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Resumen

El sindrome de Angelman (SA) y el de Prader-Wili (SPW) son trastornos del
neurodesarrollo cuya principal etiologia molecular es la delecion de la regién 15911.2-
q13. Esta delecion esta promovida por la Recombinacién Homodloga No Alélica
(NAHR) y mediada por secuencias altamente repetitivas de bajo numero de copias
(LCRs) que la flanquean. La orientacién de estas LCRs predispone al reordenamiento
final que se obtendra por NAHR. Las LCRs en orientacion directa generan deleciones
y duplicaciones mientras las que presentan orientacién invertida originan inversiones.
Estas inversiones pueden facilitar una recombinacién inadecuada entre las LCRs que
flanquean la region 15911.2-q13 dando lugar a la delecién en la descendencia. En
este trabajo se presenta un nuevo analisis de la frecuencia de la inversion 15q11.2-
q13 en 23 controles de poblacion general, 21 progenitores de pacientes con SA y 32
con descendencia por SPW. Se han analizado un total de 9540 cromosomas
informativos mediante FISH de sondas de BACs, encontrando la inversion en el 4,61%
de los cromosomas estudiados en la poblacién control. También se ha analizado la
frecuencia de la inversion en progenitores de pacientes con SA y SPW observando un
incremento significativo de inversiones en las madres de hijos con SA por delecion y
en los padres de SPW por delecion frente a la poblacién control (p=8x107 y p=0.007,
respectivamente). Nuestros resultados indican que la inversion 15911.2-q13 es un
polimorfismo presente en poblacidon general. Asi mismo, el incremento de la frecuencia
de la inversion en madres de SA y padres de SPW con delecién sugiere que la
inversion podria ser una estructura que promueve el mal alineamiento de las LCRs y

facilita la generacion de deleciones en 15g11.2-q13.

El SA es diagnosticado molecularmente en el 90% de los pacientes, sin
embargo, en el 10% restante, aun presentando unas caracteristicas clinicas bien
definidas, su etiologia molecular es todavia una incognita (SA-like). Se han analizado
20 pacientes SA-like mediante a-CGH previo cribado de variaciones en numero de
copias (CNVs) en regiones sindromicas y subteloméricas. Las regiones variables en
numero de copia con una frecuencia poblacional inferior al 5% 0 que no se encuentran
estudiadas segun la Database of Genomic Variants se han seleccionado para ser
confirmadas mediante Multiplex Ligation-depenent Probe Amplification (MLPA). Se han
evaluado las CNVs en 20 pacientes SA-like y sus progenitores y se ha ampliado el
estudio para cribar pacientes con discapacidad intelectual (n=296), trastornos del
espectro autista (n=164) y controles de poblacién general espanola (n=453). Se ha

identificado una delecion de novo (1g44), dos duplicaciones heredadas de la madre



(Xp11.23 y Xq28) y 20 regiones heredadas con CNVs en los pacientes SA-like pero
que no se observan en la poblacion control. En tres pacientes la concomitancia de una
delecién y un SNP puede estar originando una discapacidad intelectual de herencia
recesiva, sugiriendo que el gen MYH13 y los ARNs no codificantes largos podrian
estar involucrados en el fenotipo SA-like. En lo referente a los pacientes con
discapacidad intelectual y trastornos del espectro autista se han identificado
alteraciones de gran tamafo implicadas en la etiologia: del(1)(p36), del(1)(q44),
dup(10)(g21.1), dup(X)(q11.23g28) y dup(X)(q28) en tres casos. También se han
detectado 29 regiones con CNVs heredadas que no son variables en poblacion
general, 12 de las cuales son compartidas con los pacientes SA-like. Nuestros
resultados respaldan la idea de que regiones con CNVs pueden ser, probablemente,
responsables de un alto porcentaje de trastornos del neurodesarrollo. Las CNVs
identificadas en pacientes, pero no detectadas en poblaciéon control, aun siendo
heredadas, podrian estar asociadas a algunas caracteristicas clinicas de la
enfermedad desenmascarando, en genes especificos, mutaciones de caracter

recesivo relacionados con los fenotipos.



Abstract

Angelman syndrome (AS) and Prader-Willi syndrome (PWS) are
neurodevelomental disorders in which main molecular etiology is the 15911.2-913
deletion. This deletion is leaded by Non Allelic Homologous Recombination (NAHR)
mediated by flanking high repetitive sequences named Low Copy Repeats (LCRs). The
orientation of these LCRs leads the final product of NAHR. LCRs in direct orientation
are solved in deletions or duplications while LCRs in inverted orientation lead
inversions. These inversions could facilitate abnormal recombination between flanking
LCRs and could mediate interstitial deletion of chromosome 15q11.2-q13 in the
offspring. Herein we report a new analysis of the frequency of inversion 15911.2-q13 in
23 controls from general population, 21 AS parents and 32 PWS parents. Molecular
cytogenetic analysis was performed using FISH with BACs probes by examining a total
of 9540 informative chromosomes. First, the 15911.2-q13 inversion was detected on
average in 4.61% of chromosomes of Spanish control population. Then we analyzed
the frequency of the 15q11.2-g13 inversion in parents of AS and PWS and a significant
increase in AS mothers and PWS fathers with offspring affected by deletion was
observed in front of control group (p= 8x107and p=0,007, respectively). Our results
indicate that 15911.2-q13 inversion is a polymorphism presents in general population.
Moreover, the high inversion frequency observed in AS mothers and PWS fathers of
offspring affected by deletion suggest that the inversion could be a structure that
promotes misalignment between the LCRs and facilitates the occurrence of 15g11.2-

q13 deletions.

AS has a recognizable molecular cause in about 90% of cases, nevertheless in
10% with well-defined clinical features the molecular etiology is still unknown (AS-like).
We have analysed 20 AS-like patients by a-CGH after screening the patients for
syndromic and subtelomeric copy number alterations (CNVs). Regions that contained
rare CNVs or not reported in the Database of Genomic Variants were selected for
validation using custom Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
assays. We assessed the CNV status in the 20 AS-like cases and in their parents, and
also expanded the study to larger sets of samples of individuals suffering idiopathic
intellectual disability (n=296), autism spectrum disorders (n=164) as well as to a control
cohort of normal individuals (n=453). We have identified one de novo deletion (1q44),
two maternally inherited duplications (Xp11.23 and Xg28) and 20 inherited altered
regions present in AS-like cases that have not been present in control population. In

three patients a concomitance of a deletion and SNPs is leading a possible recessive



intellectual disability disease suggesting that MYH73 and long non-coding RNAs could
be involved in AS-like. Concerning intellectual disability and autism spectrum disorders
big alterations: del(1)(p36), del(1)(q44), dup(10)(g21.1), dup(X)(q11.23928) and
dup(X)(g28) in three patients, have been associated with the etiology. We also have
identified 29 inherited genomic variants that were not present in the general population,
12 out of them shared with AS-like patients. Our results support the point of view that a
considerable proportion of genomic regions showing variability in copy number could
be responsible for neurodevelopment disorders. The inherited CNVs identified in
cases, but not detected in controls, suggesting that even if they are inherited, they
could be responsible for some of the clinical features perhaps unmasking, in specific

genes, recessive mutations involved in the phenotypes.
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1. Introduccion

1.1. Variacién genética

El genoma humano se compone de aproximadamente tres mil millones de
pares de bases (pb). Estas 3x10° pb no son iguales en los genomas de todos los
humanos, de hecho, desde 2001, cuando se hizo publica por primera vez la secuencia
de referencia, se han descrito toda una serie de variantes con tamanos diversos que
abarcan desde las variantes de un uUnico nucledtido (SNVs), a las variantes
estructurales (SVs) que incluyen reorganizaciones de millones de bases (Mb,
megabases) (Tabla 1.1). Entre los diferentes tipos de variacion, los primeros en ser
estudiados fueron los polimorfismos de un nucleétido (SNPs), substituciones de una
base por otra en la secuencia del ADN, cuyas variantes son observadas en la
poblaciéon con una frecuencia superior al 1%. Toda esta variacion genética contribuye,
en mayor o menor medida, a generar la variacion fenotipica existente entre individuos,
poblaciones y especies, siendo importante como sustrato para la seleccion natural y la
asociacion con enfermedades.(Bauchet et al. 2007; Sabeti et al. 2007; Stranger et al.
2007; Lee and Scherer 2010)

Para descifrar y cuantificar la variacion existente entre las diferentes
poblaciones humanas, asi como, establecer asociaciones con rasgos clinicos
caracteristicos y/o con enfermedades, se han desarrollado grandes proyectos, como el
proyecto HapMap (T. |. H. Consortium 2003) o el proyecto de los 1000 genomas
(1000GP) aun en curso (T. 1000 G. P. Consortium et al. 2010). Conocer el grado de
variacion dentro de la poblacion ha permitido realizar estudios de asociacién del
genoma completo (GWAS) para identificar factores de riesgo relacionados con

determinados fenotipos clinicos (Pearson and Manolio 2008; Law et al. 2015).

Las SNVs pueden ser las causantes de trastornos genéticos al introducir
cambios en la secuencia codificante de un gen, generando una transcripcion incorrecta
de la molécula de ARN y a su vez originando una proteina no funcional. En el proceso
de transcripcion, las SNVs, pueden dar lugar a mutaciones sin sentido (missense o
nonsense) que codifican para aminoacidos diferentes a los originales o bien generan
un codon de stop prematuro en la traduccion de ARN a proteina. Las SNVs que se

encuentran en regiones no codificantes, pueden igualmente, alterar la correcta
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expresion de los ARNSs si se localizan en lugares criticos en el proceso de splicing, si
modifican las regiones de union para factores de transcripcion o si alteran el
plegamiento de la molécula de ARN impidiendo que esta adquiera la estructura

secundaria adecuada (Sabarinathan et al. 2013).

Las SVs son otra importante fuente de variacion genética cuya relevancia es
cada dia mayor debido al enorme incremento de reorganizaciones estructurales que
estan siendo detectadas. Su estudio e interpretacion es necesario para determinar su
relevancia en la diversidad gendémica y fenotipica humana, asi como, su asociacion
con la enfermedad (Lupski 2015; P. H. Sudmant et al. 2015).

Tabla 1.1. Variacién en el genoma humano. SINE, elementos nucleares dispersos cortos; LINE,
elementos nucleares disperses largos; LTR: repeticion terminal larga; HERV, retrovirus enddgenos
humanos; SNP, polimorfismo de un nucleétido. Adaptada de Sharp et al. 2006

Variacién Tipo de variacion Tipo de reorganizacion Tamaiio
1. Variacidn de un nucledtido (SNV) |1. Un nucleétido SNPs, mutaciones puntuales 1pb
2. Pequefias inserciones / 2. Inserciones / deleciones Inserciones / deleciones de secuencias| 1-50 pb
deleciones (indels) de secuencias cortas cortas (usualmente <10 pb)
3. Numero variable de repeticiones |3. Repeticiones cortas en tandem microsatélites, minisatélites, 1-500 pb
cortas en tdndem (VNTRs) repeticiones simples
4.1. Estructural pequefa Deleciones, duplicaciones, inversiones,| 50 pb - 5 kb
repeticiones en tandem
4.2. Insercion de retroelementos  SINEs, LINEs; LTRs, HERVs* 300 pb - 50 kb
4.3. Estructural intermedia Deleciones, duplicaciones, inversiones,| 5 kb - 50 kb
4. Variacion estructural (SV) repeticiones en tandem
4 4. Estructural grande Deleciones, duplicaciones, inversiones,| 50 kb-5 Mb
repeticiones en tandem grandes
4.5. Cromosomica Aneuploidias, aneusomias, poliploidias 5Mb -
cromosoma marcador o en anillo, cromosoma
translocaciones robertsonianas
y reciprocas e inversiones

1.1.1. Variacion estructural

Desde 1956, cuando se dieron los primeros pasos en el campo de la
citogenética, hasta el dia de hoy, se han implementado gran cantidad de técnicas para
la deteccion y evaluacion de reorganizaciones estructurales. Las técnicas moleculares
han revolucionado el conocimiento del espectro de las SVs existentes en el genoma
humano identificando reorganizaciones cada vez de menor tamafio y delimitando con
mayor precision sus puntos de rotura. Gracias al rapido avance que ha ocurrido en las
Ultimas décadas con la aparicion de nuevas tecnologias como los microarrays y la
secuenciacion masiva (NGS) ha sido posible estudiar y caracterizar reorganizaciones
del ADN como SVs con tamanos desde 50 pares de bases (pb) hasta Megabases (Mb)
(Sudmant et al. 2015).
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Las SVs se diferencian en dos grandes grupos segun presenten alteracion o no
de dosis génica: 1. SVs que generan variacion en numero de copias (CNVs) como
deleciones, inserciones, duplicaciones, triplicaciones y 2. SVs con variacion neutra
en numero de copias, entre las que se incluyen las inversiones y las translocaciones
balanceadas (Figura 1.1) (Lupski 2015).

A) Cromosomas normales

( W —— ———
( |, W ——
B) Variacion en numero de copia C) Variacion neutra en nimero de copia
+ Delecién terminal * Inversion
i . i f _,
* Delecién intersticial *Translocaciéon balanceada
+ Duplicacién intersticial \ N

*Translocaciéon no balanceada
l ( ﬂl | i

[ ( | .

Figura 1.1. Reordenamientos cromosomicos. A) En azul y rosa cromosomas no homologos. Los
segmentos del cromosoma estan indicados con las letras de la A a la E. B) Reordenamientos que dan
lugar a cambios en numero de copia. C) Reordenamientos que no conllevan ganancia o pérdida de
material genético. Adaptada de Weckselblatt and Rudd 2015.

Las SVs provocan, en términos totales de pb, mas diferencias entre dos
genomas particulares que las SNVs. Solo las CNVs constituyen aproximadamente el
7% de nuestro genoma, mientras que las SNVs tan sélo el 1.1% (Sudmant et al.
2015). Tal es la relevancia de las SVs en la generacion de la diversidad genémica que
se encuentra ampliamente documentada en diferentes bases de datos (de Leeuw et al.

2012). Por ejemplo la “Data Base of Genomic Variants” (DGV) (<http://dgv.tcag.ca>)

registra las variantes descritas en poblacion general por los diferentes estudios
realizados (MacDonald et al. 2014) (Figura 1.2). El conocimiento de las SVs con mayor
exactitud ha permitido asociarlas con diferencias fenotipicas observadas entre
individuos y poblaciones, asi como con predisposicion a la enfermedad (Lupski 1998;
Sharp, Cheng, and Eichler 2006; Armengol et al. 2009; Stankiewicz and Lupski 2002).
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Figura 1.2. Ideograma con la variacion estructural descrita en el genoma humano. Las barras azules
indican los CNVs identificados; las rojas los puntos de rotura descritos para inversiones y las verdes
duplicaciones segmentarias (SDs). “Data Base of Genomic Variants” <http://dgv.tcag.ca> (MacDonald et
al. 2014).

1.1.1.1. Variantes estructurales, sus consecuencias y enfermedad

Las SVs son reorganizaciones que generan trastornos y enfermedades; asi,
entre el 14-20% de los casos de discapacidad intelectual (Dl) o trastornos del espectro
autista (TEA) son causadas por SVs (Miller et al. 2010; Cooper et al. 2011; Kaminsky
et al. 2011). Estas variantes afectan la correcta expresion de genes a través de

diversos mecanismos.

(o)



Introduccion

1. La dosis génica se encuentra alterada por la presencia de CNVs, regiones
con pérdida o ganancia de material genético con un tamafio igual o superior a 1 kb. Se
ha descrito que el 17.7% de la variacion en la expresidon génica de células
linfoblastoides se debe a la presencia de CNVs (Stranger et al. 2007), sin embargo,
cabe destacar que las SVs pueden influir de manera diferente sobre la expresion de un
gen segun afecte a uno u otro tipo celular y/o en qué momento del desarrollo se
exprese el gen influenciado por la SV (Henrichsen et al. 2009; Chaignat et al. 2011).
Histéricamente, la primera CNV con variacion de dosis génica asociada fue una
duplicacion del gen APP que se relacioné con un inicio temprano de la enfermedad de
Alzhéimer, por el contrario, tanto controles como pacientes con inicio tardio de
Alzhéimer mostraron tan solo dos copias del gen (Delabar et al. 1987).
Desafortunadamente, esta asociacion no pudo ser ratificada hasta 20 anos después
por nuevos estudios que demostraban que las duplicaciones de APP son importantes
en la patologia del Alzhéimer (Rovelet-Lecrux et al. 2006).La correlacion entre una
mayor o menor expresion y el numero de copias no sélo se aprecia en los genes
incluidos dentro de las CNVs, también se puede observar en los genes cercanos a los
puntos de rotura. Un ejemplo son los genes colindantes a la region microdelecionada
en el sindrome de Williams-Beuren (OMIM 194050) que ven afectada su expresion
incluso a 6,5 Mb de los puntos de rotura (Merla et al. 2006). Sin embargo, no siempre
existe una correlacion directa entre numero de copias y la expresion, se han
observado genes con una correlacion inversa entre el numero de copias de la CNV y
su expresién o sencillamente no existe ningun tipo de correlacion (Jacquemont et al.
2011; Schlattl et al. 2011).

El cambio de dosis génica debida a CNVs es un mecanismo que se asocia a
sindromes cromosomicos, a enfermedades mendelianas e incluso a patologias
complejas. Dado que existen numerosos estudios que asocian las CNVs con
sindromes del neurodesarrollo o enfermedades neurolégicas, Lupski y colaboradores
acunaron el término de trastorno gendmico para describir aquellos cuadros clinicos
que tienen un caracter sindrémico y son recurrentes. Muchos trastornos gendmicos se

asocian a una CNV especifica (Tabla 1.2) (Lupski 1998; Stankiewicz and Lupski 2006).

Tabla 1.2. CNVs asociadas a trastornos neurogenéticos. Abreviaturas: SGC, Sindrome de genes
contiguos; del, deleciones; dup, duplicaciones; ftrip, triplicaciones; UPD, disomia uniparental; CMT1A,
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1; HNPP, neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la paralisis
por presion. Adaptada de Pawet Stankiewicz and Lupski 2010.
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Sindrome OMIM Locus Reordenamiento Gen(es)
Neurodesarrollo
Sindrome Williams-Beuren del(7)(q11.23 194050 7911.23 del SGC incluido ELN
dup(7)q11.23 609757 7q11.23 dup SGC incluido ELN
Sindrome de Angelman 105830| 15911.2-q13| del materna/UPD 15 [UBE3A
Sindrome de Prader-Willi 176270| 15911.2-q13| del paterna/UPD 15 [SGC incluido SNORD116
dup(15) 608636| 15911.2—-q13 dup SGC
idic(15) idic(15)(q13) trip SGC
Sindrome de Miller-Dieker 247200 17p13.3 del SGC incluido LIS1
Sindrome de Smith-Magenis 182290 17p11.2 del SGC incluido RAI1
Sindrome Potocki-Lupski 610883 17p11.2 dup RAI1
Neurofibromatosis tipo 1 162200 17911.2 del SGC incluido NF1
del(17)q21.31 610443 17921.31 del
Sindrome Velocardiofacial 188400 22q11.2 del SGC incluido TBX1, COMT
Sindrome DiGeorge 192430 22q11.2 del SGC incluido TBX1, COMT
dup(22)q11.2 608363 22q11.2 dup SGC
del(22)q13 606232 22g13.3 del SHANK3/PROSAP2
Sindrome de Rett 312750 Xq28 del MECP2
Sindrome Rett-like 300260 Xq28 dup, trip MECP2
Sindrome Pelizaeus-Merzbacher 312080 Xqg22.2 dup, del PLP1
Neurodegenerativo
Parkinson 168601 4921 dup, trip SNCA
Atrofia muscular espinal 253300 5q13| del, conversiongen [SMN1, SMN2
Leucodistrofia dominante autosémica 169500 5q23.2 dup LMNB1
CMT1A 118220 17p12 dup PMP22
HNPP 162500 17p12 del PMP22
Alzheimer 104300 21921 dup APP

2. La fusién o disrupcion de genes. Las regiones donde se localizan los
puntos de rotura de una SV de copia neutra pueden generar una fusion o la disrupcién
de un gen. En ocasiones, la fusién tiene el potencial de originar genes quiméricos que
pueden adquirir nuevas funciones relacionadas con fenotipos caracteristicos o bien
con todo tipo de enfermedades entre las que se cuentan las complejas y la DI (Franek
et al. 2011; Rippey et al. 2013). Existen en la literatura ejemplos como la inversion
inv(X)(g28) que trunca el gen F8 y da lugar a la hemofilia A (Lakich et al. 1993), la
inversion inv(2)(p21;p23) que origina la fusion de los genes EML4-ALK que interviene
en la patologia del cancer y tiene valor prondstico (Soda et al. 2007), la translocacién
observada en el 90% de leucemias mieloides crénicas, conocida como el cromosoma
Filadelfia t(9;22)(q34;911), que provoca que los genes BCR y ABL1 se fusionen dando
lugar a una nueva proteina que se expresa constitutivamente sin ningun tipo de
regulacién (Rowley 1973). Existen también los reordenamientos balanceados que
causan DI y podemos citar la inversion 46,XY,inv(5)(q33.3q35.3).ish inv(5)(NSD1++,
wcp5+) que rompe el gen NSD1 dando lugar al sindrome de Sotos (Malan et al. 2007)
o la translocacion t(6;14)(q25.3;913.2) que se asocia a DI (Backx et al. 2011).

3. Las mutaciones adyacentes a puntos de rotura. Las regiones en los
puntos de rotura de inserciones, deleciones e inversiones suelen causar alteraciones

en la secuencia. Pero no sélo la secuencia del punto de rotura se ve alterada, sino a
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cierta distancia de estos puntos de rotura las secuencias también se modifican. Un
claro ejemplo son las duplicaciones complejas del gen MECPZ2 que presentan SNVs a
50 pb del punto de rotura y que han surgido al mismo tiempo que la duplicacién de

novo (Carvalho et al. 2013)

4. Los efectos de posicion. La SV neutra en numero de copias puede
modificar la expresion de un determinado gen sin que esté presente ninguna alteracion
de dosis. El cambio de localizacion de un gen respecto a sus elementos reguladores
en cis o trans o el hecho de que se ubique bajo la regulacion de nuevos factores
epigenéticos conlleva la desregulacion de la expresion del gen y la aparicion de
trastornos genéticos (Kleinjan and Coutinho 2009). Ademas, el fendmeno de posicién,
puede intercambiar la localizacion de genes entre regiones eucromaticas vy
heterocromaticas provocando que genes que antes se expresaban ahora se silencien
y viceversa (Finelli et al. 2012). Finalmente, los cambios de orientacién intragénicos en
secuencias que incluyan exones, sin romperlos, crea nuevas secuencias de
reconocimiento del splicing, dando lugar a nuevas isoformas de ARN que no contienen

los exones previamente invertidos (Puig, Castellano, et al. 2015).

1.1.1.2. Mosaicismo

El momento del desarrollo en que se pruduce la aparicién de la SV tiene gran
importancia, ya que hara que los genes desregulados se expresen en un porcenatge
mayor o menor de las células del individuo. Las alteraciones que suceden
postcigoticamente dan lugar al fendmeno del mosaicismo, donde dos o0 mas lineas
celulares con distinta dotacién genética forman parte del mismo organismo (Lupski
2013). En humanos una sola célula primigenia se duplica mediante la mitosis unas
10'° veces hasta llegar a formar parte de un organismo multicelular adulto. Tal como
se ha demostrado en células madre pluripotentes inducidas de ratéon, el numero de
pases de una linea es el factor que mas contribuye al origen de la SVs. Sin duda, el
namero de divisiones mitdticas influira en la aparicion de estas SVs y en el grado de
mosaicismo que alcancen (Liu et al. 2014). Si la SVs ocurren de novo en la
embriogénesis temprana, entonces, estaran presentes durante el desarrollo de las
células germinales, dando lugar a mosaicismo en las gonadas. El individuo sera
portador, posiblemente asintomatico, de una reorganizacion que podria derivar en un
trastorno gendmico en su descendencia. De hecho, el mosaicismo somatico junto con

las diferencias que existen en la gametogénesis segun el sexo, podrian
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potencialmente explicar una porcion de las recurrencias inesperadas en la
descendencia con SVs (Campbell, Yuan, et al. 2014). Asi pues, no se deberia
infravalorar la posible aportacion de los fendmenos en mosaico a los trastornos
gendmicos y es una posibilidad que se deberia considerar a explorar, ya que su
presencia puede influir en el riesgo de recurrencia de una SV patologica asociada, por
ejemplo, a retraso mental y epilepsia (Dibbens et al. 2011) o al propio sindrome de
Angelman (SA) (Sanchez et al. 2013).

1.1.1.3. Mecanismos de generacion de variantes estructurales

La formacion de las SVs suele estar facilitada por la particular arquitectura de
una region del genoma donde ocurre una rotura fosfodiéster, en la secuencia del ADN,
entre un grupo hidroxilo en el carbono 3' y un grupo fosfato en el carbono 5' del
nucleétido entrante. Seguidamente se une la secuencia rota a una nueva secuencia
de ADN. La nueva reorganizacion debe disentir de la secuencia haploide de referencia

para ser considerada como variacion.

Muchas de las SVs estdan mediadas por mecanismos de recombinacion del
ADN como: a) la recombinacion homéloga no alélica (NAHR; non-allelic
homologous recombination) b) la unidn de extremos no homélogos (NHEJ; non-
homologous end joining), c) Estancamiento de la horquilla y cambio de patréon o
molde de DNA (FoSTeS; fork stalling and template switching), d) la replicacién
inducida por ruptura y mediada por microhomologia (MMBIR; microhomology-

mediated break-induced replication) y €) la cromoanagénesis.
a) NAHR

La NAHR es el mecanismo mayoritario implicado en la recombinacién mediada
por duplicaciones segmentarias (SDs). Estas secuencias estan compuestas por
secuencias repetidas de corta longitud (LCRs — del inglés low-copy repeat) de entre 10
y 300 kb, que comparten una alta homologia (>95%), originando un sustrato ideal para
la NAHR (Lupski 1998). De hecho, la frecuencia de NAHR esta directamente
relacionada con la longitud de las LCRs, su proximidad y el porcentaje de identidad
que existe entre ellas, tanto si la recombinacién ocurre en meiosis o en mitosis (Liu,
Lacaria, et al. 2011). Si bien, existen algunas diferencias entre ambos mecanismos. En
meiosis, la homologia necesaria entre secuencias para que se lleve a cabo el
intercambio entre hebras de ADN debe de ser de entre 300-500 pb (Reiter et al. 1998).
Mientras que, en mitosis, la longitud de la secuencia homéloga para realizar el
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intercambio entre hebras puede ser ligeramente menor 200-300pb (Waldman and
Liskay 1988).

El producto final de la NAHR mediada por LCRs dependera de la orientacién
de las secuencias repetitivas y de si la recombinacion es entre secuencias de
diferentes cromosomas (intercromosémica) o entre regiones del mismo cromosoma

(intracromosomica) o en la misma cromatide (intracromatide).

Las duplicaciones y deleciones son el resultado de recombinaciones entre
LCRs paralogas en orientaciéon directa y repetidas en tandem, mientras que si la
orientacion de las LCRs paralogas es invertida el resultado sera de una inversién. Las
translocaciones reciprocas como  {(8;12)(p23.1;p13.31), (4;8)(p16.2;p23.1),
t(4;11)(p16.2;p15.4) estan mediadas por NAHR entre LCRs paralogas que se
encuentran en diferentes cromosomas y que debido al alto grado de homologia entre
las LCRs alguna pueden llegar a ser recurrentes (Ou et al. 2011; Giglio et al. 2002; Liu
et al. 2012). Aunque parece sencillo dilucidar el producto de la recombinacion en base
a la orientacién de las LCRs no lo es, ya que algunas LCRs estan compuestas por
secuencias en ambos sentidos (complejas) y por tanto el producto final dependera de

las secuencias que intervengan en cada evento de NAHR (Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Representacion esquematica de los diferentes reordenamientos obtenidos segun la
disposicién de las LCRs que intervengan en NAHR. En negro, los cromosomas con el centromero en gris.
En amarillo, las LCRs con su orientacion. Los reordenamientos cromosomico y su resolucion tras NAHR
se muestran verticalmente segun el tipo de recombinacion cromosémica que se produzca
(intercromosomica, intracromosomica, intracromatida). (a) Deleciones y duplicaciones promovidas por
LCRs entre cromosomas en orientacion directa. (b) inversion debida a repeticiones invertidas
intercromosomicas. (h) Lazo intracromatide de repeticiones invertidas que resultan en una inversion. (d)
Apareamiento incorrecto intracromosémico de LCRs en orientacion directa que dan lugar a duplicacion y
delecion. (g) Alineamiento incorrecto intracromatide de LCRs en orientacién directa que da lugar a
delecién y un fragmento acéntrico. Duplicaciones invertidas de los cromosomas pueden dar lugar a
intercambios (c) intercromosémicos o (e) intracrosomicos (e) intercambios desiguales entre repeticiones
invertidas. LCRs complejas pueden resultar en (f) deleciones/duplicaciones o (i) inversiones. Adaptada de
Stankiewicz and Lupski 2002.

La aparicion de determinadas SVs son favorecidas por un reordenamiento
previo mediado por LCRs y NAHR. Es el caso de las inversiones que alteran la
orientacion de las secuencias repetitivas flanqueantes, favoreciendo en una nueva
eventual NAHR la generacion de deleciones o duplicaciones, algunas asociadas a
trastornos gendmicos (Figura 1.4.). Es por tanto plausible, que en la poblacién general
preexistan variantes que favorezcan la aparicion de nuevas deleciones en la linea
germinal. De hecho, se ha observado que padres de hijos afectos por los sindromes
de microdelecién de SA y Williams-Beuren presentan una mayor prevalencia de

inversiones que la poblacién general (Gimelli et al. 2003; Hobart et al. 2010).

La NAHR, puede mediar también en la formacion de SVs cuando existen
cualquier otro tipo de secuencias paralogas, por ejemplo se ha observado que la
recombinacion entre secuencias LINE (>1kb) con alta homologia (>96%) o elementos
HERV de 22 kb de longitud con mas del 94% de homologia pueden promover la
formacion de SVs (Campbell, Gambin et al. 2014; Startek et al. 2015). Si tenemos en
cuenta que LINEs y HERVs forman aproximadamente el 25% del genoma humano de
referencia, esto constituye un amplio sustrato para mediar en la aparicion de SVs
mediante NAHR (Lander et al. 2001). Si bien, cabe destacar, que no todas las LINES y
HERVs cumplen con los requisitos necesarios para desencadenar reorganizaciones
mediadas por NAHR.

Se ha observado que la NAHR es responsable de la formacion de
reordenamientos recurrentes en regiones flanqueadas por SDs grandes (210 kb) y
compuestos por LCRs con alta identidad de secuencia (295%). Un estudio realizado
con 16000 casos clinicos de DI y TEA estima que el 76% de las CNVs patogénicos no
son recurrentes mientras que el restante 24% es variacion recurrente que se localiza

mayoritariamente en regiones con LCRs flanqueantes (Kaminsky et al. 2011).
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b) NHEJ

NHEJ es un mecanismo que se encarga de la reparacion de dobles roturas en
las hebras de ADN tanto de caracter patolégico como fisiolégico. Al ser detectadas
roturas en el ADN se establece un enlace o puente entre los extremos del ADN roto
para modificarlos y hacerlos compatibles, finalmente, ocurre la ligacién de los
extremos (Figura1.4). Al contrario que la NAHR, la NHEJ no requiere siempre de
secuencias repetitivas como sustrato, ya que, la recombinacién es estimulada por
determinadas arquitecturas del genoma, como LTRs, LINEs, MIRs, MERZ2s y Alus o
secuencias ricas en AT (p.ej. TTTAAA) que ayudan a curvar el ADN o a causar dobles

roturas.

Para identificar si NHEJ ha mediado en el origen de un reordenamiento se ha
de observar si existen trazos caracteristicos asociados a este proceso en los puntos
de rotura (information scar) causados por la ediciébn de los extremos al escindir y
afadir nucledtidos para llevar a cabo la posterior ligacion (Lieber et al. 2003; Weterings
and van Gent 2004; Lieber 2008). NHEJ interviene como mecanismo de reparacion en
multiples  reordenamientos como  deleciones, duplicaciones, inversiones,
translocaciones y variacion compleja como la cromotripsis (Toffolatti et al. 2002;
Woodward et al. 2005; Chiang et al. 2012; Kloosterman et al. 2012).

NHEJ
DSB

1. Detection of DSB

2. Molecular bridging of
the broken DNA ends Ku

\

3. Modification of the
ends to make them
compatible and ligatable

Artemis: DNA-Pkcs
Polymerase p and A

S XRCC:
4. The final ligation DNA Ligase IV

Figura1.4.NHEJ. 1. Deteccion de doble rotura de la hebra del DNA (DSB); 2. Se produce un puente o
enlace molecular en los extremos. 3. Se originan modificaciones en los extremos afiadiendo o
delecionando nucleétidos para adaptarlos a la ligacién 4. Ligacion de los extremos. Lineas rojas
representan las dos hebras de ADN. La maquinaria enzimatica en cada paso ha sido simplificada, se
describe con mas detalle en Kirchhoff et al. 2007; Lieber 2008. Imagen de Gu, Zhang and Lupski 2008.
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cyd) FoSTeS y MMBIR

Otros mecanismos que inducen la formacion de SV debido a errores en la
replicacion del ADN son FoSTeS y MMBIR. FoSTes es relevante en la generacion de
reordenamientos complejos como deleciones o duplicaciones interrumpidas por
variaciones neutras en numero de copia o segmentos gendmicos triplicados. En
FoSTeS la horquilla de replicacion se para, se desacopla de la hebra de ADN original y
se une a otra horquilla de replicacion que esta fisicamente cerca debido a la

homologia en 3’, reiniciando otra vez la replicacion del ADN (Figura1.5.).

MMBIR es un modelo general para la formacion de CNVs no recurrentes
basado en FoSTeS. Dependiendo de la localizacion de la nueva horquilla de
replicacién en FoSTeS, delante a la horquilla (57) o detras de ella (3°), se genera una
delecion (57) o una duplicacion (3°). La orientacion de la nueva CNV (invertida o en
orientacion directa) dependera de la hebra de ADN que se utilice como molde respecto
a la posicion original (Figura 1.5.) (Zhang et al. 2009; Hastings, Ira and Lupski 2009;
Hastings et al. 2009)

FoSTeS MMBIR
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Figura 1.5. FoSTeS. Tras el estancamiento de la horquilla de replicacion (lineas sélidas azul oscuro y
rojas) se desacopla la hebra de ADN (linea roja de puntos) y se acopla a una nueva horquilla (linea sélida
lila y verde) por microhomologia (1) seguido de (2) reanudacion de la sintesis del ADN desde la segunda
horquilla (linea punteada verde). Tras el desacoplamiento (3) la horquilla original (lineas sdlidas azul
oscuro y rojas) con su cadena discontinua (lineas punteadas rojas y verdes) puede invadir una tercera
horquilla (lineas solidas gris y negra). Las lineas punteadas representan el nuevo ADN sintetizado. El
desacople de la horquilla de replicacion y la invasion de una nueva cadena discontinua de ADN puede
suceder varias veces (p.ej. FoSTeS x 2, FoSTeS x 3, etc.) antes de (4) la reanudacién de la replicacion
de la hebra molde original. MMBIR. La figura muestra sucesivos cambios a diferentes posiciones
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gendmicas (se distingue por el color) formando uniones por micronomologia (flechas). (A) Muestra el
brazo roto de una horquilla de replicacién estancada que forma una nueva horquilla (B). El final extendido
se disocia repetidamente. C y E muestran 59 extremos eliminados y rehechos por la horquilla utilizando
diferentes plantillas (D y F). En (F) el cambio de la horquilla vuelve a la cromatide original (azul),
originando una horquilla de replicacion que avanza para completar la replicacion. (G) muestra el producto
final que contiene secuencia de diferentes regiones gendémicas. Cada linea representa una cadena de
ADN. Si el retorno a la cromatide hermana sucede delante (5°) o detras (3") de la posicion original del
primer estancamiento se genera una delecion o una duplicacion, respectivamente.Adaptada de Gu,
Zhang, and Lupski 2008 y Hastings, Ira, and Lupski 2009.

Se ha constatado que este tipo de mecanismos, FoSTeS / MMBIR, pueden
generar reorganizaciones de diferentes tamafos, desde pb a Mb, tanto en meiosis
como en mitosis, dando lugar a deleciones y/o duplicaciones de exones o genes
enteros, asi como, estar involucrados en la formacién de translocaciones no
balanceadas. Al secuenciar, los puntos de rotura de estos reordenamientos se aprecia
la insercidn/delecion o inversion de secuencias de la cadena complementraria a la de
la SV, arquitectura que soélo puede ser justificada por FoSTeS o MMBIR. Se ha
sugerido que estos mecanismos podrian estar implicados en la evolucién del genoma
y en la de los genes a través de la divergencia de las duplicaciones y la reorganizacién
de exones (exon shuffling) (Higgins et al. 2008; Zhang et al. 2009; Chiang et al. 2012).

e) Cromoanagénesis,

Este mecanismo genera SV a partir de multiples reordenamientos y
mecanismos de reparacion del ADN. La cromoanagénesis esta descrita como la forma
mas severa de reordenamiento genomico en el que se postula que el cromosoma es
separado del nucleo de la célula en una especie de mini célula para su reparacién tras
un evento devastador mediante mecanismos replicativos (Crasta et al. 2012; Holland
and Cleveland 2012). Existen dos tipos de cromoanagénesis: 1) la cromotripsis,
detectada originariamente, a nivel somatico, en leucemia linfocitica cronica y cuya
aparicion es el resultado de un proceso de devastacion donde los cromosomas
explotan y vuelven a unirse a través de NHEJ (Stephens et al. 2011). Este fenédmeno
fue descrito originariamente en cancer, ha sido también observado en pacientes con
trastornos del neurodesarrollo (TND) que presentan eventos mutacionales generados
en la linea germinal masculina o durante los primeros estadios de la embriogénesis.
Es interesante mencionar que la cromotripsis tiende a mostrar reordenamientos sin
variacion en numero de copias, la mayoria son neutros, reflejando una posible presién
selectiva en contra de las CNVs (Liu, Erez, et al. 2011)(Kloosterman and Cuppen
2013); 2) la cromoanasintesis es el mecanismo de cromotripsis restringido a un solo
cromosoma o locus y conlleva la formacion de deleciones, duplicaciones y

triplicaciones. En los puntos de rotura existe microhomologia, con lo que su origen
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podria ser debido a la intervenciéon de mecanismos replicativos como FoSTeS/MMBIR
(Figura1.6.) (Liu, Erez, et al. 2011).

A) Cromotripsis
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Figura 1.6. Reordenamientos genémicos masivos. Los segmentos de los cromosomas implicados en la
reorganizacion estan indicados con las letras de la A a la R. A) Cromotripsis. Se muestra la destruccion y
reconstitucion de tres cromosomas no homologos. En el proceso se genera la delecion de By D, y
multiples translocaciones e inversiones que han mezclado el contenido genético de los tres cromosomas
implicados. Se han generado 12 puntos de rotura con extremos romos o pequefias microhomologias. B)
Cromoanasintesis. Genera la triplicacién de B y las duplicaciones de D y F en un cromosoma. Los puntos
de rotura de las reorganizaciones muestran microhomologia e inserciones que sugieren la intervencion de
un mecanismo basado en la replicacion. Adaptada de Weckselblatt and Rudd 2015.

A modo de resumen, el analisis de los puntos de rotura de las SVs nos permite
conocer el mecanismo por el que se han originado. Si se advierten regiones de alta
homologia compartidas entre los puntos de rotura seria indicativo de la mediacién de
NAHR. Por el contrario, la ausencia de homologia de secuencias sugiere una
reparacion del ADN por NHEJ. Finalmente, secuencias insertadas, delecionadas o
invertidas en los puntos de rotura apuntan la intervencién de mecanismos replicativos
mediados por microhomologia o rotura en las cadenas de ADN como FoSTeS o
MMBIR (Figura 1.7.).

Secuenciacion del punto de rotura de una translocacion

N
(A) chrA: CATTGCATGGATGGTTTTGGAAATAATTCT Extremos romos
Jxn: CATTGCATGGATGGTACCTGCACTCATGTG NHEJ, FoSTeS
chrB: GTAATTCACTGTATTAAAAAAAGACACCTG “
HERV, UNE, SD
(8) chrA: CAAACTACCTGAA...GCCACCAAAACTTG Homologia
Jxn: CAAACTACCTGAA...GCCAGTGGATACCA NAHR
chrB: GCATTCTCATGAA...GCCAGTGGATACCA
© chrA: TATTGTGGGTCTGTCACTCAAAGGAAATGC Insercion y/o delecion
Jxn: TATTGTGGGTGACGTACGTCCAGGGGTGTT EoSTeS, MMBIR
chrB: TTTAGCACATAATTAATCGCTCAGTGGTGT '
(D) chrA: GTCCCGTGACTGCCAGGTACCACTCGTGTC Microhomologia
Jxn: GTCCCGTGACTGCCAGGAATAGGGTAAGGA NHEJ, FoSTeS, MMBIR
A )

chrB: CGACTCTGGGCGGCAGGAATAGGGTAAGGA

Figura1.7. Rastros de mecanismos mutacioneles. Secuencias de ADN que se pueden encontrar en los
puntos de rotura de una translocacion entre dos cromosomas A en rosa y B en azul. A) Punto de rotura
con extremos romos para ser reparados por NHEJ o FoSTeS. B) Homologia (en color lila) >1 kb de
longitud y compartido entre ambos puntos de rotura de los dos cromosomas (A y B) sugiere la
intervencion de NAHR entre secuencias repetitivas paralogas (HERVs, LINEs, SDs). C) La presencia de
seceuncias invertidas y/o insertadas (en negro) en los puntos de rotura es indicativo de la intervencion de
mecanismos replicativos como FoSTeS y MMBIR. D) 1-15 pb de microhomologia en los puntos de rotura
se asocia generalmente a NHEJ, FoSTeS o MMBIR. Adaptada de Weckselblatt and Rudd 2015.
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Ciertos mecanismos son mas frecuentes que otros en la formacién de SVs
dependiendo de su tamafio. NAHR es el mecanismo predominante (46%) para las
inversiones, deleciones y duplicaciones de gran tamano (>10 kb). Las SVs de tamafio
medio (<10kb) comunmente estan mediadas por procesos donde interviene la NAHR
mediante la microhomologia de microsatélites (26%) y la insercion de
retrotransposones (REI) (24%). El 72,6% de las SVs menor a 1 kb se generan a través
de mecanismos de recombinacion no homologa (NHEJ, FoSTeS, MMBIR).
Finalmente, las inserciones o deleciones (indels) menores a 10pb no presentan trazos

para determinar su origen (Figura1.8) (Pang et al. 2013).
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Figura 1.8. Proporcion relativa de los mecanismos que median en la formacion de variantes estructurales
segun su tamafio. A) Ganacias, B) Pérdidas, C) Inversiones. REIl insercion de retrotransposones.
Adaptada de Pang et al. 2013.

1.1.1.4. Deteccion de variantes estructurales

Para el estudio de SVs se han utilizado clasicamente las técnicas de bandeo
cromosomico, la hibridacion in situ fluorescente (FISH) y mas recientemente la
Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA), la hibridacién gendmica
comparada (CGH) y los arrays de hibridacién gendmica comparada (a-CGH), y las

técnicas de secuenciacion masiva o next generation sequencing (NGS). Cada técnica

17



Introduccion

tiene sus limitaciones en relacién a las otras, mientras el a-CGH detecta CNVs, tanto
deleciones como duplicaciones de diversos tamaros, el bandeado cromosomico y la
FISH pueden detectar CNVs de gran tamafo, asi como, las variaciones neutras en

numero de copias como inversiones y translocaciones balanceadas (Tabla 1.3).

Cronoldgicamente, la deteccibn de nuevas SVs ha ido directamente
relacionada con la aparicion de los nuevos avances tecnolégicos. En la década de
1950 las primeras técnicas citogenéticas permitieron detectar las primeras
reorganizaciones cromosomicas vinculadas a patologia como el sindrome de Down
(trisomia 21) (Lejeune, Gautier, and Turpin 1959), Klinefelter (trisomia sexual con dos
cromosomas X y un Y) (Jacobs and Strong 1959) y el sindrome de Turner (monosomia
del X) (Ford et al. 1959). Posteriormente las bandas G han llegado a detectar, CNVs
con una resoluciéon de 5-10 Mb, translocaciones robertsonianas, translocaciones

reciprocas e inversiones.

A finales de la década de 1980, empez6 a utilizarse la técnica de FISH
(Bauman et al. 1980), la primera técnica de citogenética molecular usada para
incrementar la resolucion de deteccion de SVs a nivel submicroscopico e identificar
todo tipo de CNVs como microdeleciones y microduplicaciones, reorganizaciones
teloméricas no equilibradas y translocaciones tanto balanceadas como no
balanceadas. Esta técnica se basa en la hibridacion de una secuencia de ADN
genomico de referencia (control) marcado con un fluoréforo (sonda) sobre extensiones
metafasicas o interfasicas. El limite de resolucién dependera del tamafio de la sonda
utilizada; siendo de 10 kb si utilizamos DNA amplificado y de 150 kb si no
amplificamos y utilizamos cromosomas articiales de bacteria (BACs). Una limitacién

importante de la FISH es que sélo permite analizar regiones especificas del genoma.

El MLPA permite el analisis de CNVs en 40 regiones diferentes del genoma
simultdneamente (Schouten et al. 2002). A partir de oligonucleétidos de sondas
especificas que hibridan y ligan en la regidon que se quiere analizar se realizara una
PCR para amplificar en una sola reaccion todas las sondas. Cada sonda de MLPA se
compone de dos oligonucleotidos que hibridan en la region a estudiar y de secuencias
complementarias a los cebadores que se utilizan para su amplificacion en una sola
reaccion de PCR. Ademas, cada sonda tiene un peso molecular diferente debido a una
secuencia de longitud variable (elongador) que hace posible su identificacion durante
el analisis. El MLPA permite el cribado de multiples CNVs asociadas a DI, TEA y
sindromes de microdelecion o microduplicacion en un solo ensayo mejorando el
rendimiento de técnicas como la FISH. Las limitaciones de la técnica es su
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incapacidad de detectar reordenamientos neutros en numero de copias y que no
analiza todo el genoma, sino que se restringe a las regiones concretas que queramos

estudiar (Figura 1.9).

Sondas de MLPA

@ Secuencia de Hibridacion

\ @ Secuencia complementaria a los cebadores
/ Secuencia de ADN elongadora

1.Hibridacién
\ /

e Region de ADN

2.Ligacioén

e < @ cebadores PCR

Figura 1.9. Ensayo MLPA. Las sondas estan constituidas por una secuencia de hibridacion
(oligonucledtidos), un elongador y las secuencias complementarias a los cebadores. La técnica tiene tres
pasos: 1- la hibridacion de los oligonucledtidos sobre la secuencia de ADN a estudiar, 2- la ligacidon de
ambos oligonucleotidos, 3- la amplificacion simultanea de todas las sondas del MLPA.

Existen otras aproximaciones alternativas para la deteccién de CNVs como la
PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) (Bieche et al. 1998) que permite interrogar

un numero concreto de /oci a un coste econdmico mucho menor (Tabla 1.3).

Para la deteccién de translocaciones, el pintado cromosémico, aun siendo de
baja resolucion, es de gran utilidad (Cremer et al. 1988). Para la deteccién de
translocaciones pequefias o reordenamientos complejos es aconsejable utilizar
técnicas que derivan del pintado cromosémico como la M-FISH (multiplex-FISH)
(Speicher, Gwyn Ballard, and Ward 1996) y el SKY (spectral karyotyping) (Schrock et
al. 1996).

El primer andlisis global del genoma a nivel molecular fue mediante la técnica
de hibridacion genémica comparada (CGH) (Kallioniemi et al. 1992) que permitio
detectar ganancias y/o pérdidas de entre 3 y 10 Mb. Se trata de una hibridacién
competitiva de dos DNAs marcados con diferentes fluoréforos Cy3 y Cy5 sobre
metafases de células normales control. La proporcion de fluorescencia de un ADN
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respecto al otro identifica regiones con ganancias o pérdidas en la muestra problema.
La gran limitacion de la técnica es la hibridacion sobre extensiones metafasicas, que

limita enormemente su resolucion para detectar CNVs de pequefio tamario.

