

FISH Hibridaci6 in-situ fluorescent (Fluorescent in-situ hybridazation).
Gb Gigabases. Milers de milions de parells de bases (10°).

HERV Retrovirus endogens humans (human endogenous retroviruses).
HSA Seguit d'un numero fa referencia a l'autosoma huma especificat pel
numero (Homo Sapiens Autosome).

kb Kilobases. Milers de parells de bases (10°).

LCR Repeticié de baix numero de copies (low copy repeat).

LINE Element llarg repetitiu (long interspersed repeat).

LTR Repeticio terminal llarga (long terminal repeat).

Mb Megabases. Milions de parells de bases (10°).

NAHR Recombinacié homologa no al-lelica.

NCBI National center for biotechnology information.

REPD Duplicons localitzats a l'extrem distal de la regié humana 8p23.1.
REPP Duplicons localitzats a l'extrem proximal de la regié humana
8p23.1.

SINE Element curt repetitiu dispers (short interpersed nuclear element).
SNP Polimorfisme d'un sol nucleotid (single nucleotide polymorphism).
UCSC Universitat de California, Santa Cruz.

WGD Duplicacié de tot un genoma (whole genome duplication).

YRI Individus del panell HapMap d'origen africa.
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