La mejora de la resolucién en la deteccion de CNVs a nivel genédmico viene con
el desarrollo de arrays-CGH (a-CGH) o cariotipo molecular (CMA), donde las
metafases son sustituidas por BACs. Estos clones estan dispuestos de forma
ordenada sobre un portaobjetos de vidrio constituyendo el array sobre el que se
hibridan los ADNs marcados con los fluoréforos Cy3 y Cy5. Cada sonda genera una
senal de fluorescencia que a posteriori es analizada y convertida en valores de log.
ratio que permiten inferir las CNVs. (Pinkel et al. 1998; Coe et al. 2007) (Figura 1.10).
Con las sucesivas mejoras técnicas, estos BACs han sido reemplazados por sondas
de oligonucledtidos (25-80pb) o SNPs que se distribuyen a lo largo de todo el genoma
y permiten incrementar el limite de deteccion de las CNVs. El a-CGH tiene tal poder de
resolucién que puede desvelar ciertas SVs balanceadas en las que se han observado
CNVs en los puntos de rotura de pacientes con anomalias congénitas o fenotipo
clinico (Baptista et al. 2008; Higgins et al. 2008).

ADN control - ADN paciente
(Cy5) (Cy3)

l_'_l

Hibridacionsobre elarray

Ganancia

Deteccion y cuantificacionde la seiial Cy3 / Cy5

Figura 1.10. a-CGH, técnica para la detecciéon de variaciones en numero de copia. El DNA control se
marca con el fluoréforo Cy3 (verde) y el del paciente con el Cy5 (Rojo). Ambos se hacen hibridar sobre el
array donde se encuentran los clones de BACs o sondas de oligonucledtidos. Tras la hibridaciéon se
calcula la proporcion de fluorescencia Cy3/Cy5 para determinar la presencia de ganancias y/o pérdidas
entre las dos muestras de ADN.
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Los arrays de SNPs tienen la particularidad que, ademas de detectar CNVs,
pueden proporcionar informacion sobre areas que sufren una pérdida de
heterocigosidad (presencia de 1 unico alelo). Fenomeno observado en las disomias
uniparentales (UPD), y que son un posible origen de trastornos autosémicos recesivos
y de la impronta. Asimismo, los arrays de SNPs son capaces de identificar CNVs en

mosaico (Figura 1.11.).
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Figura 1.11. Imagen de deteccion de una CNV mediante a-CGH y arrays de SNPs. Ambos permiten la

deteccidon de CNVs, pero los arrays de SNPs ademas identifican UPDs y CNVs en mosaico utilizando la
frecuencia alélica B (BAF), que se calcula como la proporcion de seial del alelo total (A+B) explicada por

un solo alelo (A). Adaptada de Alkan, Coe, and Eichler 2011.

La caracterizacion con precision de los puntos de rotura de las SVs permite
determinar con mayor exactitud correlaciones genotipo-fenotipo e indagar en los
mecanismos que han originado la reorganizacion. Para resolver este problema se
empez0 a aplicar la NGS en el estudio de las SVs interrogando todo el genoma (WGS)
o tan sdlo el exoma (WES). En la identificacion de nuevas SVs, se combina la
informacién obtenida de las secuencias de NGS con el analisis mediante
aproximaciones computacionales, que alinean in silico, dos secuencias de ADN para
detectar diferencias. Ello permite mapear en un solo experimento diversas SVs con
una resolucion de pares de bases en los puntos de rotura. Las diferentes
aproximaciones utilizadas para detectar las SVs mediante NGS son cuatro: a) analisis
de profundidad de cobertura de “reads” o secuencia (read-depth analysis); b) analisis
de mapeo de extremos secuenciados (read-pair analysis / paired-end mapping); c)
analisis de secuencias divididas o discontinuas (split-read analysis) y d) Ensamblaje de
novo de secuencia (assembly methods), este ensayo, permite detectar cualquier tipo
de SV.
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a) El analisis de profundidad de cobertura sélo detecta CNVs. La profundidad
de la cobertura viene definida por el nimero de secuencias que mapean en una
posicion concreta del genoma. Si existe una densidad alta de secuencias para una
determinada posicion se infiere que se esta detectando una ganancia de material
geneético, si por el contrario, hay un descenso en la densidad de secuencias
detectamos una delecién en heterocigosis. Finalmente, si no hay secuencias se esta

ante una region del genoma delecionada en homocigosis (Chiang et al. 2009).

b) El analisis de mapeo de extremos secuenciados, es el mas completo de
todos ya que permite detectar una gran diversidad de SVs. Consiste en secuenciar los
extremos de fragmentos de ADN generados al preparar una libreria. La deteccion de
pares de secuencias discordantes en tamafo u orientacion al esperado al mapear
sobre un genoma de referencia nos indica la existencia de reordenamientos (Korbel et
al. 2007; Kidd et al. 2008) (Figura 1.12).

Sin variacion estructural Delecion
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Figura 1.12. Variacion estructural detectada por el método de andlisis de mapeo de extremos
secuenciados. Secuencias pareadas (flechas negras) son mapeadas contra el genoma de referencia. Las
deleciones (a), inserciones (b) y duplicaciones en tandem (e) presentan diferente tamafo al esperado. En
las inversiones (c) y translocaciones (f) el tamafio del los fragmentos secuenciados no difiere del genoma
de referencia, pero en el caso de las inversiones varia la orientacion y en el de las translocaciones el
cromosoma. Abreviaciones: Ref, secuencia de ADN de referencia. Adaptada de Bassaganyas 2013.

c) El analisis de secuencias discontinuas puede detectar tanto pequefias
deleciones (1pb — 10kb) como puntos de rotura de una SV con la exactitud de pares
de bases. Los pasos a seguir es mapear todas las secuencias obtenidas contra el
genoma de referencia y seleccionar secuencias pareadas. Si una de las secuencias
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mapea de forma unica, mientras la otra, no puede ser mapeada sobre el genoma de
referencia 0 mapa de manera consistente en otra region alejada del genoma, es
probable que sea debido a que identifica un punto de rotura de una reorganizacion. De
las secuencias pareadas, la que mapea se utiliza como referencia y en base a su
localizacién y orientacién es posible identificar la otra secuencia mediante multiples
alineamientos locales. De esta manera se pueden localizar los puntos de rotura
exactos para deleciones, duplicaciones en tadndem, inversiones y eventos complejos
(Abyzov and Gerstein 2011).

d) El ensamblaje de novoes uno de los procedimientos empleados para
reconstruir genomas, en el cual se utiliza solo la informacién obtenida de la
secuenciacion para reconstruir el genoma en cuestion, sin conocimiento a priori de la
organizacion del mismo (Wajid and Serpedin 2012). Esta metodologia permite detectar

cualquier tipo de SV.

Tabla 1.3. Técnicas para la identificacion de diferentes reordenamientos cromosémicos. Abreviaturas en
inglés: BAC, bacterial artificial chromosome; CGH, comparative genomic hybridization; FISH, fluorescence
in situ hybridisation; LOH, loss of heterozyogosity; M-FISH, multiplex FISH; NGS, next-generation
sequencing; SNP, single-nucleotide polymorphism; SKY,spectral karyotyping; UPD, uniparental disomy.

Técnicas Variacion en nimero de copias Variacion neutra en copia Resolucion

Translocaciones CNVs indels Translocaciones Inversiones LOHy

no balanceadas  (>1kb) (<1kb) balanceadas UPD
Cariotipo (bandas G) Si Si No Si Si No >5Mb
Pintado cromosémico Si No No Si No No >5 Mb
M-FISH/ SKY Si No No Si No No >5 Mb
Andlisis de  CGH Si Si No No No No >3-5 Mb
todoel  array de BACs Si Si No No No No >100 kb
genoma array de oligonucledtidos Si Si No No No No >1 kb
array de SNPs Si Si No No No Si >5-10 kb
NGS y analisis biocoputacion Si Si Si Si Si Si >1pb
Andlisis de  FISH Si Si No Si Si No >10 kb
regiones  Realtime gPCR Si Si Si No No No >100 pb
determinadas MLPA Si Si Si No No No >60 pb

1.2. Laregién 15q11.2-q13

Las SDs se distribuyen a lo largo del genoma de forma desigual, se concentran
en regiones cromosoémicas asociadas a polimorfismos en poblacion general, trastornos
genomicos y trastornos genéticos complejos. Un claro ejemplo de region flanqueada
por SDs es la region 15911.2-g13 en la que se han descrito diversas SVs, algunas
polimorficas y otras de caracter patolégico (Sharp et al. 2006).
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Esta regién 15q11.2q13 incluye tres bloques de LCRs que dan lugar tres
puntos de rotura (BP), dos proximales (BP1 o BP2) y uno distal (BP3), caracteristicos
en las deleciones asociadas a los sindromes de Angelman (SA) y de Prader-Willi
(SPW). Estas LCRs son secuencias con repeticiones de pseudogenes y secuencias
con expresiéon que derivan de los genes como HERC2 ( HEct domains and RCc1

domain protein 2) y GOLGASE (Homo sapiens golgin A8 family, member E).

Tal y como hemos comentado en el anterior capitulo, las LCRs debido a su alto
grado de homologia, mediante procesos de mal alineamiento y mal apareamiento
durante la recombinaciéon meidtica y la mitética, dan lugar a inversiones, deleciones,
duplicaciones, triplicaciones y/o duplicaciones invertidas en la regién 15q11.2-q13,
segun la NAHR sea intra o inter cromatida o cromosémica, asi como, la orientacion de
las LCRs que intervengan (Robinson et al. 1998; Ji et al. 1999; Amos-Landgraf et al.
1999; Boyar et al. 2001; Jiang et al. 2008; Depienne et al. 2009).

En la regién 15911.2-q13 existen dos pares de repeticiones paralogas en
orientacion directa y a través del mecanismo de NAHR facilitan las deleciones
caracteristicas de los SA y SPW. Las deleciones de clase Il (BP2/BP3) ocurren entre
dos bloques de repeticiones de 240kb en orientacion directa mientras que las
repeticiones que intervienen en las deleciones clase | (BP1/BP3) tienen entre 340 y
360 kb. Curiosamente, las deleciones de clase Il son mas comunes (~60%) que las del
clase I, aun mediando su recombinacién entre bloques de secuencias repetidas de
menor tamarfio, lo que tan sélo se explica por la gran identidad que existe entre las
SDs de 240kb. Las repeticiones en orientacion directa de esta region actian como
sustrato para generar deleciones y duplicaciones siempre que la recombinacion sea de
caracter intercromosomico e intercromatida. La recombinacion intracromatida solo
genera deleciones. La mayoria de las haploinsuficiencias asociadas a SA y SPW en
esta region (~70%) son derivadas de una recombinacion intercromosdmica (Carrozzo
et al. 1997).

Ademas de deleciones y duplicaciones se originan inversiones mediadas por
NAHR y como consecuencia de las repeticiones invertidas que se localizan en los
puntos de rotura de las LCRs. Se producen entre un bloque invertido de unas 200kb
de longitud en BP3 y un par de bloques invertidos de unas 100kb en BP2. Inversiones
de la regién BP2-BP3 modifican la estructura de las LCRs en los puntos de rotura
generando repeticiones en orientacion directa de mayor longitud (360 — 400kb). Esta
nueva disposicion predispone a la formacion de deleciones en la linea germinal (Figura
1.13) (Gimelli et al. 2003; Makoff and Flomen 2007).
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Figura 1.13. Region 15911.2-q13. Los puntos de rotura (BP) en las deleciones de SA y SPW. Se muestran
las diferentes orientaciones de los bloques de secuencias repetidas de alta homologia. También, se
muestra la posible estructura de BP2 y BP3 originada por una inversion de la region. Adaptado de Makoff
and Flomen 2007.

La regidon 15911.2-q13 se encuentra mayoritariamente bajo el control de la
impronta gendmica, de hecho, los genes y transcritos comprendidos en esta area del
genoma pueden ser agrupados en cuatro parcelas segun su localizacion y expresion
(Figura 1.14):

1. Un grupo de genes no improntados y expresados de forma biparental,
localizados entre los puntos de rotura proximales BP1-BP2: TUBGCFP5, CYF1P1,
NIPA1, NIPA2.

2. La region de SPW donde se expresan solo los transcritos de origen paterno,
compuesta por cinco genes: MKRN3, MAGEL2, NDN , NPAP1 (bajo control de
impronta en cerebro fetal, pero de expresién bialélica en cerebro y en testiculo en
adultos), y el bicistronico SNURF-SNPRN, involucrado en el desarrollo neuronal y en
el funcionamiento del cerebro (Butler 2011; Cassidy et al. 2012). En esta regién
también se localizan varios ARNs no codificantes, PWRN1-4 y los pequefios ARNs
nucleolares SNORD, que forman la llamada caja C/D, asimismo, se localizan diversos

transcritos antisentido entre los que se incluye el transcrito antisentido del gen UBE3A.

Entre los genes localizados en esta regién existen varios relacionados con
fenotipo clinico. MAGEL?Z2 codifica para una proteina expresada en hipotalamo y otras
aéreas cerebrales y se ha relacionado con TEA, por su papel en la adecuada
configuracién de la estructura cerebral y en el correcto desarrollo de la funcion
circadiana (Schaaf et al. 2013). MKRN3 codifica para proteinas muy abundantes en
cerebro e involucradas en la regulacion hormonal y en la apariciéon de la pubertad
precoz (Macedo et al. 2014); NDN también con expresién cerebral podria estar

implicado en el desarrollo de los axones neuronales y PWRN1 que se sugiere que es
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un nuevo lugar de inicio de transcripcion para SNURF-SNRPN con expresion en
cerebro fetal (Buiting et al. 2007)

3. La region de SA contiene los genes UBE3A y ATP10A con una expresion
preferencialmente materna en cerebro. Mutaciones en UBE3A dan lugar al fenotipo
SA. El gen ATP10A esta posiblemente involucrado en la composicién lipidica y

dinamica de la membrana plasmatica (Naito et al. 2015).

4. Una regién distal, situada préxima a BP3, sin impronta gendmica y que
contiene una agrupacién de genes receptores de GABA (neurotransmisor). GABRBS3,
GABRAS5, GABRG3. Su expresion es bialélica pero paternalmente sesgada en los dos
primeros genes, donde mas del 50% de la expresion proviene del alelo paterno. En la
parte mas distal, el gen para el albinismo oculocutaneo de tipo 2 (OCA2), HERC2 y
una serie de ARNs no codificantes (GOLGASF y GOLGA8G) forman parte de las
LCRs. (Bittel et al. 2003; Bittel et al. 2005) (Figura 1.14.). El gen HERC?Z2 codifica para
una proteina ligasa de ubiquitina que se expresa a altos niveles en cerebro fetal y en
menor medida en cerebro adulto. Mutaciones en este gen dan lugar al retraso mental
autosomico recesivo 38 (MRT38) [MIM:615516] con caracteristicas fenotipicas
similares al SA (Puffenberger et al. 2012; Harlalka et al. 2013).
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Figura 1.14. Region 15911.2-q13. Genes con expresion biparental entre BP1-BP2 y BP2-BP3. Entre BP2-
BP3 los genes / ARNs bajo control de impronta. Se representan las dos deleciones caracteristicas
asociadas a los SPW y SA. Figura adaptada de Cassidy et al. 2012.
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1.3. Los sindromes de Prader-Willi y Angelman

SPW) y SA son trastornos complejos del neurodesarrollo y sus fenotipos
caracteristicos se han asociado a la falta de expresion de genes improntados en la
region genomica 15q11.2-q13. La pérdida de expresién de los genes puede tener su
origen en diferentes alteraciones moleculares compartidas entre ambos sindromes: 1)
delecion de 15911.2-913 en el 65-75 % de los casos; 2) disomia uniparental (UPD)
que da lugar al 3-30%; 3) defectos en el centro de la impronta (Cl) (1-4%); 4)
translocaciones en la region critica asociada a SA y SPW (<1%). Clinicamente, ambos
sindromes se asocian a discapacidades cognitivas, problemas en el desarrollo y
muestran fenotipos conductuales especificos. Sin embargo, la gravedad de los
sintomas varia segun sea un sindrome u otro. Los pacientes con SA muestran
discapacidades cognitivas mas severas, convulsiones y ataxia. El SPW muestra una
clinica de mayor gravedad asociada a trastornos metabdlicos o endocrinos y a una
conducta obsesivo-compulsiva (S B Cassidy, Dykens, and Williams 2000; Suzanne B
Cassidy et al. 2012; Charles A Williams, Driscoll, and Dagli 2010).

1.3.1. Caracteristicas clinicas

1.3.1.1. Sindrome de Prader-Willi

El SPW (MIM 176270) es un desorden multisistémico complejo, generalmente
esporadico y de base genética que presenta una prevalencia en todas las poblaciones
mundiales de 1 en 15000-30000 neonatos vivos (Cassidy and Driscoll 2009). El
fenotipo es especifico segun la etapa del desarrollo. En el periodo fetal, se aprecia un
crecimiento prenatal anormal e hipotonia, con una disminucién del movimiento del feto
que conlleva a un incremento de partos por cesarea. Al nacer, generalmente
presentan un peso, una longitud y un indice de masa corporal (IMC) un 15-20% menor
que sus hermanos sanos (Butler et al. 2011). La hipotonia neonatal provoca pocos
movimientos y letargia, un llanto débil, y una atenuacién de los reflejos y dificultades
en la alimentacién debidas a una pobre succion. La hipotonia es de origen central y
mejora con la edad pero persiste de forma moderada con una reduccién del tono y la
masa muscular en los adultos. Se aprecia un retraso en la sedestacion (12 meses) y
en la marcha (24 meses). A partir de los 4-5 anos es cuando se empieza a apreciar un
retraso en el habla.
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Entre ~4,5-10 afos, aparece la hiperfagia, posiblemente debido a un fallo
hipotaldamico que resulta en la falta de sensacion de saciedad. Este exceso de ingesta
en combinacion con una pobre actividad fisica y con una disminucion de la masa
muscular desemboca en obesidad mérbida, a menos que se siga una dieta adecuada
(Purtell et al. 2015). La obesidad a su vez potencia los problemas del suefio, aumenta
las posibilidades de desarrollar diabetes mellitus de tipo Il (observado en el 25% de
adultos SPW) e incrementa el riesgo de morbilidad y mortalidad (tasa anual
aproximada del 3%) (Butler et al. 2002).

La mayoria de los individuos SPW presentan serios problemas de aprendizaje
y ciertas carencias intelectuales. Entre el 20% tienen retraso cognitivo moderado y en
la gran mayoria es leve (IQ: 60-70). Una pequeia proporcion de los individuos tiene
grandes habilidades en el desarrollo del lenguaje pese a los problemas en la
articulacion de palabras (Whittington et al. 2004a). Ademas de las discapacidades
motoras y cognitivas los sujetos SPW suelen presentar una conducta distintiva, con
fuertes y temperamentales rabietas, extrema tozudez, dificultad para adaptarse a
cambios de rutinas y comportamientos manipuladores y compulsivos (Webb et al.
2002). Un 19%-25% presentan caracteristicas de trastorno del espectro autista (TEA),
el 70% trastornos obsesivos compulsivos (TOC) y algunos déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH) (Cassidy et al. 2012).

Los rasgos fisicos destacables son su baja estatura debida a la deficiencia de
la hormona del crecimiento (GH), la presencia de hipogonadismo por la insuficiente
secrecion de gonadotropinas pituitarias (LH y FSH), una hipoplasia genital, un
desarrollo puberal incompleto e infertilidad (Crino et al. 2003). Otros rasgos comunes
son la escoliosis, el estrabismo, rasgos faciales caracteristicos (frente estrecha, ojos
almendrados, labio superior fino) y manos y pies pequefos (Cassidy et al. 2012;
Angulo, Butler, and Cataletto 2015).

A los SPW se les suministra hormona del crecimiento (GH) para tratar su falta
de estatura y la falta de brote puberal. Los efectos de la GH son el aumento de talla,
mejoria en la composicidn corporal con una disminucidén de grasa, disminucién de la
relacion peso-talla, mejoria del tono y fuerza muscular que conlleva una mayor
capacidad para realizara actividad fisica y un aumento del gasto energético (Aycan
and Bas 2014).
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Para llevar a cabo el diagnéstico molecular se han establecido una serie
caracteristicas clinicas minimas basadas en los pacientes con un diagnostico genético

confirmado (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Criterios sugeridos para diagnosticar un SPW y solicitar una prueba molecular. Adaptada de
Angulo, Butler, and Cataletto 2015.

Edad de la evaluacion Caracteristicas clinicas para solicitar un test molecular de SPW

Desde el nacimiento hasta los 2 afios |1. Hipotonia severa y escasa succion
1. Hipotonia con historial de escasa succion
De los 2 afios a los 6 afios 2. Retraso global del desarrollo
3. Estatura baja y/o descenso en la velocidad de crecimiento
4. Hipogenitalismo / hipogonadismo
1. Historial de hipotonia y escasa succion
De los 6 afios a los 12 afios 2. Retraso global del desarrollo
3. Ingesta excesiva con obesidad central (si es incontrolada)
4. Hipogenitalismo / hipogonadismo
1. Deficiencia cognitiva. Normalmente discapacidad intelectual moderada
De los 13 afios hata la madurez 2. Ingesta excesiva (hiperfagia con obsesion por la comida) con obesidad central
3. Hipogonadismo y/o problemas caracteristicos de la conducta
(rabietas y conducta obsesivo-compulsiva)
4. Estatura baja. Manos y pies pequenos

1.3.1.2. Sindrome de Angelman

El SA (MIM 105830) presenta una prevalencia en neonatos de 1/10.000-25.000
(Petersen et al. 1995; Mertz et al. 2013). Se ha descrito como un trastorno del
neurodesarrollo caracterizado por una DI grave, con nulo o minimo uso del lenguaje.
Son frecuentes las convulsiones epilépticas, la ataxia, la hiperactividad y los trastornos
del sueno. Los pacientes se caracterizan por una felicidad aparente, risa inapropiada,
fascinacion por el agua y conductas obsesivas y estereotipias tipicas del TEA.
Fisicamente los sujetos SA habitualmente presentan tez clara y pelo rubio, amplia
boca con lengua prominente, dientes separados, prognatismo, occipucio plano,
microcefalia y una constitucion débil (Clayton-Smith and Pembrey 1992; Zori et al.
1992). En las primeras etapas de la vida los pacientes SA ya manifiestan una sonrisa
persistente, episodios de carcajadas y les gusta llevarse objetos a la boca.

Durante la infancia muestran temblores o espasmos generalizados, y
movimientos voluntarios descoordinados que impiden una correcta marcha (brazos
flexionados y alzados) y manipulacién de objetos. No suelen alcanzar la deambulacion
independiente hasta los 2,5 - 6 afios (Williams et al. 2006; Dagli, Buiting, and Williams
2012; Kyllerman 2013; Larson et al. 2015). Cognitivamente presentan una DI grave
(IQ 20-40 aproximadamente), si bien, es dificil realizar un test para evaluar el grado

exacto, debido a la ausencia de habla, hiperactividad y atencién limitada, aunque,
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curiosamente, son capaces de estar largos periodos de tiempo jugando con agua y
tienen cierta habilidad para desmontar juguetes y aparatos electrénicos (Kyllerman
2013).

Los pacientes presentan disomnias (dificultades en iniciar o mantener el
sueno), ciclos irregulares de vigilia-suefo y comportamientos que interfieren el suefio
como ataques de risa o0 convulsiones producidas mientras duermen. Esta
sintomatologia pueden ser debida a un neurodesarrollo y funcionamiento anormal del
eje talamo-cortical (Bruni et al. 2004; Didden et al. 2004; Pelc, Cheron, et al. 2008). El
tratamiento con melatonina mejora la calidad del suefio y lo incrementa hasta 56

minutos por dia. (Braam et al. 2008; Takaesu, Komada, and Inoue 2012).

Los problemas del suefio se han relacionado con la gravedad de las
convulsiones epilépticas pero se desconoce si cuanto mas severas son las
convulsiones mas problemas de suefo surgen o viceversa (Conant, Thibert, and
Thiele 2009). Las convulsiones son un problema frecuente y alrededor del 75% de los
nifos sufren crisis antes de los 3 anos. Los tipos de crisis mas frecuentes son: 1)
mioclénicas, con contracciones breves, masivas (todos los musculos del cuerpo),
repetitivas y arritmicas; 2) ausencias atipicas, episodios de desconexion con leve
pérdida de tono muscular; 3) aténicas, con pérdidas bruscas del tono muscular y
desplome; 4) tonico-clonicas generalizadas, con pérdida de conocimiento, una fase
inicial de rigidez del cuerpo y de los miembros y posteriores contracciones musculares

ritmicas.

Las convulsiones se mantienen durante toda la vida del paciente, si bien,
puede existir cierta atenuacion durante la adolescencia (Pelc, Boyd, et al. 2008;
Thibert et al. 2009; Thibert et al. 2013). Estas convulsiones se asocian a un
electroencefalograma (EEG) muy caracteristico en el paciente SA con tres trazados:
patrén theta, patron delta y patrén de puntas a 3-4HZ en areas posteriores (Boyd,
Harden, and Patton 1988; Valente et al. 2003).

El correcto diagndstico precoz de los pacientes SA se basa en la deteccidon de
rasgos particulares o distintivos como la conducta hipermotdrica, los movimientos
erraticos de las extremidades, los ataques de risa inapropiados y su persistente
sonrisa. Sin embargo, debido a que los recién nacidos suelen presentar un desarrollo
fetal y un perimetro craneal normal y, en la infancia los Unicos rasgos indicativos son
un retraso del desarrollo no especifico, problemas de alimentacién, hipotonia y

microcefalia (solo en el 50% de los casos y se observa sobre el afio de edad) es dificil
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diagnosticar correctamente a los nifios hasta que no aparecen las conductas y la
marcha distintiva de este sindrome, lo que suele ocurrir entre los 3 y los 7 afios de
edad, segun la etiologia molecular de cada paciente. El patron caracteristico del EEG
puede ayudar también a realizar el correcto diagnostico de los pacientes.(Lossie et al.
2001; Williams, Driscoll, and Dagli 2010) (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Caracteristicas clinicas asociadas al sindrome de Angelman. Adaptada de Dagli, Buiting, and
Williams 2012.

A. Consistente en el 100 %

1. Retraso del desarrollo, funcionalmente severo

2. Alteracion de movimientos o de equilibrio, usualmente ataxia en el caminar y/o movimientos temblorosos de los miembros.
El temblor puede ser leve. Puede no parecer realmente ataxia, pero suele ser un caminar vacilante, inestable, erratico os
con movimientos rapidos y torpe

3. Comportamiento peculiar: cualquier combinacion de risa o sonrisa frecuente con conducta feliz, afable y sonriente.
Facilmente excitable. Amenudo presenta sus manos en alto, revoloteando o haciendo ondulados y suaves movimientos.
Conducta hiperactiva

4. Disfuncion en el habla: ausencia del habla o un uso minimo de palabras. Mayor habilidad en la comunicacion no verbal y
comprension que verbal .

B. Frecuente en el 80 %

1. Microcefalia que se manifiesta sobre los dos afios de edad ( Perimetro craneal <2 desviaciones estandar del perimetro
cefalico normal). Microcefalia mas pronunciada en los pacientes con delecion.

2. Convulsiones que comienzan habitualmente < 3 afos de edad. La gravedad de las convulsiones disminuye con la edad,
pero persisten durante la edad adulta.

3. Electroencefalogramas anormales, con un patron caracteristico. Las anormalidades del EEG pueden observarse
en los primeros 2 afios de vida y pueden no correlacionar con los episodios clinicos de convulsiones.

1. Occipucio plano

2. Hendidura occipital

3. Lengua protuberante

4. Lengua prominente, problemas para chupar/tragar

5. Problemas de alimentacion y/o hipotonia troncal durante la infancia
6. Prognatismo

7.Boca ancha, dientes espaciados

8. Babeo frecuente

9. Masticacion excesiva de objetos que muchas veces se llevan a la boca

10. Estrabismo

11. Piel hipopigmentada, cabello claro y el color claro de los ojos (en comparacion con su familia)
12. Reflejos hiperactivos en los miembros inferiores

13. Brazos levantados, flexionados, especialmente cuando deambula

14. Marcha con pasos amplios y tobillos pronados o posicionados en valgo.

15. Sensibilidad aumentada al calor

16. Ciclos anormales de suefio/vigilia, asi como una disminucion en la necesidad de dormir

17. Atraccion/fascinacion por el agua, fascinacion por objetos crujientes, tal como cierta clase de papeles o plasticos
18. Conductas anormales en la alimentacion

19. Obesidad (en los nifios mayores)

20. Escoliosis

21. Estrefiimiento

La salud de los pacientes adulios SA suele ser buena exceptuando los
problemas de obesidad que aparece en algunos casos y la ataxia severa. Ambos
dificultan la movilidad, pudiendo incluso perder su capacidad de andar si no se les
estimula adecuadamente. Al no andar es probable que desarrollen escoliosis en la

adolescencia (Clayton-Smith 1993; Clayton-Smith and Laan 2003). Sin embargo, con
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la edad no existe deterioro de sus capacidades cognitivas e incluso puede haber
mejora de la frecuencia y la severidad de las convulsiones si se siguen los adecuados
tratamientos anticonvulsivos (Lossie and Driscoll 1999). En general, los sujetos SA
tienen una esperanza de vida tan sélo un poco mas corta de lo usual (10-15 afios
menos), de hecho, se ha descrito algun paciente que ha sobrepasado los 70 afios
(Buntinx et al. 1995; Bjerre et al. 1984).

1.3.2. Base genética

Las manifestaciones clinicas de SA y SPW son debidas a la falta de expresién
de genes bajo el control de la impronta gendmica localizados en la region 15g11.2-
15913. La impronta afecta a menos del 1% de los genes de nuestro genoma y es un
proceso que sucede durante la gametogénesis al metilar secuencias especificas de
ADN (p. €j. islas CpG). El grado de metilacion determina el nivel de expresion y la
actividad de cada uno de los alelos de un gen (Horsthemke and Buiting 2008; Butler
2009; Horsthemke 2010)

Se han propuesto toda una serie de mecanismos moleculares que alteran la
expresion de los genes de la region 15q11.2-q13 y originan el fenotipo clinico de SA 'y
SPW.

1.3.2.1. Etiologia molecular del sindrome de Prader-Willi

Ciertos genes de la regién 15911.2-q13 son sélo activos cuando tienen un
origen paterno. La falta de expresion del alelo paterno de estos genes origina al SPW.
El gen candidato principal del fenotipo SPW es SNURF-SNRPN. Este gen codifica del
exén 1 al 3 para SNURF; una proteina de 71 aminoacidos rica en residuos de arginina
de funcién desconocida y del exén 4 al 10 codifica para SNRPN, una proteina SmN
implicada en la supervivencia de las neuronas motoras, expresada en cerebro y que
interviene en el proceso de splicing del ARN mensajero (mMRNA) (Glenn et al. 1996;
Gray, Saitoh, and Nicholls 1999; Bittel and Butler 2005). En la regién 5" de SNURF-
SNRPN, que abarca del exdn 1 al intrén 1, se localiza una isla CpG, que se encuentra
diferencialmente metilada. Se expresa al estar desmetilada en el alelo paterno y no
tiene expresion en el materno (Glenn et al. 1996). El promotor y el exdén 1 de SNURF-

SNRPN se superponen con el centro de impronta del SPW (PWS Cl) y a su vez con el
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ARN antisentido del gen UBE3A generado a partir de la transcripcion de este mismo
gen (Ohta et al. 1999; Chamberlain and Brannan 2001).

Otros genes diferencialmente expresados en el alelo paterno son la llamada
caja C/D de pequenos ARNs nucleolares (snoRNAs) o SNORDS, que se transcribe
desde SNURF-SNRPN y estd compuesta por SNORD64, SNORD107, SNORD109A,
SNORD115 (42 copias) y SNORD116 (29 copias) y es clave en el desarrollo del SPW
(Sahoo et al. 2008; Duker et al. 2010). De entre los multiples SNORDs el conjunto
SNORD116 es el que presenta una funcién determinante en el desarrollo de SPW, ya
que su sola alteracion (delecién de 118 kb restringida a este conjunto) desencadena
rasgos fenotipicos asociados a SPW (Sahoo et al. 2008; Duker et al. 2010; Bieth et al.
2015). Sin embargo, son necesarios otros genes de expresién paterna para obtener el
cuadro clinico completo asociado a SPW. MAGEL2 es uno de ellos e interviene en el
grado de DI, en la severidad de la conducta caracteristica del SPW y se ha asociado a

caracteristicas clinicas de TEA (Schaaf et al. 2013).

La falta de expresion de uno o0 mas genes en el SPW puede estar causada por

diversas etiologias moleculares:

1. Delecién de novo paterna de la region 15q11.2-q13. Sucede en el 65-75%
de los casos. La gran mayoria de deleciones (aproximadamente el 92%) ocurren entre
los puntos de rotura BP1, BP2 y BP3, generando dos tipos de deleciones, la de clase |
entre BP1-BP3 (40-45%) y las de clase Il entre BP2-BP3 (55-60%). En estas
deleciones existe variabilidad en los puntos de rotura. Dentro de las de clase |, se han
identificado diferentes regiones internas en BP1 y BP3 que originan puntos de rotura
dispares y generan deleciones con longitudes medias de 6,5 Mb (rango 5,7 - 8,1 Mb).
Lo mismo sucede con las de clase Il, con un tamafo medio de 5,3 Mb (rango 4,8- 6
Mb). Aproximadamente un 8% de las deleciones causantes del SPW son atipicas y/o
Unicas, de mayor tamafo con puntos de rotura en BP4 y BP5 o de menor tamafio (p.ej.
MKRN3 — ATP10) con puntos de rotura diferentes a los clasicos (Butler et al. 2008;
Cassidy and Driscoll 2009; Kim et al. 2012). La frecuencia de las deleciones que
causan el SPW es variable segun el estudio, asi por ejemplo, el analisis de 164
pacientes SPW causados por delecién realizado por Henkhaus y colaboradores
determiné que el 41.5% de los pacientes presentan delecion de clase |, el 49,4% de
tipo Il 'y el 9,1% (Henkhaus et al. 2012) de los pacientes son portadores de
translocaciones no balanceadas de 159 o de deleciones atipicas que alteran
SNORD116.
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2. UPD materna, observada en un 20-30% de pacientes SPW. Es la segunda
causa mas frecuente de SPW. Se debe a un error en la no disyuncion de los
cromosomas 15 en la meiosis femenina, factor que aumenta con la edad (Angulo,
Butler, and Cataletto 2015). La correccion de la trisomia 15 mediante el mecanismo de
rescate favorece el desarrollo fetal hasta su término siendo portador de UPD del
cromosoma 15 y causa el SPW (S B Cassidy et al. 1992; Purvis-Smith et al. 1992;
EUCROMIC Secretariat and Central Study, Department of Medical Genetics et al.
1999). La UPD puede ser: a) una heterodisomia, debida a una no disyuncion de los
cromosomas 15 en meiosis |, donde el feto hereda ambos cromosomas de la madre;
b) una isodisomia, el feto hereda dos cromosoma 15 idénticos debido a un error en la
no disyuncion en meiosis Il; ¢) una forma parcial de hetero o isodisomia del
cromosoma 15 producida por el intercambio de material en meiosis | y la posterior no
disyuncion, o bien, a una recombinacion somatica del cromosoma en los primeros
estadios del zigoto. Entre los pacientes SPW, la heterodisomia es la forma mas comun
de UPD (Butler et al. 2009; Butler 2011).

3. Defecto de impronta, causa entre el 1-3% de SPW y es debido a: a) un error
epigenético de causa esporadica que provoca un establecimiento incorrecto de la
impronta gendmica en la linea germinal o bien, durante los primeros estadios de la
embriogénesis (Glenn et al. 1997; Karin Buiting 2010); b) en el 15% de los casos por
microdeleciones en el centro de impronta. De estos, en la mitad el padre es portador
asintomatico de la alteracion y por tanto, el riesgo de recurrencia para su
descendencia es de un 50% (Karin Buiting et al. 2003; Bernhard Horsthemke and
Buiting 2008; Suzanne B Cassidy et al. 2012)

4. Existen causas menos comunes como translocaciones balanceadas con el
punto de rotura en SNURF-SNPRN (Buiting et al. 2014).

1.3.2.2. Etiologia molecular del sindrome de Angelman

La falta de expresién del alelo materno del gen UBE3A, que se encuentra
regulado por la impronta gendmica, causa el SA (Kishino, Lalande, and Wagstaff
1997; Jiang et al. 1999; Nicholls and Knepper 2001; Clayton-Smith and Laan 2003;
Chamberlain 2013). La regulacién especifica de UBE3A, por la impronta gendmica y
por la transcripcion de un ARN antisentido de expresion especifica paterna, inhibe la
transcripcion diferencial de este alelo en el cerebro (Rougeulle, Glatt, and Lalande

1997). La expresion especifica del gen UBE3A materno se ha descrito
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mayoritariamente en los tejidos de cerebro fetal y en el cértex frontal e hipotalamo en
los adultos. En el resto de tejidos la expresion es bialélica (Rougeulle, Glatt, and
Lalande 1997; Vu and Hoffman 1997).

El gen UBE3A tiene una longitud de 120kb de las que solo 60kb, que
corresponden a 16 exones, codifican para proteina. De los 16 exones sélo 10 son los
codificantes para los tres principales transcritos del gen que generan tres isoformas de
la proteina ubiquitina-ligasa E3A, cuya funcion es la de ayudar a marcar las proteinas
que deben ser degradadas via proteosoma (Kishino, Lalande, and Wagstaff 1997;
Yamamoto, Huibregtse, and Howley 1997; Kishino and Wagstaff 1998). La isoforma |
codifica para la proteina E6-AP (Human Papillomavirus E6-Associated Protein) de 100
kDa y constituida por 865 aminoacidos codificados entre los exones del siete al
dieciséis. Los exones del uno al seis forman parte de la region 5-UTR. E6-AP se
caracteriza por tener un dominio HECT muy conservado en la regién carboxi-terminal
de 40kDa, el cual, es codificado por los exones del nueve al dieciséis del gen UBE3A.
Es precisamente en esta regién donde se acumulan la mayoria de mutaciones de
cambio de marco de lectura (pequefas deleciones o inserciones) y mutaciones sin
sentido que dan lugar a una proteina deficiente incapaz de cumplir su cometido. Las
isoformas Il y Il de la proteina contienen 20 y 23 aminoacidos mas en el extremo
amino-terminal que la I. Es mas, existen otros 8-10 transcritos mas de los cuales su
funcion es una incognita (Huibregtse, Scheffner, and Howley 1991; Kishino, Lalande,
and Wagstaff 1997; Yamamoto, Huibregtse, and Howley 1997; Kishino and Wagstaff
1998; Huang et al. 1999) (Figura 1.15).

E6-AP se une a p53 y media en su asociacion con la proteina E6 del Papilloma
virus humano, haciendo que p53 sea degradada a través de la via del proteosoma vy
produzca el desarrollo del carcinoma cervical. La proteina E6-AP también interacciona
con otras proteinas que intervienen en el control del ciclo celular, la plasticidad y la
correcta funcién sinaptica (Huibregtse, Scheffner, and Howley 1991; Kishino, Lalande,
and Wagstaff 1997; Yamamoto, Huibregtse, and Howley 1997; Kishino and Wagstaff
1998; Huang et al. 1999; Yashiro et al. 2009; Sato and Stryker 2010). Se ha
demostrado en modelos murinos y Drosophila que la actividad y expresion del gen
UBE3A es necesaria para regular la correcta morfogénesis de las dendritas y su
interaccion con otras proteinas como ARC o ARHGEF15 que a su vez intervienen en
la formacion, desarrollo y funcién sinaptica. Alteraciones en la expresién de UBE3A se
asocian con la disfuncion cognitiva de los pacientes SA y con caracteristicas clinicas
de TEA (Lu et al. 2009; Greer et al. 2010; Margolis et al. 2010).
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La funcion de UBE3A no se limita sélo a la regulacién de la degradacién de
proteinas, también esta involucrada en la transcripcion de hormonas esteroideas tales
como los receptores de glucocorticoides. Cuando se interrumpen las vias de
sefalizacién de estos receptores, el eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal se altera, lo
que resulta en una mayor susceptibilidad al estrés y la ansiedad (Godavarthi et al.

2012) y en el deterioro cognitivo en modelos de raton de SA (C. D. Conrad 2008).

Gen UBE3A
> 1l Isoformas
| » Il dela
| | > proteina
—HH OO O——{H ooooo—oo
Exones 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 W 11121314 15 16
Dominio HECT

Proteina E6-AP

Figura 1.15. Estructura del gen UBE3A. Adaptada de Dagli, Buiting, and Williams 2012

La falta de expresion del gen UBE3A puede tener diferentes etiologias

moleculares y entre las mas comunes se cuentan:

1. Delecion materna de la region 15911.2-q13, sucede en el 65-75% de los
casos SA y estd mediada usualmente (90%) por los puntos de rotura BP1, BP2
proximales y BP3 distal, causando una delecion de novo de entre aproximadamente 5-
6,8 Mb. Las deleciones caracteristicas del SA son las de clase |, entre BP1-BP, que
ocurren en el 40% de los pacientes y las de clase Il, entre BP2-BP3, que suceden en
el 50-51% de los pacientes. En menos de un 10% de individuos las deleciones tienen

un punto de rotura distal mas alld de BP3 (Sahoo et al. 2007).

2. Alteraciones en UBE3A con herencia materna. Sucede en un 5-11% de los
pacientes. Se han descrito mas de 60 mutaciones hasta el momento de las cuales
entre el 60% y 70% son debidas a pequenas deleciones o duplicaciones que provocan
un cambio en la pauta del marco de lectura. Otro 25% es debido a mutaciones sin
sentido que afectan a la correcta transcripcion del gen originando defectos en el
splicing. Un 5% son debidas a grandes deleciones y reordenamientos complejos. La
gran mayoria de las mutaciones se acumulan entre los exones nueve y dieciséis que
codifican para el dominio HECT de la proteina (Camprubi et al. 2009; Sadikovic et al.
2014).
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3. UPD paterna de la region 15q11.2-q13, ocurre en un 3-7% de los pacientes.
Posiblemente de origen postzigético y debido a un error en la segregacion somatica.

Es menos frecuente que la disomia materna 15q11.2-q13 caracteristica del SPW.

4. Defectos del centro de impronta (Cl) alteran la expresion del gen UBE3A de
origen materno en el 1-3% de los casos. Suelen ser provocados por pequefas
deleciones (880bp—200 kb) alterando el patron normal de metilacion en el Cl de la
region 15q11.2-q13. Se generan cambios en la metilacion del DNA y en el patrén de
expresion de los genes comprendidos en esta area gendmica. En el 90% de los casos,
el defecto del Cl se debe a cambios epigenéticos, sin mutaciones en la secuencia del
ADN (Buiting et al. 1999; Buiting et al. 2001; Buiting et al. 2003). Individuos con el CI
alterado presentan un defecto en los mecanismos involucrados en borrar la impronta
genética durante el proceso de gametogénesis o bien de restaurarla y/o mantenerla
tras la fertilizacién. Si el error se produce durante los primeros estadios del embrion,
puede conllevar la aparicién de mosaicismo somatico (Horsthemke and Buiting 2008;
Horsthemke 2010).

5. Reorganizaciones estructurales como translocaciones o inversiones suelen

ser responsables del SA en menos del 1% de los casos.

6. Un 10% de casos con claro fenotipo SA no tienen una etiologia molecular
definida. Son los pacientes SA-like, los cuales, se consideran fenocopias del SA vy
presentar diferentes diagndsticos moleculares (Williams, Driscoll, and Dagli 2010;
Dagli, Buiting, and Williams 2012; Bird 2014; Tan et al. 2014; Margolis et al. 2015).

1.3.3. Correlacion genotipo-fenotipo

La Identificacion de SA y SPW en las primeras etapas de vida de los individuos
es crucial para iniciar un tratamiento adecuado. Establecer una correlacién entre el
genotipo molecular y el fenotipo clinico es util para establecer un adecuado

seguimiento médico.

En el SPW no existen rasgos fenotipicos exclusivos que se asocien a una
etiologia molecular concreta, pero si existen caracteristicas clinicas mas frecuentes o

graves segun la causa genética del SPW.

Los pacientes con delecion presentan fenotipos bastante homogéneos con

hipopigmentacion (debido a la deleciéon del gen OCA2), mayor incidencia de
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convulsiones epilépticas, conductas obsesivo-compulsivas, y tendencia a las
autolesiones. Fisicamente tienen rasgos faciales tipicos, una mayor tolerancia al dolor
y problemas en las articulaciones. A nivel cognitivo son buenos realizando puzles y
poseen una mejor capacidad espacio-visual que los pacientes por UPD. Si
comparamos los pacientes segun la clase de delecién los de clase | muestran un
mayor grado de comportamiento compulsivo, un déficit intelectual mas acentuado y se
adaptan peor a las situaciones que no les son habituales (Butler et al. 2004; Hartley et
al. 2005).

Si comparamos los pacientes con UPD con los de delecién, los UPD tienen
peor control motor y de forma mas generalizada muestran rasgos psicoticos y TEA.
Sin embargo, presentan un fenotipo clinico no tan grave, verbalizan mejor y poseen
una mejor memoria visual que los pacientes por delecién. Ambos grupos presentan
sus mayores diferencias al evaluar parametros relacionados con el sistema nervioso
central (SNC) o |la edad de la madre, que es generalmente mayor en el grupo de UPD
(Gillessen-Kaesbach et al. 1995; Cassidy et al. 1997; Roof et al. 2000; Joseph et al.
2001; Dykens 2002; Veltman et al. 2004; Whittington et al. 2004b; Milner et al. 2005;
Varela et al. 2005; Torrado et al. 2007).

Desde que se conocen las causas genéticas del SA se han intentado
correlacionar los rasgos clinicos con las diferentes etiologias genéticas. Los individuos
con delecién son los que presentan sintomas mas graves por la haploinsuficiencia de
los genes incluidos en la region 15q11.2-13: TUBGCFP5, CYF1P1, NIPA1, NIPA2,
GABA: GABRB3, GABRA5, GABRG3, OCA2 y HERC?2. Los pacientes con delecién
presentan una mayor incidencia de microcefalia, convulsiones y problemas en el habla
en comparacion con aquellos diagnosticados de UPD, mutaciones de UBE3A o
defectos de impronta. También muestran hipopigmentacién por la haploinsuficiencia
del gen OCA2, involucrado en el metabolismo de la tirosina y en la sintesis del
pigmento de piel, pelo y ojos (Tan et al. 2011). Sin embargo, se han descrito pacientes
afectos por microdeleciones en los exones del 8 al 16 que también presentan falta de
pigmentacion. Se sugiere que es debido a la regulacidén que ejerce el gen UBE3A
sobre el receptor 1 de la melanocortina (MC1R). Se ha observado una disminucion de
la expresion de MC1R en ratones transgénicos con la delecién del gen UBE3A (Low
and Chen 2011).

Al comparar las dos clases de deleciones los individuos de clase | muestran
peor vocalizacion, retraso en la edad de sedestacién autonoma y mayor gravedad de
los rasgos autistas. Los genes comprendidos entre BP2-BP3 (TUBGCFP5, CYF1P1,
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NIPA1, NIPA2) se han asociado a mayor gravedad de los rasgos autistas y a la
ausencia del habla. Pacientes con delecion de clase | (BP1-BP3) muestran una
completa ausencia del habla mientras que los de clase Il vocalizan algunos sonidos
sildbicos (Saitoh et al. 1994; Blrger et al. 1996; Moncla et al. 1999; Lossie et al. 2001;
Varela et al. 2004; Sahoo et al. 2007; Gentile et al. 2010).

Al comparar los pacientes afectados por delecion con los afectados por UPD,
los de UPD tienen menos problemas de deglucion e hipotonia y presentan un menor
numero de crisis convulsivas, menos incidencia de microcefalia, menor grado de

ataxia, y un mejor crecimiento y nivel cognitivo.

Los pacientes con mutaciones del gen UBES3A tienen mejores habilidades
motoras y lenguaje receptivo que los afectados por delecion. Pero son los pacientes
con defectos de impronta en mosaico los que muestran mejores habilidades cognitivas

y verbales.

1.3.4. Diagnéstico molecular y recurrencia

Para identificar molecularmente el SA y el SPW, la primera aproximacién que
se realiza es un analisis de la metilacién de la region 15911.2-q13. Las dos técnicas
utilizadas generalmente son una reaccion en cadena de la polimerasa especifica para
metilacién del locus SNRPN (MS-PCR) (Zeschnigk et al. 1997) o un ensayo sensible a
metilacién, methylation-sensitive multiplex ligation-dependent probe amplificacion (MS-
MLPA). La MS-MLPA aporta informacion tanto del estado de metilacion como de la
presencia de la delecion. Ademas, interroga la presencia de deleciones de clase | y
clase Il y microdeleciones del gen UBE3A, en la region SNORD116 y en el centro de
impronta. Utilizando esta técnica se detecta aproximadamente el 80% de pacientes SA
y el 99% de los SPW. Para conocer la etiologia exacta del sindrome es necesario
realizar pruebas adicionales de diagndstico. Si no existe delecion se realiza un estudio
de microsatélites del cromosoma 15 para distinguir entre una UPD o un defecto del CI.
Si los microsatélites muestran un patrén de herencia biparental el diagndstico es el de
defecto del Cl.

Los SA con un patron de metilacion normal pueden ser debido a mutaciones
del gen UBE3A y es necesario secuenciarlo. Con un resultado normal se debe
averiguar si hay deleciones completas o intragénicas del gen UBE3A ya que no se

identifican mediante la técnica de secuenciacion y se requiere la aplicacion de
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ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), PCR a tiempo real, MLPA y/o arrays para

determinar su presencia, aunque su frecuencia sea muy baja.

En aproximadamente 10% de los pacientes con un diagndstico clinico de SA

no se encuentra una alteracion genética especifica del mismo. (Figura 1.16).

Posible Analisis Estu.dio + SAcausado por
SA/ SPW metilacion mutaciones mutacionesen
S-MLPA UBE3A UBE3A
Anormal Comprobarsi
SAsin madre es
explicacion portadora
molecular
v
SA/ SPW + SA/ SPW
causadodefecto Existe Estudio de causadodefecto
del Cl por delecion UPD epigenéticodel
microdelecion Cl

SA/SPW causado SA/SPW
pordeleciéon causado
15911.2-q13 porUPD

Comprobarsi
madre es
portadora

A 4

Figura 1.16. Algoritmo de diagndstico genético para pacientes con sospecha de SA o SPW. Adaptado de
Bird 2014.

Mas alla de la confirmacion del diagnéstico, se recomienda realizar un cariotipo
para investigar posibles reorganizaciones balanceadas (Horsthemke et al. 1996;
Collinson et al. 2004). La recurrencia de SA y SPW en la descendencia dependera de
la etiologia molecular. El riesgo de recurrencia para deleciones o UPDs es inferior al
1%. Por el contrario, progenitores portadores de mutaciones en el gen UBE3A o
deleciones en el CI tienen un riesgo de recurrencia que puede llegar a alcanzar el
50% (Tabla 1.6) (Williams, Driscoll, and Dagli 2010). Asi mismo, también se han
descrito casos de recurrencia de la delecion 1511.2-q13 debido a la presencia de
mosaicismo. (Connerton-Moyer et al. 1997; Kokkonen and Leisti 2000a; Sanchez et al.
2013).
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Tabla 1.6. Mecanismos genéticos que dan lugar al SA y SPW y su riesgo de recurrencia. Adaptada de
Williams, Driscoll, and Dagli 2010; Cassidy et al. 2012.

Mecanismo genético Frecuencia SPW Frecuencia SA Riesgo de recurrencia

1. Delecion 15911.2-q13 65-75% 65-75% <1%
2. Translocaciones no balanceadas / <1% <1% Hasta un 50%

pequenas deleciones heredadas
3. UPD paterna o materna 20-30% 3-7% <1%
4. UPD paterna o materna mediada <1% <1% Hasta un 100% si los progenitores tienen

por una translocacion parental una translocacion Robertsoniana 15;15
5. Defecto de impronta por microdelecion 0.50% 0.50% Hasta un 50% si el progenitor es portador
5. Defecto de impronta por cambios epigenéticos 2.50% 2.50% <1%
7. Mutacién UBE3A 5-11% Hasta un 50% si la madre es portadora
8. Alteracion molecular no identificada 10% Riesgo indeterminado

Se debe proporcionar un adecuado consejo genético a las familias con
descendencia afectada y llegado el momento realizar un test prenatal, sobre todo si la
etiologia molecular conlleva un alto riesgo de recurrencia (Ramsden et al. 2010;
Margolis et al. 2015).

1.3.5. Sindrome de Angelman sin explicacion molecular

El 10% de los pacientes con fenotipo caracteristico de SA no presentan una
alteracion molecular conocida y son fenocopias del clasico SA, con alteraciones en el
gen UBES3A. Estas fenocopias conocidas como SA-like mimetizan caracteristicas
clinicas comunes al SA como temblores, movimiento incontrolados de las
extremidades, retraso psicomotor y/o convulsiones. Sin embargo, manifiestan también,
un amplio espectro de rasgos clinicos que pueden ayudar a realizar un diagnostico
diferencial (Tabla 1.7) (Williams 2011; Tan et al. 2014). Entre estos sindromes

destacamos:

1.3.5.1. Sindrome de Christianson (SC) (MIM 300243)

Desorden ligado al cromosoma X, causado por mutaciones en el gene SLC9A6
(Xg26.3). Los varones afectos presentan DI, retraso del desarrollo global, convulsiones
epilépticas, microcefalia postnatal y apariencia feliz. Los rasgos distintivos son atrofia
cerebelosa, pérdida de funciones motoras a partir de los 10 anos, pérdida de masa
muscular y las deformidades espinales. Ademas, presentan un EEG muy

caracteristico. Los pacientes SC pueden mostrar un comportamiento parecido al del
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autismo, de hecho, se ha documentado la desregulacion del gen NHE6 (SLC9A6) en
cerebros post mortem de pacientes con autismo idiopatico. (Christianson et al. 1999;
Gilfillan et al. 2008; Schwede et al. 2014).

1.3.5.2. Sindrome de Pitt-Hopkins (SPH) (MIM 610954)

Debido a alteraciones del gen TCF4 (18921.2). Se caracteriza por una DI
grave, ausencia del habla, dientes separados, hiperventilacion seguida de apnea,
microcefalia, convulsiones, ataxia, apariencia feliz e hipotonia. No muestran hipertonia
periférica y las convulsiones no son tan comunes en el SPH (40-50% de los casos)
como en el SA (65-90%). Otros rasgos diferenciales en SPH son la edad tardia en el
inicio de las convulsiones y la deambulacién, suefio en exceso en la infancia,
episodios de hiperventilacion y apnea (55-65% de los pacientes), estrefiimiento severo
con inicio temprano (70-75%), movimientos estereotipicos (40-60%), un alto grado de
miopia o estrabismo (80-89%) y rasgos faciales caracteristicos (Giurgea et al. 2008;
Zweier et al. 2008; Gentile et al. 2010; Peippo and Ignatius 2012; Whalen et al. 2012;
Stembalska and Smigiel 2014).

1.3.5.3 Sindrome de Rett (SR) y cuadros relacionados

Se incluyen los fenotipos clinicos derivados de alteraciones en los genes
MECP2, FOXG1 y CDKLS.

El SR clasico (MIMI 312750) es debido a mutaciones en heterocigosis del gen MECP2
(Xq28) que causa regresion en el desarrollo y que se puede estabilizar o incluso
recuperar con el tiempo. Se caracteriza por una disminucion de la actividad voluntaria
de las manos que ocurre entre los seis meses y los cinco anos de edad y
generalmente acompafada de estereotipias. Los pacientes con SR muestran un
lenguaje expresivo y receptivo muy deteriorado con afectacion del desarrollo
psicomotor, anomalias en la deambulacién o no adquisicién de la marcha, anomalias
del ritmo respiratorio (apneas, hiperventilacion, periodos de contener la respiracion),
convulsiones y anomalias en el EEG (patrones intermitentes de ritmos lentos). Los
rasgos distintivos del SR respecto al SA son que en SA no existe regresion del
desarrollo, los SA no presentan estereotipias de las manos, ni episodios de hiper e

hipoventilacion, ni bruxismo y el patron de EEG difiere respecto al de SR (Neul et al.
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2010; Smeets, Pelc, and Dan 2012; Bisgaard et al. 2015; Pozzo-Miller, Pati, and Percy

2015).

Dentro de las variantes del SR, encontramos:

las mutaciones asociadas al gen CDKL5 (Xp22.13) (MIM 300672). Sindrome
ligado al cromosoma X caracterizado por una DI grave, con ausencia del habla,
convulsiones toénico-clénicas en los cinco primeros meses de vida,
encefalopatia epiléptica y bruxismo en la mayoria de pacientes. Se distingue
del SA porque las convulsiones se inician en una edad mas avanzada y los
EEG son claramente diferentes entre ambas enfermedades (Fehr et al. 2013;
Seltzer and Paciorkowski 2014).

Las anomalias heterocigotas en el gen FOXG1 (14912) (MIM 613454) cursan
con DI grave, ausencia del lenguaje, microcefalia postnatal, hipotonia
generalizada, retraso del crecimiento, sin deambulacién, convulsiones,
problemas de suefio, bruxismo, y pobre contacto ocular e interaccién social. La
gran diferencia con el SA es que presentan hipoplasia del cuerpo calloso y un
volumen reducido de materia blanca en el I6bulo frontal (Florian, Bahi-Buisson,
and Bienvenu 2012; Seltzer and Paciorkowski 2014).

Duplicaciones del gen MECP2 (MIM 300260) en varones. Muestran DI grave
con ausencia del habla, retraso motor con hipotonia infantil, ataxia, sin marcha,
estereotipia de manos, infecciones recurrentes del tracto respiratorio
(neumonia vy otitis), regresion del desarrollo y convulsiones. Ambos sindromes
se pueden distinguir porque el SA no presenta infecciones recurrentes del
tracto respiratorio, ni estereotipia de manos, ni retraso en el desarrollo y los
EEG difieren. Las nifas con duplicacién del gen MECPZ2 pueden presentar una
capacidad intelectual normal pero con tendencias a manifestar problemas
psiquiatricos como depresion, ansiedad y rasgos autistas. Ahora bien, si la
inactivacion del cromosoma X es al azar pueden llegar a mostrar retraso en el
habla, convulsiones o retraso intelectual (Ramocki, Tavyev, and Peters 2010;
Van Esch 2012; Shimada et al. 2013; Fieremans et al. 2014; Novara et al.
2014)
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1.3.5.4. Sindrome de Mowat-Wilson (SMW) (MIM 235730)

Debido a microdeleciones o mutaciones puntuales en el exén 8 del gen ZEB2
(2g22.3). Cursa con DI moderada o grave, ausencia del lenguaje, anomalias
congénitas multiples y rasgos dismorficos. Se asemeja al SA en la apariencia feliz, una
mandibula prominente, I6bulos de orejas rotados y prominentes, capacidad del habla
disminuida, microcefalia, agenesia o hipoplasia del cuerpo calloso, convulsiones con
EEG caracteristico y estrefiimiento. El 50-60% de los pacientes sufren de enfermedad
Hirschsprung. Se diferencia respecto al SA porque los sujetos SMW muestran
bruxismo, no tienen fascinacion por el agua, tienen defectos congénitos que incluyen
anomalias cardiacas y urogenitales (hipospadias) y de rasgos faciales muy
caracteristicos (puente nasal ancho, ojos hundidos, cejas anchas, menton puntiagudo).
(Garavelli et al. 2009; Evans et al. 2012; Yamada et al. 2014; Paz et al. 2015)

1.3.5.5 Mutaciones en el gen HERC2 (15q13.1)

HERCZ2 interacciona con la proteina EGAP (gen UBE3A) estimulandola.
Alteraciones en el gen HERC?Z2 originan un retraso del desarrollo, hipotonia, retraso en
la marcha (3-5 afios), andares inestables, ausencia o escasa capacidad del habla,
convulsiones epilépticas (~30% de pacientes), hipoplasia del cuerpo calloso (~50%),
hiperactividad y rasgos dismérficos sutiles. Las diferencias residen que en el SA hay
un mayor grado de retraso del desarrollo, mayor frecuencia de convulsiones (~80%),
presencia de microcefalia, ataxia y ataques de risa (Kihnle et al. 2011; Harlalka et al.
2013).

1.3.5.6. Sindrome de Kleefstra (SK) (MIM 610253)

Causado por la haploinsuficiencia del gen EHMT1 (9934.3) debido a
mutaciones puntuales o microdeleciones. Cursa con DI grave, minima capacidad del
habla, hipotonia (en la nifiez), aparicion de la marcha sobre los 2-3 afios de edad,
problemas de suefio por interrupciones del mismo y apariencia facial distintiva
(prognatismo, labio superior en arco, labio inferior grueso y evertido, cejas pobladas,
lengua prominente). Con la edad, los rasgos faciales se vuelven mas toscos y pueden
aparecer anomalias dentales, como retencion de la denticidn primaria. También
presentan anomalias cardiacas, defectos genitales en varones, defectos renales,
epilepsia, infecciones recurrentes, estrefiimiento grave y problemas de audicién. En la

adolescencia / edad adulta pueden aparecer problemas de comportamiento como
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arrebatos de agresividad y emocionales, problemas de déficit de atencion, auto-lesién
y trastornos del suefio graves. Las infecciones pulmonares recurrentes, el sobrepeso y
los problemas de comportamiento son mas comunes en el SK causado por una
mutacién puntual, mientras que la microcefalia, la estatura baja y las complicaciones
respiratorias son mas frecuentes en los causados por microdelecion. Se diferencian de
los SA por la falta de un EEG consistente, la obesidad, los defectos cardiacos, las
anomalias urogenitales, el comportamiento agresivo (en el 50-75% de los sujetos), las
autolesiones y los rasgos autistas. (Willemsen et al. 2012; Kleefstra, Nillesen, and
Yntema 2015).

1.3.5.7. Deficiencia de la adenilosuccinato liasa (ADSL) (MIM 103050)

La alteracion del gen ADSL (22q13.1) provoca la acumulacién de
succinilpurinas en orina, en el fluido cerebroespinal y en menor medida en plasma.
Causa retraso psicomotor, hipotonia, hipoplasia del cuerpo calloso, atrofia cerebral,
déficit en la mielinizacion, alteraciones en el metabolismo cerebral de la glucosa, en el
metabolismo energético muscular y con frecuencia cursa epilepsia y comportamiento
autista. Existen dos tipos ADSL.: el tipo | con retraso psicomotor grave y el tipo Il con
retraso psicomotor leve. Los criterios de diagndstico diferencial son la presencia de
succinilaminoimidazolcarboxamida ribésido (SAICA-ribésido) y succiniladenosina (S-
Ado) en fluido cerebroespinal, orina o plasma. El pobre contacto ocular, la atrofia
cerebral y los escasos ataques epilépticos (con EEG caracteristico) no se observan en
el SA (Lundy et al. 2010; Jurecka et al. 2015).

1.3.5.8. Sindrome de MEF2C (5q14.3) (MIM 613443)

La haploisuficiencia de MEF2C es causada por una microdelecion o
mutaciones puntuales esta asociada a DI grave con ausencia de habla, bruxismo,
movimientos estereotipicos, hipotonia, estrabismo y epilepsia. Los pacientes muestran
dimorfismo facial variable con algunos rasgos comunes como frente alta y ancha,
cejas marcadas, narinas antevertidas, comisuras de la boca hacia abajo y menton
pequeno. Las estereotipias y un contacto visual pobre, presentes en la mayoria de
pacientes, sugieren el diagndstico de un TEA. La imagen cerebral muestra agenesia
del cuerpo calloso, dilataciéon de los ventriculos y atrofia cortical. Se diferencia del SA

en que los pacientes SA no presentan bruxismo, estereotipias, pobre contacto ocular y
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los EEG son claramente diferentes en ambos sindromes (Zweier and Rauch 2012;
Novara et al. 2013; Paciorkowski et al. 2013).

1.3.5.9. Alfa talasemia / discapacidad intelectual ligada al cromosoma X
(MIM 301040)

Causado por mutaciones del gen ATRX (Xg21.1) en varones. Las mujeres
portadoras son fisica e intelectualmente asintomaticas. Los varones muestran DI
profunda, ausencia o limitacion del habla y de la marcha, dimorfismo facial, anomalias
genitales (en el 80%) y esqueléticas (en el 90%), hipotonia, babeo, epilepsia (en un
tercio de los pacientes), comportamiento con rasgos autistas y alfa talasemia (Gibbons
2012; Stevenson 2014).

1.3.5.10. Haploinsuficiencia de DYRK1A (21g22.13) (MIM 600855)

Causada por alteraciones del gen DYRK1A como microdeleciones, inserciones
y SNVs deletéreas. Los pacientes muestran DI, microcefalia al nacer, retraso del
desarrollo, escasa o ausencia del habla, talla baja y rasgos faciales caracteristicos. En
el 70% de los sujetos se observan convulsiones, ataxia, desarrollo intrauterino
anormal, defectos menores del esqueleto e hipoplasia del cuerpo calloso. Los
pacientes DYRK1A presentan un patron del EEG caracteristico con actividad
persistente de ondas theta a 6-7 Hz; no muestran patrones de comportamiento como
la sonrisa continua y los ataques de risa y la microcefalia es mas acentuada que en el
SA. (Courcet et al. 2012; Ji et al. 2015).

1.3.5.11. Sindrome de Phelan-McDermid (SPM) (MIM 606232)

Es debido a la haploinsuficiencia del gen SHANK3 por la microdelecion de la
region 22q13.3. La hipotonia neonatal puede persistir hasta la edad adulta. El retraso
global del desarrollo, ausencia o retraso grave en la adquisicion del habla, dificultades
en la alimentacion durante la infancia, TEA, el umbral alto de dolor y la hipertermia son
caracteristicos. El fenotipo caracteristico incluye orejas con forma inusual, manos
relativamente grandes, cejas espesas, nariz bulbosa y barbilla puntiaguda. El
diagndstico diferencial se caracteriza por presentar las orejas y manos grandes,

crecimiento normal o incluso rapido, TEA y EEG caracteristico que no se aprecian en
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el SA (Phelan and McDermid 2012; Figura et al. 2014, Sarasua et al. 2014; Costales
and Kolevzon 2015).

1.3.5.12. Sindrome de haploinsuficiencia de MBD5 (MIM 156200)

La microdelecion de MBD5 en 2g23.1 origina DI grave con un marcado retraso
del habla, trastornos de comportamiento como hiperactividad y risa inapropiada,
estatura baja, estrefimiento y convulsiones. La mayoria de pacientes presentan
comportamientos repetitivos y estereotipados, trastornos del suefio y una marcha
ataxica. Los rasgos dismorficos incluyen microcefalia, boca amplia y abierta, labio
superior en tienda de camparfia, incisivos prominentes y anomalias esqueléticas como
braquidactilia generalizada con manos y pies pequefios. (Talkowski et al. 2011; Hodge
et al. 2014). Se han descrito mutaciones puntuales en MBD5 con fenotipos similares a

los de la microdelecion (Bonnet et al. 2013).

1.3.5.13. Sindrome de Koolen-de Vries (SKdV) (MIM 610443)

Deleciones en 17g21.31 y mutaciones heterocigotas en el gen KANSL1 causan
el fenotipo clinico. El SkdV se ha asociado a retraso del desarrollo psicomotor que
puede variar entre medio y grave, hipotonia en la infancia, ausencia o escasa habla,
comportamiento afable y rasgos dismoérficos faciales que se caracterizan por una
frente alta y ancha, una cara alargada, fisuras palpebrales inclinadas hacia arriba,
pliegues epicanticos, una nariz con forma anémala (tubular o en forma de pera), una
punta nasal bulbosa, orejas grandes y prominentes y un labio inferior evertido.
Ademas, muestran estatura pequefa, pectus excavatum, anomalias de la columna
vertebral, dislocacion de una o varias costillas, dedos largos y delgados junto con
extremidades inferiores alargadas, y deformidades posicionales de pies y manos. En
un 50% de los casos se observa epilepsia y problemas neuroldgicos. El diagndstico
diferencial viene dado por una DI de grado medio, la relativa macrocefalia, las
dismorfias faciales y en pacientes adultos la presencia de nevus hipopigmentados que
no se observan en individuos SA (Koolen and Vries 2013; Koolen et al. 2015; Moreno-
Igoa et al. 2015).
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1.3.5.14. Otras anomalias

Otras alteraciones genéticas que se asemejan clinicamente al SA son las
mutaciones en el gen STXBP1 (9q34.1) (Deprez et al. 2010), las deficiencias de
metilen-tetra-hidro-folato reductasa (Arn et al. 1998) o las deficiencias de fenilcetonuria
(Dan et al. 2001).

En resumen, podemos afirmar que las microdeleciones y microduplicaciones
son causas comunes de DI idiopatica. Algunas con multiples caracteristicas clinicas
que se asemejan al SA. Por lo tanto, el analisis de pacientes con fenotipos SA-like sin
explicacion molecular mediante arrays (p.ej. a-CGH) para detectar CNVs esta

claramente indicado (Ramsden et al. 2010; Tan et al. 2014).
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Tabla 1.7. Caracteristicas clinicas asociadas a los fenotipos del SA. Abreviaturas, Def, deficiencia; Dup, duplicacién; Del, delecion; CC, hipoplasia del cuepo calloso; DM,
retraso en al mielinizacion; PF, anomalias de la fosa posterior; SA, sindrome de Angelman; SC, sindrome de Christianson; SPH, sindrome de Pitt-Hopkins; SR, sindrome de
Rett; SMW, sindrome de Mowat-Wilson; SK, sindrome de Kleefstra; SPM, sindrome de Phelan-McDermid y SKdV, sindrome de Koolen-de Vries. Tabla adaptada de Margolis

et al. 2015.

Def. HERC2

Caracteristicas clinicas
Convulsiones
Ausencia del habla
Ataxia / problemas en la marcha
Hipotonia
Conducta feliz. Ataques de risa
Microcefalia
Hiperactividad
Cortos periodos de atencién
Problemas de suefio
Problemas en la alimentacion infantil
Babeo
Llevar objetos ala boca
Estereotipia
Resonancia magnética anormal
Prognatismo
Boca amplia
Orejas dismorficas
Anomalias genitales
Defectos congéitos de corazon
Solo varones
Sdlo feminas
Regresién
Apatia / Catatonia
Hiperventilacion / apnea
Limitado uso manual
Enfermedad de Hirschsprung

SA SC (SLC9A6) SPH(TCF4) SR (MECP2)Jef CDKL5 Def FOXG1 Dup MECP2

+ + + + + F + F F + ++

PF

+ + + +

PF

+/-

cc

+-

SMW (ZEB2)

+ + + + +
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+ + + + +

+-
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Caracteristicas clinicas SA SK(EHMT1) DefADSL Def MEF2C ATRX Def DYRK1A SPM (22q13) Del2qg23.1 (MBD5) SKdV (KANSL1)

Convulsiones

Ausencia del habla

Ataxia / problemas en la marcha
Hipotonia

Conducta feliz. Ataques de risa
Microcefalia

Hiperactividad

Cortos periodos de atencién
Problemas de suefio

Problemas en la alimentacion infantil
Babeo

Llevar objetos a la boca
Estereotipia +- + + +
Resonancia magnética anormal CC/DM CC/DM/PF cC PF
Prognatismo + +
Boca amplia + +
Orejas dismorficas +
Anomalias genitales + + +
Defectos congéitos de corazon + + +
Solo varones +
Solo feminas
Regresidn
Apatia / Catatonia +
Hiperventilacion / apnea
Limitado uso manual
Enfermedad de Hirschsprung

+ + + + + F + F F + ++

50



2. Hipotesis y objetivos

51



52



Hipétesis y objetivos

2.1. Hipétesis

1. La regién 15911.2-q13 es una region muy inestable debido a que se
encuentra flanqueada por secuencias altamente repetitivas susceptibles a inducir
reorganizaciones cromosoémicas como las inversiones, y éstas a su vez pueden dar
lugar a alteraciones de dosis génica. El estudio de progenitores con descendencia
afectada de sindrome de Angelman (SA) o Prader Willi (SPW) proporcionara las bases

para determinar si existe una relacion entre la inversion y la delecion en 15911.2-q13.

2. Se hipotetiza que hay nuevos genes responsables del 10% de los pacientes
con fenotipo SA sin diagndstico molecular (SA-like). La utilizacién de herramientas
moleculares de alta resolucion ayudara a identificar estos nuevos genes que puedan
asociarse al fenotipo Angelman. Ademas, considerando que existen alteraciones en
numero de copias recurrentes, puede ser relevante realizar un cribado de las regiones

alteradas en el SA-like en otro grupo de pacientes con trastornos del neurodesarrollo .

2.2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es evaluar la repercusion de la inversion
15911.2-913 en la descendencia afectada de SPW y SA por delecion e identificar
variantes en numero de copias (CNVs) con nuevos genes implicados en la etiologia
del fenotipo SA-like.

1. Establecer la frecuencia de la inversion 15911.2-q13 mediante la técnica de
FISH para determinar si existe un aumento de la frecuencia de dicha inversién
en los progenitores de nifios afectados de SA o SPW respecto a una poblacion

control, asi como evaluar su repercusion en la descendencia.

2. lIdentificar nuevos genes candidatos responsables del fenotipo SA-like en

pacientes que presenten un patron de metilacion normal del locus SNURF-
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SNRPN y una ausencia de mutaciones en el gen UBE3A, mediante el analisis
de CNVs.

Evaluar si las alteraciones de dosis génica detectadas en los pacientes SA-like
son recurrentes en otras patologias del neurodesarrollo con discapacidad

intelectual y trastornos del espectro autista.

Profundizar en aquellas alteraciones con mayor susceptibilidad para el fenotipo

SA-like mediante estudios moleculares adicionales.
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3. Material y Métodos

3.1. Sujetos de estudio

3.1.1. Inversioén 15q11.2-q13

Se han seleccionado 27 familias con un hijo diagnosticado de SPW o SA para
realizar la identificacion y el analisis de la frecuencia de la inversién genética 15911.2-

13 en los progenitores. Los resultados se han complementado con:

e Ladeterminacién de la etiologia molecular en los pacientes SA y SPW.

e Un estudio caso-control para comparar la frecuencia de la inversion entre los
controles y los progenitores de pacientes SA y SPW segun la etiologia

molecular de la descendencia.

En todos los casos se ha obtenido consentimiento informado de los padres para la
inclusion tanto de su descendencia, como de ellos mismos en el estudio de la

frecuencia de la inversion 15911.2-q13.

3.1.2. Estudio de CNVs en pacientes SA-like

Se han seleccionado un total de 20 pacientes con caracteristicas clinicas de SA
y etiologia molecular desconocida para la identificacion de CNVs asociadas al

sindrome que denominamos SA-like. Los resultados se han complementado con:

e La determinacién de la herencia para cada una de las CNVs en los

progenitores.

e La evaluacion de la frecuencia de las CNVs detectado en los pacientes SA-like
y 10 regiones relacionadas con TND en 453 individuos de poblacién general

espafiola utilizados como controles.
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e El cribado de las CNVs detectadas en los pacientes SA-like y 10 regiones
relacionadas con TND en 460 pacientes con trastornos del neurodesarrollo
(TND).

o Los analisis adicionales a siete pacientes: SS5, MS4, HI1876, HI1877, NS1,
NS2y SS7.

3.1.2.1. Cohorte de 20 pacientes SA-like con diagnéstico molecular

desconocido

La unidad de Genética Clinica de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli ha
seleccionado un total de 20 pacientes, ocho nifias y 12 nifios, de edades
comprendidas entre 1,5 y 6 afios con caracteristicas clinicas SA pero sin etiologia
molecular conococida. Los criterios clinicos seguidos han sido los descritos por
(Gunay-Aygun et al. 2001) y (Charles A Williams, Driscoll, and Dagli 2010) (Tabla 3.1).
Los pacientes presentan tres o mas criterios clinicos consistentes del SA y pruebas
moleculares negativas para el test de metilacién caracteristico de SA por MS-PCR , la
delecion de la region 15q11.2-q13, UPD y secuenciacion de alteraciones puntuales de
los exones del 7-16 del gen UBE3A. Aquellos pacientes con rasgos que se asemejan
al sindrome de Rett se les ha analizado el gen MECP2. Estas pruebas moleculares se
han llevado a cabo en el laboratorio de genética de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli

como trabajo de rutina clinica (Tabla 3.1).

De todos los pacientes se ha obtenido el consentimiento informado de los

progenitores para la inclusioén en el presente estudio.
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Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas y pruebas moleculares de los pacientes SA-like. * Conducta tipica: sonrisa, conducta feliz, personalidad faciimente excitable, conducta
hipermotdrica/ déficit de atencion / aleteo. a/b pacientes que son hermanos. Abreviaturas: NA, no aplicable; NR, no realizado; ND, no determinado; del, delecion.

Pruebas moleculares
Edad del diagnéstico (anos)
MS-PCR/ del (15)(q11.2q13)
UPD / Secuenciacion UBE3A

MECP2 analizado
Otras pruebas moleculares
Caracteristicas clinicas
Retraso mental/motor severo
Ausencia de lenguaje
Consistentes 100% Ataxia
Conducta tipica *
Microcefalia -
Frecuentes (>80%) Epilépsia - - - -
EEG caracteritico NA + - -
Occipucio plano - - - +/-
Protusién de la lengua -
Problemas de alimentacion en la infancia + + - -
Asociadas (20-80%) Prognatismo - - +/- -
Macrostomia + - - -
Dientes separados NA -
Babeo frecuente + - - - -
Estrabismo - - - + - - - - + -
Hipopigmentacién -
Flexiéon de brazos durante la deambulacion + - - -
Hipersensibilidad a el calor +
Transtornos del suefio - +
Atraccion/fascinacion por el agua + +/- + + - NA + + +/- +
Espectro autista + +/- - -

+|+ + |+ + + +

+ 4+ + 0 0
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Pruebas moleculares

NS1® NS2°

Edad del diagnéstico (afios) 25 3 5 6 4 2 4 25 4 25
MS-PCR/ del (15)(q11.2q13) - - - - - - - - - R
UPD / Secuenciacion UBE3A - - - - - - - - - R
MECP2 analizado - NR NR NR NR NR NR - - NR
Otras pruebas moleculares FMR1 (-)
Caracteristicas clinicas
Retraso mental/motor severo + + + + + + + + + +
Ausencia de lenguaje +/- + + + + + + +/- + +
Consistentes 100% Ataxia - +/- + + ND NA NA - - .
Conducta tipica * + + + + + +/- +/- +/- + +
Microcefalia - + + + - + + - - R
Frecuentes (>80%) Epilépsia + + + - + + + - + -
EEG caracteritico - - NA - - +/- +/- + - -
Occipucio plano + + + - - + - - + -
Protusion de la lengua - - - - - - - - - -
Problemas de alimentacion en la infancia + - - + + - - + - +
Asociadas (20-80%) Prognatismo - - - - - - - - - -
Macrostomia - +/- - - - - . R + .
Dientes separados - NA NA - - - - - + +
Babeo frecuente - + + - - - - - - .
Estrabismo - + + + - - - - - -
Hipopigmentacion +- - - - - - - - - -
Flexién de brazos durante la deambulacion - +/- + - - NA NA - - -
Hipersensibilidad a el calor - + +/- NA - - - - - -
Transtornos del suefio + + - + + - -
Atraccion/fascinacion por el agua + + +- NA - - . + + +
Espectro autista + + + NA + + + - - -
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3.2. Estrategia de analisis genético

3.2.1. Etiologia molecular de los pacientes SA y SPW.

El diagnodstico de SA y SPW se ha confirmado en los 27 pacientes mediante
MS-PCR (Ramsden et al. 2010) con un patron de metilacién caracteristico. Para
determinar la etiologia molecular se ha establecido un algoritmo de diagndstico (Figura
3.1). Primero, se ha desarrollado un MLPA a medida (custom MLPA1) que interroga
tanto la presencia de delecion como su longitud diferenciando la clase | y la clase Il

En el mismo ensayo se han estudiado 15 muestras de poblacién control.

Si no existe delecion, se realiza el analisis de microsatélites localizados tanto
en la region 15q11.2-q13 como fuera de ella para detectar una disomia uniparental
(UPD). Los microsatélites, ademas, permiten confirmar la presencia y el tamafo de las

deleciones del cromosoma 15

Analisis
metilacion

SA/ SPW

Secuenciacion
UBE3A

Patron de
metilaciéon
alterado

Estudio de
UPD

[ Microsatélites 1

l+ + N

SA/SPW
pordelecion
Claselo Clasell

Estudio de
delecion

[ Custom MLPA1

SA/SPW SA/SPW
porUPD pordefecto Cl

Figura 3.1. Algoritmo diagnéstico utilizado para determinar la etiologia molecular de los pacientes SA y
SPW.
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3.2.2. Frecuencia de la inversién 15q11.2-q13 en un estudio
caso-control

Casos :

Se han valorado un total de 53 muestras de progenitores con descendencia
afectada por SA (10 padres y 11 madres) y SPW (16 padres y 16 madres). Los
progenitores se han dividido en diferentes grupos segun la etiologia molecular de su
descendencia para comparar la frecuencia de la inversion 15q11.2-q13 frente a los
controles. El grupo de SPW se compone de: siete progenitores con hijos afectos por
delecién (dos de clase | y siete de clase Il), cinco por UPD y uno por defecto de
impronta. El grupo de SA esta formado por 10 padres y 11 madres con descendencia

por delecion (tres de clase | y ocho de clase Il) (Tabla 3.2).
Tabla 3.2. Etiologia molecular de los pacientes SA.

Del clase | Delclasell UPD

Controles:

Se han seleccionado 23 muestras como grupo control para estimar la frecuencia
de la inversion 15911.2-q13 en poblacidén general espafiola cuyos criterios de inclusion

fueron:
- Edad superior a 18 anos.

- Con descendencia no diagnosticada de SA / SPW o trastornos del neurodesarrollo.

3.2.3. Estudio de pacientes SA-like

Se han interrogado 20 pacientes SA-like sin etiologia molecular conocida, es
decir, con un patron de metilacién normal, sin delecion, ni UPD de la region 15q11.2-
g13 y sin mutaciones puntuales en los exones del 7 al 16 del gen UBE3A. Se ha
elaborado un algoritmo de diagndstico para determinar la etiologia molecular de los

pacientes SA-like (Figura 3.2):

o Utilizando el custom MLPA2 se han analizado 10 regiones asociadas a

sindromes con DI en los pacientes SA-like, sus progenitores y dos muestras
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control utilizando el custom MLPA2 desarrollado por el grupo de genética

liderado por el Dr. Luis Pérez Jurado de la Universidad Pompeu Fabra.

¢ Se han analizado las regiones subteloméricas mediante el kit comercial MLPA
P036C (MRC-Holland) en los pacientes SA-like, sus progenitores y 7 sujetos de

poblacion general espafiola.

e Se ha valorado la presencia de CNVs en todo el genoma mediante el a-CGH
de Agilent de 244K .

e Confirmaciéon y determinacion de la herencia de 72 regiones independientes
(con frecuencia poblacional <5% y con genes codificantes) que han sido
previamente identificadas como CNVs por el a-CGH mediante el custom
MLPAS3.

ustomMLPA
CNVs que
causanDI

MLPA
subteloméricas

20 SA-like

Array-CGH 1

244K Agilent J

h 4

DECIPHER De novo

i o —_—
DGV muy raro

Posiblemente
relevante

Posiblemente no \
relevante |Custom MLPA3||
\ /

\ /

4
‘\\“_;/,,

Figura 3.2. Algoritmo diagndstico utilizado para determinar la etiologia molecular de los pacientes SA-like.
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3.2.4. Estudios complementarios

Se ha completado el estudio de las CVNs detectadas en pacientes SA-like por

a-CGH mediante la utilizacion del custom MLPAS y el custom MLPA3 modificado para:

Determinar la herencia de las 72 regiones independientes consideradas CNVs

mediante custom MLPAS.

Se ha establecido la frecuencia de las CNVs en un grupo control compuesto
por 453 individuos de poblacién general espafola mediante custom MLPA3
modificado. Las CNVs son una gran fuente de variacion entre poblaciones, por
tanto, es necesario determinar la frecuencia de las CNVs de nuestra serie para

poder comparar estas frecuencias entre pacientes y poblacion general.

Se ha realizado el cribado mediante el custom MLPA3 modificado en 460
pacientes con TND (276 DI, 164 TEA junto con los 20 SA-like) sin etiologia

molecular conocida.

Ademas siete pacientes han sido analizados en mayor detalle:

Paciente SS5: se ha estudiado la herencia de la duplicacién Xp11.23 en los
padres, un tio y los abuelos maternos,. También se ha realizado el analisis del
polimorfismo de repeticiones cortas o STR situado en el gen del receptor de
androégenos humano (HUMARA) en sangre y saliva para determinar si hay

inactivacion del cromosoma X en la abuela y la madre.

Paciente MS4: se ha valorado la herencia de la duplicacién Xq28 en los
padres, un hermano y una hermana. Ademas se ha analizado sangre y saliva
de la madre y la hermana para determinar la inactivacion preferencial del

cromosoma X mediante HUMARA.

Pacientes HI1876 y HI1877: se ha valorado la herencia de la duplicacién Xq28
en los padres. Ademas se ha analizado en ADN de linea celular de la madre y
la hermana para determinar la inactivacion preferencial del cromosoma X
mediante HUMARA.

Pacientes NS1 y NS2: se ha determinado la herencia de la delecién parcial del

gen MYH13 (17p13.1) en los progenitores de estas hermanas. Asimismo, se
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han secuenciado todos los exones del gen en busca de mutaciones puntuales

o0 SNPs poco frecuentes en la familia.

e Paciente SS7: se ha determinado la herencia de la delecién 19913.41 en los
progenitores. Se han secuenciado tanto los exones de los genes codificantes
ZNF528 y ZNF534, asi como, los exones de los RNAs no codificantes ZNF528-
AS1, AK097590 y BX537909 del trio familiar. Ademas se ha desarrollado un
modelo celular de knockdown en las lineas celulares establecidas (LCL) SH-
SY5Y de neuroblastoma. Tras la transfeccion con ARNs de interferencia
(siRNA) se ha evaluado la expresion de los ARNs no codificantes, los genes
colindantes y los genes implicados en las vias de transmisién y plasticidad
sinaptica y potenciacién a largo plazo mediante QPCR. Las vias de interaccién

han sido obtenidas a partir del software en linea STRING (<http://string-
db.org/>).

3.3. Métodos

3.3.1. Extraccion de ADN

Se ha llevado a cabo la extraccion de ADN por precipitacién salina a partir de
sangre periférica en Tris-EDTA potasica en todos los sujetos SPW, SA, SA-like y los

respectivos progenitores y familiares.

Protocolo de extraccion de ADN por precipitacion salina

> Reactivos

%+ Reactivos de Gentra (Qiagen)

> Lisis de Hematies
1. Dispensar 18mL de RBC lysis solution junto con 6mL de sangre total en
EDTA potasica. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
2. Centrifugar durante 5 minutos a 2000g a 4°C vy extraer el sobrenadante.
3. Agitar el liquido residual (300uL) mediante vértex suave para resuspender el

botdén celular.
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> Lisis celular

4. Ahadir 6mL de Cell lysis solution y homogeneizar con vortex suave.

> Precipitacion de proteinas
5. Agregar 2mL de Protein precipitation solution y agitar con el vértex para
mezclar la solucion con las células anteriormente lisadas.

6. Centrifugar durante 5 minutos a 2000g y a 4°C.

> Precipitacion del ADN
7. Dispensar 10mL de etanol absoluto frio en un tubo de 50mL y agregar el
sobrenadante obtenido tras el paso 6.
8. Mezclar ambas fluidos por inversion repetidas veces.
9. Centrifugar a 4°C durante 3 minutos a 2000g.
10. Aspirar el sobrenadante hasta eliminar todo el liquido y dejar secar el pellet
a temperatura ambiente durante 5 minutos.
11. Anadir 5mL de etanol 70% frio, agitar suavemente con la mano y
centrifugar durante 1 minuto a 2000g.
12. Aspirar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
13. Tras la evaporacion completa del Etanol 70% se anaden 500uL de agua

(Braun). Mezclar por inversién en noria a temperatura ambiente toda la noche.

> Cuantificaciéon
14. Cuantificar la concentracion y pureza del ADN en Nanodrop (ND-1000,
Thermo scientific).
15. La concentracién obtenida suele oscilar entre 150-900ng/uL y los valores
de pureza (ratio 260/280 y 260/230) es recomendable que estén en valores
superiores a 1,8.
16. Se realizan alicuotas de 100uL donde una se guarda a 4°C (para trabajar

con ella inmediatamente) y el resto a -20°C.

Se ha realizado también la extraccion de ADN a partir de saliva en la madre y
abuela del paciente SS5 y en la madre y la hermana del paciente MS4 mediante el kit
Oragene-DNA (DNA genotek) segun el protocolo de la casa comercial.
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3.3.2. Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)

La técnica de MLPA es un método semicuantitativo utilizado para la deteccion
de ganancias (valores normalizados > 1.3) o pérdidas (valores normalizados <0.65)
de material genético en diferentes regiones del genoma de manera simultanea
(Schouten et al. 2002). En el presente trabajo esta técnica se ha utilizado con sondas
comerciales subteloméricas y sondas de disefio propio (custom MLPA1, custom
MLPA2, custom MLPA3 y custom MLPA3 modificado).

3.3.2.1. MLPA con sondas comerciales

Para determinar ganancias o pérdidas en regiones subteloméricas se ha
utilizado el kit comercial de MLPA P036C compuesto por sondas de oligonucleétidos
localizadas en cada una de las regiones subteloméricas de los cromosomas
autosdmicos y en las regiones pseudoautosomicas PAR1 / PAR2 de los cromosomas
XeY (Tabla 3.3)

Tabla 3.3. Sondas del kit comercial de MLPA P036C para el cribado de regiones subteloméricas.

Cromosoma Brazop Brazoq Cromosoma Brazop Brazoq
1 SCNN1D |KIAA1720 13 PSPC1 F7
2 ACP1 CAPN10 14 HEI10 MTA1
3 1CHL1 BDH 15 MKRN3 [ALDH1A3
4 FLJ20265| FRG1 16 POLR3K|GAS 11-8
5 PDCD6 | GNB2L1 17 RPH3AL| TBCD
6 IRF4 PSMB1 18 USP14 |FLJ21172
7 CENTA1 | VIPR2 19 CDC34 BC-2
8 FBX025 |KIAA0150 20 SOX12 | OPRL1
9 DMRT1 | EHMT1 21 RBM11 | HMT1
10 KIAA0934| PAO 22 BID RABL2B
11 RIC-8 |KIAA0O056 XY SHOX | SYBL1
12 SLC6A12| ZNF10

Protocolo de MLPA con sondas comerciales (Kit P036C)

> Preparaciéon del ADN

1. Diluir 100ng de ADN en un volumen final de 5uL de H,O.
2. Calentar los 5uL a 98°C durante 8 minutos en el termociclador (Applied

Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700) para fragmentar el ADN.
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Hibridaciéon

3. Preparar la mezcla de hibridacién: 1,5uL de Salsa Probe Mix + 1,5uL de
MLPA Buffer (temperatura ambiente).

4. Hacer descender la temperatura a 25°C y dispensar 3uL de la mezcla de
hibridacion.

5. Desnaturalizar el ADN vy las sondas durante 90 segundos a 95°C e hibridar
16 horas a 60°C.

Ligacion

6. Preparar la mezcla de la ligacion en hielo: 3uL de Ligase buffer A + 3uL de
Ligase buffer B + 25uL de H,O + 1L de Ligase 65.

7. A 54°C agregar 32uL de la mezcla de ligacién, mezclar e incubar durante 25
minutos a 54°C.

8. Inactivar el enzima a 98°C durante 5 minutos.

PCR
9. Mezclar 13pL de H,O con 2uL de Salsa PCR buffer y dispensar los 15uL de
esta mezcla en una microplaca.
10. En hielo, mezclar: 3,75uL de H,O + 1uL de Salsa PCR primer mix + 0,25uL
Salsa polymerase + 5 L del producto de ligacion.
11. Amplificar la reaccion utilizando el programa:

o 36 ciclos de: desnaturalizacion (94°C 30 segundos), hibridacion (60°C

30 segundos) y elongacion (72°C 1 minuto).

o Elongacion final de 25 minutos a 72°C.

Analizador genético

12. Por muestra se agregan 9,75uL de Hidi Formamida (Applied Biosystems),
0,25uL de ROX 500 (GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard, Applied
Biosystems) y 2L del producto de la PCR.

13. Las muestras se desnaturalizan 2 minutos a 85°C y se hace descender la
temperatura a 4°C durante 2 minutos.

14. Las muestras se analizan en el analizador genético ABIPRISM 3730xI
(3730xI Genetic Analyzer de Applied Biosystems).

15. Los resultados se han visualizado utilizando el software GeneMapper 3.7

(Applied Biosystems).
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3.3.2.2. Custom MLPAs con sondas no comerciales

Diseno de las sondas de MLPA

Las sondas se componen basicamente de tres tipos de secuencias:

Secuencias que hibridan sobre la region del genoma que se quiere estudiar.
Secuencia elongadora que se intercala entre la secuencia que hibrida y la
secuencia complementaria a los cebadores de PCR y que otorgan un peso
molecular caracteristico a cada region que queremos interrogar.

Secuencias complementarias a los cebadores de PCR.

I. Las secuencias que hibridan sobre el ADN se componen de dos oligonucleétidos

separados entre si por un nucledétido, lugar por donde se produce la ligacién de ambas

secuencias tras la hibridacién. Las secuencias especificas para analizar una region

concreta del genoma deben cumplir una serie de requisitos:

La secuencia de los oligonuclettidos debe ser especifica (se coteja con el

genoma con la herramienta BLAT (<http://genome.ucsc.edu/>), no repetitiva y

no contener SNPs en el lugar donde se vaya a producir la ligacion.

El porcentaje de bases GC, de los oligonucledtidos debe estar comprendido
entre el 35-60%. Se comprueba mediante el programa Raw Probe
(<http://www.mrcholland.com>).

No debe haber mas de tres G o C consecutivas en el lugar adyacente a la
ligacion de ambos oligonucleétidos.

Los oligonucledtido de la izquierda no puede comenzar por A o T y el derecha
terminarpor Ao T.

La temperatura de melting (TM) de cada oligonucleétido debe ser >70°C.

El extremo 5’ del oligonucleétido derecho debe estar fosforilado para que la
reaccion enzimatica mediada por la ligasa una los extremos de ambos

oligonucleotidos.

Il. Secuencia elongadora que no hibrida en el genoma humano para generar sondas

con un peso molecular especifico:

+ Secuencia elongadora: cct-ata-gcg-act-tac-gga-cgg-cgt-att-cgt-act-gac-tga

[1l. Las secuencias anadidas en 5’son idénticas a la de los cebadores marcados con

fluorescencia para la amplificacion. En 3'se afiade la secuencia complementaria del
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cebador reverso (TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC). Para la amplificacion se han

utilizado tres cebadores diferentes con marcaje fluorescente (FAM, VIC, NED) en la

region 5°, ademas de un cebador comun no marcado:

- MLPA_PCR_FAM
- MLPA_PCR_VIC
- MLPA_PCR_NED
- MLPA_PCR_Rev

FAMGGGTTCCCTAAGGGTTGGA

VICGGGAACCGTAGCACATGGA
GGGTAGGGAATCCCTTGGA

GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA

El disefio de las sondas fue llevado a cabo de manera manual en las fases

iniciales. A posteriori se realizé con la ayuda del software MLPA ProseeK (Pantano et

al. 2008) (http://davinci.crg.es/estivill lab/mlpa/).

A lo largo del presente trabajo se han utilizado tres ensayos diferentes de sondas

MLPA no comerciales:

1.

Ensayo custom MLPA1 que incluye sondas de la regién asociada a SA 'y SPW

del cromosoma 15 para determinar la presencia y longitud de las deleciones.

Este ensayo se compone de un total de siete sondas control (regiones sin

CNVs conocidas), dos sondas localizadas entre los puntos de rotura BP1 y
BP2, tres sondas entre BP2-BP3, dos entre BP3-BP4 y tres sondas en

diferentes regiones del cromosoma 15 (Tabla 3.4). Las secuencias de las

sondas se recoge en el Anexo.

Tabla 3.4. Sondas del ensayo custom MLPA1. En verde, sondas control. En negro, sondas que
interrogan regiones del cromosoma 15.

Sonda Region Gen Chr Banda Inicio Fin
TUBGCP5 BP1-BP2 TUBGCP5 15 15q11.2 22867547 22867609
NIPA2 BP1-BP2  NIPA 15 15g11.2 23005601 23005659
SNRPN BP2-BP3 SNRPN 15 15q11.2 25213162 25213220
UBE3A_16EX BP2-BP3 UBE3A 15 15g11.2 25582509 25582568
UBE3A_9EX BP2-BP3 UBE3A 15 15g11.2 25620853 25620906
NDNL2 BP3-BP4 NDNL2 15 15913.1 29561201 29561262
TJP1 BP3-BP4 TJP1 15 15913.1 29996366 29996425
ENr323_1 Control LACE1 6 6921 108616838 108616897
ENmO013_1 Control PFTK1 7 7921,13 90412188 90412247
ENmMO014_1 Control 7 7q931,33 127079103 127079157
RNAseP_1 Control RPP30 10 10923,31 92631730 92631777
RYR3 Control RYRS3 15 15914 34077976 34078026
AQR Control AQR 15 15914 35219236 35219300
ENm313_2 Control 16 16921 62583767 62583826
ENr213_1 Control 18 18g12.1 25916728 25916787
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2. Ensayo custom MLPA2, compuesto por 14 sondas que interrogan un total de

10 regiones gendmicas asociadas a Dl y tres sondas control (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Sondas del ensayo custom MLPAZ2. En verde, sondas control. En negro, sondas que
interrogan regiones asociadas a DI.

Sindrome Localizacion Gen  Marcaje Longitud (pb)
Delecion 1p 1p36 SKI HEX 148
Delecion 1p 1p36 TP73 HEX 151
Retraso mental 1g21.1 BCL9 HEX 98
Control 5p14.1 CDH9 HEX 111
Sotos 5935 NSD1 FAM 96
Williams-Beuren 7q11.23 WBSCR1 FAM 89
Williams-Beuren 7q11.23 BAZ1B FAM 120
Control 129131 FLJ20436 HEX 129
Prader-Willi 15911.2 SNRNP FAM 98
Retraso mental 15q24.1 ARIH1T FAM 102
Retraso mental 15q24.1 PML FAM 109
Smith-Magenis 17p11 COPS3 FAM 114
Retraso mental 17912 TRIP3 FAM 106
Retraso mental 17g21.31 MAPT FAM 128
Control 18921.3 KIAA0427 HEX 115
Velocardiofacial 22911.21 HIRA FAM 93
Velocardiofacial 22q11.21 GNB1L HEX 123

3. Ensayo Custom MLPA3, utilizado para la validacion de 72 regiones alteradas
en el a-CGH. También se ha utilizado para determinar la herencia de las
diferentes CNVs y delimitar la longitud de las duplicaciones del cromosoma X
en los pacientes MS4 y SS5. El ensayo custom MLPA3 esta compuesto por un
total de 100 sondas: 90 sondas que interrogan las 72 regiones seleccionadas
del a-CGH, siete sondas del cromosoma X para delimitar la longitud de tres

CNVs localizadas en este cromosoma y tres sondas control.

Custom MLPA3 modificado. Al ensayo custom MLPA3 se han anadido 10 sondas
extra (Tabla 3.6) que se han relacionado con TND. Este nuevo ensayo interroga 82
regiones genomicas diferentes mediante 110 sondas (secuencia en el anexo). El
custom MLPA3 modificado ha sido utilizado para cribar 460 pacientes con TND sin
etiologia molecular conocida y establecer la frecuencia de las CNVs en un grupo
control de poblacién espanola (n=453). EI numero total de CNVs detectadas en los
grupos de pacientes SA-like, DI, TEA y TND se ha comparado respecto al total de
CNVs detectadas en el grupo control utilizando un test X? con IC 95% y correccién por
FDR. Ademas, se ha cotejado el numero de CNVs detectadas por cada sonda entre
los grupos de SA-like, DI, TEA y TND frente al grupo control mediante un test de
Fisher (IC, 95%) con su correspondiente correccion por FDR. Para llevar a cabo los
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caculos estadisticos se ha utilizado el Software Estadistico R (<https://www.r-

project.org>).
Tabla 3.6. Nuevas regiones interrogadas por el ensayo custom MLPA3 modificado.

Banda

Id sonda Regiones Chr Inicio Final
a-CGH
chr1_c1orf159 chr1 1019457 1019507 1p36.33 C1orf159
PLCD1 * chr3 38051646 38051705 3p22,2 PLCD1
chr6_147_S * chr6 147631275 147631330 6q924,3 STXBP5
chr6_PACRG * chr6 163314676 163314737 6926 PACRG
chr9_orf23 * chr9 34610725 34610773 9p13,3 c90rf23
ZCD1 * chri0 60042915 60042971 10qg21,1 CISD1
chr11_CNTCNS5 * chr11 99872807 99872866 11qg22.1 CNTN5
chr12_ING4 * chr12 6762395 6762455 12p13.31 ING4
chr14_PSMB11 * chri4 23512083 23512133 14q11.2 PSMB11
chr17_ABR * chr17 1083970 1084023 17p13,3 ABR(intron)

Protocolo de MLPA con sondas no comerciales

> Preparacioén del ADN
1. Diluir 100ng de ADN en un volumen final de 5uL de H,O.
2. Calentar los 5uL de H,O a 98°C durante 8 minutos en el termociclador
(Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700 ) para fragmentar el
ADN.

> Los pasos de hibridacién y ligaciéon son iguales a los descritos en el

apartado 2.3.2.1. de material y métodos del presente trabajo.

> PCR

9. Mezclar 13uL de H,O con 2uL de Salsa PCR buffer y dispensar los 15uL de
la mezcla en una microplaca.
10. En hielo, mezclar: 1,75uL de H,O + 1,5uL de mezcla de cebadores
(Ci=3uM) + 0.25uL de dNTPs (Ci=100uM) + 1uL tampdn sin MgCl, + 0,5uL Taq
Polimerasa (Roche) + 5uL del producto de ligacion.
11. Amplificar la reaccion utilizando el programa:

o desnaturalizacion ( 94°C 15 segundos)

o 32 ciclos de: desnaturalizacion (94°C 30 segundos), hibridacion (60°C

30 segundos) + elongacion (72°C 1 minuto)

o Elongacién final de 25 minutos a 72°C
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> Analizador genético
2. Por muestra se agregan 9,75uL de Hidi Formamida (Applied Biosystems),
,25uL de ROX 500 (GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard, Applied
Biosystems) y 2L de la PCR.
13. Las muestras se desnaturalizan 2 minutos a 85°C y se hace descender la
temperatura a 4°C durante 2 minutos.
14. Las muestras se analizan en el analizador genético ABIPRISM 3730xI
(3730xI Genetic Analyzer de Applied Biosystems).
15. Los resultados se han visualizado utilizando el software GeneMapper 3.7.

(Applied Biosystems).

3.3.3. Analisis de microsatélites del cromosoma 15

Para determinar la presencia de UPD en los pacientes SA y SPW, asi como,
verificar la longitud de las deleciones observadas mediante el ensayo custom MLPA1,

se han seleccionado 13 microsatélites polimorficos (http://genome.ucsc.edu). De los 13

microsatélites, cuatro se localizan entre los duplicones BP1-BP2 (D15S18 , D15S542,
D158912, D15S1035), cinco entre BP2-BP3 (D15S11, D15S97, D15S128, D15S113 y
GABRB3) y cuatro mapean fuera de la regién 15911.2-q13, tras el duplicon BP3
(D15S1233, D15S194, D15S123, D15S131). Un cebador de cada pareja
(generalmente el de la izquierda) presenta una modificacion en 5° mediante la
incorporacién de un fluoréforo (FAM o HEX) para permitir el analisis del producto de la
amplificacidon en un equipo de secuenciacion. Secuencias de los cebadores en el

Anexo.

3.3.3.1. Condiciones de las PCRs

A partir de ADN gendmico de los pacientes SA, SPW y sus progenitores se han
amplificado 13 microsatélites en un termociclador Applied Biosystems® GeneAmp®

PCR System 9700 bajo las siguientes condiciones de PCR:

Protocolo para la amplificacion de los microsatélites

> Reactivos
%+ dNTPs (5mM) (Invitrogen)
%+ Tampodn 10x con MgCl, (Roche)
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Cebadores (10 uM) (Sigma)

Taq Polimerasa (Roche)

H,O (Braun)

HiDi Formamida (Applied Biosystems)

GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems)

Mezcla de reactivos

1,2uL de mezcla de cebadores.
2,5uL tampén con MgCl,.

1,5uL dNTPs

0,3uL Taq

2,5uL ADN (75 ng)

17uL H>O (14.5 ul en D15S1233)
2,5uL formamida (en D15S1233)

Ampilificacién

1. D15S18, D15S542, D15S912, D15S1035, D15S123 y D15S1233: 94°C 5
minutos, un bucle de 32 repeticiones (94°C 30 segundos, 57°C 30 segundos,
72°C 30 segundos) y un ultimo paso de elongacion a 72°C durante 25 minutos.
2. D15S113, D15S11, D15S128, D15S97, GABRB3, D15S131 y D15S194:
94°C 5 minutos, un bucle de 32 repeticiones (94°C 30 segundos, 59°C 30
segundos, 72°C 30 segundos) y un ultimo paso de elongacién a 72°C durante

25 minutos.

Electroforesis

3. Los productos de las PCRs fueron comprobados en un gel de agarosa al 2%
(100g de agarosa en 50mL TBE 1X) al que se le ha afadido 5uL de SYBR®
Safe DNA Gel Stain y utilizando el marcador de peso molecular 1Kb DNA
Ladder (Invitrogen).

4. Para visualizar el gel de agarosa se utiliza el sistema de captura Gel Doc XR.

Analizador genético

5. Por muestra, se agregan 9,75uL de Hidi Formamida (Applied Biosystems),
0,25uL de ROX 500 (GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard, Applied
Biosystems) y 2L de la PCR.

6. Las muestras se desnaturalizan 5 minutos a 95°C y se hace descender la

temperatura a 4°C.
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7. Las muestras se analizan en el analizador genético ABIPRISM 3730xI
(3730xI Genetic Analyzer de Applied Biosystems).
8. Los resultados se han visualizado utilizando el software GeneMapper 3.7.

(Applied Biosystems).

3.3.4. Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) se ha utilizado para determinar la
orientacion de la region 15911.2-q13 mediante sondas no comerciales obtenidas a
partir de cromosomas artificiales de bacterias (BACs, bacterial artificial chromosomes)
de la libreria gendmica de BACs del Children’s Hospital Oakland Research Institute

(CHORI, http:// acpac.chori.org/ genomicRearrays. php). Esta libreria se encuentra en

el Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB) y consta de 32450 clones
bacterianos que mapean el genoma humano. La hibridacion se ha llevado a cabo con
los BACs RP11-494F2 (AC103750) y RP11-322N14 (AC017046), ambos
comprendidos dentro de la region cromosomica 15q11.2-q13, entre los puntos de
rotura BP2 y BP3. La distancia que existe entre ambos es de 4,8 Mb
aproximadamente. A partir de los viales con bacterias transfectadas se procede al
cultivo del BAC, extraccion del ADN plasmidico, marcaje con los fluoréforos
SpectrumGreen y SpectrumOrange e hibridacidén sobre las extensiones metafasicas

fijadas en un porta.

3.3.4.1. Sondas de FISH.

Protocolo para cultivo de BACs

> Reactivos
%+ Medio de cultivo LB.

%+ Cloranfenicol 20mg/mL.: reconstituir cloranfenicol en etanol 70%.

> Cultivo de BACS
1. Mezclar 4mL de medio LB con 4L de cloranfenicol (20mg/mL) en un tubo de
15mL.
2. Extraer los BACs a cultivar del congelador de -80°C y ponerlo en nieve
carbédnica.
3. Raspar cultivo congelado de BACs con una punta de pipeta, la cual se

inserta en el tubo junto con el medio de cultivo y el antibiético.
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4. Tapar tubo y poner en incubador a 37°C en agitacion toda la noche (lo

recomendable son 16 horas).

El ADN de las bacterias se ha extraido con una lisis alcalina estandar utilizando
las soluciones P1 y P3 del plasmid mini kit (Qiagen) para la realizacion de minipreps.

La solucién P2 es necesario prepararla en el momento de la extraccion.

Protocolo para extraccion de ADN plasmidico de BACs

> Reactivos
% Solucién P1: 15 mM Tris pH 8 + 10mM EDTA + 100 ug/mL RNase A
% Solucién P2: 0.2N NaOH + 1% (SDS)~> 1,2 mL NaOH 5N + 26,7 mL H,O +
2.14 mL SDS 14% (seguir este orden).
=% Solucién P3: 3M KOAc, pH 5,5 (autoclavado y guardado a 4°C).

% Fenol cloroformo isoamilico a proporcion 25:24:1.

> Lisis celular
1. Extraer la punta de pipeta del tubo y centrifugar a 3000g durante 15 minutos
(Centrifuge 5415D, Eppendorf).
2. Desechar el sobrenadante y quedarse con el boton.
3. Afadir 0,3mL de la solucion P1 (RNAsa A anadida Cf=100ug/mL) y
seguidamente resuspender el botén mediante la agitacion en vortex (MS 2
Minishaker Touch Mixer. IKA, General Laboratory supply). Pasar a un
eppendorf.
4. Anadir 0,3mL de la solucion P2 y agitar suavemente hasta homogeneizar la
muestra. Dejar a temperatura ambiente durante un minimo de 5 minutos. La
solucién cambia de un aspecto turbio a uno translucido.
5. Agregar 0,3mL de la solucion P3 y mezclar por inversion (se observa un
precipitado blanco de proteinas). Dejar reposar los tubos en hielo al menos 5
minutos y centrifugar a 15000g 10 minutos a 4°C.
6. Eliminar el botén de proteinas del eppendorf mediante un palillo esterilizado.
7. Volver a centrifugar a 15000g durante 5 minutos a 4°C.

8. Recolectar el sobrenadante y pasarlo a un eppendorf nuevo.

> Purificacion del ADN
9. Mezclar el sobrenadante con un volumen de fenol cloroformo isoamilico
(Sigma), agitar por inversion, dejar reposar 5 minutos y centrifugar a 15000g

durante 2 minutos.
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10. De las tres fases que se forman, recuperar la superior (acuosa) y

depositarla en un nuevo eppendorf.

> Precipitacion del ADN
11. Anadir 2,5 volumenes de etanol absoluto frio, mezclar por inversion y dejar
reposar al menos 20 minutos en el congelador a -20°C.
12. Centrifugar a 4°C 15 minutos y 15000g.
13. Decantar el contenido del tubo con cuidado de no perder el boton.
14. Anadir 500 pL de etanol 70% frio, agitar suavemente para eliminar sales y
volver a centrifugar a 15000g durante 15 minutos.
15. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente (es
muy importante que el botén quede completamente seco).

16. Diluir el boton celular en 50uL de agua estéril o TE.

> Cuantificacion
17. Cuantificar la concentracion y la pureza del ADN en Nanodrop (ND-1000,
Thermo scientific).
18. La concentracion obtenida suele oscilar entre 150-900ng/uL y los valores
de pureza (ratio 260/280 y 260/230) es recomendable que estén en valores
superiores a 1,8.
19. Comprobar integridad del ADN con un gel de agarosa al 1% y un marcador

de peso molecular conocido (Figura 3.3)

20. Se guarda a 4°C (para trabajar con ella inmediatamente) y el resto a -20°C.

T

12Kb

Figura 3.3. Gel de agarosa donde se muestra la integridad del ADN plasmidico extraido. En el
centro el marcador de peso molecular 1 kb plus Invitrogen que muestra que la longitud del ADN
obtenido es superior a 12 kb.

El ADN extraido de los BACs se ha utilizado para generar sondas de FISH
mediante marcaje directo utilizando el kit Nick translation (Abbott Molecular ) y los
fluoréforos SpectrumOrange-dUTP'y SpectrumGreen-dUTP (Abbott Molecular, USA).
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Protocolo de marcaje de las sondas FISH

>

*

Reactivos:

Spectrum Orange dUTP 50nmol / Spectrum Green dUTP 50nmol (Abbot
Molecular). Se reconstituyen en 50uL H,O para obtener una concentracion final
de 1mM. Esta solucion madre se guardara a -20°C. La alicuota de trabajo debe
estar a 0,2mM. A 10uL de la solucion de 1mM se le anaden 40uL de agua libre
de nucleasas.

Kit de marcaje Nick translation (Abbot Molecular). Preparar:

- 0,2 mM dNTP mezclar: 10uL de 0,3mM dATP + 0,3mM dCTP + 0,3mM
dGTP.

-dTTP a 0,1mM mezclar: 10puL de 0,3mM dTTP méas 20uL de agua libre de

nucleasas.

Marcaje de la sonda:

1. Mezclar: 10pL dNTP mix + 5uL dTTP + 5yl tampon + 2,5uL Spectrum Green
(sonda cercana al centrdmero) o Spectrum Orange (sonda distal) + 5uL
Enzima+ 5uL ADN (1ug) + 17,5uL H,O para un volumen final de 50uL,

2. Se incuba en un bano frio 2 horas 45 minutos a 15°C. Se inactiva el enzima
incubando 10 minutos a 70°C. Se enfria en hielo al menos durante 15 minutos
para que el ADN se reconstituya adecuadamente.

3. Se valora la digestion migrando 9uL del producto de la Nick translation en un
gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio (Figura 3.4). En una correcta
digestién se observan fragmentos de ADN comprendidos entre 200 y 600 pb.
Si se aprecia una banda de ADN sin cortar se afnade de nuevo enzima y se
vuelve a incubar durante 1 hora mas. En el caso de que los tamafios de
digestidn sean inferiores a 300pb, es preferible realizar un nuevo marcaje.

4. Se dividen los 50uL de la reaccién de Nick translation en dos alicuotas de
25uL. Las sondas son filtradas para eliminar restos de dNTPs y fluoréforos
mediante el sistema Autoseq G-50 Dye Terminator Removal Kit (GE

Healthcare, UK) segun protocolo del fabricante.

Figura 3.4.Gel de agarosa 2% donde se muestran los tamarios de diferentes alicuotas del BAC
RP11-494F2 marcados por Nick Translation.

78



Material y Métodos

> Precipitacion de las sondas:
5. Se vuelven a juntar los volumenes recuperados de las sondas filiradas en el
paso 4. Se suelen recuperar unos 40puL.
6. Para bloquear las secuencias repetitivas de nuestras sondas afadimos 3l
de Cot1-DNA y 2uL de esperma de salmon (SS-DNA) sobre el volumen
recuperado de las sondas. Se ajusta la mezcla a un volumen final de 100uL
anadiendo agua.
7. Se precipita el ADN con 10uL de Acetato sodico (NaAc) 3M y 2 volumenes
de etanol 100% frio. Se mezcla por inversion y se deja a -20°C un minimo de
20 minutos, aunque es aconsejable dejar precipitar toda la noche.
8. Centrifugar a 4°C durante 25 minutos a 15000g, eliminar el sobrenadante por
decantacion y limpiar el boton anadiendo 1mL de Etanol 70% frio.
9. Centrifugar 15 minutos a 4°C y 15000g. Se elimina sobrenadante y se seca
el botén durante 10 minutos a 37°C para eliminar el exceso de etanol 70%.
10. Agregar al botén seco 10uL de formamida desionizada, mezclar bien y se
deja 5 minutos a 65°C. Se agregan 10uL de dextran-sulfato/12xSSC, se mezcla
y se vuelve a dejar 5 minutos a 65°C.

11. Guardar en nevera a oscuras.

3.3.4.2. Obtencion de extensiones metafasicas

Se ha realizado una extraccion de 3mL de sangre periférica en heparina sédica
para llevar a cabo cultivos de linfocitos y para obtener extensiones cromosémicas con

bandas de alta resolucion.

Protocolo para la sincronizacion de cultivos celulares y la realizacion de

extensiones metafasicas

> Reactivos
% Solucién hipoténica: 24mL de KCI 2,48M en 1L de agua destilada.

% Fijador Carnoy: Metanol + acido acético en volumenes 3:1.
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Cultivo celular

1. Atemperar el medio de cultivo compuesto por RPMI enriquecido con L-
glutamina (1%), suero fetal bovino inactivado (15%), 5% de fitohemaglutinina y
antibidtico penicilina-streptomicina (Gibco) al 1%. Agregar 10mL de medio a un
frasco de cultivo de 25 cm? (Corning o NUNC).

2. Anadir 1mL de sangre recogida en un tubo de heparina sddica.

3. Incubar en estufa a 5% CO, y 37°C durante 72 horas.

Sincronizacién celular

4. A las 48 horas del inicio del cultivo se afaden 0.2mL de solucién A de
Chromosome Synchro P (Euroclone) e incubar a 37°C y 5% de CO, durante 16
horas.

5. Agregar 0,2mL de solucion B de Chromosome Synchro P (Euroclone) e
incubar 5 horas a 37°C y 5% de CO..

6. Anradir 0,1mL de Colcemid (Sigma-Aldrich) (10ug/mL) e incubar 60 minutos
mas a 37°C i 5% de CO..

Fijacion

7. Centrifugar 10 minutos a 6509 y aspirar sobrenadante.

8. Agitar con vortex y agregar muy lentamente (gota a gota) 7mL de solucion
hipoténica previamente atemperada a 37°C.

9. Incubar con hipoténico en un bafo a 37°C durante 10 minutos.

Fijacion

10. Adadir 1mL del fijador Carnoy, homogeneizar con pipeta pasteur y dejarlo
reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

11. Centrifugar 10 minutos a 6509 y aspirar el sobrenadante.

12. Resuspender el botén celular en 8mL de Carnoy afiadiéndolo gota a gota
hasta homogeneizar.

13. Centrifugar 10 minutos a 6509 y aspirar el sobrenadante.

14 Repetir los pasos 12 y 13 dos veces mas para eliminar restos

citoplasmaticos.

Extensiones metafasicas
15. Atemperar los portaobjetos durante 30 minutos a temperatura ambiente
antes de utilizarlos. Aspirar el sobrenadante del ultimo lavado con Carnoy,

anadir 1,5mL de nuevo Carnoy y homogeneizar en vortex.
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16. Sobre un portaobjetos desengrasado previamente en metanol se dejan caer
dos o tres gotas de la suspensién celular en Carnoy, desde una altura
aproximada de 20 centimetros.

17. Dejar secar a temperatura ambiente si las condiciones lo permiten, en su
defecto se puede utilizar una placa caliente a 50°C para acelerar el proceso.

18. Guardar el boton celular y las extensiones que no se vayan a analizar a

menos 20°C.

3.3.4.3. Hibridacion de la sondas de FISH

Para mejorar el proceso de hibridacion se realizan una serie de tratamientos

previo a los portaobjetos con las extensiones metafasicas.

Protocolo pre-FISH

> Envejecimiento de los cromosomas

1. Se envejecen las extensiones metafasicas en el equipo HYBrite (Abbot
Molecular, USA), durante 1 hora a 80°C.

> Reactivos

=% HCI. Preparar solucién inicial a 50mM (500ml): 2,15mL de clorhidrico 37% +
498mL H,0 destilada. Realizar dilucion a 10mM (500mL).

=+ Pepsina a 100mg/mL. Preparar 1mL y realizar alicuotas de 20uL para congelar
a -20°C, ya que no es aconsejable congelar y descongelar repetidas veces.

=% Solucion 1. PBS/50mM MgCI2 (50mL): 2,5mL MgCI2 1M + PBS hasta enrasar
a 50mL.

=% Solucion 2. Formaldehido 1% en PBS/50mM MgCI2 (50mM): se mezclan 2,5
mL de MgCI2 a 1M + 1,75mL de formaldehido y se enrasa a 50mL con PBS.

%+ 0,4xSSC / 0,3% NP-40 (1L): 20mL 20xSSC + 3mL NP-40, se enrasa a 1L con
agua destilada y se ajustael pHa 7.

% 2xSSC/0,1% NP-40 (1L): 100 mL. 20xSSC + 1 mL. NP-40, se enrasa a 1 litro

con agua destilada y se ajusta el pH a 7.

Se realizan una serie de tratamientos enzimaticos con el objetivo de eliminar

restos citoplasmaticos de las extensiones metafasicas.
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Tratamientos enzimaticos

1. Incubar las extensiones metafasicas con RNAsa (100ug/mL) a 37°C durante
15 minutos en una cadmara humeda.

2. Realizar 2 banos de 5 minutos en 2xSSC en agitacién a temperatura
ambiente.

3. Incubar las extensiones metafasicas 5 minutos en pepsina 100mg/mL (5uL
de pepsina) a 100mg/ml en 50mL HCI (10mM) a 37°C en un bafio en agitacion.
4. Incubar 5 minutos en PBS 1X (pH=7) en agitacion a temperatura ambiente.
5. Incubar 5 minutos en la solucién 1 en agitacion a temperatura ambiente.

6. Incubar 10 minutos en solucién 2 en agitacion a temperatura ambiente.

7. Incubar 5 minutos en PBS 1X (pH=7) en agitacion a temperatura ambiente.
8. Se llevan a cabo barios seriados en alcoholes a diferentes concentraciones
para deshidratar las extensiones: 3 minutos en etanol 70%, 3 minutos en etanol
85% y 3 minutos en etanol 100%.

9. Secar las extensiones a temperatura ambiente antes de hibridar las sondas.

Hibridacién

10. Dispensar 5uL de sonda de hibridacion sobre el porta con las extensiones
metafasicas. Seguidamente, poner un cubreobjetos encima con cuidado de no
deslizarlo sobre la muestra.

11. Sellar todo el perimetro del cubreobjetos con cola Paniker para evitar la
evaporacion de la sonda e hibridar en el aparato HYBrite (Abbott Molecular,
USA) durante 1 minuto a 68°C (desnaturalizacion de la sonda) y 16 horas a

37°C (hibridacién de la sonda sobre las metafases).

Lavados

12. Retirar el cubreobjetos y proceder a los lavados para eliminar los restos de
sonda que no hayan hibridado adecuadamente: 2 minutos a 73°C en 0,4xSSC /
0,3% NP-40 (en agitacién); 1 minuto en 2xSSC / 0,1% NP-40 a temperatura

ambiente (en agitacion).

Deshidratacion y contratincién

13. Realizar bafios seriados de 2 minutos en etanoles al 70%, al 85% y al
100% para deshidratar.

14. Dejar secar los portas a temperatura ambiente y a oscuras para no perder
la fluorescencia de las sondas.

15. Aplicar 40pL de DAPI (Roche).
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3.3.4.4. Analisis de fluorescencia

La valoracion de la FISH se ha llevado cabo mediante un microscopio de
epifluorescencia equipado con el software de captura de imagenes Metasystems
(Vysis) y los filtros adecuados para detectar los colores verde y rojo de las sondas, asi
como, el color azul (DAPI) utilizado para realizar la contratinciéon de los cromosomas
metafasicos. Se han valorado un minimo de 39 metafases por individuo donde ambos
cromosoma 15 han mostrado sefnales fluorescentes a suficiente distancia como para
discernir con claridad la orientacién de la region 15q11.2-g13. Segun nuestro disefo,
cuando la sonda verde se encuentra mas cerca del centréomero, la orientacion de la
region 15q11.q13.2 es la definida como estandar (orientacion presente en el genoma
de referencia). Por el contrario, si es la sonda roja la mas cercana al centromero la
orientacion de la region 15q11.2-13 se considera invertida (Figura 3.5). En los casos
con dificultades para valorar la orientacion de la region 15q11.2-q13 se ha
incrementado el numero de metafases valoradas para obtener una frecuencia de la

inversién mas precisa.

El analisis de la orientacion de la region 15911.2-q13 se ha llevado a cabo a
ciegas, sin conocer la etiologia de las muestras estudiadas, para no incurrir en

interpretaciones subjetivas.

Para valorar si existen diferencias significativas entre los diferentes grupos
analizados se ha utilizado el Software Estadistico R (<https://www.r-project.org>). Se
ha comparado la frecuencia de la inversion en los diferentes grupos de progenitores de
pacientes SA/SPW respecto al grupo control mediante un test de Fisher para multiples
comparaciones (IC, 95%). Los p-valores obtenidos han sido ajustados mediante el
método de False discovery rate (FDR) para evitar obtener valores significativos falsos

debidos al azar.
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Figura 3.5. Cromosoma 15, con la region 15q11.2-q13 ampliada. En la orientacién estandar la sonda
marcada en color verde se encuentra mas cerca del centromero que la roja. En la orientacion invertida, es
la sonda marcada en rojo la mas proxima al centromero.

3.3.5. a-CGH

En el presente trabajo se han estudiado 20 pacientes SA-like mediante el a-
CGH de Agilent Technologies de 244k (G4411B), que detecta regiones variables en
numero de copia en todo el genoma con una resolucion promedio de una sonda cada
8,9 Kb y 7,5Kb en Ref Seq genes. Este a-CGH se compone por 236381 sondas de 60
mer de longitud que se concentran en regiones promotoras y exonicas de genes

codificantes.

3.3.5.1. Integridad y concentracion del ADN

Para llevar a cabo el a-CGH se ha de comprobar la integridad, concentracion y
pureza de los ADNs a hibridar siguiendo el protocolo de extracciéon explicado en
apartado 2.3.1. La integridad del ADN se ha chequeado mediante un gel de agarosa al
0.8% (Figura 3.6). La concentracion y pureza del ADN se han medido utilizando las
ratios de pureza 260/280 y 260/230 del Nanodrop (ND-1000, Thermo scientific) (Tabla
3.7).
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Figura 3.6. Comprobacién de la integridad del ADN. La muestras se analizan mediante un gel de agarosa
al 0.8% y tefiido con SYBR Green Il RNA gel stain.

Tabla 3.7. Concentracion y pureza del ADN de las muestras SA-like.

Muestra Género ng/puL A260 A280 260/280 260/230

SS1 Masculino 2225 4.5 2,5 1,8 1,7
S§S2 Femenino 409,5 8,2 4,5 1,8 1,8
SS3 Masculino 117.,4 2,3 1,3 1,8 1,9
SS4 Femenino 907,6 18,2 10,0 1,8 1,7
SS5 Masculino 2537 51 2,8 1,8 1,9
SS6 Masculino | 638,64 12,7 6,8 1,9 2,0
SS7 Masculino 252,2 5,0 2,7 1,9 1,9
SS8 Femenino 563,9 11,3 6,2 1,8 1,9
SS9 Masculino 105,3 2.1 1,2 1,8 2,0
SS10 Masculino 7514 15,0 8,3 1,8 1,9
MS1 Masculino 277,5 5,6 3,0 1,8 1,9
MS2 Masculino 465,6 9,3 4,9 1,9 1,9
MS3 Masculino 7799 15,6 8,5 1,8 2.1
MS4 Masculino 7571 15,1 8,3 1,8 2,1
MS5 Masculino 363,4 7,3 4,0 1,8 1,8
NS1 Femenino 583,9 11,7 6,4 1,8 2,0
NS2 Femenino 436,2 8,7 4.8 1,8 2,0
NS3 Femenino 325,1 6,5 3,6 1,8 1,9
NS4 Femenino 370,8 7.4 41 1,8 1,9
NS5 Femenino 480,0 9,6 53 1,8 1,9

3.3.5.2. Hibridacion del a-CGH

La hibridacién de las muestras sobre el a-CGH se ha hecho a partir de 1ug de
ADN gendmico, pero al realizar todas las hibridaciones por duplicado, cambiando el
fluoréforo de marcaje (dye swap), se han utilizado 2ug por muestra. La hibridacion y la
estandarizacion de los valores obtenidos tras la hibridacién han sido desarrollados por

el servicio de microarrays del Centro de Regulacion Genomica.
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Protocolo de hibridacion del a-CGH

>

-+ & F & £ F

Reactivos

Kit Bioprime (Invitrogen)

ADN Cot-1 (Invitrogen)

Cy5 0 Cy3 dCTP (1.0mM)

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

NaAC 3M pH 5,2

Etanol frio absoluto / Etanol frio 70%

Solucién hibridacion (Cf): 5mL Formamida (50%) + 1mL 20xSSC (2x) + 1g
Sulfato de dextrano (10%) + 200uL Denhard’s solution 50x (1x) + 10uL EDTA
0.5M pH 8.0 (0.5 mM) + 3.79mL NaPhosphate pH 7.0 0.1M (40 mM). Filtrar con
una membrana de 0.22um.

Soluciéon de bloqueo: 75mL 20xSSC + 12,5mL 10%SDS + 2,59 BSA (98%

polvo) + 162,5 mL H,O mQ. Filtrar con una membrana de 0.22um.

Marcaje del ADN genémico. Protocolo del kit Bioprime (Invitrogen)
modificado para a-CGH (Pinkel et al. 1998)

Mezclar 400ng de DNA gendmicon y 20uL de 2,5x Primer Mix del kit. Ajustar el
volumen hasta 42uL con H,O mQ autoclavada.

Calentar 10 min a 99°C 30 segundos y dejar en hielo.

Se afiaden 5uL 10x dNTPmix + 2uL Cy5 o Cy3 dCTP (1.0mM) + 1uL Exo
Klenow.

Incubar a 37°C durante 16-18 horas.

Eliminar los nucleétidos no incorporados mediante el kit de Invitrogen.

Medir la absorbancia a 532 y 650 Nm en Nanodrop (ND-1000, Thermo

scientific) para determinar cantidad de fluoréforo incorporado.

Hibridacién seguin protocolo de Wang et al. 2004

Precipitacion de las sondas marcadas con 100ug de ADN Cot-1: 100uL de
sonda (Cy3 o Cy5) + 100uL ADN Cot-1 + 30uL NaAC 3M pH 5,2 + 750uL
etanol absoluto frio.

Mezclar por inversion y dejar reposar al menos 1 hora a -20°C.

Centrifugar a 15000g durante 30 min a 4°C. Decantar y afadir 1mL de etanol
frio 70%. Se repite la centrifugacién a 15000g a 4°C, ahora durante 7 min.

Secar botén de ADN a temperatura ambiente y a oscuras.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

Disolver el botén celular en 70uL de solucion de hibridacion a 42-45°C (para
cubres de 24x60). Se deja 20 min a 72°C y 2 horas a 45°C.

Bloqueo de los portas de los arrays

Disponer la solucion de bloqueo en una cubeta a 42°C donde se pondran los
arrays durante 1 hora en agitacion.

Realizar 4 lavados de los arrays con H,O mQ en cestas sumergiéndoles unas
20 veces.

Centrifugar a 2300g durante 5 minutos y secar a temperatura ambiente.
Sumergir los arrays en H,O a 100°C durante 2 minutos y centrifugar 5 minutos

a 2300g para finalmente dejar secar a temperatura ambiente.

Montaje de las hibridaciones

Hacer spin de las muestras que estaban incubando a 45°C y anadir 70uL sobre
cubre de 24x60. Disponer el chip sobre la zona donde se encuentran las
sondas fijadas del array (spots).

Introducir el array en la camara de Corning y anadir 20uL de H,O mQ por
pocillo.

Hibridar durante 40 horas a 45°C en un horno.

Lavados

Lavar durante 20 min a 45°C en agitacion en una solucion compuesta por 50%
formamida, 2xSSC y 0.1% SD.

Dos lavados en agitacion durante 10 minutos en 0,2xSSC a temperatura
ambiente.

Un lavado en H,O mQ en agitaciéon durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 2300g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Escanear y cuantificar el Chip.

3.3.5.3. Analisis del a-CGH

El a-CGH es escaneado mediante el escaner Agilent Microarray (G2565BA)

(Agilent Inc., Palo Alto, CA) para obtener las imagenes de la hibridacién. Los datos

crudos de los a-CGH se han extraido con el programa Genepix Pro 6.0 (Axon, Inc.)

utilizando los valores definidos por defecto para la identificaciéon de puntos (spots)
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irregulares. Los log2 ratios han sido normalizados mediante la division de la muestra
problema respecto a los ADNs de referencia con el método de normalizaciéon print tip
loess (Smyth and Speed 2003).

Se ha considerado, la presencia de CNVs utilizando limites simples de valores
de deteccion normalizados, Valores superiores a 0,3 de log2ratio indican una ganancia
de material genético, y valores inferiores a -0.3 de de log2ratio sugieren la presencia
de delecién. Sélo se ha considerado la existencia de una CNV cuando la hibridacion
de la misma muestra, pero con marcaje directo e invertido (dye swap), han coincidido

en el resultado.

3.3.6. Analisis de inactivacion del cromosoma X

La actividad de un gen en el cromosoma X de una mujer viene determinada por
el grado de metilacién del cromosoma donde se localiza el gen. La inactivacién de uno
u otro cromosoma X es un proceso aleatorio a menos que exista una razén para una
inactivacion diferencial. En 1992, Allen y colaboradores (Allen et al. 1992)
desarrollaron una técnica que utiliza el polimorfismo de repeticiones cortas CAG o STR
situado en el primer exén del gen de andrégenos humano (HUMARA) para establecer
el origen parental de los cromosomas X. La amplificacion de HUMARA previa digestion
con la enzima sensible a metilacion Hpall permite determinar si existe una inactivacion
diferencial del cromosoma X. Si la inactivacion es al azar, ambos cromosomas
amplificaran de manera similar tras la digestion enzimatica. Por el contrario si existe un
patréon diferencial de inactivacién del cromosoma X, el cromosoma hipometilado

muestra una menor amplificacion. .

3.3.6.1. Amplificacion y digestion de HUMARA

En las familias de los pacientes SS5, MS4, HI1876 y HI1877 se ha llevado a
cabo el estudio de inactivacion del cromosoma X mediante el analisis de HUMARA. Se
ha amplificado una region de 288pb mediante una PCR convencional con un cebador
marcado en 5°con el fluoréforo FAM. Esta amplificacion se ha realizado tanto sin
digerir el ADN como habiendo realizado previamente la digestion con la enzima Hpall

sensible a metilacion.
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Analisis de inactivacion del cromosoma X mediante HUMARA

R

Reactivos

dNTPs (5mM) (Invitrogen)

Tampon 10x con MgCl, (Roche)

Taq Polimerasa (Roche)

H,O (Braun)

HiDi Formamida (Applied Biosystems)

GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems)

Enzima Hpall (New England Biolabs)

Cebadores (10uM) HUM_F FAM TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC
HUM_R GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT

Digestion enzimatica

Se mezclan: 2,5uL de ADN (250ng) + 1pL buffer1 (New England Biolabs) +
0,5uL (5 unidades) enzima Hpall + 6uL H,O. En el control negativo, que se
utiliza para amplificacion de los picos no digeridos, se sustituye el volumen del
enzima por H,0.

Se incuba la mezcla a 37°C durante 4 horas y se inactiva la reaccién a 80°C

durante 20 minutos.

Ampilificacién por PCR

La mezcla de reactivos es idéntica para el ADN digerido y para el que no: 1,2uL
de mezcla de cebadores (10uM) + 2,5uL tampon con MgCly, + 1,5uL dANTPs
(100mM) + 0,3pL Taqg + 2,5uL ADN (75 ng) + 17uL H0.

94°C 2 minutos, un bucle de 32 repeticiones (94°C 30 segundos, 58°C 30
segundos, 72°C 45 segundos) y un ultimo paso de elongacion a 72°C durante

25 minutos.

Electroforesis

Los productos de las PCRs fueron comprobados en un gel de agarosa al 2%
(100g de agarosa en 50mL TBE 1X) al que se le ha anadido 5uL de SYBR®
Safe DNA Gel Stain. Se utiliza el marcador de peso molecular 7 kb DNA
Ladder (Invitrogen).

Para visualizar el gel de agarosa se utiliza el sistema de captura Gel Doc XR.
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Analizador genético

o Por muestra, se agregan 9,75uL de Hidi Formamida (Applied Biosystems),
0,25uL de ROX 500 (GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard, Applied
Biosystems) y 2L del producto de la PCR.

o Las muestras se desnaturalizan 5 minutos a 95°C y se hace descender la
temperatura a 4°C.

o Las muestras se analizan en el analizador genético ABIPRISM 3730xI (3730xl
Genetic Analyzer de Applied Biosystems).

o Los resultados se han visualizado utilizando el software GeneMapper 3.7.

(Applied Biosystems).

3.3.6.2. Analisis de los resultados

El analisis de los resultados de porcentaje de inactivacion de HUMARA para

cada alelo se realiza mediante el calculo porcentual de cada alelo utilizando la altura o

el area de los picos obtenidos en el analizador genético mediante la formula publicada

en Current Procols in Human Genetics (Thouin, Giron, and Hoffman 2003) (Figura 3.7).

Se establece que existe una inactivacion preferencial del cromosoma X cuando

el cromosoma X activo, lo esta por encima de un 80% y por debajo del 20% (Plenge et

al. 2002).
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with Hppall Jh

alala 1
aliale 2
aliele 1

allsle 1 alai 2
peakarea =12 peak area = 208

nemailization and quantitation formula:
[predigested peak area 2]= 100

aligle 2
paEk area = 16.2 pask area = 1.4

= % activity

[predigested peak area]= [undigested peak 2 area)

[undigested peak 1 area]
skewed X inactivation modal:

28.8 x 100 = nomalized predigesied allale peak 1

95.8% active X chromosome
(1.2%268) | .00
234
conclusion: allele 1 = 95.8% Active

allels 2 = [100% — 95 8%)] = 4.2% Active

of peak 1

+ predigested paak area 2

random X inactivation modal:

13.4x 100 = nomalized predigested allsle peak 1
“[62x251) 43.2% active X chromosome
. 0+ 134

231
conclusion: allele 1 = 43.2% Active

allela 2 = [100% — 43 2%] = 56.6% active

Figura 3.7. Calculo de inactivacion diferencial del cromosoma X'y de una inactivacion aleatoria.
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3.3.7. Secuenciacién de regiones concretas

La secuenciacion de regiones especificas del genoma se ha realizado

mediante previa amplificacion por PCR convencional de las regiones de interés

utilizando cebadores especificos. Su secuencia se detalla en el Anexo.

3.3.7.1. Amplificacion y secuenciacién

En el presente estudio se han secuenciado las regiones exonicas y regiones

intrénicas colindantes de:

El gen MYH13 en los pacientes NS1, NS2 y progenitores. La secuencia de los
cebadores se encuentran en el anexo.

Los genes codificantes ZNF528 y ZNF534, asi como, los ARNs no codificantes
ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 del paciente SS7 y sus progenitores. La

secuencia de los cebadores se encuentran en el anexo.

Protocolo de secuenciacion

-+ F & & & & F F

Reactivos

dNTPs (5mM) (Invitrogen)

Tampon 10X con MgCl, (Roche)

Taq Polimerasa (Roche)

H,O (Braun)

HiDi Formamida (Applied Biosystems)

Cebadores (10uM)

ExoSAP-IT (Affymetrix)

Big Dye Terminator (Applied Biosystems)

illustra AutoSeq G-50 (GE Healthcare Life Sciences)

Ampilificacién por PCR

Mezcla de reactivos para la amplificacion: 1,2uL de cebadores (10uM) + 2,5uL
tampon con MgCl,. . 1,5uL ANTPs (100mM) + 0,3uL Taq + 2,5uL ADN (75 ng) +
17uL H,O.

90 segundos a 95°C, un bucle de 35 repeticiones (95°C 30 segundos, 56-
58°C 30 segundos, 72°C 120 segundos) y un ultimo paso de elongacién a 72°C

durante 10 minutos.
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11.

Electroforesis

Los productos de las PCRs fueron comprobados en un gel de agarosa al 2%
(100g de agarosa en 50mL TBE 1X) al que se le ha anadido 5uL de SYBR®
Safe DNA Gel Stain y utilizando el marcador de peso molecular 7Kb DNA
Ladder (Invitrogen).

Para visualizar el gel de agarosa se utiliza el sistema de captura Gel Doc XR.

Purificacion de la reaccién de PCR
Se ha utilizado el enzima comercial ExoSAP (Affymetrix) siguiendo las
instrucciones del fabricante, incubando 8uL de producto de PCR con 3uL de

ExoSap.

Reaccion de secuenciacion

Se ha realizado la reaccién de secuencia mediante el kit BigDye Terminator
(Applied Biosystems): 2L tampon BigDye + 4uL  BigDye Terminator + 3,2jL
cebador (10uM) + 2,5uL ExoSAP + 8,3 pL H,O

El programa de incubacion de la mezcla se compone de: 95°C 60 segundos +
27 ciclos de (95°C 10 segundos + 50°C 5 segundos + 60°C 4minutos).

La purificacion de la reacciéon de secuencia se ha llevado a cabo con illustra
AutoSeq G-50 (GE Healthcare Life Sciences) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Analizador genético

Cargar el producto purificado en la placa y centrifugar.

. Las muestras se analizan en el analizador genético ABIPRISM 3730xI (3730xl

Genetic Analyzer de Applied Biosystems).
Los resultados se han visualizado utilizando el software CLC main workbenh
(CLCbio).

3.3.8. Transfeccion de lineas celulares con ARNs de

interferencia

Se han utilizado las lineas celulares (LCL) diferenciadas SH-SY5Y de

neuroblastoma como modelo neuronal humano. Estas células han sido transfectadas

con ARNs de interferencia (siRNAs) para disminuir la expresion de ARNs no
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codificantes y estudiar el comportamiento de genes codificantes localizados 2Mb
upstream y downstream de estos ARNs no codificantes y genes conocidos

responsables de TND.

3.3.8.1. Cultivo y transfeccion celular

Las células SH-SY5Y de neuroblastoma han sido diferenciadas a neuronas
primarias para simular un modelo neuronal humano y para poder determinar los
cambios de expresion en genes codificantes cuando se disminuye la transcripcion de
los ARNs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 simulando lo que
pueda ocurrir con la delecién 19p13.1 detectada en el paciente SS7. Todos las
transfecciones con siRNAs han sido realizadas por duplicado, al igual que la
transfeccion con el ARN que se ha usado como control de transfeccién (scbRNA). El
control de transfeccion es un RNA que no hibrida en ninguna regién expresada del

genoma.

Protocolo de transfeccion celular

= Las transfecciones se han realizado por duplicado para cada uno de los
siRNAS y el RNA

> Reactivos
%= Medio DMEM (Invitrogen)
= Suero fetal bovino (FBS) inactivado a 56°C 45 minutos (GIBCO)
% L-Glutamina (GIBCO)
= Penicilina y streptomicina (Invitrogen)
%+ Acido Retinoico (RA) y 12-O-tetradecanoylforbol-13-acetato (TPA) (Invitrogen)
=% Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
=+ siRNAs (Exigon): siRNA1: AAAACGGATCTTACCTGCGCA  (Si1)
siRNA2: AATCGGTTGTAGATTATATCC (Si2)
scbRNA: GCGACGUUCCUGAAACCAC (Scb)
> Cultivo y diferenciacion de la LCL SH-SY5Y

1. Se cultivan las LCL SH-SY5Y en medio DMEM (/nvitrogen) enriquecido con
10%FBS, 2mM L-glutamina, 100unidades/mL penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO, Invitrogen) y 10uM de RA durante 4 dias.

2. Se tripsinizan las células. Se cuentan en camara de Neubauer .
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3. Se siembran 42000 células por mL en un nuevo medio con 80nM de TPA

(Invitrogen). Las células se cultivan durante 3-4 dias.

> Transfeccién de las células
4. Los experimentos de transfeccién han sido realizados con lipofectamina 2000
(Invitrogen) segun el protocolo del fabricante y con un 60% de confluencia
celular. La concentracion final de Si1, Si2 y Scb para la transfeccion ha sido de
70nM.
5. Tras 4 horas, eliminar el medio de transfeccion y sustituirlo por medio fresco
DMEM con 80uM de TPA. Incubar 24 horas.

> Recoleccion de células
6. Tras 24 horas se aspira el medio y se afaden 2 mL de PBS.
7. Se aspira el PBS y se anaden 700uL de Quiazol. Se rasca la placa para
desprender las células y se congelan a -80°C o se procede a la extraccion de
ARN.

3.3.9. Extraccién de ARN y retrotranscripcién

El ARN ha sido extraido de botones de células congeladas o de células recién
cultivadas. En ambos casos las células se encuentran resuspendidas en Quiazol

(Qiagen).

3.3.9.1. Extraccion del ARN

Se ha realizado la extraccion de ARN en: 1. células del paciente SS7 y sus
progenitores; 2. LCL de 10 controles de poblacion general; 3. células SH-SY5Y
transfectadas con siRNAs y scbRNA.

Todas las extracciones de RNA total se han llevado a cabo con el kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen) efectuando el paso adicional de DNAsa segun protocolo del

fabricante.

En las muestras purificadas se ha examinado la concentracién e integridad de
del ARN mediante el Byoanalyzer 2100 segun protocolo del fabricante. En todas las
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extracciones se ha conseguido una excelente integridad de las moléculas de ARN con

un RIN superior a 9,5.

3.3.9.2. Retrotranscripcion del ARN

La retrotranscripcion de ARN a cDNA se ha realizado mediante el kit RT
SuperScript® lll First-Strand Synthesis System (Invitrogen) a partir de 1 ug de ARN. La
sintesis de cDNA se ha realizado segun el protocolo del fabricante, tan sélo con la
particularidad que se ha utilizado una mezcla de 0,5uL de Oligo(dt) y 0,5uL de
Random Hexamers primers para retrotranscribir tanto ARN total como ARN poly(A)*.
Ademas en todas las muestras se ha realizado la incubacion con RNAasa H para
eliminar las moléculas hibridas ARN-ADN y aumentar asi la sensibilidad en el paso de

amplificacion de cDNA.

3.3.10. PCR cuantitativa (QPCR)

Se ha utilizado la QPCR para cuantificar la expresion en:

1. Los ARNs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 en siete
individuos europeos con genotipo G/G para el SNP rs11672854 (tres de ellos
por duplicado), un sujeto europeo (C17018) con genotipo A/A (por duplicado) y
el paciente SS7 con genotipo A/- (por duplicado).

2. Los ARNSs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 en células de
neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas tras ser transfectadas con scbRNA y
dos siRNAs.

3. Los genes que forman parte de la red de interaccion asociada a transmision
sinaptica y plasticidad sinaptica CACNG8, PRKCG, GRIN1, PPP2R1A,
CAMK2A, ARC, UBE3A, MECP2, HOMER1, GRIN2D, EP300 y RASGFR2.
Ademas se han interrogado los genes préximos a los ARNs no codificantes
SYT3 y ZNF528. Esta red de interaccién se ha obtenido a partir de genes
localizados a 2 Mb upstream y downstream de los ARNs no codificantes y una
genes conocidos que se encuentran alterados en TND mediante el software en
linea STRING (<http://string-db.org/>).

4. Los ARNSs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 en cerebro de

chimpancé y de humano.
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Los estudios de expresion en lineas celulares linfoblastoides y de neuroblastoma
(puntos del 1 al 3) se han llevado a cabo al utilizando la tecnologia de Unviersal Probe
Library (UPL) de Roche y el sistema LightCycler® 480 Real-Time PCR (Rohe). Las
ensayos UPLs han sido disefadas utilizando el software en linea Universal
ProbeLibrary Assay Design Center. La secuencia de los cebadores y las UPLs

utilizadas se encuentran en el anexo.

La cuantificacion de la expresion de los ARNs no codificantes en cerebro de
chimpancé y humanos se ha realizado con SYBR Green (Biorad) ante la dificultad de
encontrar regiones conservadas con un buen disefio de UPLs. Los cebadores

utilizados han sido:

o BX fw_1: AGGTTCCAGCCAGTGAAATAAA
e BX_rv_2: AGGTATTAGCCTGCACAACCA

Protocolo QPCR con UPLs

> Reactivos
+ LightCycler® TagMan® Master (Roche)
+ UPLs
= Cebador Ci=10uM

Y

Amplificacion QPCR

o H,O 0,7uL + cebadores 0,2uL + UPL 0,1uL + LightCycler® TagMan® Master
5uL + cDNA 4pL | (20ng)

o El programa de amplificacion consta de 10 min a 95°C, un bucle de 45
repeticiones que consta de 10 segundos a 95°C, 45 segundos a 59°C y un

segundo a 72°C.

Protocolo QPCR con SYBR Green

> Reactivos
% SYBR® Green Master Mix
= Cebador Ci=10pM

> Amplificacion QPCR
o H20 5,1uL + cebadores 0,9uL + 10uL SYBR® Green Master Mix + cDNA 4uL |
(20ng)
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o El programa de amplificacion consta de 2,5 min a 95°C, un bucle de 40

repeticiones que consta de 15 segundos a 95°C, 60 segundos a 59°C.

Para valorar si existen diferencias significativas entre los genes analizados se ha
utilizado el test estadistico de Anova (IC, 95%) y para comparar las expresiones entre
cerebro y humano se ha utilizado una t de Student (IC, 95%). Todos los analisis
estadisticos se han llevado a cabo con el Software Estadistico R (<https://www.r-

project.org>).

97



98

4. Resultados



99



Resultados

4. Resultados

4.1. Estudio de la inversion en la regién 15g11.2-q13

Se ha propuesto que la inversién de la region 15q11.2-q13 podria facilitar el
mal alineamiento de las secuencias repetitivas (LCRs) que la flanquean dando lugar,
durante la gametogénesis, a un incremento de gametos portadores de la delecion de

la region entre estas secuencias repetitivas.

En este estudio se ha evaluado la presencia de la inversion y su frecuencia, en
controles de poblacion general y en progenitores de pacientes SA y SPW con

diferentes etiologias moleculares.

4.1.1. Etiologia molecular de los pacientes SA y SPW

Se ha estudiado la frecuencia de la inversién 15q11.2-15913 en los
progenitores de 27 pacientes con distinta etiologia molecular de SA y SPW. Primero,
se ha analizado el patrén de metilacion de la region mediante la técnica de MS-PCR
(Zeschnigk et al. 1997). De los 27 pacientes, 11 han mostrado un patrén de metilacion
asociado al SA 'y 16 al SPW. Para definir las caracteristicas moleculares detalladas de
cada caso, se han analizado todos ellos mediante el ensayo custom MLPA1 que
incluye sondas MLPA especificamente disefiadas para detectar tanto la presencia de
la delecion, caracteristica de estos sindromes, como la longitud de la misma (Figura
4.1).

Entre los 27 pacientes estudiados, cinco, dos SPW (SPW3111, SPW3191) y
tres SA (SA0038, SA0271, SA0661) han presentado un patron de picos de MLPA
asociado a la delecion de Clase | (BP1-BP3) y 15 pacientes a la delecion de Clase |l
(BP2-BP3). De estos ultimos 15, siete presentan SPW (SPW3001, SPW3011,
SPwW3021, SPW3051, SPW3101, SPW3141, SPW3171) y ocho SA (SA0026, SA0032,
SA0501, SA0591, SA0711, SA0811, SA1071, SA2291). Como control técnico, en el
mismo analisis se han estudiado 15 muestras de poblacién control. En estas muestras

control, no se han detectado alteraciones en las sondas utilizadas para interrogar la
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region critica del cromosoma 15, indicando un correcto funcionamiento del ensayo
custom MLPA1 (Tabla 4.1).
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Figura 4.1. Patron de picos caracteristico del ensayo custom MLPA1. A) Delecién de Clase I. Las flechas
rojas indican las sondas delecionadas. B) Muestra sin delecion.

Los mismos 27 pacientes han sido analizados en trios familiares (padre /
madre / hijo) mediante microsatélites del cromosoma 15 para reconfirmar la longitud
de las deleciones observadas y asimismo, para valorar UPDs en los siete pacientes en
los que no se ha detectado delecion de material genético para la region de SPW y SA
(Figura 4.2.)

Seis de los pacientes han mostrado un patrén de microsatélites caracteristico
de UPD (SPW 3031, SPW 3041, SPW 3061, SPW 3071, SPW 3121, SPW 3181). En
el paciente SPW3071, se ha detectado un microsatélite (D15S123) con herencia
biparental. La etiologia del SPW para este paciente es de UPD parcial del cromosoma
15, sin los puntos de rotura definidos. Finalmente, uno de los pacientes (SPW3161) ha
mostrado un patrén de herencia biparental. Por consiguiente, el patron de metilacion

alterado observado en la MS-PCR es debido a un defecto de impronta (Tabla 4.2).
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Figura 4.2. Patron de microsatélites caracteristico de un paciente con delecién. Analisis de un trio familiar.
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Tabla 4.1. Longitud de las deleciones en pacientes SPW, SA y controles. En rojo, regiones delecionadas. En negro, sondas que interrogan la regién delecionada en SA
y SPW. En verde, sondas control

Localizacién 10923.31 15q14 BP2-BP3 7931.33 BP1-BP2 7¢21.13 BP1-BP2 BP2-BP3 16¢21 BP3-BP4 15q14 BP3-BP4 6q21 BP2-BP3 18912.1 15q15.3

Parentesco RNAseP RYR3 UBE3A _Ex9 ENm14_1 NIPA ENm13 2 TUBGCP5 SNPRN ENr313 2 NDNL2 ENr323 1 UBE3A Ex16 ENr213 1 ENr233 1 [ =i E]
SPW3001 Paciente 0.99 1.06 0.60 1.01 1.00 1.00 1.08 0.53 0.99 1.07 1.03 1.01 1.02 0.56 1.01 0.99 Del clase Il
SPW3002 Padre 0.97 1.04 1.12 1.03 1.09 0.99 1.08 1.1 0.99 1.03 0.97 0.92 0.96 0.94 0.92 1.07
SPW3003 Madre 0.94 1.15 1.15 1.05 1.06 1.01 112 1.00 1.00 1.08 1.02 0.98 0.93 0.97 0.97 1.06
SPW3011  Paciente 1.04 1.08 0.63 1.01 1.05 0.93 1.01 0.58 1.05 0.97 1.04 1.01 0.93 0.57 0.94 1.01 Delclase Il
SPW3012 Padre 0.98 1.06 1.05 1.01 1.056 0.97 1.02 1.08 1.04 1.00 1.05 0.96 1.03 1.14 0.94 1.02
SPW3013 Madre 1.02 0.96 1.09 1.01 1.02 0.98 1.04 1.06 0.99 1.03 1.05 0.95 0.99 1.09 0.97 1.00
SPW3021 Paciente 0.96 0.99 0.56 0.94 0.95 1.06 1.03 0.57 1.01 1.01 1.10 1.00 1.05 0.59 1.1 1.01 Del clase Il
SPW3022 Padre 1.01 1.02 1.09 0.98 1.02 0.99 1.12 1.04 1.00 1.00 1.03 1.06 1.04 1.15 1.03 0.99
SPW3023 Madre 0.98 0.99 1.08 0.95 1.06 1.01 1.07 1.01 1.04 1.06 0.97 0.95 0.99 1.08 1.10 1.03
SPW3031 Paciente 0.95 1.00 1.04 1.02 1.03 0.99 1.02 1.05 1.03 0.96 1.05 0.96 0.93 1.12 1.12 1.03 UPD /DI
SPW3032 Padre 1.01 0.99 1.20 1.03 1.00 1.01 1.09 1.02 1.00 0.98 1.03 1.03 1.01 1.16 0.86 0.98
SPW3033 Madre 0.96 1.03 1.04 1.00 1.02 1.02 1.05 1.1 1.03 1.04 0.96 1.01 1.04 1.14 1.07 0.99
SPW3041 Paciente 0.99 1.00 1.07 0.97 1.00 0.94 1.02 1.04 1.04 0.97 1.04 1.02 1.06 1.08 1.00 1.05 UPD /DI
SPW3042 Padre 1.00 1.06 1.06 0.99 1.05 0.97 1.04 1.03 0.98 1.01 0.99 1.00 1.00 1.05 0.96 1.05
SPW3043 Madre 0.93 0.99 1.06 0.98 1.03 1.03 1.02 1.1 1.00 1.05 1.03 1.06 1.06 1.10 1.02 1.08
SPW3051 Paciente 0.98 1.05 0.57 1.02 1.04 0.99 1.10 0.55 1.03 1.03 1.10 1.06 1.02 0.53 0.99 1.00 Del clase Il
SPW3052 Padre 0.96 1.01 1.12 0.95 1.07 1.01 1.07 1.1 1.06 1.04 1.03 1.09 1.05 1.09 1.07 1.03
SPW3053 Madre 0.99 1.07 1.15 1.02 1.03 1.01 1.07 1.06 1.04 1.00 0.94 0.88 0.95 0.94 0.88 1.01
SPW3061 Paciente 1.00 1.02 1.09 0.95 0.99 1.00 1.03 1.13 1.08 0.95 1.05 1.01 1.07 1.15 1.03 0.98 UPD /DI
SPW3062 Padre 1.02 0.99 1.08 1.00 0.99 0.98 1.07 1.12 0.97 1.05 1.06 1.04 1.01 1.12 1.00 0.99
SPW3063 Madre 1.04 1.05 1.1 0.95 0.96 0.99 1.07 1.03 0.97 0.98 1.07 0.98 1.01 117 1.02 1.03
SPW3071 Paciente 1.01 1.08 1.1 0.96 0.97 1.00 1.08 1.02 1.04 1.03 1.02 1.01 1.05 1.10 1.04 0.98 UPD /DI
SPW3072 Padre 1.02 1.06 0.88 0.99 1.06 0.95 1.08 0.86 1.07 1.05 0.93 1.04 0.96 0.89 0.97 1.02
SPW3073 Madre 1.00 1.03 1.04 0.93 1.03 1.00 1.07 1.03 1.06 1.05 1.02 1.03 1.04 1.08 1.09 1.01
SPW3101 Paciente 0.98 1.01 0.61 0.93 1.01 1.03 1.02 0.56 1.00 1.06 1.06 1.02 1.02 0.66 1.06 1.06 Delclase Il
SPW3102 Padre 0.99 1.05 1.02 1.01 0.99 0.97 1.03 1.08 1.00 1.04 1.00 1.00 1.02 1.14 1.05 1.02
SPW3103 Madre 0.97 1.04 0.98 1.00 1.05 0.98 1.1 1.00 1.03 1.06 1.01 0.94 1.02 0.94 0.97 1.04
SPW3111  Paciente 1.05 1.00 0.60 1.02 0.57 0.99 0.56 0.62 1.04 1.02 1.01 1.04 1.03 0.57 1.06 0.84 Delclase |
SPW3112 Padre 1.03 1.08 1.14 0.98 1.05 1.04 1.1 1.09 1.10 1.06 1.05 1.08 1.05 1.05 1.02 0.84
SPW3113 Madre 0.98 1.01 0.98 1.00 0.99 0.99 1.05 1.06 1.02 0.98 1.03 1.04 0.96 1.12 1.01 1.03
SPW3121  Paciente 1.03 1.08 1.15 0.95 1.04 0.92 1.04 117 1.04 0.98 1.01 1.01 1.01 1.17 1.05 1.05 UPD /DI
SPW3122 Padre 1.01 1.03 1.15 0.97 1.01 0.98 1.03 1.1 1.06 1.08 0.95 1.03 1.01 1.06 0.95 1.02
SPW3123 Madre 0.98 1.00 1.08 0.96 1.03 1.04 1.03 1.04 0.98 0.99 1.03 0.96 1.02 1.12 1.06 1.04
SPW3141 Paciente 0.98 1.01 0.59 0.99 1.03 1.00 1.08 0.63 0.99 0.99 1.04 1.00 1.06 0.58 1.05 1.00 Delclase Il
SPW3142 Padre 0.97 1.00 1.00 1.00 1.01 0.99 0.98 1.05 0.99 1.01 1.05 1.05 1.02 1.13 1.03 1.05
SPW3143 Madre 1.01 1.04 1.07 1.06 1.08 1.04 1.1 1.09 1.04 1.02 1.09 1.1 1.08 1.15 1.00 0.82
SPW3161 Paciente 1.05 1.02 1.06 1.04 1.07 0.97 0.96 1.03 1.00 1.09 0.94 1.03 0.92 0.86 0.83 0.98 UPD /DI
SPW3162 Padre 1.00 0.97 1.18 0.99 1.01 0.96 1.00 1.12 1.03 0.97 1.08 1.06 0.94 1.08 1.13 1.02
SPW3163 Madre 1.03 0.81 0.85 0.98 0.89 1.02 0.79 1.16 0.91 0.87 0.79 0.95 0.96 0.96 1.02 1.04
SPW3171  Paciente 0.97 1.01 0.60 1.00 0.97 1.01 1.00 0.55 1.03 0.99 1.03 1.00 1.01 0.54 1.06 1.00 Delclase Il
SPW3172  Padre 0.98 1.04 1.1 1.00 1.05 0.95 1.08 1.10 1.07 0.99 1.01 0.99 1.02 1.12 1.03 1.02
SPW3173 Madre 0.97 1.04 1.00 1.00 0.97 1.01 1.05 1.04 0.99 1.04 1.00 1.03 0.99 1.16 1.13 1.02
SPW3181 Paciente 1.01 0.84 0.90 1.01 1.01 1.03 0.84 1.18 0.88 0.89 0.75 1.05 1.1 1.08 0.90 1.01 UPD /DI
SPW3182 Padre 0.99 0.96 1.05 1.03 0.94 0.98 0.93 1.01 1.02 0.96 0.93 1.02 1.03 1.00 0.99 0.98
SPW3183 Madre 0.98 0.92 1.05 1.02 1.01 1.04 0.95 1.06 0.96 0.96 0.94 1.05 1.08 1.13 1.04 0.95
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Resultados

Localizacion 10g23.31 15q14 BP2-BP3 7931.33 BP1-BP2 7q21.13 BP1-BP2 BP2-BP3 16921 BP3-BP4 15q14 BP3-BP4 6qg21 BP2-BP3 18g12.1 15q15.3

G| RNAseP RYR3 UBE3A Ex9 ENm14 1 NIPA ENm13 2 TUBGCP5 SNPRN ENr313 2 NDNL2 ENr323_1 UBE3A_Ex16 ENr213_1 ENr233_1 [0
SPW3191 Paciente 0.92 1.08 0.63 1.03 0.74 1.09 0.62 0.59 1.09 0.92 0.97 0.96 0.83 0.62 1.00 1.02 Del clase |
SPW3192 Padre 0.95 1.01 0.99 0.99 0.97 1.04 0.99 1.07 0.98 1.01 1.01 1.02 1.00 1.14 1.06 1.06
SPW3193 Madre 0.97 1.03 1.09 1.00 0.97 0.97 1.04 1.14 1.00 0.91 1.03 1.02 1.06 1.14 1.05 1.04
SA0026 Paciente 0.98 1.02 0.62 0.96 1.05 1.03 1.03 0.63 0.95 1.04 0.99 1.06 1.00 0.61 1.19 1.03 Del clase Il
SA0026A Padre 1.01 1.02 1.11 0.99 1.09 0.97 1.06 1.02 0.98 0.98 0.96 1.04 1.00 1.17 1.03 1.02
SA0026B  Madre 0.99 1.00 1.09 0.97 1.05 0.99 1.05 1.10 1.05 1.02 1.06 1.03 1.03 1.1 1.15 0.97
SA0032 Paciente 1.03 0.90 0.55 0.98 1.03 1.07 1.00 0.63 0.94 0.96 0.96 0.96 0.94 0.55 1.08 0.96 Del clase Il
SA0034 Madre 1.01 1.01 1.12 1.00 1.01 0.93 1.03 1.06 1.02 1.02 0.99 1.03 1.03 1.09 1.08 1.01
SA0038 Paciente 0.97 0.97 0.59 1.00 0.57 1.00 0.58 0.66 0.95 1.00 1.01 1.04 1.05 0.59 1.11 1.02 Del clase |
SA0039 Padre 1.00 1.01 1.06 0.98 0.97 1.00 1.07 1.13 1.04 0.93 1.01 1.09 1.03 1.15 1.01 0.99
SA0040 Madre 0.96 1.00 1.02 1.01 1.02 1.05 0.98 1.09 1.03 0.91 1.01 1.01 0.98 1.15 1.07 0.96
SA0271 Paciente 1.00 1.11 0.66 1.02 0.63 0.99 0.61 0.62 1.04 0.97 0.98 0.99 0.91 0.61 1.01 0.99 Del clase |
SA0272 Padre 1.02 0.97 1.12 1.01 0.97 0.98 1.07 1.13 1.00 0.94 0.99 1.00 0.97 1.08 0.97 1.00
SA0273 Madre 1.02 0.98 1.1 1.00 1.06 1.06 1.02 1.15 0.97 0.98 0.94 1.02 0.96 1.08 0.92 0.97
SA0501 Paciente 0.99 0.85 0.58 1.03 1.04 1.03 0.93 0.58 0.88 0.89 0.91 1.00 0.96 0.60 0.99 1.05 Del clase Il
SA0502 Padre 0.96 1.01 1.08 0.97 1.03 1.00 1.01 1.05 1.02 1.00 0.92 1.05 1.04 1.04 1.07 1.07
SA0503 Madre 0.99 0.98 1.08 0.99 1.01 0.99 0.99 1.14 0.97 1.03 1.01 1.04 1.02 1.09 1.06 1.03
SA0591 Paciente 1.09 1.01 0.58 1.02 1.02 0.98 0.99 0.60 1.01 0.96 1.03 1.05 0.96 0.60 0.87 0.90 Del clase Il
SA0592 Padre 0.97 1.03 1.13 1.02 1.07 1.02 1.05 1.14 0.96 1.00 1.04 1.00 0.96 1.09 1.02 1.03
SA0593 Madre 1.02 1.11 1.11 1.02 1.01 0.96 1.05 1.07 0.93 0.90 1.06 0.96 1.07 0.98 0.91 1.02
SA0661 Paciente 1.02 0.96 0.61 1.04 0.62 1.00 0.61 0.61 0.97 1.00 1.03 0.99 0.94 0.63 1.00 0.95 Del clase |
SA0662 Padre 1.05 0.97 1.07 1.03 1.04 0.93 0.91 1.08 1.01 0.97 0.93 0.95 0.97 1.07 0.99 0.96
SA0663 Madre 1.01 0.94 1.05 0.98 1.00 1.03 0.96 1.10 0.96 1.01 1.03 0.96 0.94 1.10 1.10 1.00
SA0711 Paciente 1.05 0.96 0.54 0.97 1.03 0.98 1.03 0.56 1.01 1.01 1.08 0.96 1.03 0.58 0.88 1.00 Del clase Il
SA0712 Padre 0.98 1.00 1.1 0.98 0.99 1.01 1.03 1.08 1.04 1.02 1.00 0.98 1.00 1.12 1.06 1.00
SA0713 Madre 1.15 1.02 1.07 1.10 1.10 0.97 1.01 1.06 0.83 0.99 0.94 0.89 0.92 0.89 0.94 0.90
SA0811 Paciente 0.95 0.98 0.57 1.02 1.02 1.02 1.01 0.57 1.00 1.02 1.05 1.01 1.05 0.59 1.1 0.98 Del clase Il
SA0812 Padre 0.96 0.91 1.06 1.01 1.03 1.00 1.00 1.13 0.99 1.01 1.01 1.04 1.03 1.12 1.00 1.04
SA0813 Madre 0.97 1.02 1.19 1.05 1.04 0.98 1.06 1.14 1.05 1.05 1.06 1.01 0.99 1.13 1.01 0.96
SA1071 Paciente 0.97 0.96 0.52 1.01 0.99 1.03 0.95 0.54 1.01 0.96 0.92 0.92 0.98 0.54 1.01 1.00 Del clase Il
SA1072 Padre 0.99 0.97 1.07 0.98 1.03 0.99 1.03 1.09 1.03 1.03 0.98 0.99 0.99 1.06 0.96 1.05
SA1073 Madre 1.00 0.97 1.11 1.02 1.03 0.99 0.99 1.14 0.99 1.06 0.99 0.99 0.96 1.06 0.99 1.02
SA2291 Paciente 1.07 0.92 0.53 1.00 1.03 1.12 0.85 0.53 0.84 0.96 1.01 1.01 0.92 0.59 0.94 0.94 Del clase Il
SA2292 Padre 0.91 0.94 1.05 1.01 0.94 1.06 1.03 1.09 1.05 1.04 0.95 1.04 1.01 1.12 1.07 1.03
SA2293 Madre 0.98 0.96 1.11 0.96 1.00 0.96 0.96 1.12 1.10 1.08 0.99 1.07 1.05 1.05 1.01 1.03
Ctrl_1 Control 1.01 1.00 1.02 1.00 1.02 1.03 0.99 1.17 0.93 1.06 1.00 1.00 1.04 1.10 1.02 0.98
Ctrl_2 Control 1.07 0.95 1.05 0.99 0.99 1.06 0.95 1.08 0.94 0.95 1.02 0.97 0.87 1.03 0.89 0.98
Ctrl_3 Control 1.00 0.94 1.05 1.02 1.01 1.02 0.98 1.03 0.92 1.01 0.92 1.00 0.96 1.05 0.94 1.04
Ctrl_4 Control 1.02 0.95 1.00 1.01 0.92 1.01 0.92 1.04 0.91 0.96 0.98 0.92 0.98 1.06 1.02 1.01
Ctrl_5 Control 1.00 0.92 1.12 1.02 1.04 1.02 0.98 1.00 0.93 0.97 1.02 1.00 0.95 0.97 0.95 1.02
Ctrl_6 Control 1.05 1.12 1.13 1.1 1.03 1.05 0.94 1.09 0.90 0.95 0.77 0.95 0.98 1.02 0.97 0.77
Ctrl_7 Control 1.05 0.91 1.08 1.16 1.12 0.95 0.92 0.93 0.86 0.84 0.86 0.87 0.82 0.82 0.96 0.76
Ctrl_8 Control 1.01 1.04 1.06 0.98 1.03 0.98 1.04 1.02 0.99 1.01 1.02 0.99 0.99 1.09 1.01 1.04
Ctrl_9 Control 1.03 0.97 1.03 1.02 1.02 1.00 0.95 1.14 0.93 0.90 0.91 1.1 1.03 1.01 0.95 0.97
Ctrl_10 Control 1.08 0.92 1.04 0.97 1.07 0.99 0.99 1.14 0.94 0.97 0.89 1.05 0.93 1.03 1.00 0.99
Ctrl_11 Control 0.99 0.93 1.06 1.03 1.02 1.00 1.00 1.07 0.99 0.95 0.91 0.94 1.01 0.98 0.99 0.97
Ctrl_12 Control 0.96 0.96 0.96 1.00 1.01 0.99 0.96 1.05 1.09 0.92 0.89 0.93 1.09 1.01 0.96 0.99
Ctrl_13 Control 0.97 0.92 1.05 1.00 1.00 0.99 1.01 1.06 0.93 1.03 0.95 0.96 1.02 1.16 1.1 1.06
Ctrl_14 Control 1.01 0.97 1.07 0.98 1.04 1.01 0.94 1.1 0.97 1.04 1.00 0.92 1.00 1.08 1.01 1.03
Ctrl_15 Control 0.95 0.96 1.09 1.01 1.05 1.02 1.01 1.12 0.94 1.02 1.11 1.02 1.02 1.01 0.89 1.11
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Resultados

Tabla 4.2. Etiologia molecular de los pacientes SA y SPW. Resultados de MS-PCR, MLPA y microsatélites. En el analisis de microsatélites cada numero pertenece a un
alelo diferente observado en una misma familia. ND: no determinado.

Entre BP1-BP2 Entre BP2-BP3 Fuera de la clasica region de SA y SPW
Identidad  Parentesco 55542 D1551035 D15S18 D15S9 5511 D15S128 D158113 GABRB3 D15S97 D15S1233 D15S194 D15S123 D15S131  Resultado microsa
SPW3001 Paciente Patron ilacion anormal Delecion clase Il 23 2,3 1 1 1 1 3 1 2 1,3 1,3 2,3 1,3 Delecion clase Il Delecion clase Il
SPW3002 Padre 2 2 1 1 2 1.2 1.2 23 1.2 3 12 1,2 1
SPW3003 Madre 13 1.3 1 1 1.2 1.3 1.3 14 2 1.2 13 3 23
SPW3011 Paciente Patrén metilacion anormal Delecion clase Il 1,2 1,4 1 1 1 4 1 2 4 1,2 1 1,2 1,2 Delecion clase Il Delecion clase Il
SPW3012 Padre 1 24 1 1 2 1.2 23 1 23 12 1 13 1
SPW3013 Madre 2 1.3 1 1 1.2 34 1 2 1.4 1.2 1.2 23 23
SPW3021 Paciente Patrén ilacion anormal Delecién clase Il 1,3 1,3 1 1 1 3 1 3 1,3 1 1,2 2,3 Delecién clase Il Delecién clase Il
SPW3022 Padre 14 12 1 1 12 12 2 23 2.4 1 1 12 13
SPW3023 Madre 23 3 1 1 1.2 3.4 1.3 1 1.3 13 1 1.3 24
SPW3031 Paciente Patrén metilacién anormal Sin delecién 1 1,2 1 1 1,2 2,3 1 34 34 1,2 1 23 1,2 Disomia uniparental Heterodisomia materna
SPW3032 Padre 1 34 1 1 34 14 2 12 12 1 1 13 23
SPW3033 Madre 1 1.2 1 1 1.2 23 1 34 34 1.2 1 23 1,2
SPW3041 Paciente Patrén metilacién anormal Sin delecién 1 1,3 1 1 1,2 34 2 1,2 1,2 1,2 1,2 1 23 Disomia uniparental Heterodisomia materna
SPW3042 Padre 23 2,3 1 1 2,3 1.2 1 12 2.3 1 1 12 1
SPW3043 Madre 1 1.3 1 1 1.2 3.4 2 1.2 1.2 1,2 1,2 1 23
SPW3051 Paciente Patrén ilacion anormal Delecién clase Il 1,2 1,2 1 1 2 3 1 3 2 1,2 23 1,2 Delecién clase Il Delecién clase Il
SPW3052 Padre 1 12 1 1 1 1.2 1.2 12 1.2 1,2 12 13 13
SPW3053 Madre 2 1,3 1 1 2 23 1 34 23 2 2 2 23
SPW3061 Paciente Patrén metilacién anormal Sin delecién 23 1,3 1 1 1,2 1,2 1,2 23 1 1 1 1,3 34 Disomia uniparental Heterodisomia materna
SPW3062 Padre 14 1,2 1 1 1 1.2 23 1 1 1 1 1,2 1,2
SPW3063 Madre 23 1.3 1 1 1,2 1.2 1.2 23 1 1 1 1.3 34
SPW3071 Paciente Patrén metilacién anormal Sin delecién 1,3 1,3 2 1 1 3 1 3 1,2 2 1 3 ND Disomia uniparental Heterodisomia materna parcial
SPW3072 Padre 24 24 1 1 1.2 1.2 23 1.2 13 1.3 ND 13 ND
SPW3073 Madre 1,3 1,3 2 1 1 3 1 3 1.2 2 1 23 ND
SPW3101 Paciente Patrén ilacion anormal Delecién clase Il 2,3 1,4 1 1 1 2 2 1 3 1 1,2 1,2 1,3 Delecién clase Il Delecién clase Il
SPW3102 Padre 2 13 1 1 1 1.2 3.4 1.2 13 1.2 23 23 1.2
SPW3103 Madre 1,3 24 1 1 1 1.2 1.2 1 23 13 1,2 1 3
SPW3111 Paciente Patrén metilacion anormal Delecion clase | 1 1 1 1 1 2 1 1 3 1,2 1 1,3 2,3 Delecion clase | Delecion clase |
SPW3112 Padre 2 24 1 1 1 1.2 1 23 1,2 1,2 1 23 1,2
SPW3113 Madre 1,3 1.3 1 1 1 23 1.2 14 1.3 1.2 1 1 34
SPW3121 Paciente Patrén metilacion anormal Sin delecion 1,2 2,3 1 1 2 1,2 1,3 1,2 23 34 1 1,3 2,3 Disomia uniparental Heterodisomia materna
SPW3122 Padre 1 1.2 1 1 1 1.2 23 13 1.2 1.2 1.2 23 14
SPW3123 Madre 1,2 23 1 1 2 1.2 1.3 1.2 2.3 34 1 1,3 23
SPW3141 Paciente Patrén ilacion anormal Delecion clase Il 1,2 1,2 1 1 1 1 1 1 1 1,2 1,2 1 Delecion clase Il Delecion clase Il
SPW3142 Padre 2 24 1 1 1,2 1.2 2, 1 1.2 1,2 1 1 1
SPW3143 Madre 13 13 1 1 1 13 13 12 1 1.2 2 12 1
SPW3161 Paciente Patrén metilaciéon anormal Sin delecion 1,2 1,3 1 1 2 23 1,2 1,2 1 1,3 1,2 1,2 1,3 Herencia biparental Defecto de impronta
SPW3162 Padre 2 1,3 1 1 1,2 2 1 23 1,2 13 2 23 34
SPW3163 Madre 13 2,3 1 1 2,3 13 12 1 1.2 1.2 12 1.2 12
SPW3171 Paciente Patron ilacion anormal Delecion clase Il 1,4 1,4 1 1 1 3 1 1 1 1,2 1 1,2 23 Delecion clase Il Delecion clase Il
SPW3172 Padre 1,3 1,3 1 1 1,2 1.2 34 1 1,2 2 1,2 2 24
SPW3173 Madre 24 24 1 1 13 13 1.2 1.2 1.2 1 1 1.2 13
SPW3181 Paciente Patrén metilacion anormal Sin delecion 1,3 24 1 1 2,3 34 1,2, 1,2 23 1 1 1,2 ND Disomia uniparental Heterodisomia materna
SPW3182 Padre 1,2 1,3 1 1 1 1.2 23 1 1.2 1.2 1 34 ND
SPW3183 Madre 13 24 1 1 2,3 34 1.2 1.2 2.3 1 1 1.2 ND
SPW3191 Paciente Patrén metilacién anormal Delecion clase | 2 2 1 1 1 3 1 3 1,2 2 2 1,3 Delecion clase | Delecion clase |
SPW3192 Padre 1,3 1,3 1 1 1,3 1.2 1.3 1 2 1.2 23 23 1
SPW3193 Madre 2 2 1 1 12 1.2 2.3 1 1.3 1 1.2 1.2 2,3
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Resultados

Entre BP1-BP2 Entre BP2-BP3 Fuera de la clasica region de SA y SPW
Identidad  Parentesco 55542 D1551035 58128 D15S113 GABRB3 S97 D15S1233 D155194 D158123 D15S131  Resultado microsatélites Etiologia

SA0026 Paciente Patrén metilacién anormal Delecion clase Il 1,2 1,2 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1,4 1,2 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA0026A  Padre 23 23 1 1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1 23 1,3 1,2

SA0026B  Madre 14 14 1 1 1 34 3 23 1 1 1.2 24 23

SA0032 Paciente Patrén metilacion anormal Delecion clase Il 1 1,3 1 1 2 2 2 2 2 1 1,2 1,3 1,2 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA0034 Madre 1.2 23 1 1 1,3 1,2 1,2 1,3 1,2 1 1 23 1,2

SA0038 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase | 2 3 1 1 1 1 2 2 2 1 2,3 1,2 Delecién clase | Delecién clase |
SA0039  Padre 2 3 1 1 1 12 2 2 2 1 1 12 12

SA0040 Madre 1,2 1,2 1 1 2 1,3 1,3 1 1 1 1 1,3 1

SA0271 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase | 1 2 1 1 2 3 3 2 1 1 2,3 2,3 1 Delecién clase | Delecién clase |
SA0272  Padre 1 12 1 1 2 13 1,3 23 1,2 1 23 1,2 1

SA0273 Madre 2 3 1 1 1,2 23 2 1.2 34 1 1,2 3.4 1,2

SA0501 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase Il 2,3 1,2 1 1 2 3 3 1 3 1 24 1,2 3 Delecion clase Il Delecién clase Il
SA0502  Padre 34 2 1 1 12 2,3 1,3 13 23 1 2 12 23

SA0503 Madre 1,2 1 1 1 1,2 1 2,3 24 1.3 1 14 1,3 1,3

SA0591 Paciente Patrén metilacién anormal Delecion clase Il 3,5 34 1 1 1 4 2 1 1 3 1 1,2 23 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA0592  Padre 34 3 1 1 1 24 2 1 1,2 2,3 1 2 23

SA0593 Madre 25 24 1 1 2 23 1 1.2 23 1.3 1 1.3 23

SA0661 Paciente Patrén metilacién anormal Delecion clase | 3 3 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1,2 1,4 Delecién clase | Delecién clase |
SA0662 Padre 23 13 1 1 1 1.2 1 1 1.2 1 1,2 1,2 24

SA0663 Madre 1,3 2 1 1 2 34 2 1 1.3 1 2 1,2 1,3

SA0711 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase Il 1,2 1,2 1 1 1 1 2 2 2 1 2,3 1,2 1,2 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA0712 Padre 1.2 1 1 1 1 1 2,3 23 12 1 23 2 1,2

SA0713 Madre 23 1,2 1 1 1 2 1 14 2 1 2 1 2

SA0811 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase Il 1,3 1,2 1 1 1 1 3 2 1 1,2 1 1,2 34 Delecion clase Il Delecién clase Il
SA0812 Padre 14 23 1 1 1.2 1.2 13 24 12 1,2 1,2 1,3 1,3

SA0813 Madre 23 1 1 1 1,2 23 2 13 13 2 1 2 24

SA1071 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase Il 1,2 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1,2 2,3 1,3 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA1072 Padre 1 1 1 1 1 1,2 2 24 1 1 13 1,2 1,2

SA1073 Madre 2 1.2, 1 1 23 23 1 1.3 1.2 1 24 1.3 1,3

SA2291 Paciente Patrén metilacién anormal Delecién clase Il 1,2 1 1 1 2 1 3 2 2 1,2 2,3 1 2 Delecion clase Il Delecion clase Il
SA2292 Padre 1.2 1 1 1 23 1.2 13 23 24 1,2 2 1,2 1,2

SA2293 Madre 1,3 1 1 1 1 23 2 1.2 13 1,2 23 1 24
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Resultados

4.1.2. Estudio de la inversién 15q11.2-q13 mediante FISH

El estudio de la inversion comprendida entre los puntos de rotura BP2 y BP3
se ha llevado a cabo en una muestra de 76 individuos: 21 progenitores de pacientes
SA con delecion, 32 progenitores de pacientes SPW con diversas etiologias

moleculares y 23 controles.

4.1.2.1. Frecuencia de la inversion

Se han valorado un total de 9540 cromosomas donde se han observado dos
orientaciones diferentes. La estandar, definida por estar en el genoma de referencia y
que se ha detectado en el 94% de los cromosomas Yy la orientacion invertida en el 6%
restante. La inversion siempre se ha observado en heterocigosis en las metafases

estudiadas (Figura 4.3).

Figura 4.3. Cromosomas valorados por FISH. A) Cromosomas 15 con orientacion estandar. B) Metafase
con un cromosoma 15 en orientacién invertida (sefialado por una flecha) y otro en orientacion estandar.

De los 9540 cromosomas analizados, 4174 corresponden al grupo de
progenitores con hijos afectados de SPW y 3046 a los de SA. La frecuencia de la
inversion en la poblacion general se ha valorado en 2320 cromosomas informativos de
un grupo control compuesto por 23 individuos con descendencia normal (sin
caracteristicas asociadas a SA o SPW) (Tabla 4.3) (Tabla 4.4).

Tabla 4.3. Frecuencia de la inversion 15q11.2-q13 en progenitores de SA y SPW. Los progenitores se han
dividido en grupos segun la etiologia molecular de SA o SPW en su descendencia. Abreviaturas, Chr inv
cromosomas con inversion; Chr std, cromosoma con orientacion estandar; Total chr, nimero total de
cromosomas analizados; ND, no determinado.
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Resultados

Identidad Parentesco Género Etiologia paciente Chr inv Chr std Total chr % chrinv
PW3112 Padre Hombre Delecién clase | 7 95 102 6.9
PW3192 Padre Hombre Delecién clase | 10 108 118 8.5
PW3002 Padre Hombre Delecidn clase Il 9 93 102 8.8
PW3012 Padre Hombre Delecién clase Il 8 96 104 7.7
PW3022 Padre Hombre Delecién clase Il 7 101 108 6.5
PW3052 Padre Hombre Delecioén clase Il 5 97 102 4.9
PW3102 Padre Hombre Delecién clase Il 13 187 200 6.5
PW3142 Padre Hombre Delecién clase Il 24 290 314 7.6
PW3172 Padre Hombre Delecién clase |l 7 97 104 6.7
PW3032 Padre Hombre UPD 11 193 204 54
PW3042 Padre Hombre UPD 4 94 98 41
PW3062 Padre Hombre UPD 6 114 120 5.0
PW3072 Padre Hombre UPD 9 91 100 9.0
PW3122 Padre Hombre UPD 6 96 102 5.9
PW3182 Padre Hombre UPD 5 105 110 4.5
PW3162 Padre Hombre Defecto impronta 3 99 102 2.9
PW3113 Madre Mujer Delecion clase | 5 95 100 5.0
PW3193 Madre Muijer Delecién clase | 12 224 236 5.1
PW3003 Madre Muijer Delecion clase |1 3 87 90 3.3
PW3013 Madre Mujer Delecion clase Il 4 96 100 4.0
PW3023 Madre Mujer Delecioén clase Il 5 99 104 4.8
PW3053 Madre Mujer Delecion clase |1 4 104 108 3.7
PW3103 Madre Mujer Delecion clase |1 8 126 134 6.0
PW3143 Madre Mujer Delecioén clase Il 4 98 102 3.9
PW3173 Madre Mujer Delecién clase |l 13 191 204 6.4
PW3033 Madre Mujer UPD 4 98 102 3.9
PW3043 Madre Mujer UPD 1 103 104 1.0
PW3063 Madre Mujer UPD 3 97 100 3.0
PW3073 Madre Mujer UPD 5 95 100 5.0
PW3123 Madre Mujer UPD 5 97 102 4.9
PW3183 Madre Mujer UPD 9 289 298 3.0
PW3163 Madre Mujer Defecto impronta 3 97 100 3.0
AS0039 Padre Hombre Delecién clase | 7 101 108 6.5
AS0272 Padre Hombre Delecion clase | 6 72 78 7.7
AS0662 Padre Hombre Delecién clase | 6 102 108 5.6
AS0026A Padre Hombre Delecién clase Il 11 193 204 54
AS0502 Padre Hombre Delecién clase Il 6 98 104 5.8
AS0592 Padre Hombre Delecién clase Il 5 101 106 4.7
AS0712 Padre Hombre Delecién clase Il 18 192 210 8.6
AS0812 Padre Hombre Delecién clase |l 7 101 108 6.5
AS1072 Padre Hombre Delecién clase Il 8 100 108 7.4
AS2292 Padre Hombre Delecién clase |l 6 94 100 6.0
AS0040 Madre Mujer Delecion clase | 10 92 102 9.8
AS0273 Madre Mujer Delecion clase | 9 99 108 8.3
AS0663 Madre Muijer Delecion clase | 31 273 304 10.2
AS0026B Madre Mujer Delecioén clase Il 18 172 190 9.5
AS0034 Madre Mujer Delecion clase Il 12 102 114 10.5
AS0503 Madre Mujer Delecion clase |1 12 98 110 10.9
AS0593 Madre Mujer Delecion clase Il 17 195 212 8.0
AS0713 Madre Mujer Delecion clase Il 14 184 198 71
AS0813 Madre Mujer Delecion clase Il 13 195 208 6.3
AS1073 Madre Mujer Delecion clase Il 10 130 140 71
AS2293 Madre Mujer Delecion clase Il 13 113 126 10.3
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Tabla 4.4. Frecuencia de la inversion 15q11.2-q13 en controles. Abreviaturas, Chr inv, cromosomas con
inversion; Chr std, cromosoma con orientacion estandar; Total chr, niumero total de cromosomas
analizados; ND, no determinado.

Identidad Género Chrinv Chrstd Totalchr % chrinv
Crtl_1 Mujer 4 102 106 3.8
Crtl_2 Mujer 3 79 82 3.7
Crtl_3 Mujer 3 95 98 3.1
Cril_4 Mujer 6 96 102 5.9
Crtl_5 Mujer 9 93 102 8.8
Crtl_6 Mujer 2 100 102 2.0
Crl_7 Mujer 5 99 104 4.8
Crtl_8 Hombre 7 95 102 6.9
Cril_9 Mujer 4 96 100 4.0
Crtl_10 Mujer 3 97 100 3.0
Crtl_11 Mujer 4 96 100 4.0
Crtl_12 Mujer 5 85 90 5.6
Crtl_13 Mujer 4 98 102 3.9
Cril_14 Mujer 6 104 110 55
Crtl_15 Hombre 6 96 102 59
Crtl_16 Mujer 5 101 106 4.7
Crl_17 Mujer 4 98 102 3.9
Crtl_18 Mujer 6 94 100 6.0
Crtl_19 Mujer 3 97 100 3.0
Crtl_20 Mujer 5 95 100 5.0
Crtl_21 Mujer 3 103 106 2.8
Crtl_22 Mujer 4 98 102 3.9
Crtl 23 Hombre 6 96 102 5.9

4.1.2.2. Analisis comparativo de la frecuencia de la inversién por individuo

Se han comparado cada uno de los progenitores de pacientes afectados por
SA o SPW por diferentes causas moleculares respecto al grupo control de 23
individuos, utilizando un test multiple de Fisher (IC, 95%). Los analisis estadisticos
individualizados no muestran diferencias significativas tras ser corregidos por FDR, tan
s6lo la madre SA663 con un hijo afectado por delecion muestra un valor

significativamente alto de cromosomas con la inversion (p=0.009).

Sin embargo, si se estudian los p-valores no corregidos, los sujetos con un
incremento significativo de la frecuencia de la inversién son siete madres de SA por
delecién, un padre de SA por delecién y un padre de SPW por delecion. Es interesante
resaltar el padre de un SPW por UPD parcial del cromosoma 15 (PW3072), que

muestra un p-valor marginalmente no significativo (p=0.054) (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Comparativa de la frecuencia de la inversién del grupo control frente a cada progenitor. En rojo,
los p-valores significativos y en naranja, los marginalmente no significativos. Abreviaturas, Chr inv,
cromosomas con inversion; Chr std, cromosoma con orientacion estandar; Chr, cromosomas.

Test Fisher
Identidad Parentesco Sexo Etiologia Punto rotura Chrinv Chr Std Total chr % chr inv [p=valor FDR
PW3112 Padre Hombre Delecién BP1-BP3 7 95 102 6,9 0,332 0,673
PW3192 Padre Hombre Delecién BP1-BP3 10 108 118 8,5 0,072 0,325
PW3002 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 9 93 102 8,8 0,058 0,286
PW3012 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 8 96 104 77 0,153 0,517
PW3022 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 7 101 108 6,5 0,349 0,673
PW3052 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 5 97 102 4,9 0,809 0,925
Pw3102 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 13 187 200 6,5 0,225 0,602
PW3142 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 24 290 314 7.6 0,026 0,195
PW3172 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 7 97 104 6,7 0,337 0,673
PW3032 Padre Hombre UPD ND 11 193 204 54 0,603 0,905
PW3042 Padre Hombre UPD ND 4 94 98 4.1 1,000 1,000
PW3062 Padre Hombre UPD ND 6 114 120 5,0 0,822 0,925
PW3072 Padre Hombre UPD parcial ND 9 91 100 9,0 0,054 0,286
PW3122 Padre Hombre UPD ND 6 96 102 59 0,474 0,814
PW3182 Padre Hombre UPD ND 5 105 110 4,5 1,000 1,000
PW3162 Padre Hombre  Defecto impronta ND 3 99 102 29 0,625 0,905
PW3113 Madre Mujer Delecion BP1-BP3 5 95 100 50 0,807 0,925
PW3193 Madre Mujer Delecién BP1-BP3 12 224 236 5,1 0,745 0,925
PW3003 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 3 87 90 3,3 0,797 0,925
PW3013 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 4 96 100 4,0 1,000 1,000
PW3023 Madre Mujer Delecion BP2-BP3 5 99 104 4,8 0,812 0,925
PW3053 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 4 104 108 3,7 0,816 0,925
PW3103 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 8 126 134 6,0 0,405 0,753
PW3143 Madre Mujer Delecion BP2-BP3 4 98 102 3.9 1,000 1,000
PW3173 Madre Mujer Delecion BP2-BP3 13 191 204 6,4 0,233 0,602
PW3033 Madre Mujer UPD ND 4 98 102 3,9 1,000 1,000
PW3043 Madre Mujer UPD ND 1 103 104 1,0 0,087 0,362
PW3063 Madre Mujer UPD ND 3 97 100 3,0 0,624 0,905
PW3073 Madre Mujer UPD ND 5 95 100 5,0 0,807 0,925
PW3123 Madre Mujer UPD ND 5 97 102 4,9 0,809 0,925
PW3183 Madre Mujer UPD ND 9 289 298 3,0 0,234 0,602
PW3163 Madre Mujer Defecto impronta ND 3 97 100 3,0 0,624 0,905
AS0039 Padre Hombre Delecién BP1-BP3 7 101 108 6,5 0,349 0,673
AS0272 Padre Hombre Delecion BP1-BP3 6 72 78 7,7 0,267 0,656
AS0662 Padre Hombre Delecién BP1-BP3 6 102 108 5,6 0,637 0,905
AS0026A Padre Hombre Delecion BP2-BP3 11 193 204 54 0,603 0,905
AS0502 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 6 98 104 58 0,482 0,814
AS0592 Padre Hombre Delecion BP2-BP3 5 101 106 47 0,816 0,925
AS0712 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 18 192 210 8,6 0,018 0,166
AS0812 Padre Hombre Delecion BP2-BP3 7 101 108 6,5 0,349 0,673
AS1072 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 8 100 108 74 0,167 0,530
AS2292 Padre Hombre Delecién BP2-BP3 6 94 100 6,0 0,467 0,814
AS0040 Madre Mujer Delecién BP1-BP3 10 92 102 9,8 0,029 0,195
AS0273 Madre Mujer Delecién BP1-BP3 9 99 108 8,3 0,099 0,383
AS0663 Madre Mujer Delecion BP1-BP3 31 273 304 10,2 0,000 0,009
AS0026B Madre Mujer Delecién BP2-BP3 18 172 190 9,5 0,008 0,122
AS0034 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 12 102 114 10,5 0,011 0,122
AS0503 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 12 98 110 10,9 0,010 0,122
AS0593 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 17 195 212 8,0 0,043 0,261
AS0713 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 14 184 198 7.1 0,120 0,432
AS0813 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 13 195 208 6,3 0,304 0,673
AS1073 Madre Mujer Delecién BP2-BP3 10 130 140 7.1 0,214 0,602
AS2293 Madre Mujer Delecion BP2-BP3 13 113 126 10,3 0,009 0,122
Controles Control 107 2213 2320 4,6

4.1.2.3. Frecuencia de la inversion 15q11.2-q13 segun progenitores y
etiologia

La frecuencia de la inversion en el grupo control ha sido de 4.61% del total de
cromosomas analizados. En los progenitores de pacientes SPW y SA, se ha
observado que existe un incremento en el porcentaje de cromosomas con inversion

en determinados grupos. La frecuencia de la inversion segun la etiologia molecular de
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delecién, UPD y defecto de impronta en los padres de SPW ha sido de 7,18%; 5,59%
y 2,94%, y en las madres de SPW: 4,92%; 3,36% y 3%, respectivamente. Asi mismo,
la frecuencia de la inversion en padres de SA por delecion se ha establecido en 6,48%
y en madres de SA en 8,77% del total de cromosomas estudiados. Siendo los padres
de SPW y las madres de SA con descendencia por delecion los que presentan las

frecuencias mas elevadas.

Se ha realizado un calculo estadistico para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de la inversion en los distintos
grupos. Los analisis se han realizado comparando el grupo control frente a cada grupo
de progenitores mediante un test de Fisher para mdultiples comparaciones con un
intervalo de confianza (IC) del 95%. Los p-valores obtenidos han sido ajustados
mediante el método de “False discovery rate” (FDR) (Tabla 4.6). Tan sélo en dos
grupos se observan diferencias significativas, el de los padres de pacientes SPW vy el
de las madres de pacientes SA, ambos con descendencia que presenta etiologia

molecular por delecion ( P=0.007** y P=8x10"", respectivamente).

8,77

|78 6,48

5,59

| 4,61
492 6

1 2,94 335 335

% cromosomas con inversion

Padres Padres Padres Madres Madres Madres Padres Madres Controles
SPWDel SPWUPD SPWCI SPWDel SPWUPD SPWCI SADel SADel

Figura 4.4. Porcentaje de cromosomas con inversién en los diferentes grupos estudiados.

Tabla 4.6. Comparacién de la frecuencia de la inversién 15911.2-q13 entre el grupo control y los
diferentes grupos de progenitores (padres y madres segun etiologia molecular de la descendencia)
mediante un test de Fisher multiple (IC, 95%). En rojo, lo p-valores significativos. Abreviaturas, Chr inv:
cromosomas con inversion; Chr std: cromosoma con orientacion estandar; Chr: cromosomas; ND: no
determinado.
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Controles 107 2213 2320 4,61% 23 1,0 1,0

Padres SPW Del  delecién 90 1164 1254 7,18% 9 0,002 [ 0,007*
Padres SPW UPD disomia uniparental 41 693 734 559% 6 0,279 | 0,503
Padres SPW CI defecto de impronta 3 99 102 2,94% 1 0,625 | 0,758
Madres SPW Del delecion 58 1120 1178  4,92% 9 0,674 | 0,758
Madres SPW UPD disomia uniparental 27 779 806 3,35% 6 0,157 | 0,353
Madres SPW ClI defecto de impronta 3 97 100  3,00% 1 0,624 | 0,758
Padres SA Del delecién 80 1154 1234 6,48% 10 0,022 | 0,066
Madres SA Del  delecion 159 1653 1812 8,77% 11 1x107 [8x107"

Recientemente se ha puesto de manifiesto la existencia de un incremento en la
frecuencia de CNVs en mosaico de longitud > 2 Mb en hombres frente a mujeres
(Machiela et al. 2015) y aun siendo estos resultados controvertidos pues no se ha
observado en todos los estudios realizados, ni en todos los grupos comparados
(Laurie et al. 2012; Machiela et al. 2015) se ha decidido realizar de nuevo el analisis
estadistico teniendo en cuenta, en este caso, el género de los individuos, ya que existe
un exceso de mujeres en nuestro grupo control. Los padres de SPW con hijos por
delecién se han comparado, ahora, con un grupo compuesto por padres con
descendencia no afectada por SA o SPW vy padres de SPW por UPD o por defecto del
centro de impronta. Las madres SA por delecién se han comparado con un grupo
control de madres con descendencia normal y madres de SPW por UPD o defecto del
centro de impronta. Ambas comparativas se han realizado mediante un test de chi-
cuadrado (test X?) con correccién de Yates (IC, 95%). Los padres de hijos con SPW
por delecién han mostrado un resultado marginalmente no significativo (p=0.060),
probablemente debido al reducido numero de muestras y de cromosomas con
inversion. Por el contrario, las madres de SA por delecion han exhibido una diferencia
muy significativa respecto al grupo control de madres (p=2.53x10"") (Figura 4.5)
(Tabla 4.7).

p=2,53x10""
10% - B —
0% | p=0,06 8,77%
I—%

0, 4

8% 7,18%

7%

6% 1 5,18%

5%

4,01%

4% -

3%
2% -

0, 4

1% n=9 n=11
0% ‘

Hombres control Padre SPW Mujeres control  Madres SA

112



Resultados

Figura 4.5. Comparativa de la frecuencia de la inversion entre el grupo control y los progenitores con hijos
afectos por delecidn, segun género. En rojo, p-valores significativos y en naranja, los marginalmente no
significativos.

Tabla 4.7. Anadlisis comparativo de la frecuencia de la inversion entre progenitores de SA y SPW por
delecién y controles, segun género. En rojo, valores significativos y en naranja, los marginalmente no
significativos. Abreviaturas, Chr inv, cromosomas con inversion; Chr std, cromosoma con orientacion
estandar; Chr, cromosomas.

Etiologia Chr inv Chr std Chr total % chr inv Individuos Test X*
Hombres control 54 988 1042 5,18% 9
Padre SPW delecion 90 1164 1254 7,18% 9 0,060
Mujeres control 113 2707 2820 4,01% 26
Madres SA delecion 159 1653 1812 8,77% 11 2,53x10™"""

4.2. Estudio de pacientes SA-like

4.2.1. Analisis de regiones asociadas a discapacidad intelectual
por custom MLPA2

Se han analizado 20 pacientes SA-like sin etiologia molecular conocida, junto a

sus progenitores y dos muestras control.

Tras el andlisis, ninguno de los individuos estudiados ha mostrado ganancias o
pérdidas de material genético para las regiones analizadas a excepcion de los
controles positivos que presentan la delecion 22q11.21 (sondas HIRA y GNB1L)
(Tabla 4.8)
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Tabla 4.8. Resultados del custom MLPAZ2. En rojo, valores delecionados.

Identidad WBSCR1 HIRA NSD1 SNRPN ARIH1 TRIP3 PML COPS3 BAZ1B MAPT BCL9 CDH9 KIAA0427 GNB1L FLJ20436 SKI TP73
Control del chr 22 1.09 054 1.07 1.07 103 107 103 105 1.04 103 113 1.09 1.09 0.57 0.97 1.03 0.99
Control del chr 22 1.09 0.56 1.08 1.05 105 104 1.02 1.10 0.95 104 1.01  1.08 1.08 0.58 1.14 1.06 0.99
Ms1 1.01 1.00 097 1.00 099 103 093 1.02 1.02 104 096 1.01 0.98 1.04 0.95 105 1.05
MS1 madre 0.99 1.05 1.00 1.00 100 092 1.06 1.00 0.95 102 1.00 0.94 1.01 0.99 0.97 1.07 1.07
Ms2 0.94 098 1.02 1.02 1.01 109 1.18 088 1.02 093 098 1.01 1.00 1.01 0.90 1.08 1.05
MS2 madre 0.92 1.02 1.05 1.01 097 097 103 1.00 0.97 100 099 097 1.02 1.00 1.00 1.04 1.00
MS2 padre 0.97 1.00 0.99 1.02 1.01 105 0.99 1.00 0.99 100 097 0.95 1.00 1.02 1.05 1.05 1.03
MS3 0.93 1.03 098 1.00 102 105 106 1.00 1.00 095 098 0.96 1.03 1.01 1.02 1.00 1.01
MS3 madre 0.95 1.08 0.98 1.01 096 102 101 1.00 0.99 100 1.01 098 1.01 0.99 1.00 0.97 1.02
MS3 padre 0.99 102 0.99 0.99 100 103 101 096 1.00 102 098 0.96 0.98 1.05 1.05 1.00 1.04
MS4 0.95 1.02  1.00 1.03 101 098 105 097 0.99 102 097 103 0.99 0.99 0.98 1.02 1.04
MS4 madre 1.06 102 097 1.01 095 099 099 1.00 0.98 105 1.00 1.01 0.98 1.01 0.93 1.06 1.05
MS4 padre 0.92 0.97 1.02 0.97 100 106 1.08 1.02 1.02 098 1.01 1.00 0.99 1.01 0.98 1.04 0.95
MS5 1.02 098 1.01 0.99 1.01 100 0.99 1.00 1.02 097 101 0.96 0.98 0.99 1.03 1.07 1.00
MS5 madre 0.94 0.98 1.02 1.01 100 101 098 1.02 0.96 106 101 0.99 1.00 1.02 0.98 0.97 1.01
MS5 padre 1.00 0.96 1.00 1.00 1.01 102 099 1.01 1.01 101 097 1.05 1.01 0.98 1.00 1.00 0.95
NS1 1.01 101 098 1.06 104 104 094 093 1.03 097 099 098 0.98 1.04 1.01 1.00 1.03
NS2 0.97 1.00 1.01 1.01 104 095 097 1.02 0.99 103 1.00 1.02 1.01 0.98 0.98 1.05 097
NS1 NS2 madre 1.04 1.04 097 1.03 098 098 099 1.03 0.98 095 103 1.01 0.97 0.99 1.00 1.01 0.99
NS1 NS2 padre 0.99 101 1.00 0.99 102 101 095 0.99 1.01 102 102 0.99 0.99 1.00 0.99 1.00 0.99
NS3 0.98 1.01  0.99 1.01 098 102 101 1.01 1.02 100 1.00 097 0.99 1.04 1.01 1.02 097
NS3 madre 1.01 103 1.03 0.92 101 092 097 1.04 1.02 097 098 1.00 1.01 1.06 0.99 0.99 0.96
NS3 padre 1.01 1.00 1.03 0.96 099 092 1.04 0.99 1.02 103 1.02 0.98 0.94 1.07 0.97 0.99 1.06
NS4 1.03 1.04 095 0.98 097 102 097 1.06 0.97 103 1.01  1.00 1.02 1.00 1.02 0.94 0.98
NS4 madre 0.97 099 1.02 1.01 099 103 103 096 0.99 103 102 095 0.99 1.04 1.00 1.02 1.01
NS4 padre 1.05 1.03  0.98 1.00 103 098 1.01 1.00 0.97 094 098 1.00 1.01 1.03 0.98 0.98 1.01
NS5 0.94 101 098 1.00 098 102 104 103 0.98 103 096 1.01 1.06 0.99 0.99 0.96 0.99
NS5 madre 0.99 095 1.03 1.03 095 099 105 1.00 1.04 101 098 1.02 0.96 1.03 1.00 0.94 1.08
NS5 padre 0.95 098 1.01 1.01 103 101 098 1.03 1.01 097 098 1.00 0.99 1.06 1.02 1.03 0.94
SS1 1.03 103 1.00 0.99 097 100 095 1.03 0.96 0.99 096 099 0.97 1.10 1.02 1.01 1.00
$S1 madre 1.03 1.01  1.00 0.98 095 100 101 1.02 1.00 102 1.02 099 1.01 0.99 0.96 1.00 1.02
SS1 padre 1.06 103 1.00 0.98 098 102 100 0.99 0.99 093 1.00 0.99 1.02 1.03 0.99 0.96 1.00
§82 0.96 1.02  1.00 1.02 099 097 100 1.02 1.02 099 096 1.01 0.97 1.00 1.07 0.99 1.05
S$S2 madre 1.02 1.01  1.00 0.94 095 102 103 0.99 1.05 100 1.04 097 0.97 1.01 0.98 0.96 1.09
S§S2 padre 1.05 1.02 095 1.05 101 096 092 1.02 1.00 101 099 1.00 0.97 1.05 0.98 1.07_1.00
8§83 1.00 1.04 098 0.99 100 099 099 098 1.01 103 1.01  1.00 0.98 1.02 1.04 0.97 0.98
S$S3 madre 0.98 103 097 0.97 103 097 095 1.06 1.03 100 101 1.04 0.95 0.99 1.02 1.04 0.96
SS3 padre 1.02 099 0.98 0.99 102 100 1.00 1.02 1.03 096 092 1.03 1.03 1.04 1.02 0.96 1.01
SS4 0.96 101 097 1.06 104 096 096 1.03 1.03 096 098 0.96 1.03 0.99 1.00 1.06 1.01
8§85 1.02 1.01  1.01 0.97 094 100 105 098 1.02 101  1.01 095 0.97 1.04 1.00 1.04 1.04
S§S5 madre 0.98 1.02  1.02 0.96 101 097 093 106 1.00 098 098 1.01 1.01 1.04 0.99 1.00 0.95
SS5 padre 0.99 0.98 1.01 0.99 099 096 100 1.04 1.01 100 098 1.01 0.99 1.01 1.02 0.93 1.05
SS6 1.04 1.03  0.96 1.05 102 095 1.06 098 1.00 096 101 1.01 0.96 1.03 1.04 0.92 1.02
SS7 1.02 103 099 0.99 1.01 101 103 0.96 1.01 096 101 098 1.00 0.99 1.03 0.97 1.03
SS7 madre 1.03 1.05 1.01 1.01 096 103 087 0.98 1.02 097 105 1.02 1.01 1.00 1.00 0.91 0.92
§S8 1.03 1.01 097 1.03 102 101 099 098 1.00 099 100 1.04 1.02 1.01 0.96 0.97 0.96
SS8 madre 1.00 101 1.02 1.04 098 098 098 099 0.97 099 104 093 1.02 1.06 0.99 0.98 0.95
SS8 padre 0.99 1.01  1.03 1.00 097 096 101 0.99 1.00 101 1.01  1.00 1.00 1.04 0.98 0.97 0.98
SS9 1.02 103 099 0.99 101 097 094 1.01 0.95 104 099 1.02 0.99 1.04 0.95 1.02 0.99
S$S9 madre 1.01 1.03  1.00 0.95 097 103 101 1.02 0.93 104 1.01 097 1.02 0.99 1.03 0.98 1.00
SS9 padre 1.03 1.02  0.95 1.01 102 102 0.98 1.04 0.93 103  1.01 097 1.01 1.03 0.97 1.02 1.00
S$S10 1.03 102 110 0.93 108 104 107 075 1.06 102 104 1.02 0.98 1.00 1.03 0.92 0.95
§S10 madre 1.02 1.01  1.01 0.96 096 096 097 1.01 1.04 104 1.00 1.03 1.01 1.01 1.00 0.96 0.96
S$S10 padre 1.04 1.04 0.96 1.03 109 095 094 1.02 0.96 095 1.00 1.15 0.98 0.93 1.05 0.94 0.85

4.2.2. Estudio de regiones subteloméricas

Se han estudiado los 20 pacientes SA-like sin diagnéstico molecular, junto con
sus progenitores y 7 sujetos de poblacién general, para detectar CNVs en regiones

subteloméricas mediante el ensayo comercial de MLPA P036C (MRC Holland).

Los analisis han desvelado la existencia de dos individuos (MS2 y SS10) con
pérdidas de material genético. El paciente MS2 presenta una delecion localizada en la

region terminal 1p36.33, interrogada por la sonda que mapea sobre el gen SCNN1D.
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La otra delecion detectada, en el paciente SS10, corresponde a la sonda que interroga
la region subtelomérica 1q44 y que mapa sobre el gen KIAA1720 (SH3BP5L). Ambas
deleciones son de novo y patogénicas segun la base de datos DECIPHER (<

https://decipher.sanger.ac.uk>) (Firth et al. 2009). También se ha observado una

ganancia en 12q del control 4 de poblaciéon general. Esta ganancia esta descrita como
un polimorfismo benigno en Database of Genomic Variants (DGV)
(<http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home>) (MacDonald et al. 2014) y en DECIPHER (Tabla
4.9).

115


https://decipher.sanger.ac.uk/
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

Resultados

Tabla 4.9. Resultados del analisis de las regiones subteloméricas mediante el ensayo comercial de MLPA P0O36C. En rojo, regiones delecionadas y en verde, regiones
que presentan una ganancia.

Region subtelomérica 1p 2p 3p 4p 5p 6p 7p 8p 9p 10p 11p 12p 13p 14p 15p 16p 17p 18p 19p 20p 21p 22p XIYp
Gen SCNN1D ACP1 1CHL1 FLJ20265 PDCD6 IRF4 CENTA1 FBXO25 DMRT1 KIAA0934 RIC-8 SLC6A12 PSPC1 HEI10 MKRN3 POLR3K RPH3AL USP14 CDC34 SOX12 RBM11 BID SHOX
d Género
Control 1 Mujer 1.1 1.07 1.06 1.12 1.07 113 1.1 1.03 1.06 1.03 1.1 1.05 1.03 1.04 0.98 1.07 1.03 0.98 1.07 1.01 0.99 1.01 1.01
Control 2 Hombre 1.02 0.98 1.00 0.99 1.01 1.06 0.95 0.96 0.98 0.99 1.01 1.01 1.01 1.00 0.97 1.06 0.99 1.01 0.97 1.09 0.98 1.00 0.99
Control 3 Hombre 1.05 0.98 0.98 0.96 1.02 1.05 1.06 0.95 1.02 1.01 1.01 1.00 1.00 1.02 0.96 1.05 1.01 0.98 1.04 1.02 1.00 1.03 1.02
Control 4 Hombre 0.97 1.01 1.00 0.98 1.00 1.04 1.06 1.02 1.02 0.99 1.01 1.04 1.00 0.98 1.02 1.04 1.02 1.01 0.97 1.03 0.96 0.96 1.02
Control 5 Hombre 1.24 1.21 1.17 1.1 1.13 1.20 1.24 1.10 1.1 1.08 1.13 1.09 1.04 1.07 1.01 1.03 1.01 0.96 0.99 1.01 0.95 0.95 0.98
Control 6 Hombre 1.12 1.09 1.05 1.06 1.08 1.1 1.16 1.03 1.04 1.06 1.10 1.05 1.01 1.05 1.01 1.05 1.06 1.00 1.07 1.02 0.98 1.01 0.99
Control 7 Hombre 1.1 1.05 1.02 1.07 1.10 1.13 1.1 1.00 1.02 1.03 1.06 1.05 1.05 1.04 0.97 1.07 1.04 0.99 1.05 1.03 0.98 1.01 0.96
ms1 Hombre 0.99 0.98 0.99 0.99 0.96 0.97 1.00 0.95 1.00 0.99 1.03 1.01 1.01 0.99 1.02 1.02 0.99 0.97 1.04 1.04 1.00 1.00 0.97
MS1_madre Mujer 0.96 0.97 1.00 0.98 0.97 0.98 1.04 0.95 0.99 0.97 0.99 0.99 0.96 0.97 1.02 1.02 1.02 0.98 1.01 1.06 1.02 1.02 1.02
mMs2 Hombre 0.64 1.00 1.01 1.05 1.10 1.05 1.03 1.07 1.16 1.15 1.09 1.05 0.95 1.03 1.10 1.10 1.02 0.97 1.03 1.1 1.03 0.99 0.95
MS2_madre Mujer 0.98 0.99 1.01 0.99 1.01 0.97 1.00 0.97 1.00 1.00 1.03 0.98 1.02 0.98 1.02 1.03 0.99 1.02 1.04 1.02 0.99 0.99 0.99
MS2_padre Hombre 0.96 0.99 0.99 0.96 0.96 0.96 0.93 1.00 0.97 0.99 0.99 0.98 0.98 1.00 0.97 0.98 1.01 0.98 0.98 0.99 1.03 1.00 0.99
mMs3 Hombre 0.98 0.98 0.98 0.96 0.99 0.95 0.91 0.97 0.97 1.01 0.99 1.00 0.97 0.99 1.02 0.99 0.95 0.99 0.98 1.00 1.01 1.01 1.01
MS3_madre Mujer 1.02 1.01 1.00 1.00 1.05 0.99 1.01 1.01 0.99 1.00 1.01 1.01 1.03 0.99 1.04 0.99 1.01 0.99 1.00 1.01 0.98 1.01 1.00
MS3_padre Hombre 0.97 0.95 0.96 0.97 0.94 0.98 1.05 0.99 0.94 0.98 0.97 1.02 0.97 0.97 0.99 1.01 1.00 0.98 0.96 1.05 1.00 0.99 1.02
mMs4 Hombre 0.99 1.00 0.99 1.01 0.97 0.95 0.92 1.01 1.00 0.98 1.01 0.98 0.98 0.97 1.03 0.99 0.96 0.99 1.02 0.99 0.98 0.99 1.03
MS4_madre Mujer 0.98 1.01 0.97 0.99 1.01 0.96 0.92 0.98 0.96 0.99 1.01 1.00 1.01 1.00 1.02 1.00 0.95 1.01 1.01 0.99 1.00 1.03 0.99
MS4_padre Hombre 0.99 0.97 0.99 0.96 0.98 0.95 1.00 0.99 0.99 1.02 0.98 1.00 0.96 0.99 1.01 0.99 1.02 0.99 1.00 0.98 0.98 1.00 1.01
MS5 Hombre 1.01 0.98 0.96 1.02 0.98 0.97 0.95 0.99 0.99 0.99 0.95 1.02 0.98 0.98 0.99 1.00 0.99 0.99 1.03 1.01 1.00 0.99 1.00
MS5_madre Mujer 0.96 0.97 0.93 0.96 1.00 0.98 1.00 0.97 0.98 0.97 0.96 0.98 0.97 0.98 0.96 0.99 1.01 1.01 1.01 1.00 1.00 0.97 1.00
MS5_padre Hombre 0.96 0.99 1.02 0.97 0.96 0.95 0.99 0.97 0.97 0.99 0.96 0.98 1.03 0.99 1.00 0.97 1.01 1.02 0.96 1.04 1.02 1.02 1.02
Ns1 Mujer 0.98 0.97 1.01 0.98 0.98 0.98 0.93 0.98 1.01 1.01 0.98 0.99 0.98 0.96 1.01 1.01 0.98 1.00 1.02 0.98 1.00 1.00 1.01
Ns2 Mujer 0.99 0.99 0.99 0.98 0.98 0.97 0.94 0.96 0.99 1.01 0.99 0.99 0.98 1.00 1.01 0.99 0.99 1.00 1.02 0.99 1.01 1.00 1.01
NS1_NS2_madre Mujer 1.00 0.99 0.97 0.98 0.99 0.96 0.93 0.97 0.97 0.98 0.99 1.00 0.99 1.02 1.01 1.00 0.99 0.99 0.98 1.01 1.01 1.00 1.01
NS1_NS2_padre Hombre 0.99 0.99 0.98 1.02 0.98 0.98 0.97 0.98 0.99 0.99 0.98 0.95 0.99 1.00 0.99 1.00 0.99 0.99 1.00 0.98 1.00 1.02 1.00
Ns3 Mujer 0.98 0.97 0.93 0.96 0.97 0.95 0.98 0.99 0.96 1.00 0.97 0.95 0.99 1.00 0.97 1.00 1.02 1.01 1.00 1.00 1.01 1.01 1.01
NS3_madre Mujer 0.98 0.97 0.96 0.97 0.96 0.95 0.99 0.95 0.96 0.97 0.99 0.97 1.00 0.96 0.98 1.02 1.01 1.00 1.01 0.99 1.01 1.03 1.02
NS3_padre Hombre 0.94 0.96 0.99 0.98 0.96 0.95 1.01 0.97 0.97 0.96 0.99 0.99 1.02 0.98 0.99 0.99 1.00 0.99 0.97 0.99 1.01 1.01 1.01
NS4 Mujer 0.98 1.00 0.98 0.97 0.97 0.97 0.95 0.95 0.96 0.99 0.97 0.97 1.01 0.98 1.00 0.99 0.99 0.99 0.97 0.99 1.02 0.99 1.02
NS4_madre Mujer 0.91 0.94 0.96 0.98 0.94 0.95 1.04 0.98 0.97 0.95 0.94 0.95 0.96 0.96 0.94 0.99 0.99 0.95 1.01 1.03 0.99 1.01 1.00
NS4_padre Hombre 0.93 0.93 0.94 0.95 1.00 0.96 1.06 0.94 0.92 0.94 0.91 0.98 0.96 0.95 0.99 0.99 1.04 0.99 1.00 1.07 0.99 1.00 0.99
NS5 Mujer 0.99 1.00 0.96 1.01 1.02 0.98 0.95 0.95 0.99 0.97 0.98 0.99 0.99 1.01 1.00 0.98 1.00 1.01 1.01 0.98 1.00 0.99 1.00
NS5_madre Mujer 0.94 0.96 0.97 0.98 0.94 0.98 1.02 0.96 0.96 0.99 0.94 0.97 0.98 0.98 0.96 1.01 1.01 0.98 0.96 1.01 1.02 1.01 1.03
NS5_padre Hombre 0.97 0.99 0.98 0.98 0.99 0.96 0.89 0.97 0.96 0.96 0.98 0.99 0.97 0.99 1.00 1.00 0.97 1.01 1.01 0.98 1.01 1.00 1.01
SSs1 Hombre 1.00 0.97 0.98 0.98 0.96 0.93 0.93 0.99 0.98 1.01 0.99 0.98 0.99 1.00 0.98 0.98 0.98 1.01 1.00 1.02 1.01 1.00 1.01
$S1_madre Mujer 1.00 0.96 0.99 0.98 0.97 0.97 0.94 0.97 0.98 0.99 0.99 0.97 1.03 1.01 0.97 1.00 1.01 1.02 1.00 0.97 1.01 1.01 1.02
SS1_padre Hombre 0.99 0.97 0.97 0.99 0.99 0.98 0.97 1.00 0.99 1.02 0.99 0.96 1.00 0.99 1.01 1.00 1.00 1.03 0.98 0.99 1.01 1.01 0.98
S§S2 Mujer 0.99 1.00 0.97 0.95 0.95 0.96 0.96 1.02 0.96 0.98 0.97 0.95 1.02 0.99 0.99 0.98 0.99 1.00 0.98 1.00 1.01 1.04 0.99
$S2_madre Mujer 0.97 1.00 0.98 0.97 0.98 0.98 0.98 0.99 1.02 0.99 1.01 0.98 0.98 0.98 0.99 1.01 0.98 1.00 0.98 0.98 1.01 0.99 1.03
S$S2_padre Hombre 0.98 0.82 0.98 0.98 0.99 0.98 0.99 1.00 0.97 0.97 0.97 1.00 1.01 0.98 1.00 0.99 1.01 1.00 1.00 1.01 1.01 1.01 1.01
883 Hombre 0.97 0.97 0.96 0.94 0.93 0.97 1.07 0.97 0.97 0.98 0.97 0.99 0.98 0.96 0.97 0.72 1.01 1.00 1.01 1.02 1.00 1.00 1.01
S$S3_madre Mujer 0.96 0.98 0.98 0.99 0.94 0.98 0.97 0.98 1.00 0.96 0.96 0.99 1.01 0.99 0.98 1.00 1.00 1.02 0.98 0.97 1.01 1.00 1.00
SS3_padre Hombre 1.12 1.1 1.10 1.07 1.20 1.20 1.25 1.24 1.21 117 1.16 1.20 1.16 1.16 1.18 0.82 1.1 1.07 1.09 1.05 1.04 1.03 1.01
Ss4 Mujer 0.96 0.97 0.94 0.98 0.98 0.94 0.93 0.97 0.99 0.99 0.96 0.96 0.97 1.00 0.96 0.99 0.98 1.03 1.00 0.99 1.02 0.99 1.00
885 Hombre 0.98 0.93 0.96 0.96 0.96 0.96 1.02 0.96 0.97 0.96 0.96 0.97 1.02 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 0.99 1.01 1.00
SS5_padre Hombre 0.98 0.96 0.98 0.94 0.95 0.96 0.94 0.97 0.96 0.96 0.97 0.98 0.98 0.99 1.00 1.01 0.99 1.00 0.97 1.00 1.00 1.01 1.01
SS6 Hombre 0.96 0.99 1.01 1.00 0.96 0.99 0.98 0.99 1.00 0.99 0.97 0.98 1.02 1.01 1.01 0.97 1.00 1.02 0.99 0.99 1.02 1.00 0.99
87 Hombre 0.99 0.98 1.00 0.99 0.99 0.96 1.04 0.98 0.99 0.97 0.98 1.00 0.98 0.98 1.00 1.01 1.01 0.98 1.02 1.01 0.99 0.99 1.00
SS7_madre Mujer 1.00 0.97 1.00 0.98 0.99 0.96 0.89 0.98 0.97 1.01 1.03 0.98 1.02 1.01 1.00 1.03 1.01 1.01 0.96 0.93 1.03 1.00 1.01
Ss8 Mujer 0.95 0.93 0.95 0.94 1.25 1.22 1.14 1.24 117 1.16 1.15 1.14 1.06 1.09 1.07 1.01 1.01 0.97 0.96 0.94 0.91 0.91 0.91
$S8_madre Mujer 1.02 1.00 0.99 0.96 1.01 0.99 0.95 0.97 0.98 0.95 1.02 0.98 1.00 0.98 1.02 1.02 0.99 1.01 1.00 0.96 1.02 1.02 1.00
SS8_padre Hombre 0.98 0.94 0.96 0.97 1.00 0.97 0.99 0.95 0.96 0.95 0.94 0.99 0.99 0.98 1.00 1.01 0.99 0.99 1.02 0.97 1.01 1.01 0.99
SS9 Hombre 0.95 0.96 0.96 0.98 0.95 0.99 1.07 0.99 0.97 0.94 0.95 0.96 0.97 1.01 0.99 0.98 1.00 1.00 0.97 1.01 1.00 0.99 1.03
S$S9_madre Mujer 0.95 0.99 0.99 0.98 0.94 0.97 1.00 0.99 1.01 0.96 0.99 0.98 1.02 0.99 1.00 1.03 0.99 1.03 0.98 0.98 1.02 1.02 1.00
SS9_padre Hombre 0.96 0.95 0.97 0.97 0.96 0.96 0.98 0.98 1.01 0.99 0.99 0.97 0.99 0.98 0.98 0.99 1.02 0.99 1.02 0.98 1.00 1.00 0.99
8§10 Hombre 0.95 1.06 1.09 1.08 0.99 1.08 1.07 1.09 1.01 1.24 1.18 1.21 1.10 1.13 1.08 1.00 0.97 0.94 0.91 0.84 0.86 0.85 0.83
8§S810_madre Mujer 0.98 0.96 0.95 0.96 0.98 0.98 0.92 0.96 0.96 0.98 0.94 0.97 1.00 0.99 0.97 1.00 0.98 1.03 1.00 0.99 1.00 1.03 1.01
S$S10_padre Hombre 0.98 1.01 1.01 0.99 0.97 0.99 0.91 1.00 0.99 0.98 1.01 0.97 1.02 1.01 1.01 0.97 0.96 1.05 0.97 0.99 1.02 1.00 1.01
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Resultados

Region subtelomérica 1q 2q 3q 4q 5q 6q 79 8q 9q 10q 11q 12q 13q 14q 15q 16q 17q 18q 19q 20q 21q 22q XIYq
Gen KIAA1720 CAPN10 BDH FRG1 GNB2L1 PSMB1 VIPR2 KIAA0150 EHMT1 PAO KIAA0056 ZNF10 F7 MTA1 ALDH1A3 GAS 11-8 TBCD FLJ21172 BC-2 OPRL1 HMT1 RABL2B SYBL1
d Género

Control 1 Mujer 1.01 0.98 0.99 0.87 0.97 0.90 0.92 0.97 0.96 0.91 0.88 0.84 0.92 0.96 0.90 0.92 0.89 0.90 0.83 0.92 0.83 0.78 0.79
Control 2 Hombre 1.02 1.01 1.02 0.98 1.00 0.99 1.00 1.01 1.03 1.03 0.93 1.00 0.98 1.00 1.01 1.02 1.03 1.00 0.99 0.98 0.99 1.00 0.98
Control 3 Hombre 1.01 1.02 1.02 0.86 0.95 0.99 0.97 1.03 1.00 1.04 0.97 0.98 1.01 1.00 1.01 0.97 0.97 0.98 0.95 1.00 0.99 0.96 0.92
Control 4 Hombre 1.00 0.99 0.98 0.96 0.98 0.99 1.00 0.98 0.96 1.00 0.96 1.30 0.98 0.98 0.96 1.00 0.96 1.00 1.02 0.99 0.99 0.94 0.96
Control 5 Hombre 0.95 0.92 0.93 0.85 0.92 0.86 0.90 0.92 0.88 0.86 0.84 0.85 0.84 0.88 0.84 0.83 0.84 0.86 0.81 0.85 0.82 0.79 0.78
Control 6 Hombre 1.01 1.01 0.98 0.88 0.92 0.93 0.97 0.99 0.92 0.90 0.88 0.87 0.93 0.93 0.89 0.92 0.90 0.87 0.87 0.91 0.79 0.80 0.83
Control 7 Hombre 1.02 0.97 0.96 0.89 0.95 0.93 0.91 1.02 0.93 1.01 0.92 0.87 0.95 1.00 0.93 0.98 0.93 0.91 0.92 0.92 0.88 0.82 0.81
ms1 Hombre 1.03 1.01 0.99 0.98 1.02 1.01 0.99 1.00 1.00 1.02 1.01 1.00 1.04 1.01 0.98 1.03 0.98 1.03 1.00 1.04 1.02 0.98 0.96
MS1_madre Mujer 0.99 1.01 1.04 1.06 1.01 1.04 1.00 0.96 0.98 1.06 1.01 1.01 1.04 1.02 0.99 1.04 0.98 0.99 1.01 1.06 1.05 0.97 0.98
mMs2 Hombre 0.96 1.07 1.04 0.96 0.95 1.02 0.95 0.97 1.00 1.20 1.02 0.90 0.96 0.98 0.84 0.95 0.86 0.96 0.96 0.91 0.97 0.77 0.88
MS2_madre Mujer 1.01 1.01 1.01 0.98 1.00 1.00 0.99 1.01 1.01 1.02 1.02 1.00 0.98 0.99 0.99 1.02 0.99 1.04 1.00 0.86 1.02 1.03 1.02
MS2_padre Hombre 1.00 0.99 1.03 0.97 1.03 1.04 1.02 1.01 1.02 1.04 1.07 1.04 1.04 1.04 1.03 1.06 1.04 1.05 1.03 1.04 1.02 1.01 1.02
ms3 Hombre 1.03 0.96 1.00 1.04 1.02 1.04 1.02 0.98 1.06 1.03 1.07 1.02 0.97 0.98 1.06 1.04 1.05 1.06 1.02 1.05 1.02 1.05 1.07
MS3_madre Mujer 0.99 0.98 1.00 0.97 0.97 0.99 0.99 1.00 1.01 0.98 1.01 0.95 0.97 0.98 0.98 1.04 1.02 1.00 0.99 0.98 0.99 0.98 1.01
MS3_padre Hombre 1.00 0.99 1.03 1.08 1.01 0.98 0.99 1.03 1.00 1.05 1.03 1.01 1.07 1.06 1.01 1.03 1.02 1.03 1.05 1.1 1.07 1.04 1.00
Ms4 Hombre 1.02 1.00 1.02 1.01 1.03 1.03 1.06 1.03 1.01 0.98 1.02 1.02 0.99 1.00 1.02 1.03 1.04 1.03 1.05 1.00 0.98 1.03 1.08
MS4_madre Mujer 1.01 0.99 0.99 1.03 0.99 1.05 0.98 1.02 1.04 1.00 1.03 1.00 1.01 1.03 1.00 1.01 1.02 1.03 0.99 0.95 1.03 1.06 1.02
MS4_padre Hombre 1.00 0.97 0.98 1.02 1.01 1.03 1.06 1.00 1.00 1.02 1.04 1.03 1.07 1.05 1.02 1.01 1.02 1.02 1.06 1.08 0.98 1.03 1.03
Ms5 Hombre 0.99 1.01 1.00 1.01 1.03 1.00 0.99 1.02 1.01 1.02 1.04 1.02 1.01 1.04 1.00 1.02 1.02 1.03 1.04 1.03 1.01 1.03 1.03
MS5_madre Mujer 1.02 1.00 0.99 1.03 1.03 1.03 0.98 1.03 1.02 1.05 1.04 1.03 1.06 1.08 1.03 1.04 1.03 1.02 1.08 1.06 1.05 1.07 1.06
MS5_padre Hombre 0.99 0.97 0.99 1.04 1.03 1.03 1.01 1.01 1.00 0.99 1.04 1.05 1.03 1.04 1.01 1.03 0.99 1.02 1.05 1.07 1.03 1.01 1.06
Ns1 Mujer 0.99 1.02 1.02 1.00 1.02 1.03 1.00 1.01 1.00 1.03 1.04 1.02 1.01 1.03 1.02 1.03 1.04 1.02 1.04 0.99 1.00 1.01 1.06
Ns2 Mujer 1.01 1.00 1.01 1.02 1.02 1.03 0.99 1.03 1.01 1.04 1.01 1.04 1.02 0.99 1.01 1.02 1.02 1.02 1.02 1.01 1.02 0.99 1.04
NS1_NS2_madre Mujer 0.98 1.01 1.03 1.01 1.07 1.00 1.02 0.99 1.02 1.02 1.01 1.02 1.00 0.98 1.05 1.00 1.02 1.05 1.06 0.99 1.01 1.03 1.05
NS1_NS2_padre Hombre 1.02 1.01 1.00 1.01 1.02 1.01 1.01 1.00 1.03 0.99 1.02 1.02 1.01 0.98 1.03 0.98 1.02 1.03 1.06 1.01 1.03 1.02 1.04
Ns3 Mujer 1.00 1.03 0.99 1.01 0.99 1.04 1.03 1.02 1.03 1.10 1.04 1.03 1.04 0.99 1.03 1.03 1.02 1.05 1.03 1.04 1.04 1.07 1.01
NS3_madre Mujer 1.01 1.00 1.01 0.99 1.04 1.01 1.00 1.07 1.02 1.02 1.02 1.02 1.07 1.00 1.03 1.05 1.04 1.03 1.03 1.09 1.04 1.05 1.05
NS3_padre Hombre 1.01 1.00 0.99 1.05 1.01 1.00 1.10 1.00 0.99 1.10 1.04 1.01 1.05 1.06 1.01 1.03 1.04 1.03 1.08 1.07 1.05 1.09 1.00
NS4 Mujer 1.04 1.00 1.02 0.99 1.03 1.01 1.04 1.04 1.03 1.09 1.02 1.02 1.03 1.03 1.02 1.04 1.05 1.04 1.07 1.01 1.02 1.00 1.06
NS4_madre Mujer 1.00 1.02 1.01 1.1 1.02 1.07 1.01 1.04 1.01 1.13 1.05 1.06 1.06 1.10 1.02 1.08 1.02 1.03 1.06 1.12 1.1 1.12 1.06
NS4_padre Hombre 1.02 1.00 1.00 1.1 1.02 1.06 1.02 1.02 0.98 1.06 1.06 1.04 1.07 1.08 1.05 1.05 1.03 1.02 1.07 1.17 1.09 1.1 1.01
NS5 Mujer 0.98 0.99 1.00 0.97 1.05 0.99 1.09 0.99 1.05 0.99 0.99 0.99 1.02 1.05 1.03 1.02 1.06 1.01 1.03 1.01 0.99 1.05 1.02
NS5_madre Mujer 1.03 0.99 1.01 1.08 1.03 1.02 0.99 1.00 0.98 1.07 0.99 1.01 1.06 1.07 1.04 1.04 1.00 1.01 1.08 1.1 1.09 1.09 1.06
NS5_padre Hombre 1.01 1.04 1.03 1.01 1.02 1.01 1.10 1.01 1.03 0.97 1.04 1.05 1.00 1.01 1.06 0.99 1.06 1.05 1.03 1.01 1.02 1.04 1.09
ss1 Hombre 1.01 1.03 1.01 1.01 1.02 1.00 1.01 1.03 1.03 0.97 1.03 1.03 1.00 1.03 1.04 1.02 1.05 1.03 1.04 1.03 1.01 1.06 1.05
$S1_madre Mujer 1.00 1.01 1.01 1.00 1.05 0.99 1.03 1.03 1.03 0.98 1.03 1.00 1.00 1.00 1.02 1.05 1.01 1.02 1.06 1.02 1.03 1.04 1.03
SS1_padre Hombre 1.02 1.01 1.00 0.99 1.02 1.03 1.02 1.00 1.03 0.97 1.04 1.00 1.02 1.01 1.03 0.98 1.01 1.01 1.01 0.98 1.03 1.04 0.99
8§82 Mujer 1.02 1.01 1.02 1.01 1.02 1.03 1.05 1.03 1.01 1.00 1.01 1.03 1.00 1.02 1.02 1.02 1.09 1.03 1.01 1.01 1.03 1.02 1.04
$S2_madre Mujer 1.03 1.01 1.01 0.99 1.04 0.99 1.00 0.99 1.03 1.07 1.01 1.04 1.01 1.02 1.01 1.01 1.02 1.02 1.02 1.01 1.00 1.04 1.00
$S2_padre Hombre 1.01 1.03 1.01 1.02 1.02 1.03 1.01 1.03 1.03 1.04 1.02 1.02 1.06 1.02 1.05 1.03 1.05 1.03 0.95 1.04 1.07 1.03 1.05
883 Hombre 1.01 1.02 1.03 1.09 1.04 1.05 1.02 1.04 1.01 1.03 1.07 1.00 1.09 1.09 1.06 1.05 1.02 1.06 1.05 1.15 1.1 1.08 1.02
S$S83_madre Mujer 1.02 1.01 1.03 1.00 1.02 1.01 1.00 1.00 1.05 1.03 0.99 1.03 1.05 0.99 1.06 1.01 1.05 1.03 0.99 1.03 1.03 1.05 1.03
SS3_padre Hombre 0.99 0.96 0.93 0.91 0.81 0.83 0.79 0.81 0.82 0.77 0.82 0.80 0.75 0.71 0.70 0.65 0.68 0.66 1.15 0.70 0.85 0.85 0.81
Ss4 Mujer 1.01 1.04 0.98 1.03 1.04 1.03 1.10 1.06 1.01 1.01 1.04 1.06 1.03 1.00 1.05 1.05 1.03 1.04 1.05 1.00 1.01 1.06 1.06
885 Hombre 1.03 1.01 1.00 1.02 0.99 1.04 1.04 1.04 1.01 1.04 1.03 1.00 1.07 1.04 1.06 1.02 1.00 1.03 1.03 1.04 1.07 1.10 1.02
SS5_padre Hombre 1.04 1.01 0.99 0.99 1.03 1.01 1.03 1.04 1.03 0.98 1.04 1.04 1.05 1.08 1.03 1.05 1.06 1.08 1.07 1.03 1.03 1.05 1.06
SS6 Hombre 1.04 0.99 1.00 1.01 1.01 1.01 0.99 0.98 0.99 1.09 1.07 1.01 1.02 0.99 1.02 0.99 1.01 1.01 1.00 0.95 1.01 1.02 1.09
887 Hombre 0.99 0.98 1.04 1.03 0.99 1.01 1.01 1.03 0.98 1.06 1.01 1.02 1.05 1.04 1.02 0.99 1.01 1.00 1.02 1.07 1.00 1.05 1.02
SS7_madre Mujer 1.03 1.00 1.03 1.04 1.00 1.06 1.00 1.04 1.06 0.88 1.01 0.97 0.99 0.99 0.99 1.03 0.99 1.01 0.97 0.95 1.01 1.02 1.00
Ss8 Mujer 0.89 0.91 0.86 0.86 0.82 0.82 0.81 0.79 0.85 0.70 0.80 0.84 0.77 0.83 0.86 0.80 0.83 0.80 0.78 0.77 0.78 0.79 0.83
S$S8_madre Mujer 1.02 1.01 1.01 1.00 1.00 1.00 1.01 1.01 1.02 0.94 1.01 1.02 0.98 1.00 1.02 1.01 1.06 0.99 1.00 1.00 0.99 1.03 1.06
SS8_padre Hombre 1.02 1.01 1.01 1.02 1.02 1.05 1.03 1.01 1.02 1.09 1.03 1.04 1.04 1.00 1.03 1.02 1.06 1.03 1.07 1.05 1.04 1.06 1.07
SS9 Hombre 1.03 0.99 1.00 1.10 1.00 1.03 1.01 1.04 1.00 1.04 1.01 1.03 1.04 1.03 1.02 1.00 1.01 1.01 1.04 1.09 1.09 0.99 1.03
S$S9_madre Mujer 1.03 1.00 1.01 1.01 0.99 0.98 1.02 1.00 1.02 1.01 0.99 1.02 1.05 1.04 1.00 1.04 1.04 1.01 1.05 1.05 1.03 0.99 0.99
SS9_padre Hombre 1.00 1.02 1.02 1.04 1.01 1.02 0.99 1.03 1.00 0.98 1.04 1.02 1.07 1.03 1.02 1.03 1.02 1.05 1.04 1.03 1.05 1.03 1.04
8810 Hombre 0.47 0.85 0.79 0.74 0.79 0.76 0.75 0.75 0.76 0.66 0.70 0.75 0.71 0.76 0.79 0.74 0.75 0.74 0.68 0.67 0.73 0.68 0.74
$S810_madre Mujer 1.03 1.04 1.02 1.02 1.01 1.02 1.12 1.03 1.02 1.02 1.03 1.02 1.02 1.02 1.05 1.00 1.04 1.04 1.01 1.01 1.03 1.05 1.05
$S10_padre Hombre 1.03 0.97 1.01 1.07 1.04 1.01 1.02 0.99 1.02 0.97 1.01 1.05 0.99 0.96 1.04 1.02 1.00 1.02 1.00 0.95 1.00 1.03 1.05
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4.2.3. Estudio de CNVs gendmicas en SA-like mediante a-CGH.

De los 20 pacientes SA-like hibridados en el a-CGH para su estudio, tres
muestras SS1, SS4 y MS2 no han podido ser analizadas correctamente debido a
problemas técnicos. Un exceso de ruido de fondo ha dado lugar a valores
normalizados de log2ratio con una desviaciéon estandar superior a 0,2 y no ha
permitido diferenciar con claridad la sefial real de ruido, arriesgandonos a tener falsos

positivos y/o negativos.

Todas las alteraciones observadas en los 17 sujetos de los que se han
obtenido resultados, se han cotejado con la informacién de la base de datos “Database
of Genomic Variants” (DVG), para seleccionar, finalmente, 90 regiones con CNVs
(Figura 4.6) que en poblacion general no estan descritas o presentan bajas

frecuencias de variacion (<5%), segun la base de datos DGV.

De los 17 sujetos de los que se han obtenido resultados, se han seleccionado
90 regiones con CNVs (Figura 4.6) que en poblacién general no estan descritas o
presentan bajas frecuencias de variacion (<5%), segun la base de datos DGV. La
unica region que excepcionalmente se ha incluido en el analisis debido a su gran
tamano (398 kb) ha sido la regién duplicada Xp11.23 que incluye los genes GAGET,
PAGE1, PAGE 4, USP27X y CLCN5 con una frecuencia en poblacion general del
5.4%, aunque en realidad, no todos los genes de la region se encuentran duplicados y

presentan la misma frecuencia poblacional.
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Figura 4.6. Ideograma que muestra la posicion de las 90 CNVs (triangulos) identificadas por a-CGH en
pacientes SA-like. Estas regiones se encuentran en baja frecuencia en poblacién general.
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La longitud promedio de sondas alteradas en el a-CGH ha sido de 12,8 sondas
y la mediana de 2 sondas con un rango comprendido entre 1 y 618 sondas, lo que en
términos de longitud se traduce en un promedio de 106 kb y una mediana de 10,8 kb

con una rango comprendido entre 44 pby 5.798 kb (Figura 4.7) (Tabla 4.10).

A 1% 17% B 16%
|
8%
4

3% 4
Figura 4.7. CNVs identificadas en el a-CGH. A) porcentaje de CNVs identificados segun su longitud en
pares de bases. B) Porcentaje de CNVs identificados segun el niumero de sondas alteradas en el a-CGH.

De las 90 regiones con CNVs, cinco se localizan en la misma region genémica
aunque difieren en uno de sus puntos de rotura. Podemos concluir que, hemos
identificado 85 regiones independientes que varian en niumero de copia, de las cuales
52 se han detectado en un solo un paciente y 33 son recurrentes, es decir, una region
alterada en mas de un individuo. De las 85 regiones independientes 53 son deleciones
24 ganancias y 8 ambos tipo de reordenamiento (Figura 4.8) (Tabla 4.10).

9,4%

" Delecion = Ganancia Ambos

Figura 4.8. Tipo de CNV que muestran las 85 regiones independientes identificadas por a-CGH en los
pacientes SA-like.
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Tabla 4.10. CNVs detectadas en los pacientes SA-like analizados por a-CGH. En rojo se indican las coordenadas de regiones con los puntos de rotura compartidos. En
la parte derecha de la tabla se muestran las CNVs identificadas en a-CGH y sus frecuencias conocidas segun DGV. Abreviaturas, Chr, cromosoma; Del, delecion;
Ganan, ganancia; Freq, frecuencia; pb, pares de bases.

atos a-CGH Datos D

Sondas Genes Ganancia Muestras Del Ganan % del XELEN]
3102665 3120978 1p36.32 3 PRDM16 $S2 /883 99564
chr1 6478000 6478059 1p36.31 59 1 HES2 SS3/8S7/889 65528 17 2 0.026 0.003
chr1 19582268 19582321  1p36.13 53 1 MRTO4 SS3/8S7/889 0 0 0 ND ND
chr1 47516254 47523790 1p33 7536 2 CYP4X1 MS4 52548 0 21 0.000 0.040
chr1 144995225 145027511 19211 32286 4 PDE4DIP SS9 476526 46 524 0.010 0.110
chr1 169227144 169241317 1924.2 14173 2 NME7 SS8 S$S2/8S5/889 282410 3405 138 1.206 0.049
chr1 198288679 198288738 1931.3 59 1 NEK7 NS3 /NS4 /NS5 5103 3 1 0.059 0.020
chr1 223909604 223921439 1q42.11 11835 3 CAPN2 MS4 365 0 1 0.000 0.274
chr1 227462712 227473343 1qg42.13 10631 2 CDC42BPA NS1/NS2 NS3 /NS4 22429 0 3 0.000 0.013
chr1 242554821 242561749 1943 6928 2 PLD5 MS4 113582 52 9 0.046 0.008
chr1 243309051 249224147 1944 5798806 618 Diversos SS810 5786276 20507 3037 0.354 0.052
chr1 248071467 248814286 1944 742819 99 Olfactory Receptors SS3 2563548 7989 2045 0.312 0.080
chr2 78709955 78716453 2p12 6498 2 BC024248.1 NS4 284485 110 6 0.039 0.002
chr2 181894486 181894545  2q31.3 59 1 UBE2E3 MS1/MS5 0 0 0 ND ND
chr3 45733423 45733482  3p21.31 59 1 SACM1L NS3 /NS4 270 0 0 0.000 0.000
chr3 89405719 89416802 3p11.1 11083 3 EPHA3 SS5/889 504356 1603 11 0.318 0.002
chr3 100347505 100433025 3q12.2 85520 11 GPR128/TFG SS3/8S7/SS8 217381 0 385 0.000 0.177
chr4 155243452 155249257  4q31.3 5805 2 DCHS2 SS8 17421 1 0 0.006 0.000
chrb 107310176 107315439 5q21.3 5263 2 FBXL17 MS5 29084 1 0 0.003 0.000
chrb 139317458 139329357 5q31.2 11899 2 NRG2 NS4 2121 1 1 0.047 0.047
chrs 180418512 180429788 5935.3 11276 3 BTNL3 NS4 NS5 396545 2168 483 0.547 0.122
chré 3300952 3301011 6p25.2 59 1 c6orf85 NS1/NS2 /NS5 NS3 0 0 0 ND ND
chré 109660011 109683297 6921 23286 4 Cé6orf185 SS8 2513 2 0 0.080 0.000
chré 124436517 124463373 6q22.31 26856 4 TCBA1 MS4 155979 3 275 0.002 0.176
chré 124443025 124463373 6q22.31 20348 3 TCBA1 SS9 155979 3 275 0.002 0.176
chré 161830307 161856330 6026 26023 5 PARK2 SS9 172523 48 10 0.028 0.006
chré 162437335 162694857 6q26 257522 28 PARK2 SS10 1372704 935 116 0.068 0.008
chr7 102728970 102737362 79221 8392 2 ARMC10 NS2 6452 8 0 0.124 0.000
chr7 151095848 151100470  7q36.1 4622 2 WDR86 NS1/NS2/NS3 /NS4 /NS5 185 0 3 0.000 1.622
chr7 158159533 158185989  7q36.3 26456 4 PTPRN2 SS9 173202 57 10 0.033 0.006
chr7 158308834 158328449 7q36.3 19615 3 PTPRN2 S$S82 111439 97 12 0.087 0.011
chr8 53569675 53580706 8q11.23 11031 2 RBi1CC1 NS3 81279 16 0.001 0.020
chr8 125102423 125110148 8g24.13 7725 2 FER1L6 SS3 49148 5 1 0.010 0.002
chr8 140838986 140847565 8q24.3 8579 2 TRAPPC9 SS2/8S3/SS8 17421 1 0 0.006 0.000
chr8 144239788 144239845 8q24.3 57 1 LY6H SS2/85S3/SS7/SSS8 SS9 17453 2 1 0.011 0.006
chr9 16824095 16834952 9p22.2 10857 2 BNC2 MS3 0 0 0 ND ND
chr9 119324600 119350649  9933.1 26049 3 ASTN2 SS82 22020 4 2 0.018 0.009
chr10 18280134 18408863 10p12.33 128729 11 SLC39A12 SS8 100390 9 7 0.009 0.007
chr10 46994869 47003133 10q11.22 8264 2 GPRIN2 NS3 1835594 750 4161 0.041 0.227
chr10 53205624 53211540 10921.1 5916 2 PRKG1 MS3 79517 59 2 0.074 0.003
chr11 8959136 8962645 11p154 3509 2 ASCL3 NS5 56303 16 1 0.028 0.002
chr11 10160520 10167159 11p15.4 6639 2 SBF2 SS9 36991 12 0 0.032 0.000
chr11 31573423 31696685 11p13 123262 14 ELP4 SS6 228667 54 4 0.024 0.002
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Datos a-CGH Datos DGV
Inicio Genes Delecion Ganancia Muestras Del Ganan % del % ganan
chr11 61446368 61453009 11g12.2 6641 2 DAGLA SS3 98 2 0 2.041 0.000
chr11 64067876 64067920 11qg13.1 44 1 KCNK4 SS3/SS7/SS9 0 0 0 ND ND
chr11 67431341 67438358 11913.2 7017 3 ALDH3B2 SS3 105738 103 12 0.097 0.011
chr11 68704515 68724349 11913.3 19834 3 IGHMBP2 S$S3/S889 371494 171 16 0.046 0.004
chr11 83828275 83835172 11q14.1 6897 2 DLG2 MS4 71210 0 45 0.000 0.063
chri2 112279579 112280673 12924.12 1094 2 MAPKAPK5/ MAPKAPK5-AS1 SS3/S87/8S9 55017 0 60 0.000 0.109
chri2 112280628 112280673 12924.12 45 1 MAPKAPK5 / MAPKAPK5-AS1 MS4 0 0 0 ND ND
chr12 122748204 122756579 12924.31 8375 2 VPS33A /CLIP1 S$S82 2504 0 3 0.000 0.120
chr12 123186708 123199445 12q24.31 12737 3 GPR109A NS4 5278 12 108 0.227 2.046
chr13 21742457 21746530 13g12.11 4073 2 C130rf13 NS4 34999 10 7 0.029 0.020
chr15 56706193 56719038 15921.3 12845 3 TEX9 SS83 4532 72 0 1.589 0.000
chr15 69505137 69520578 15023 15441 4 GLCE SS87 68496 2 18 0.003 0.026
chr15 78928866 78928916 15g25.1 50 1 CHRNB4 S$S2/S83 SS5/SS8/8S9 SS7/S8810 65594 29 5 0.044 0.008
chr16 4574307 4579701 16p13.3 5394 2 CDIP1 SS8 29084 0 1 0.000 0.003
chr16 28072633 28072692 16p11.2 59 1 AY358206 SS3/S889 0 0 0 ND ND
chr16 28615644 28622493 16p11.2 6849 2 SULT1A1 SS5/S89 414338 309 1199 0.075 0.289
chr16 57777709 57777768 16913 59 1 KATNB1 SS3 4595 7 2 0.152 0.044
chr16 68393632 68401731 16q922.1 8099 2 SMPD3 SS8 882 1 1 0.113 0.113
chr17 10237819 10283688 17p13.1 45869 5 MYH13 NS1/NS2 203415 14 35 0.007 0.017
chr17 21445667 21445726 17p11.2 59 1 C170rf51 NS4 281405 137 124 0.049 0.044
chr17 74300369 74365394 17qg25,1 65025 8 QRICH2 / PRPSAP1 SS9 2121 5 11 0.236 0.519
chr18 65141592 65203791 18qg22.1 62199 10 DSEL S$S82 140982 10 7 0.007 0.005
chr18 67208790 67216990 18g22.2 8200 2 DOK6 NS5 157695 518 2 0.328 0.001
chr18 77644603 77660583 18923 15980 2 KCNG2 SS8 367618 173 65 0.047 0.018
chr19 644408 651087 19p13.3 6679 2 FLJ45684/ RNF126 MS4/MS5 58065 79 6 0.136 0.010
chr19 680801 682057 19p13.3 1256 2 FSTL3 SS2/SS3/SS7/SS8/8SS89 35348 11 3 0.031 0.008
chr19 4399902 4399951 19p13.3 49 1 SH3GL1 SS5/SS87/8S9 0 0 0 ND ND
chr19 4402982 4403030 19p13.3 48 1 CHAF1A S$S3/889 0 0 0 ND ND
chr19 18963866 18963985 19p13.11 119 2 UPF1 S$S2/SS3/SS7/SS8 95 2 0 2.105 0.000
chr19 33490645 33512046 19q13.11 21401 3 RHPN2 NS1/NS2 58462 2 24 0.003 0.041
chr19 44300485 44306013 19q13.31 5528 2 LYPD5 S$S2/S83/8S5 4 0 1 0.000 25.000
chr19 52904936 52920775 19q13.41 15839 3 ZNF528 §S87 8366 5 11 0.060 0.131
chr20 1568966 1580958 20p13 11992 2 SIRPB1 SS2/SS3/SS5/S87/SS8 SS9 /8810 712519 7624 4511 1.070 0.633
chr20 1568966 1591201 20p13 22235 3 SIRPB1/BX537992 NS1/NS3 /NS4 /NS5 716121 9975 4521 1.393 0.631
chr20 14629123 14824431 20p12.1 195308 20 C200rf133 NS3 1565659 836 64 0.053 0.004
chr20 14721866 14829963 20p12.1 108097 12 c200rf133 §S2 1330656 779 64 0.059 0.005
chr21 47931308 47990525 21g22.3 59217 9 DIP2A SS3 211210 6 38 0.003 0.018
chr22 24347959 24395353 22q11.23 47394 10 GSTT1 $S2/8S83 SS5/S87/SS8 /SS9 665819 4929 572 0.740 0.086
chr22 24356690 24395353 22g11.23 38663 8 GSTT1 MS3 MS5 647332 4920 559 0.760 0.086
chrX 11784609 11800403  Xp22.2 15794 4 MSL3L1 SS9 2026 0 1 0.000 0.049
chrX 47871771 47969339 Xp11.23 97568 14 ZNF630 SS8 19660 317 108 1.612 0.549
chrX 49371416 49768733 Xp11.23 397110 46 GAGE1/PAGE1/PAGE4/ SS5 9374 176 507 1.878 5.409
USP27X /CLCN5S
chrX 56306570 56431356 Xp11.21 124786 6 KLF8 SS2 2215 1 1 0.045 0.045
chrX 134421829 134488954 Xq26.3 67125 11 ZNF75/ZNF449 NS5 544 3 1 0.551 0.184
chrX 153709040 153719838 Xq28 10798 4 UBL4A /SLC10A3 §S82 2128 81 6 3.806 0.282
chrX 154118643 154564991 Xq28 446348 55 F8/FUNDC2/CMC4/MTCP1/ MS4 21319 182 28 0.854 0.131
BRCC3/VBP1/RAB39B/CLIC2
chrX 154556681 154564991 Xq28 8310 3 CLIC2 SS8 979 44 6 4.494 0.613
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4.2.4. Confirmacién y herencia de las CNVs mediante MLPA

De las 85 regiones gendémicas independientes se han seleccionado 72 para ser
confirmadas y estudiar la herencia mediante un ensayo custom MLPA3. Los criterios

para seleccionar estas 72 regiones han sido:

e Regiones enriquecidas con genes asociados a procesos cerebrales o del
neurodesarrollo.

e Regiones con mayor tamafio en pb y por lo tanto con mas sondas alteradas
consecutivamente (Figura 4.9).

o Regiones menos frecuentes en la poblacién general segun DGV.

El ensayo custom MLPA3 esta compuesto por un total de 100 sondas: 97 sondas
que interrogan las 72 regiones identificadas por a-CGH vy tres sondas control. Mediante
la técnica de MLPA se han validado el 67% de las regiones independientes (48 de 72)
interrogadas por 59 sondas. Por el contrario, 31 de las 90 sondas disefiadas no
confirman los resultados del a-CGH, es decir, 24 de las 72 regiones estudiadas (33%).
Se ha observado que las regiones con mayor numero de sondas alteradas
consecutivas en el a-CGH son las que tienen mayor porcentaje de validacion por
MLPA (Figura 4.10).

sondas 4 sondas® >4 sondas

11%

Figura 4.9. Porcentaje de sondas consecutivas alteradas en las CNVs detectadas por a-CGH en las 72
regiones independientes interrogadas por el custom MLPAS3.
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N=29

B Concuerdan con a-CGH
® No concuerdan con a-CGH

N=17

N=8

2.8%

4 8.3%

1 sonda 2 sondas 4 sondas >4 sondas

Figura 4.10. Porcentaje de regiones confirmadas por el custom MLPA3 segun el nimero de sondas
consecutivas alteradas en el a-CGH. Los porcentajes estan calculados sobre el numero total de regiones
interrogadas por el MLPA (N=72). En gris, nUmero de regiones que componen cada grupo.

Se han disefiado 7 nuevas sondas del custom MLPA3 para revalorar siete
regiones variables segun el a-CGH que no han sido confirmadas por nuestro ensayo
MLPA. Dos de las siete sondas han detectado las CNVs corroborando los resultados
del a-CGH. Por el contrario, cinco de las nuevas sondas siguen sin confirmar los

resultados del a-CGH, considerandose estos falsos positivos.

Utilizando el ensayo custom MLPAS3 se ha establecido la herencia de las 106
CNVs detectadas mediante a-CGH en las 72 regiones independientes de nuestros
pacientes. La unica alteracion de novo identificada ha sido la delecion de la region
1944 en el paciente SS10 con una longitud de 5,8 Mb. La delecién 1p36 en el
paciente MS2 no ha sido confirmada. El resto de CNVs detectadas han resultado ser
heredadas de sus progenitores, siendo el 48% de origen materno y el 52% de origen
paterno. Si discernimos por clase de CNV, 59 son deleciones y 47 ganancias. En
ambos casos el origen paterno, tanto de deleciones (53%) como de ganancias (51%)
es ligeramente superior al materno (Figura 4.11) (Tabla 4.11).
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® Padre © Madre
N=59 N=47 N=106

Figura 4.11. Porcentaje de deleciones, ganancias y CNVs (deleciones mas ganancias) segun se hayan
heredado de uno u otro progenitor.
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Tabla 4.11. Confirmacion y herencia de las CNVs mediante el ensayo custom MLPAS3. En blanco, las sondas que corroboran los CNVs detectadas en el a-CGH. En
rojo, las sondas que no confirman el resultado de los a-CGH. En azul, siete sondas extra del cromosoma X para acotar la longitud de 3 CNVs. En verde, tres sondas
disefiadas en regiones control que no presentan variacion. Abreviaturas, Chr, cromosoma; Del, delecion; Ganan, ganancia; P, padre; M, madre; B, ambos progenitores.
#Sonda que confirma 2 regiones diferentes identificadas en el a-CGH. * No se detecta variacion

Id sonda

chr1_220_C

chr1_239_2
chr1_239_2#
chr2_786_NS_B

chr3_894_E
chr3_101_1
chr3_101_2
chr4_155_D

chr5_139_NS_N
chr5_180_NS_B

chr5_Mi_B

chr6_109_1
chré_124_1
chr6_161_1P
chré_161_2p
chr7_102_NS_S

Regiones Chr Inicio Final Banda Paciente SA Herencia Paciente SA Herencia
a-CGH Ganan Ganan
1 chr1 3115471 3115529 1p36.32 PRDM16 * * * *
2 chr1 6478367 6478420 1p36.31 HES2 * * * *
3 chr1 19584971 19585025 1p36.13 MRTO4 * * * *
4 chri 198288534 198288600 1931.3 NEK7 * * * *
5 chri 223913736 223913795 1q42.11 CAPN2 * * MS4 P
6 chr1 242555793 242555852 1943 PLD5 * * * *
7 chr1 248263445 248263505 1944 OR2L13 SS10 de novo SS3 M
8 chri 248263445 248263505 1944 OR2L13 SS10 de novo SS3 M
9 chr2 78713818 78713878 2p12 BC024248 NS4 M *
10 chr3 45733478 45733538 3p21.31 SACM1L * * * *
11 chr3 89411489 89411548 3p11.1 EPHA3 SS5/SS9/MS1/MS2/MS5 P/P/PIP/P * *
12 chr3 100373846 100373901 3q12.2 GPR128 * * SS3/SS7/SS8 M/M/P
chr3 100413737 100413790 3q12.2 GPR128 * * SS3/SS7/SS8 M/M/P
13 chr4 155244432 155244486  4q31.3 DCHS2 SS8 * *
14 chr5 107310930 107310982  5g21.3 FBXL17 * * * *
15 chr5 139320457 139320511 5q31.2 NRG2 NS4 P * *
16 chr5 180420087 180420141 5935.3 BTNL3 SS2/NS2/NS4/ B/P/P SS1/SS5/SS7/SS8/SS9/SS10  M/P/B/P/M/B
MS3/MS5/NS3/NS5 B/P/B/B
chr5 180424237 180424296  5q35.3 BTNL3 SS2/NS2/NS4/ B/P/P SS1/SS5/SS7/SS8/SS9/SS10  M/P/B/P/M/B
MS3/MS5/NS3/NS5 B/P/B/B
17 chré 3301078 3301137  6p25.2 c6orf85 * * * *
18 chr6 109671243 109671302 6q21 C6orf185 SS8 M * *
19 chré 124452061 124452119 6q22.31 NKAIN2 (TCBA1) * * SS9/MS4/NS3 P/M/P
20 chr6 161846517 161846573 6q26 PARK2 SS9 P * *
21 chr6 162450548 162450602 6q26 PARK2 SS10 P * *
22 chr7 102732908 102732966  7g22.1 ARMC10 NS2 M * *
23 chr7 151097270 151097322  7¢36.1 WDR86 * * * *
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Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Paciente SA Herencia Paciente SA Herencia
a-CGH Ganan Ganan
chr7_157_1PT 24 chr7 158172386 158172445  7q36.3 PTPRN2 SS4/SS9 M/M * *
chr7_157_2PT 25 chr7 158318782 158318830 7q36.3 PTPRN2 SS2 P * *
26 chr8 53570324 53570378 8q11.23 RB1CC1 * * * *
Enr321_1 chr8 119264059 119264119 8q24.12 SAMD12 * * * *
chr8_125_F 27 chr8 125107143 125107200 8q24.13 FER1L6 SS3 M * *
28 chr8 140844145 140844204 8q24.3 TRAPPC9 * * * *
29 chr8 144239339 144239400 8q24.3 LY6H * * * *
chr8 144239752 144239808 8q24.3 LY6H * * * *
chr9_168_B 30 chr9 16830951 16831011 9p22.2 BNC2 * * MS3 P
chr9_116_1 31 chr9 119333392 119333452  9q33.1 ASTN2 SS2 P * *
chr10_183_1 32 chri0 18316976 18317034 10p12.33 SLC39A12 * * SS8 P
chr10_464_NS_G 33 chri0 46999789 46999848 10q11.22 GPRIN2 * * SS9/NS3 P/M
chr10_528 P 34 chri0 53209295 53209352 10qg21.1 PRKG1 MS3 M * *
ZWINT chri0 58119515 58119574 10qg21.1 ZWINT * * * *
chr11_891_NS_A 35 chr11 8959675 8959734 11p15.4 ASCL3 NS5 P * *
chr11_101_1 36 chri1 10161391 10161449 11p154 SBF2 SS9 M * *
chr11_315_E 37 chr11 31653848 31653899 11p13 ELP4 SS6 M * *
38 chr11 61448774 61448832 11qg12.2 DAGLA * * * *
39 chr11 67433820 67433843 11qg13.2 ALDH3B2 * * * *
chr11 67434410 67434465 11qg13.2 ALDH3B2 * * * *
40 chr11 68707124 68707175 11q13.2 IGHMBP2 * * * *
chr11_835_D 41 chr11 83829323 83829377 11q14.1 DLG2 * * MS4 P
42 chr12 112279693 112279749 12q24.12 MAPKAPKS5-AS1 * * * *
chr12 112280530 112280588 12q24.12 MAPKAPKS5 * * * *
chr12_121_VC 43 chr12 122750905 122750962 12q24.31 VPS33A * * SS2 M
chr12_121_NS_G 44 chr12 123187874 123187921 12924.31 GPR109A * * NS4 M
45 chr13 21742499 21742555 13q12.11 C130rf13 * * * *
chr15_544_1 46 chri5 56710985 56711042 15qg21.3 TEX9 * * SS3 P
chr15_672_G 47 chri5 69514701 69514758 15923 GLCE * * SS7 P
chr16_451_1 48 chr16 4577576 4577636 16p13.3 CDIP1 SS3/SS8 M/M * *
49 chri6 68398648 68398709 16qg22.1 SMPD3 * * * *
chri6 68395136 68395194 16q22.1 SMPD3 * * * *
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Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Paciente SA Herencia Paciente SA Herencia
a-CGH [eELE] Ganan

chr17_101_NS_M 50 chr17 10248910 10248969 17p13.1 MYH13 NS1/NS2 P/P * *
chr17_213_NS_A 51 chr17 21445573 21445635 17p11.2 c17orf51 * * NS4 M
chr17_PRPSAP1 52 chr17 74328410 74328470 179251 PRPSAP1 SS9 M * *
chr18_632_1 53 chri8 65179585 65179642 18q22.1 DSEL * * SS2 M
chr18_653_NS_D 54 chri8 67210007 67210060 18q22.2 DOK6 MS2/MS3/NS5 M/M/P * *
55 chr18 77659624 77659675 18923 KCNG2 * * * *
56 chr19 646472 646520 19p13.3 AK127589 * * * *
chr19 649288 649352 19p13.3 RNF126 * * * *
57 chr19 681454 681502 19p13.3 FSTL3 * * * *
58 chr19 18963960 18964016 19p13.11 UPF1 * * * *

chr19_381_R2 59 chr19 33493837 33493893 19q13.11 RHPN2 SS1/NS1/NS2 M/P/P MS1/NS5 P/P
chr19 33501138 33501199 19q13.11 RHPN2 * * * *
60 chr19 44301948 44302008 19q13.31 LYPD5 * * * *
chr19_575_273 61 chr19 52907354 52907410 19913.41 ZNF528 SS7 P * *
chr19_575_22 chr19 52918178 52918225 19q13.41 ZNF528 SS7 P * *
chr19_575_1 chri9 52919180 52919232 19913.41 ZNF528 SS7 P * *
chr20_151_8S 62 chr20 1578477 1578531 20p13 SIRPB1 SS2/SS3/SS4/SS5/SS6/SS7/SS8  B/B/ND/B/B/B/B SS10 B

MS1/MS3/MS5/NS2 M/B/B/P

chr20_145_C 63 chr20 14665496 14665553 20p12.1 ¢200rf133 NS3 M * *
chr20_146_C 64 chr20 14729891 14729946 20p12.1 c200rf133 SS2/NS3 PM * *
chr21_467_1 65 chr21 47959749 47959809 21q22.3 DIP2A * * SS3 M
HIRA chr22 19318971 19319021 22q11.21 HIRA * * * *
66 chrX 11785858 11785911  Xp22.2 MSL3L1 * * * *
chrX_476_X 67 chrX 47919369 47919423 Xp11.23 ZNF630 SS8 M * *
68 chrX 49143319 49143377 Xp11.23 PPP1R3F * * * *
chrX_490_1 chrX 49458740 49458800 Xp11.23 PAGE1 * * SS5 M
chrX_490_P4 chrX 49595003 49595058 Xp11.23 PAGE4 * * SS5 M
chrX_490_AY chrX 49645666 49645722 Xp11.23 USP27X * * SS5 M
chrX 49806913 49806972 Xp11.23 CLCNS * * * *
chrX_KLF8 69 chrX 56311437 56311492 Xp11.21 KLF8 * * SS2 P
chrX_134_NS_Z 70 chrX 134476456 134476511  Xq26.3 ZNF75 * * NS5 P
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Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Paciente SA Herencia Paciente SA Herencia
a-CGH Ganan Ganan

71 chrX 152994747 152994803 Xq28 ABCD1 * * * *
chrX 153595155 153595218 Xq28 FLNA * * * *
chrX 153608306 153608375 Xq28 EMD * * * *
chrX_153_1 chrX 153713788 153713847 Xq28 UBL4A * * SS2 P
chrX 153904971 153905030 Xq28 GAB3 * * * *
chrX_153_F8 72 chrX 154158587 154158646 Xq28 F8 * * MS4 M
chrX_153_F chrX 154284900 154284957 Xq28 FUNDC2 * * MS4 M
chrX 154299830 154299888 Xq28 BRCC3 * * * *
chrX_153_V chrX 154467383 154467440 Xq28 VBP1 * * MS4 M
chrX154_R chrX 154493508 154493566 Xq28 RAB39B * * MS4 M
CLIC2_EX3 chrX 154509303 154509354 Xq28 CLIC2 * * MS4 M
CLIC2_EX4 chrX 154528159 154528205 Xq28 CLIC2 * * MS4 M

chrX_154_1 chrX 154563721 154563770 Xq28 CLIC2 * * SS8/MS4 P/B
chrX 154842494 154842563 Xq28 TMLHE * * * *
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4.3. Estudio de CNVs en pacientes con trastorno del

neurodesarrollo idiopatico y poblacién control

Se ha utilizado el ensayo de MLPA como técnica de cribado para pacientes con
TND de etiologia molecular desconocida y poblaciéon general. Para incrementar la
eficiencia en el cribado, a las 72 regiones del a-CGH que son interrogadas mediante el
ensayo custom MLPA3, se han anadido 10 regiones nuevas (10 sondas de MLPA) que
se han asociado a DI y/o a TND (Tabla 4.12). Finalmente, el nuevo ensayo custom
MLPA3 modificados interrogara un total de 82 regiones gendmicas diferentes mediante
110 sondas de MLPA.

Tabla 4.12. Nuevas regiones interrogadas por el ensayo custom MLPA3 modificado.

Inicio Final Banda Genes

Id sonda Regiones Chr

a-CGH

chri_c1orf159 chr1 1019457 1019507 1p36.33 C1orf159
PLCD1 chr3 38051646 38051705 3p22,2 PLCD1
chr6_147_S chr6 147631275 147631330 6g24,3 STXBP5
chr6_PACRG chr6 163314676 163314737 6926 PACRG
chr9_orf23 chr9 34610725 34610773 9p13,3 c9orf23
ZCD1 chri0 60042915 60042971 10qg21,1 CISD1
chr11_CNTCN5 chr11 99872807 99872866 11g22.1 CNTNS
chr12_ING4 chri2 6762395 6762455 12p13.31 ING4
chri4_PSMB11 chr14 23512083 23512133 14q11.2 PSMB11
chr17_ABR chr17 1083970 1084023 17p13,3 ABR(intrén)

4.3.1 Frecuencia de las CNVs de nuestra serie en poblacién general

espanola

Todas las CNVs detectadas por el a-CHG son heredada excepto la delecién
1944 (paciente SS10). Para comparar las frecuencias de las CNVs y evaluar si son
raras o Unicas es necesario establecer su frecuencia en una poblacion control. Para
ello, se ha establecido la frecuencia de las CNVs de nuestra serie analizando 453
individuos de poblacion general espafiola mediante nuestro ensayo custom MLPA3

modificado compuesto por 110 sondas (Tabla 4.13)

Tabla 4.13. CNVs interrogadas en 453 individuos de poblacién general espafiola. En rojo, sondas que no
muestran variaciéon. En naranja, sondas en las que no se ha observado variaciéon en pacientes pero si se
ha detectado en controles. En blanco sondas que han confirmado los resultados del a-CGH. En verde,
sondas control. Abreviaturas, Chr, cromosoma; Del, delecion, Ganan, ganancia.* Regiones no
identificadas por el a-CGH.
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Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Genes Poblacién Espaiola

a-CGH Ganan % Freq

* chr1 1019457 1019507 1p36.33 C1orf159 0 0,00 0 0,00

1 chr1 3115471 3115529 1p36.32 PRDM16 0 0,00 0 0,00

2 chr1 6478367 6478420 1p36.31 HES2 0 0,00 0 0,00

3 chr1 19584971 19585025 1p36.13 MRTO4 0 0,00 0 0,00

chr1_195_NS_N 4 chri 198288534 198288600 1931.3 NEK7 1 0,22 0 0,00
chr1_220_C 5 chr1 223913736 223913795 1q42.11 CAPN2 0 0,00 0 0,00
chr1_238_P 6 chr1 242555793 242555852 1943 PLD5 0 0,00 2 0,44
chr1_239_2 7 chr1 248263445 248263505 1944 OR2L13 0 0,00 0 0,00
chr2_786_NS_B 9 chr2 78713818 78713878 2p12 BC024248 12 2,65 1 0,22
* chr3 38051646 38051705 3p22,2 PLCD1 0 0,00 0 0,00

10 chr3 45733478 45733538 3p21.31 SACM1L 0 0,00 0 0,00

chr3_894_E 11 chr3 89411489 89411548 3p11.1 EPHA3 71 15,67 1 0,22
chr3_101_1 12 chr3 100373846 100373901 3q12.2 GPR128 0 0,00 19 4,19
chr3_101_2 chr3 100413737 100413790 3q12.2 GPR128 0 0,00 19 4,19
chr4_155_D 13 chr4 155244432 155244486 4q31.3 DCHS2 0 0,00 0 0,00
14 chr5 107310930 107310982 5q21.3 FBXL17 0 0,00 0 0,00

chr5_139_NS_N 15 chr5 139320457 139320511  5q31.2 NRG2 0 0,00 0 0,00
chr5_180_NS_B 16 chr5 180420087 180420141  5g35.3 BTNL3 60 13,25 190 41,94
chr5_Mi_B chr5 180424237 180424296 5q35.3 BTNL3 63 13,91 190 41,94
17 chré 3301078 3301137 6p25.2 c6orf85 0 0,00 0 0,00

chré_109_1 18 chr6 109671243 109671302 6921 C6orf185 0 0,00 0 0,00
chr6_124_1 19 chré6 124452061 124452119 6q22.31 NKAIN2 (TCBA1) 0 0,00 10 2,21
chré_147_S * chré 147631275 147631330 69243 STXBP5 4 0,88 0 0,00
chré_161_1P 20 chr6 161846517 161846573 6926 PARK2 0 0,00 0 0,00
chré_161_2p 21 chré6 162450548 162450602 6926 PARK2 0 0,00 0 0,00
* chr6 163314676 163314737 6926 PACRG 0 0,00 0 0,00

chr7_102_NS_S 22 chr7 102732908 102732966 7q22.1 ARMC10 0 0,00 0 0,00
23 chr7 151097270 151097322  7q36.1 WDR86 0 0,00 0 0,00

chr7_157_1PT 24 chr7 158172386 158172445 7q36.3 PTPRN2 2 0,44 0 0,00
chr7_157_2PT 25 chr7 158318782 158318830 7q36.3 PTPRN2 2 0,44 1 0,22
chr8_537_NS_R 26  chr8 53570324 53570378 8q11.23 RB1CC1 0 0,00 1 0,22
Enr321_1 CNT chr8 119264059 119264119 8q24.12 SAMD12 0 0,00 0 0,00
chr8_125_F 27 chr8 125107143 125107200 8g24.13 FERI1L6 1 0,22 1 0,22
28 chr8 140844145 140844204 8q24.3 TRAPPC9 0 0,00 0 0,00

29 chr8 144239339 144239400 8q24.3 LY6H 0 0,00 0 0,00

chr8 144239752 144239808 8q24.3 LY6H 0 0,00 0 0,00

chr9_168_B 30 chr9 16830951 16831011  9p22.2 BNC2 0 0,00 0 0,00
* chr9 34610725 34610773 9p13,3 c9orf23 0 0,00 0 0,00

chr9_116_1 31 chr9 119333392 119333452 9q33.1 ASTN2 0 0,00 0 0,00
chr10_183_1 32 chri0 18316976 18317034 10p12.33 SLC39A12 0 0,00 0 0,00
chr10_464_NS_G 33 chr10 46999789 46999848 10g11.22 GPRIN2 1 0,22 39 8,61
chr10_528_P 34 chri0 53209295 53209352 10qg21.1 PRKG1 10 2,21 0 0,00
ZWINT CNT chri0 58119515 58119574 10q21.1 ZWINT 0 0,00 0 0,00
* chri0 60042915 60042971 109211 CISD1 0,00 0,00 0,00 0,00

chr11_891_NS_A 35 chri1 8959675 8959734 11p15.4 ASCL3 4 0,88 0 0,00
chr11_101_1 36 chri1 10161391 10161449 11p154 SBF2 5 1,10 0 0,00
chr11_315_E 37 chr11 31653848 31653899 11p13 ELP4 0,00 0,00 0,00 0,00
38 chri1 61448774 61448832 11q12.2 DAGLA 0,00 0,00 0,00 0,00

chr11_671_A2 39 chri1 67433820 67433843 11q13.2 ALDH3B2 0,00 0,00 1,00 0,22
chr11_671_A chri1 67434410 67434465 11q13.2 ALDH3B2 0,00 0,00 1,00 0,22
40 chri1 68707124 68707175 11q13.2 IGHMBP2 0,00 0,00 0,00 0,00

chr11_835_D 41 chri1 83829323 83829377 11q14.1 DLG2 0,00 0,00 8,00 1,77
* chr11 99872807 99872866 11q22.1 CNTNS 0,00 0,00 0,00 0,00

* chri2 6762395 6762455 12p13.31 ING4 0,00 0,00 0,00 0,00

chr12_110_M1 42 chr12 112279693 112279749 12q24.12 MAPKAPK5-AS1 0,00 0,00 6,00 1,32
chr12_110_M2 chr12 112280530 112280588 12q24.12 MAPKAPK5 0,00 0,00 6,00 1,32
chri2_121_VC 43 chr12 122750905 122750962 12q24.31 VPS33A 0,00 0,00 6,00 1,32
chr12_121_NS_G 44 chr12 123187874 123187921 12q24.31 GPR109A 0,00 0,00 2,00 0,44
45 chr13 21742499 21742555 13g12.11 C130rf13 0,00 0,00 0,00 0,00
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Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Genes Poblacién Espafola
a-CGH Ganan % Freq
* chri4 23512083 23512133 14q11.2 PSMB11 0,00 0,00 0,00 0,00
chr15_544 1 46 chr15 56710985 56711042 15921.3 TEX9 0,00 0,00 1,00 0,22
chr15_672_G 47 chr15 69514701 69514758 15q23 GLCE 0,00 0,00 2,00 0,44
chr16_451_1 48 chr16 4577576 4577636 16p13.3 CDIP1 0,00 0,00 0,00 0,00
49 chri6 68398648 68398709 16q22.1 SMPD3 0,00 0,00 0,00 0,00
chr16 68395136 68395194 16q22.1 SMPD3 0,00 0,00 0,00 0,00
* chri7 1083970 1084023 17p13,3 ABR(intrén) 0,00 0,00 0,00 0,00
chr17_101_NS_M 50 chr17 10248910 10248969 17p13.1 MYH13 0,00 0,00 1,00 0,22
chr17_213_NS_A 51 chr17 21445573 21445635 17p11.2 c17orf51 1,00 0,22 13,00 2,87
chr17_PRPSAP1 52 chr17 74328410 74328470 17q25.1 PRPSAP1 0,00 0,00 5,00 1,10
chr18_632_1 53 chr1i8 65179585 65179642 18q22.1 DSEL 0,00 0,00 1,00 0,22
chr18_653_NS_D 54 chr18 67210007 67210060 18q22.2 DOK6 51,00 11,02 2,00 0,44
55 chr18 77659624 77659675 18qg23 KCNG2 0,00 0,00 0,00 0,00
56 chr19 646472 646520 19p13.3 AK127589 0,00 0,00 0,00 0,00
chr19 649288 649352 19p13.3 RNF126 0,00 0,00 0,00 0,00
57 chr19 681454 681502 19p13.3 FSTL3 0,00 0,00 0,00 0,00
58 chr19 18963960 18964016 19p13.11 UPF1 0,00 0,00 0,00 0,00
chr19_381_R2 59 chr19 33493837 33493893 19q13.11 RHPN2 5,00 1,08 46,00 10,15
chr19 33501138 33501199 19q13.11 RHPN2 0,00 0,00 0,00 0,00
60 chr19 44301948 44302008 19q13.31 LYPD5 0,00 0,00 0,00 0,00
chr19_575_73 61 chr19 52907354 52907410 19q13.41 ZNF528 0,00 0,00 0,00 0,00
chr19_575_272 chr19 52918178 52918225 19q13.41 ZNF528 0,00 0,00 0,00 0,00
chr19_575_1 chr19 52919180 52919232 19q13.41 ZNF528 0,00 0,00 0,00 0,00
chr20_151_S 62 chr20 1578477 1578531 20p13 SIRPB1| 286,00 61,77 20,00 4,42
chr20_145_C 63 chr20 14665496 14665553 20p12.1 MACROD2 1,00 0,22 0,00 0,00
chr20_146_C 64 chr20 14729891 14729946 20p12.1 ¢200rf133 3,00 0,65 0,00 0,00
chr21_467_1 65 chr21 47959749 47959809 21922.3 DIP2A 0,00 0,00 1,00 0,22
HIRA chr22 19318971 19319021 22q11.21 HIRA 0,00 0,00 0,00 0,00
66 chrX 11785858 11785911 Xp22.2 MSL3L1 0,00 0,00 0,00 0,00
chrxX_476_X 67 chrX 47919369 47919423 Xp11.23 ZNF630 3,00 0,65 9,00 1,99
chrx490_P 68 chrX 49143319 49143377 Xp11.23 PPP1R3F 0,00 0,00 0,00 0,00
chrx_490_1 chrX 49458740 49458800 Xp11.23 PAGE1 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_490_P4 chrX 49595003 49595058 Xp11.23 PAGE4 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_490_AY chrX 49645666 49645722 Xp11.23 USP27X 0,00 0,00 0,00 0,00
chrx_490_C chrX 49806913 49806972 Xp11.23 CLCN5 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_KLF8 69 chrX 56311437 56311492 Xp11.21 KLF8 0,00 0,00 2,00 0,44
chrX_134_NS_Z 70 chrX 134476456 134476511 Xq26.3 ZNF75 1,00 0,22 0,00 0,00
ABCD1 71 chrX 152994747 152994803 Xq28 ABCD1 2,00 0,43 0,00 0,00
FLNA chrX 153595155 153595218 Xq28 FLNA 0,00 0,00 0,00 0,00
EMD chrX 153608306 153608375 Xq28 EMD 0,00 0,00 0,00 0,00
chrxX_153_1 chrX 153713788 153713847 Xq28 UBL4A 1,00 0,22 1,00 0,22
chrX_153_G chrX 153904971 153905030 Xq28 GAB3 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_153_F8 72 chrX 154158587 154158646 Xq28 F8 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_153_F chrX 154284900 154284957 Xq28 FUNDC2 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX 154299830 154299888 Xq28 BRCC3 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_153_V chrX 154467383 154467440 Xq28 VBP1 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX154_R chrX 154493508 154493566 Xq28 RAB39B 0,00 0,00 0,00 0,00
CLIC2_EX3 chrX 154509303 154509354 Xq28 cLIc2 0,00 0,00 0,00 0,00
CLIC2_EX4 chrX 154528159 154528205 Xq28 cLic2 0,00 0,00 0,00 0,00
chrX_154_1 chrX 154563721 154563770 Xq28 cLic2 1,00 0,22 1,00 0,22
chrX154_T chrX 154842494 154842563 Xq28 TMLHE 0,00 0,00 1,00 0,22

Siete de las sondas, localizadas en cinco regiones independientes, que
previamente no habian mostrado ninguna variacion y por tanto, no confirmaban los
resultados del a-CGH, ahora muestran la presencia de CNVs en la poblacion general

espanola (Tabla 4.13).

De las 72 regiones independientes del a-CGH, 17 se localizan en cromosomas
autosomicos (interrogadas por 19 sondas) y tres en el cromosoma X (interrogadas por
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12 sondas). Se observan CNVs que no estan presentes en la poblacién general
espafnola estudiada y son especificas de los pacientes SA. Dos de las tres regiones
situadas en el cromosoma X de los pacientes varones SS5 y MS4 no so6lo no han
mostrado variacion alguna en la poblacién general, ademas en ambos casos han sido
heredadas de la madre. Estas regiones candidatas a ser causantes del fenotipo SA-
like podrian tener una herencia de tipo recesivo, presentando tanto las autosémicas
como las sexuales una penetrancia incompleta en los progenitores (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. CNVs detectadas unicamente en pacientes SA-like. Estas regiones son heredadas de sus

progenitores, que no muestran variacion alguna en los 453 individuos de poblacion general analizados.
Abreviaturas, Chr, cromosoma; Del, delecion; Ganan, ganancia.

Id sonda Regiones Chr Inicio Final Banda Genes Paciente SA  Poblacion general
a-CGH [cELEL [cELEL
chr1_220_C 5 chr1 223913736 223913795 1q42.11 CAPN2 0 MS4 | O 0
chr1_239_2 7y8  chrl 248263445 248263505 1944 OR2L13| SS10 SS3 | 0 0
chr4_155_D 13 chr4 155244432 155244486 49313  DCHS2| SS8 0 0 0
chr5_139_NS_N 15 chr5 139320457 139320511  5q31.2 NRG2| Ns4 0 0 0
chr6_109_1 18 chr6 109671243 109671302 6921 C6orf185| SS8 0 0 0
chr6_161_1P 20 chré 161846517 161846573 6926  PARK2| SS9 0 0 0
chr6_161_2p 21 chr6 162450548 162450602 6926 PARK2| SS10 0 0 0
chr7_102_NS_S 22 chr7 102732908 102732966 79221  ARMC10[ NS2 0 0 0
chr9_168_B 30 chr9 16830951 16831011 9p22.2 BNC2 0 MS3 | 0 0
chr9_116_1 31 chr9 119333392 119333452  9q33.1 ASTN2| 8§82 0 0 0
chr10_183_1 32 chr10 18316976 18317034 10p12.33 SLC39A12 0 SS8 | 0 0
chr11_315_E 37 chri1 31653848 31653899 11p13 ELP4| SS6 0 0 0
chr16_451_1 48 chri6 4577576 4577636 16p13.3 CDIP1 |SS3/SS8 0 0 0
chr17_101_NS_M 50 chr17 10248910 10248969 17p13.1 MYH13[NS1/NS2 0 0 1
chr17_PRPSAP1 52 chr17 74328410 74328470 17g25.1 PRPSAP1[ SS9 0 0 5
chr19_575_23 61 chr19 52907354 52907410 19q13.41 ZNF528 | SS7 0 0 0
chr19_575_22 chr19 52918178 52918225 19q13.41 ZNF528 | SS7 0 0 0
chr19_575_1 chr19 52919180 52919232 19q13.41 ZNF528 | SS7 0 0 0
chrX490_P 68 chrX 49143319 49143377 Xp11.23 PPP1R3F 0 0 0 0
chrX_490_1 chrX 49458740 49458800 Xp11.23  PAGE1 0 SS5 | 0 0
chrX_490_P4 chrX 49595003 49595058 Xp11.23 PAGE4 0 SS5 0 0
chrX_490_AY chrX 49645666 49645722 Xp11.23 USP27X 0 SS5 0 0
chrX_490_C chrX 49806913 49806972 Xp11.23 CLCN5 0 0 0 0
chrX_134_NS_Z 70 chrX 134476456 134476511 Xq26.3 ZNF75 0 NS5 1 0
chrX_153_F8 72 chrX 154158587 154158646 Xq28 F8 0 MS4 | O 0
chrX_153_F chrX 154284900 154284957 Xq28 FUNDC2 0 MS4 | O 0
chrX_153_V chrX 154467383 154467440 Xq28 VBP1 0 MS4 | O 0
chrX154_R chrX 154493508 154493566 Xq28 RAB39B 0 MS4 | O 0
CLIC2_EX3 chrX 154509303 154509354 Xq28 CLIC2 0 MS4 | O 0
CLIC2_EX4 chrX 154528159 154528205 Xq28 CLIC2 0 MS4 [ O 0

4.3.2 Cribado de CNVs en pacientes con trastornos del
neurodesarrollo

Se han estudiado un total de 460 pacientes afectados con TND. Los 20
pacientes SA-like, 276 pacientes diagnosticados con DI idiopatica y 164 TEA. Se ha

observado un incremento significativo de CNVs en pacientes con TND (p=0.013, test
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X2, IC del 95%) frente al grupo de control, compuesto por 453 individuos de poblacion

general control (Figura 4.12).

p=0,013

\

N=925 N=1087

" Ganancia
H Delecion

Figura 4.12. Porcentaje de CNVs en el grupo control y en el de pacientes con TND. Existe un incremento
significativo de CNVs en el grupo de TND al compararlo frente al grupo control mediante un test de X2, En
gris (N), el numero de CNVs detectados para cada grupo

Al analizar cada grupo de forma individual, mediante un test X con IC 95% y
correccion por FDR, se ha observado que el grupo de pacientes afectados por TEA se
muestra significativamente enriquecido en CNVs (p=0.008) frente al grupo de controles
(poblacion general), mientras que los pacientes con diagndstico de SA-like y DI no

presentan diferencias significativas (p=0.86 y 0,17, respectivamente) (Figura 4.13).

p=0,867 p=0,179 p=0,008

| | |
{ | | |

N=925 N=93 N=649 N=345

= Ganancia
= Delecion

Controles SA-like

TEA

Figura 4.13. Porcentaje CNVs detectados en cada grupo. Comparativa de CNVs encontrados en cada
grupo de pacientes con TND respecto al grupo control. Sélo el grupo de pacientes con TEA presenta un
incremento significativo de CNVs frente al grupo control. En gris, (N) el nimero total de CNVs detectados
en cada grupo
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Posteriormente, se ha estudiado el numero de CNVs detectadas para cada una
de las sondas del ensayo MLPA. Primero, se ha determinado que un 23% (25 de 110)
de las sondas del MLPA no han detectado ningun tipo de variacion, debido a que no
existe esta variacion o bien, a que el disefio de la sonda no ha sido el adecuado.
Segundo, se han comparado las CNVs observadas en el grupo control para cada
sonda, respecto al grupo de pacientes con TND, asi como, para cada uno de los
diferentes grupos que componen el grupo de pacientes TND, es decir, pacientes SA-
like, pacientes con DI y pacientes con TEA. Solo las sondas que interrogan las
regiones 1944 (gen OR2L13), 16p13.3 (gen CDIP1) y 17p13.1 (gen MYH13) en el
grupo de pacientes SA-like muestran diferencias significativas (p=0.048) tras realizar
un test de Fisher (IC, 95%) con su correspondiente correccion por FDR para las 84
sondas que han mostrado variacion en al menos un sujeto. Sin embargo, si no
consideramos la correccion por FDR los genes BTNL3, NKAIN2, GPR109A, RHPN2 y
KLF8, mas algunos de las regiones duplicadas Xp11.23 y Xg28 se encuentran
significativamente enriquecidos en CNVs respecto a la poblacion espanola control.
(Tabla 4.15).
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Tabla 4.15. CNVs identificados para cada sonda de MLPA. En rojo, aquellas sondas que no han mostrado ninguna variacion tras el analisis de 913 muestras. Tras cada
grupo de pacientes se muestran los p-valores y los p-valores corregidos por FDR de cada sonda de MLPA cuando es comparada respecto al grupo control, mediante
un test de Fisher, IC 95%. Los valores significativos se muestran en color rojo. Abreviaturas: Id, identidad; Chr, cromosoma; Del, delecion; N, numero de sujetos;
Ganan, ganancia; p, p-valor; SA-like, sindrome de Angelman like; DI, Discapacidad Intelectual; TEA, trastorno del espectro autista; TND, trastorno del neurodesarrollo.

Id sonda Chr Inicio Final Genes Controles DI TEA TND
N Ganan N Ganan p 0] Ganan p FDR Ganan p FDR
chr1_c1orf159 chr1 1019457 1019507 C10rf159(453 0 0 20 0 0 1,000 1,000|275 1 0 0,379 0,731|/164 0 0 1,000 1,000(459 1 0 1,000 1,000
chr1_312_P chri 3115471 3115529 PRDM16 (453 0 0 20 0 0 1,000 1,000|274 1 1 0,143 0,553(164 0 0 1,000 1,000(458 1 1 1,000 1,000
chr1_641_H chrl 6478367 6478420 HES2]|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000|275 1 0 0,379 0,731{164 0 0 1,000 1,000(1459 1 0 1,000 1,000
chrl 19584971 19585025 MRTO4]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
(< [y BN RS I chr1 198288534 198288600 NEK71452 1 0 20 0 0 1,000 1,000|276 O 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000[460 O 0 0,496 0,877
chr1_220_C chr1 223913736 223913795 CAPN2|453 0 0 19 0 1 0,042 0,116)276 0 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000[459 0 1 1,000 1,000
chr1_238_P chr1 242555793 242555852 PLD5|451 0 2 20 0 0 1,000 1,000|275 1 0 0,289 0,731(164 0 0 1,000 1,000(459 1 0 0,246 0,785
chr1_239_2 chr1 248263445 248263505 OR2L13]|453 0 0 18 1 1 0,002 0,048 1275 1 0 0,379 0,731]164 0 0 1,000 1,000[457 2 1 0,499 0,877
(AT ST - chr2 78713818 78713878 BC024248]|440 12 1 19 1 0 0,459 0,735(271 4 1 0,516 0,864|160 2 2 0,129 09121450 7 3 0,313 0,877
chr3 38051646 38051705 PLCD1]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr3 45733478 45733538 SACM1L|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr3_894 E chr3 89411489 89411548 EPHA3|381 71 1 15 5 0 0,372 0,620 |227 47 2 0,528 0,864 142 22 0 0,652 1,000(384 74 2 0,919 1,000
chr3_101_1 chr3 100373846 100373901 GPR128434 0 19 |17 0 3 0,059 0,149|262 0 14 0,586 0,889(159 O 5 0,641 1,000(438 0 22 0,750 1,000
chr3_101_2 chr3 100413737 100413790 GPR128(|434 0 19 |17 0 3 0,059 0,149|261 1 14 0,389 0,736[159 O 5 0,641 1,000(437 1 22 0,750 1,000
chr4_155_D chr4 155244432 155244486 DCHS2]|453 0 0 19 1 0 0,042 0116275 1 0 0,379 0,731]164 0 0 1,000 1,000[458 2 0 0,499 0,877
chr5 107310930 107310982 FBXL17{453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
RN T ST I chr5 139320457 139320511 NRG2([453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (275 1 0 0,379 0,731(164 0 0 1,000 1,000(458 2 0 0,499 0,877
(LI E VST - 3 chr5 180420087 180420141 BTNL3]203 60 190 |7 3 10 0,697 1,000|115 35 126 0,617 0,889 54 17 93 0,005 0,230(176 55 229 0,058 0,329
chr5_Mi_B chr5 180424237 180424296 BTNL3]|200 63 190 |7 3 10 0,736 1,000)107 39 130 0,327 0,731 53 17 94 0,004 0,230|167 59 234 0,022 0,329
chr6 3301078 3301137 c6orf85(453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr6_109_1 chr6 109671243 109671302 C6orf185 |453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (275 1 0 0,379 0,731(164 0 0 1,000 1,000(458 2 0 0,499 0,877
chr6_124_1 chr6 124452061 124452119 NKAIN2|443 0 10 |17 0 3 0,014 0,116(259 0 17 0,008 0,229(159 0 5 0,559 1,0001435 0 25 0,015 0,329
chr6_147_8S chr6 147631275 147631330 STXBP5(449 4 0 20 0 0 1,000 1,000|275 1 0 0,655 0,913(163 0 1 0,197 0,980(458 1 1 0,214 0,785
chr6_161_1P chr6 161846517 161846573 PARK2|453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (275 1 0 0,379 0,731{164 0 0 1,000 1,000{458 2 0 0,499 0,877
chr6_161_2p chr6 162450548 162450602 PARK2]453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (272 0 4 0,020 0,345|/163 0 1 0,266 0,980(454 1 5 0,062 0,329
chr6 163314676 163314737 PACRG([453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
(a2 ST chr7 102732908 102732966 ARMC10]|453 0 0 19 1 0 0,042 0116274 2 0 0,143 0,553|164 0 0 1,000 1,000[457 3 0 0,249 0,785
chr7 151097270 151097322 WDR86{453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr7_157_1PT chr7 158172386 158172445 PTPRN2 (451 2 0 18 2 0 0,010 0,116 (275 1 0 1,000 1,000|163 1 0 1,000 1,000{456 4 0 0,687 1,000
chr7_157_2PT chr7 158318782 158318830 PTPRN2 (450 2 1 19 1 0 0,159 0,294 (271 5 0 0,111 0,553(164 0 0
[LCEERYA SIS chr8 53570324 53570378 RB1CC1(452 0 1 20 0 0 1,000 1,000|276 O 0 1,000 1,000{164 0 0 1,000 1,000[460 O 0 0,496 0,877
chr8 119264059 119264119 SAMD12]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr8_125_F chr8 125107143 125107200 FER1L6|451 1 1 19 1 0 0,122 0,230(275 1 0 1,000 1,000]163 1 0 0,605 1,000/457 3 0 0,497 0,877
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Id sonda Inicio Final Genes Controles SA-like DI TEA TND
N [CELETII] Ganan p FDR N Ganan p FDR N Ganan p FDR N Ganan p FDR
140844145 140844204 TRAPPC9]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
144239339 144239400 LY6H|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
144239752 144239808 LY6H|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr9_168_B chr9 16830951 16831011 BNC2]|453 0 0 19 0 1 0,042 0116276 0 0 1,000 1,000|1164 0 0 1,000 1,0001459 0 1 1,000 1,000
chr9 34610725 34610773 c9o0rf23(453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr9_116_1 chr9 119333392 119333452 ASTN2|453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (276 0 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000{459 1 0 1,000 1,000
chr10_183_1 chr10 18316976 18317034 SLC39A12]453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (276 0 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000(459 0 1 1,000 1,000
(T SR c Ml chr10 46999789 46999848 GPRIN2 {413 1 39 [18 0 2 0,702 1,000 254 1 21 0,849 1,000/ 154 0 10 0,559 1,0001426 1 33 0,731 1,000
chr10_528_P chr10 53209295 53209352 PRKG1]443 10 0 19 1 0 0,381 0,624 (266 9 1 0,322 0,731/ 161 2 1 0,265 0,980|446 12 2 0,555 0,907
chr10 58119515 58119574 ZWINT|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (276 O 0 1,000 1,000{163 0 1 0,265 0,980|459 0 1 1,000 1,000
chr10 60042915 60042971 CISD1(453 0 0 20 0 0 1,000 1,000(276 O 0 1,000 1,000{163 0 1 0,266 0,980|459 0 1 1,000 1,000
(A SIS chr11 8959675 8959734 ASCL3([449 4 0 19 1 0 0,195 0,353 271 5 0 0,310 0,731]164 0 0 0,578 1,000{454 6 0 0,753 1,000
chr11_101_1 chr11 10161391 10161449 SBF2|448 5 0 19 1 0 0,229 0,398 (275 1 0 0,417 0,771(163 1 0 1,000 1,000(457 3 0 0,503 0,877
chr11_315_E chri1 31653848 31653899 ELP4]453 0 0 19 1 0 0,042 0116276 0 0 1,000 1,000]164 O 0 1,000 1,0001459 1 0 1,000 1,000
chr11 61448774 61448832 DAGLA|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr11_671_A2 chr11 67433820 67433843 ALDH3B2 |452 0 1 20 0 0 1,000 1,000 (272 O 4 0,071 0,548/ 164 0 0 1,000 1,000(456 O 4 0,374 0,877
chr11_671_A chr11 67434410 67434465 ALDH3B2 |452 0 1 20 0 0 1,000 1,000(276 O 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000{460 O 0 0,496 0,877
chr11 68707124 68707175 IGHMBP2 {453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr11_835_D chr11 83829323 83829377 DLG2]|445 0O 8 18 0 2 0,062 0,152267 0 9 0,212 0,731]159 0 5 0,346 1,000(444 0 16 0,146 0,732
chr11_CNTCNS chr11 99872807 99872866 CNTN5]453 0 0 20 0 0 1,000 1,000(275 0 1 0,379 0,731]/163 0 1 0,266 0,980|458 0 2 0,499 0,877
chr12_ING4 chri2 6762395 6762455 ING4]453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (275 1 0 0,379 0,731|163 0 1 0,266 0,980|458 1 1 1,000 1,000
chr12_110_M1 chr12 112279693 112279749 MAPKAPK5-AS1|447 0 6 20 0 0 1,000 1,000(275 O 1 0,263 0,731/163 0 1 0,682 1,0001458 0 2 0,175 0,782
chr12_110_M2 chr12 112280530 112280588 MAPKAPK51447 0 6 20 0 0 1,000 1,000(275 0 1 0,263 0,731/163 0 1 0,682 1,000|1458 0 2 0,175 0,782
chr12_121_VC chr12 122750905 122750962 VPS33A 1447 0 6 19 0 1 0,262 0,446 (272 0 4 1,000 1,000{162 0 2 1,000 1,000{453 0 7 1,000 1,000
(L u VAR VAR SRClll chri12 123187874 123187921 GPR109A|451 0 2 19 0 1 0,122 0,230 (268 0 8 0,008 0,229]160 O 4 0,046 0,598|447 0 13 0,007 0,329
chr13 21742499 21742555 C130rf13(453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr14_PSMB11 chr14 23512083 23512133 PSMB11(453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (276 O 0 1,000 1,000{163 O 1 0,266 0,980|459 0 1 1,000 1,000
chr15_544_1 chr15 56710985 56711042 TEX9(452 0 1 19 0 1 0,083 0,176 (276 0 0 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000{459 0 1 1,000 1,000
chr15_672_G chr15 69514701 69514758 GLCE|[451 0 2 19 0 1 0,122 0,230 (276 0 0 0,529 0,864| 164 0 0 1,000 1,000(459 0 1 0,622 0,983
chr16_451_1 chr16 4577576 4577636 CDIP1]453 0 0 18 2 0 0,002 0,048 1276 0 0 1,000 1,0001164 0 0 1,000 1,0001458 2 0 0,499 0,877
chr16 68398648 68398709 SMPD3|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr16 68395136 68395194 SMPD3{453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr17 1083970 1084023 ABR(intrén) 1453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
VARSI Tl chr17 10248910 10248969 MYH13[{452 0 1 18 2 0 0,002 0,048 (275 0 1 1,000 1,000{164 O 0 1,000 1,000({457 2 1 0,749 1,000
(L rAVARE S-S chr17 21445573 21445635 c17o0rf51 (439 1 13 119 0 1 0,482 0,759 (266 1 9 0,917 1,000]162 0 2 0,541 1,000/447 1 120,921 1,000
(VAT A Bl chr17 74328410 74328470 PRPSAP1(448 0 5 19 1 0 0,057 0,1491273 1 2 0,434 0,772]164 0 0 0,332 1,000{456 2 2 0,204 0,785
chr18_632_1 chr18 65179585 65179642 DSEL|452 0 1 19 0 1 0,083 0,176]274 0 2 0,561 0,866 163 0 1 0,461 1,000{456 0 4 0,374 0,877
T ECEX NSVl chr18 67210007 67210060 DOK6|400 51 2 17 3 0 0,533 0,824 (249 25 2 0,547 0,866| 150 14 0 0,529 1,000|416 42 2 0,539 0,898
chr18 77659624 77659675 KCNG2([453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
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Id sonda Chr Inicio Final Genes Controles SA-like

N [CELETII] Ganan p FDR N Ganan p FDR N Ganan p FDR N Ganan p FDR

chr19 646472 646520 AK127589]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0

chr19 649288 649352 RNF126 (453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr19_631_F chr19 681454 681502 FSTL3|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000(276 O 0 1,000 1,000{163 0 1 0,266 0,980|459 0 1 1,000 1,000

chr19 18963960 18964016 UPF1]453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr19_381_R2 chr19 33493837 33493893 RHPN21402 5 46 |15 3 2 0,004 0,084 245 10 21 0,044 0,458(137 5 22 0,108 0,835(397 18 45 0,024 0,329

chr19 33501138 33501199 RHPN2|453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0

chr19 44301948 44302008 LYPD5[453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chr19_575_23 chr19 52907354 52907410 ZNF528 |453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (276 0 0 1,000 1,000|164 O 0 1,000 1,000(459 1 0 1,000 1,000
chr19_575_272 chr19 52918178 52918225 ZNF528 |453 0 0 19 1 0 0,042 0,116 (276 0 0 1,000 1,000|164 O 0 1,000 1,000(459 1 0 1,000 1,000
chr19_575_1 chr19 52919180 52919232 ZNF528 |453 0 0 19 1 0 0,042 0,116]276 O 0 1,000 1,000] 164 O 0 1,000 1,000/459 1 0 1,000 1,000
chr20_151_8 1578477 1578531 SIRPB1|147 286 20 8 11 1 0,587 0,892(85 175 16 0,654 0,913| 61 98 5 0,485 1,000|1154 284 22 0,905 1,000
chr20_145_C 14665496 14665553 C200rf133]1452 1 0 19 1 0 0,083 0,176 272 1 3 0,054 0,458|164 0 0 1,000 1,0001455 2 3 0,436 0,877
chr20_146_C 14729891 14729946 c200rf1331450 3 0 18 2 0 0,016 0,116 (272 4 0 0,436 0,772|164 0 0 0,569 1,000|1454 6 0 0,506 0,877
chr21_467_1 47959749 47959809 DIP2A (452 0 1 19 0 1 0,083 0,176 (275 1 0 0,614 0,889/ 164 0 0 1,000 1,000(458 1 1 1,000 1,000
HIRA 19318971 19319021 HIRA|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (275 1 0 0,379 0,731]163 0 1 0,266 0,980({458 1 1 1,000 1,000
chrX_115_M 11785858 11785911 MSL3L1{453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (275 0 1 0,379 0,731]163 0 1 0,266 0,980({458 0 2 0,499 0,877
chrX_476_X 47919369 47919423 ZNF630]441 3 9 19 1 0 0,203 0,359 (272 0 4 0,505 0,864[162 1 1 0,553 1,0001453 2 5 0,521 0,885
chrX490_P 49143319 49143377 PPP1R3F|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (275 0 1 0,379 0,731|164 0 0 1,000 1,0001459 0 1 1,000 1,000
chrX_490_1 49458740 49458800 PAGE1(453 0 0 19 0 1 0,042 0116274 0 2 0,143 0,553|164 0 0 1,000 1,0001457 0O 3 0,249 0,785
chrX_490_P4 49595003 49595058 PAGE4(453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (275 0 1 0,379 0,731/163 0 1 0,266 0,980|457 0 3 0,249 0,785
chrX_490_AY 49645666 49645722 USP27X|453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (275 0 1 0,379 0,731/ 164 0 0 1,000 1,000(458 0 2 0,499 0,877
chrX_490_C 49806913 49806972 CLCN5]453 0 0 20 0 0 1,000 1,000(275 O 1 0,379 0,731/ 164 0 0 1,000 1,000{459 0 1 1,000 1,000
chrX_KLF8 56311437 56311492 KLF8|451 0 2 19 0 1 0,122 0,230 (269 0 7 0,031 0,437|162 0 2 0,288 0,980|450 0 10 0,037 0,329
chrX_134_NS_ 134476456 134476511 ZNF75 1452 1 0 19 0 1 0,083 0,176 (275 0 1 0,614 0,889]164 0 0 1,000 1,000{458 O 2 0,372 0,877
ABCD1 152994747 152994803 ABCD1|451 2 0 20 0 0 1,000 1,000 (274 O 2 0,131 0,553|164 0 0 1,000 1,000(458 0 2 0,185 0,785
FLNA 153595155 153595218 FLNA|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (274 0 2 0,143 0,553|164 0 0 1,000 1,0001458 0 2 0,499 0,877
EMD 153608306 153608375 EMD|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000 (274 O 2 0,143 0,553/ 164 0 0 1,000 1,000(458 0 2 0,499 0,877
chrX_153_1 153713788 153713847 UBL4A|451 1 1 19 0 1 0,122 0,230 (269 1 6 0,019 0,345|162 1 1 0,288 0,980|450 2 8 0,038 0,329
chrX_153_G 153904971 153905030 GAB3|453 0 0 20 0 0 1,000 1,000(271 0 5 0,008 0,229|164 0 0 1,000 1,000{455 0 5 0,062 0,329
chrX_153_F8 154158587 154158646 F8|453 0 0 19 0 1 0,042 0116273 0 3 0,054 0,458|162 0 2 0,070 0,598|454 0 6 0,031 0,329
chrX_153_F 154284900 154284957 FUNDC2(453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (274 0 2 0,143 0,553/ 162 0 2 0,070 0,598|455 0 5 0,062 0,329

154299830 154299888 BRCC3[453 0 0 20 0 0 276 0 0 164 0 0 460 0 0
chrX_153_V 154467383 154467440 VBP1]453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (273 0 3 0,054 0,458/162 0 2 0,070 0,598|454 0 6 0,031 0,329
chrX154_R 154493508 154493566 RAB39B (453 0 0 19 0 1 0,042 0,116 (274 0 2 0,143 0,553|162 0 2 0,070 0,598|455 0 5 0,062 0,329
CLIC2_EX3 154509303 154509354 CLIC2]|453 O 0 19 0 1 0,042 0116274 0 2 0,143 0,553|162 0 2 0,070 0,598|455 0 5 0,062 0,329
CLIC2_EX4 154528159 154528205 CLIC2]|453 O 0 19 0 1 0,042 0116274 0 2 0,143 0,553|162 0 2 0,070 0,598|455 0 5 0,062 0,329
chrX_154_1 154563721 154563770 CLIC2(451 1 1 18 0 2 0,010 0,116 (274 0 2 0,727 0,997|160 0 4 0,019 0,545|452 0 8 0,038 0,329
chrX154_T 154842494 154842563 TMLHE 452 0 1 20 0 0 1,000 1,000 (274 0 2 0,561 0,866/ 163 0O 1 0,461 1,000(457 0 3 0,624 0,983
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El estudio mediante el ensayo de MLPA ha identificado una serie de CNVs que
podrian ser la causa de los fenotipicos caracteristicos de estos pacientes con TND.
Entre ellos cabe destacar aquellos CNVs de gran tamano que han alterado los
resultados de varias sondas del ensayo custom MLPA3 que se relaciona a

continuacion:

1. Delecién de 5,45 Mb en el paciente SAT1 situada en 1p36.33-1p36.31.

izl HIEEE B §F B I"Ei-

|chr‘1 (p36.33-pas.51) (LN B 0 Wl N

Scale 2 Mo} { ho19
ehrl || 2,008,008 =, 000, 60| 4,_eaa_,_aﬁa| 5, 668, 804 &, 600, saa|
e v s D&l SAT1
. h v RT2E0, DENRE oton b he Gkt
2. Delecion de 5.7 Mb en el paciente RMT2_39 localizada en 1q43-1q44.
chrd (oq3-a44> (DT W B T8 DN NENEETEI NN BN igizll HIHNEE B B BN+ 0l l"=E
Zcale 2 Mo} { hata
chrt | 244, 080, 808 245, 000, 008| 248, 600, a0 247, 000, aos| 242, @80, sas|
Del RMT2_99 User Supplied Track
o el Lot b bt 59 RE R E@FSE‘“ Genes ko PO ) L A=t
B, ] e )] B : % e, [T n_.:"é E% e
3. Duplicacion de 6,83 Mb en el paciente HI010 localizada en 10g21.1.
chrio ¢o21.1) [ ISCIniCHE B 0 p4_ 0 COWH B B SR EE BT BT W
Zcale 2 Mo} | haia
chrl £4, a00, ooa| 55, 686, oaa| s6, 006, ooa| 57, 809, ses| S8, 000, 0as| 59, 008, 000] &8, 800, |
RefSeq Genes
== ' SEErTEnETIE -
4. Duplicacién de 107 Mb en el paciente RMT84 que mapa en Xp11.23-Xqg28.
chrx pit23-a2e) [ EIE B B WD 4N IE BN | | Bl-ccShnlm 1 B
Scale 58 Mo} | hete
chrxt | 188, 808, oaa| 158, 8@e, aaal
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5. Duplicacion de 1,85 Mb en el paciente SAT23 localizada en Xq28.

chrx cosy | N EERE] B WM | | B = b4k N CEINE

scale 566 kol { hota
chrx: || 153,500, 8aal 154, 600, sael 154,500, 804

l!l=
H..
"

6. Duplicacion de 406 Kb observada en los pacientes HI1876 y HI1877 localizada en
Xq28.

|chr~x s> | W O ESSEI N B | B & b= N CEINEY |

Scale 108 kb| | ha19
chri: |  154,288,008| i54,308,00808] 154,350,000) 154,400,008 154,450,000 154,508,000 154,550,088

RefSeq Genes

L L E L MG Heet VEP1 hoerd R Gy
FUNDC2 fefmeapfell VEBF1 }
MTCF1 =t VBF1 }
BRCCS dpetptemmtelt VBF1
o el | A RABS9E o

BRCCS ff—f————ti

Ademas, se han detectado 12 regiones con CNVs comunes segun el a-CGH
entre los pacientes SA-like y los pacientes con TEA y DI y que no son variables en

poblacién control (Tabla 4.16).

Tabla 4.16. CNVs comunes entre SA-like y TEA o DI. Abreviaturas: Id, identidad; Chr, cromosoma; Del,
delecion; N, nimero de sujetos; Ganan, ganancia; SA-like, sindrome de Angelman like; DI, Discapacidad
Intelectual; TEA, trastorno del espectro autista

d sonda Regione 0 a Banda ene Poblacion genera A-[Ike D A

2 N Del Ganan|N Del Ganan| N Del Ganan N Del  Ganan
9 Y8 chrl 248263445 248263505 1g44 OR2L13[ 453 0 0 [181(SS101(3S3)[ 275 1(RMT239) 0 164 0 0
4 D 13 chd 155244432 155244486 49313  DCHS2| 453 0 0 [191(SS8) 0 [275 1(VH480) 0 164 0 0
g 14 chr5 139320457 139320511 50312 NRG2| 453 0 0 [191(NS4) 0 [275 1(RMT235) 0 164 0 0
6_109 15 chb 109671243 109671302 6921 CBorf185| 453 0 0 |191(Ss8) 0 |275 1(RMTT6) 0 164 0 0
6 161 1P 20 chi6 161846517 161846573 626  PARK2| 453 0 0 [191(8S9) 0 (215 1(RMTT5) 0 164 0 0
6 161 2p 21 chi6 162450548 162450602 626  PARK2| 453 0 0 [191(8810, 0 (212 0 4 163 0 1
0 22 chi7 102732908 102732966 7q22.1 ARMC10| 453 0 0 [191(NS2) 0 |[274 2(RMT67,70) 0 164 0 0
PRPSAP 52 chrl7 74328410 7432847017q25.1 PRPSAP1| 448 0 5 [191(SS9) 0 [273 1(SATS) 2 164 0 0
490 P 67 chiX 49143319 49143377Xp11.23 PPPIR3F| 453 0 0 20 0 0 |275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
490 chiX 49458740 49458800Xp1123  PAGET| 453 0 0 [19 0 1(SS5)(274 0 2(RMT60,RMT 84) {164 0 0
490_P4 chrX 49595003 49595058Xp11.23  PAGE4| 453 0 0 |19 0 1(8S5)(275 0 1(RMT 84) 163 0 1 (HI1736)

490_A chiX 49645666 49645722Xp11.23  USP27X| 453 0 0 [19 0 1(SS5(275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
490 chiX 49806913 49806972Xp11.23  CLCN5| 453 0 0 20 0 0 |215 0 1 (RMT 84) 164 0 0
4 70 chiX 134476456 134476511 Xq26.3  ZNF75| 452 1 0 [19 0 1(NS5)|275 0 1 (RMT 84) 164 0 0

8 72 chiX 154158587 154158646  Xq28 F8| 453 0 0 [19 0 1(MS4)(213 0 3(RMT84,SAT23) {162 0 2(Hi1876, HI1877)

chiX 154284900 154284957 Xq28 FUNDC2| 453 0 0 [19 0 1(MS4)|214 0 2(RMT 84,SAT23) {162 0 2(Hi1876, HI1877)
chrX 154299830 154299888 Xq28  BRCC3| 453 0 0 20 0 0 |26 0 0 164 0 0

chiX 154467383 154467440  Xq28 VBP1| 453 0 0 [19 0 1(MS4)(213 0 3 (RMT 84, SAT23RMT2_9)|162 0 2 (Hit876, HI1877)

chiX 154493508 154493566 Xq28 RAB39B| 453 0 0 [19 0 1(MS4)|274 0 2(RMT 84,SAT23) {162 0 2(Hi1876, HI1877)

chiX 154500303 154509354 Xq28  CLIC2[ 453 0 0 [19 0 14|24 0 2(RMT84,SAT23)  [162 0 2 (Hi1876, HI1877)

4 chrX 154528159 154528205 Xq28 CLIC2| 453 0 0 [19 0 1(MS4)[274 0 2 (RMT 84,5AT23) 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chiX 154563721 154563770 Xq28  CLIC2| 451 1 (18 0 2 214 0 2(RMT 84,5AT23) {160 0 4
chiX 154842494 154842563 Xq28  TMLHE| 452 0 120 0 204 0 2(RMT 84,SAT23) {163 0 1
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4.4. Estudios adicionales en siete pacientes

Se han llevado a cabo estudios complementarios para determinar la etiologia
molecular de siete pacientes seleccionados, cinco SA-like (SS5, MS4, NS1, NS2, SS7)
y dos TEA (HI1876 y 1877) con CNVs unicas y no detectadas en poblacién general
espafola. La region duplicada Xq28 en los pacientes MS4 (SA-like) y HI1876, HI1877
(TEA) es la misma.

4.4.1. Paciente SS5

El paciente SS5 es un varén que muestra una duplicacion en el cromosoma
Xp11.23 de una longitud aproximada, segun los datos del a-CGH, de 397 kb. Esta
region contiene los genes codificantes PAGE1, PAGE4, USPX27 y los primeros
exones del gen CLCN5. Para delimitar el tamafo de la CNV se han utilizado sondas
de MLPA que flanquean los limites de la region duplicada en a-CGH. Estas sondas no
han detectado ninguna variacion con lo que podemos concluir que la ganancia de
material genético es similar a la detectada por a-CGH y que tan sélo los tres primeros
exones del gen CLCN5 se encuentran duplicados. Sin embargo, los puntos de rotura

no han sido acotados con exactitud.

La duplicacion se ha estudiado en tres generaciones mediante las sondas de
MLPA chrX490_P, chrX_490_1, chrX_490 P4, chrX_490_AY y chrX_490 C y se ha
determinado su presencia en nuestro paciente varén (SS5), en su madre y en su

abuela materna con una herencia ligada al sexo (Figura 4.14)
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zcale 28 kil | hato
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Figura 4.14. Duplicacion Xp11.23 en el paciente SSS y familia. A) CNV identificada en el cromosoma X
observada en el paciente SS5, en su madre y su abuela materna. B) Arbol genealdgico que muestra la
herencia de la CNV en la familia del paciente SS5.

Para determinar si esta CNV podria ser la causante del fenotipo SA-like en el
paciente SS5, se ha estudiado el grado de inactivacién del cromosoma X en la madre
del paciente y en la abuela materna analizando la sangre y la saliva mediante el
polimorfismo del gen HUMARA. Se ha confirmado la herencia de los cromosomas X
en los familiares del paciente SS5 (Figura 4.15) y tras digerir con Hpall se ha
constatado que el cromosoma X mayoritariamente activo en el paciente SS5 es el
heredado de su madre y esta a su vez lo hereda de su abuela. Se puede estimar que
el cromosoma X, (no presente en nuestro paciente) esta activo en la madre en un
11.3% y un 30.2% (sangre y saliva respectivamente) mientras que el cromosoma X;
(presente en el paciente) estd activo en un 88.7% y un 69.8% (sangre y saliva
respectivamente). Lo mismo sucede en la abuela, donde el cromosoma X; (presente
en nuestro paciente) estd activo en un 882% y 72.6% (sangre y saliva
respectivamente) (Figura 4.16).
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Figura 4.15. Patron de amplificacion del polimorfismo HUMARA en los individuos de la familia del paciente
SS5.
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Figura 4.16. Amplificacién del polimorfismo HUMARA en los tejidos de sangre y saliva de la madre y la
abuela del paciente SS5. A) Amplificacion del polimorfismo HUMARA sin ser digerido por Hpall. B)
Amplificacién del polimorfismo HUMARA tras su digestion con Hpall
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4.4.2. Paciente MS4

Paciente varén que presenta una duplicacion en el cromosoma Xq28 de
aproximadamente 446Kb, donde se localizan los genes codificantes F8, FUNDC?2,
CMC4, MCTP1, BRCC3, VBP1, RAB39B, y CLIC2. Se ha acotado el tamafo de la
duplicacion utilizando sondas de MLPA exteriores a la CNV, pero no han identificado
ninguna variacion deduciendo que el tamano de la CNV es similar al observado en a-
CGH. El analisis del MLA muestra que la duplicacién detectada en nuestro paciente
MS4 se encuentra presente también en la madre y el hermano mientras que el padre y

la hermana so6lo presentan una ganancia acotada a un polimorfismo del gen CLIC2
(Figura 4.17).

fcale 208 kbl | haia
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Figura 4.17. Duplicacion Xg28 identificada en el paciente MS4 y su familia. A) CNV en Xg28 detectada en
el paciente MS4, la madre y el hermano por MLPA. B) Arbol genealdgico que muestra la herencia de la
duplicacion. En gris, el hermano del paciente que presenta una leve discapacidad intelectual.
Abreviaturas, DI: discapacidad intelectual

El analisis de inactivacién del cromosoma X mediante HUMARA en la hermana
y la madre utilizando sangre y saliva muestra que el cromosoma X, portador de la
duplicacion Xqg28, proviene de la madre y ha sido transmitido a toda su descendencia

(Figura 4.18). El cromosoma X mayoritariamente activo en la madre (X;), un 88,6% en
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sangre y 82,1% en saliva, es el que no presenta la CNV y el no heredado por el
paciente MS4 y su hermano. Por el contrario, tanto el paciente MS4, como el hermano
y la hermana heredan el cromosoma X; de la madre, portador de la duplicacién. Sin
embargo, en la hermana no se ha detectado la duplicacion del cromosoma Xj.
Tampoco existe un patron diferencial de inactivacién del cromosoma X4 en la hermana,
siendo los porcentajes en sangre y saliva similares (58,8% y 41,2% en sangre; 53,3%

y 46,7% en saliva para los cromosoma X4 y X,, respectivamente) (Figura 4.19).
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Figura 4.18. Patron de amplificacion del polimorfismo HUMARA en los individuos de la familia del paciente
MS4.
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Figura 4.19. Amplificacion del polimorfismo HUMARA en sangre y saliva de la madre y hermana del
paciente MS4. A) Amplificacion del polimorfismo HUMARA sin ser digerido por Hpall. B) Amplificacion del
polimorfismo HUMARA tras su digestion con Hpall.

4.4.3. Pacientes HI1876 y HI1877

Hermanos con una duplicacion Xg28 de 406 kb. Utilizando el ensayo custom
MLPA3 modificado se ha detectado la misma CNV en la madre de los pacientes
(Figura 4.20).
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Figura 4.20. Arbol genealdgico que muestras la herencia de la CNV detectada en Xq28. Ambos hermanos
presentan una ganancia de 406 Kb heredada de la madre.

Para determinar la implicacion de esta CNV en la patologia del autismo se ha
realizado un analisis de inactivacién del cromosoma X en la paciente y en su madre,
utilizando el estudio del polimorfismo HUMARA. El resultado obtenido indica que el
cromosoma X, heredado por la paciente proviene de la madre y ha sido transmitido a

toda su descendencia (Figura 4.21)
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Figura 4.21. Amplificaciéon de HUMARA en |a familia de los pacientes HI1876 y HI1877. Se muestra que el
cromosoma X con la CNV es heredado de la madre en ambos pacientes.

Tras digerir con el enzima Hpall se aprecia que el cromosoma X,, portador de
la CNV, se encuentra preferencialmente inactivo en la madre. Por el contrario, en la
paciente HI1876 no se ha observado un patrén de inactivacion preferencial de uno u
otro cromosoma X, aunque, el que no presenta la CNV (X;) es activo en un 61%.
Figura 4.22.
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Figura 4.22. Analisis de la inactivacion del cromosoma X utilizando el polimorfismo HUMARA en la
paciente HI1876 y su madre. Muestra en negro, la amplificacion del polimorfismo HUMARA. Muestra en
Azul, amplificacion del polimorfismo HUMARA, digerido. A) Amplificacion de HUMARA en la madre antes
y después de la digestion con Hpall. Se observa que el principal cromosoma X activo (83%) es el no
heredado por la descendencia (X3). B) Amplificacion de HUMARA en la paciente antes y después de la
digestion con el enzima Hpall. No existe una inactivacion preferencial.

4.4.4. Pacientes NS1 y NS2

Las pacientes NS1 y NS2 son dos hermanas con caracteristicas clinicas SA sin
una etiologia molecular conocida y podrian compartir una mutacion comun que dé
lugar a la clinica que presentan. Se ha seleccionado la delecion en 17p13.1 de 46 Kb,

que afecta al gen MYH13 y heredada del padre Figura 4.23.
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Figura 4.23. Delecion en 17p13.1 identificada en las pacientes NS1y NS2 y en el padre.

Se han secuenciado todos los exones y las regiones intrénicas colindantes del
gen MYH13 para identificar un total de 18 SNPs que difieren en genotipo entre las
pacientes y sus progenitores. Entre las variantes identificadas, destaca el SNP
rs2190729, el cual se diferencia entre padre e hijas (Tabla 4.17) (Figura 4.24), y
genera un cambio sin sentido, G701R. Este cambio sin sentido, codifica para el

aminoacido arginina (de tipo basico) en las pacientes NS1 y NS2 (T/-). Sin embargo,
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en el padre este SNP (C/-), codifica el aminoacido glicina (de tipo polar). Este alelo T
presenta una frecuencia global estimada en el 1,138% (UCSC <

http://genome.ucsc.edu>) y principalmente en heterocigosis. Sélo hay un sujeto

descrito con el genotipo (T/T) entre los 2504 estudiados en el proyecto 1000 genomas

(< http://www.1000genomes.org >) y ninguno entre los 220 individuos de poblacion

general espafiola secuenciados en nuestro laboratorio. Utilizando estos datos se ha

establecido la frecuencia del genotipo homocigoto T/T en 0.036% (1/2724).

Tabla 4.17. SNPs que difieren entre las pacientes NS1 / NS2 y sus progenitores. Abreviaturas, prot:
proteina.

SNP Localizacion NS1/NS2 Madre Padre Variante Cambio en prot
rs150690480 chr17:10216063 G/G G/A GIG Cambio sin sentido A (GCC) >V (GTC)
rs4239113 chr17:10216442 A/C A/A A/C Intrénica
rs2074873 chr17:10222149 G/A A/A G/A Sinénima | (ATT) --> | (ATC)
rs2277645 chr17:10231498 AIC A/A C/iC Intrénica
rs8064714 chr17:10235360 G- GIG C/- Intrénica
rs2190729 chr17:10236464 TI- TIC Cl- Cambio sin sentido G (GGG) --> R (AGG)
rs2240579 chr17:10236465 GI- GIG Al- Sinénima N (AAC) --> N (AAT)
rs4445936 chr17:10243589 Cl- c/IC Al- Intrénica
rs3760423 chr17:10243717 G/- GIG Al- Sinénima
rs3760424 chr17:10243789 TI- T/T CI- Intrénica
rs12938209 chr17:10247083 G- GIG Al- Intrénica
rs12938754 chr17:10247199 GI- GIG Al- Sinénima N (AAC) --> N (AAT)
rs34168540 chr17:10249889 -I- -/- Al- Intrénica
rs2190730 chr17:10263572 Al- A/A TI- Intrénica
rs12948227 chr17:10265366 C/- Cc/C T/- Intrénica
rs4791981 chr17:10267610 TI- T/T Cl- Intrénica
rs369268806 chr17:10267944 -/- -/- AG/- Intrénica
rs732426 chr17:10274386 Al- A/A G/- Intrénica

rs2190729

Figura 4.24. Secuencia reversa que muestra las variante del SNP rs2190729.Variante heterocigota en la
madre (T/C) y hemicigota en las pacientes (T/-) y en el padre (C/-).

La concurrencia de estos dos eventos (delecién y SNP) poco frecuentes se ha
establecido en 5,75x10°% basandose en: 1) la frecuencia alélica de una delecién que
abarque el SNP rs2190729 se ha calculado en 0.0052% en controles (DGV y 453
individuos de poblacién espanola del presente trabajo) y 2) la hemicigosis para el alelo

(T/-), es decir la presencia de rs2190729 que codifique el aminoacido arginina (G701R)
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en almenos un alelo, se ha establecido en 1,1% (proyecto 1000 genomas). La
delecién parcial del gen MYH13 y la hemicigosis para el alelo (T/-) que codifica para un
aminoacido con una polaridad diferente al comun podria explicar el fenotipo SA-like
(Figura. 4.25)

o (O

(+-) (+-)

II

(+/+) (+/+)

Figura 4.25. Arbol genealégico de las pacientes NS1 y NS2 con la herencia de las variantes. En negro, se
muestra la herencia de la delecion. En azul, la herencia del SNP rs2190790.

La presencia de SNPs hemicigotos ha permitido establecer la longitud de la

region delecionada en 52 kb (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Longitud de la delecion de las pacientes NS1 y NS2. En naranja, longitud de la delecion
segun a-CGH. En rojo, longitud corregida de la delecion tras observar herencia de alelos hemicigotos en
la secuencia.

Se ha estudiado la expresion de MYH13 en diferentes regiones del cerebro a
partir de una PCR de cDNA comercial. Se ha observado expresion de este gen en
amigdala, hipocampo, diencéfalo fetal y I6bulo frontal fetal (Figura 4.27) lo que podria

explicar una implicacion en el fenotipo SA-like.

Gp Nc Df Cf Lff

A Amigdala

C Cerebelo

T Talamo

H Hipocampo

Gp Globus Palidus

Nc Nucleus caudatus
Df Diencéfalo fetal

Cf Cerebelo fetal

Lff Loébulo frontal fetal

Figura 4.27. Expresion de MYH13 en diferentes regiones del cerebro. Analisis realizado mediante PCR
sobre cDNA.

149



Resultados

4.4.5. Paciente SS7

Paciente varén que presenta una delecién en 19q13.41 de 16 kb que afecta al
gen codificante ZNF528. El analisis mediante MLPA muestra una herencia de origen

paterno (Figura 4.28.)

Scale 18 kil { hatg
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ZMFSEE b H -1 I—

Figura 4.28. Delecion en 19p13.41 identificada en el paciente SS7 y su padre.

El tamafio de la delecidn no ha sido determinado con exactitud ya que entre las
sondas alteradas en el a-CGH y sus colindantes hay 8 kb upstream y 16 kb
downstream de distancia. Este tamafio podria ser mayor y alterar nuevos genes o
ARNSs no codificantes (Figura 4.29), para determinar la etologia molecular del fenotipo
SA-like se han secuenciado todos los exones y parte de las regiones intrénicas de los
genes codificantes ZNF528 y ZNF534, asi como, los ARNs no codificantes ZNF528-
AS1, AK097590 y BX537909. Se han identificado un total de 16 SNPs que difieren
entre los genotipos del paciente SS7 y sus progenitores. De las 16 variantes, tres son
SNPs intrénicos del gen ZNF534. De estos tres, uno, rs17780173 da lugar a un
cambio sinénimo para una de las isoformas del gen ZNF534 y es intrénico para el
resto de isoformas. Siete de los 16 SNPs se localizan en las secuencias de los ARNs
no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909. Dos SNPs son exoénicos para
ZNF528-AS1 y cinco para AK097590 y BX537909. Los seis SNPs restantes se
localizan en la secuencia del gen ZNF528, todos ellos intronicos en la mayoria de
isoformas. Sin embargo, para una isoforma especifica tres de los SNPs (rs1820691,
rs1824245, rs162124) mapean en suregion 5" UTR (Tabla 4.18).

Ecale 18 kbl | haia
chr1g: 52,968,988 52,999,968 52,919,898 52,915,898 52,929,008 52,929,968 52,938,808 52,935, 90|
Microarrad Probesets

User Supplied Track
Zondas MLFA
Uzer Supplied Track
ZET oel a-CiGH
Refieq Genes
ZMFS28-AZ] ~reremtedg--H--HE ZHMFS34
ZHFS2E b + +1 e INFS34
ZHFE34
ZHFS54

Figura 4.29. Region delecionada en el paciente SS7. En naranja, sondas del a-CGH.
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Tabla 4.18. 16 SNPs que difieren entre el paciente SS7 y sus progenitores. Abreviaturas, prot: proteina,
cod: codificante.

Localizacion Madre Padre Variante Cambio en prot
ZNF534
rs17780173 chr19:52937339 | A/G GIG AIG Intrénica / Sinénima E (GAG) --> E (GAA)
rs2608546 chr19:52937487 | T/C CiC TIC Intrénica
rs117305879 chr19:52938309 | A/A AIG A/A Intrénica
ZNF528-AS1 [ AK097590 | BX537909
rs11879821 chr19:52896949 | C/- T Cl- Intronica
rs162125 chr19:52897068 | G/- GIG Al- Intrénica
rs11673696 chr19:52897950 | T/- GIT Gl- Intrénica / Exdnica no cod.
rs74793324 chr19:52898390 | T/- CcT Cl- Intrénica / Exdnica no cod.
rs72483958 chr19:52898440 | T/- CcIT Cl- Intrénica / Exdnica no cod.
rs11670607 chr19:52898959 | A/- AIG G/- | Exdnica no cod / Exénica no cod.
rs11672854 chr19:52900846 | A/- AIG G/- | Exdnica no cod / Exdnica no cod.
ZNF528
rs1820691 chr19:52916988 | T/- GIT G/- | Intrénica / Exénica no cod.(5'UTR)
rs1824245 chr19:52917198 | C/- CIA Al- | Intronica / Exénica no cod.(5'UTR)
rs162124 chr19:52917590 | G/- G/A A/- | Intrénica / Exénica no cod.(5'UTR)
rs162123 chr19:52917626 | A/- GIA G/- Intronica
rs4801914 chr19:52917723 | G/- GIT T Intrénica
rs4802932 chr19:52917907 | A/- G/A Gl Intrénica

La presencia de SNPs hemicigotos ha permitido establecer la longitud de la
region delecionada en 23,8 kb que ahora incluye el gen ZNF528 y los ARNs no
codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 (Figura 4.30)
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Figura 4.30. Longitud de la delecion del paciente SS7 tras un nuevo analisis. En naranja, longitud de la
delecion detectada por a-CGH en el paciente SS7. En rojo, longitud de la delecion tras observarse alelos
en hemicigosis por secuenciacion.

Se ha calculado la frecuencia de la delecidén del paciente SS7 en poblacién
general a partir de 2504 individuos incluidos en el proyecto 1000 genomas

(<http://www.1000genomes.org>) y 453 sujetos de poblacion general espafiola

estudiados en el presente trabajo. Un individuo, HG01954, presenta una delecién de
longitud similar a la observada en nuestro paciente y el padre, estableciéndose la
frecuencia de esta delecion en 0,033% (1 de 2957 sujetos). La frecuencia de los
diferentes SNPs se ha establecido a partir de 5008 individuos de bases de datos

publicas UCSC (< hitp://genome.ucsc.edu). Tres SNPs situados en regiones exonicas
de ARNs no codificantes, rs74793324, rs11670607 y rs11672854, presentan las
menores frecuencias, 13,8%, 12,6% y 14% respectivamente (Tabla 4.19)
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Tabla 4.19. Frecuencias alélicas de las SNPs que difieren entre el paciente SS7 y sus progenitores.

SNP S87 Madre Padre Variante Freq
ZNF534
rs17780173 AIG GIG AIG Intrénica / Sindnima A:24,9% (1248 /5008); G: 75,1% (3760 / 5008)
152608546 TIC cic  TIC Intronica ND
rs117305879 AA AIG A/A Intrénica A:97% (4853 /5008); G: 3% (155 / 5008)
ZNF528-AS1 / AK097590 / BX537909
1511879821 Cl- T Cl- Intronica C:74,5% (3732/5008); T: 25,5% (1276 / 5008)
15162125 Gl- GIG Al- Intrénica ND
1511673696 T- GIT G- Intrénica / Exénica no cod. G: 46,6% (2333 /5008); T: 53,4% (2675 / 5008)
rs74793324 Tl (1) Cl- Intrénica / Exdnica no cod. C: 86,2% (4317 /5008); T: 13,8% (691 /5008)
1s72483958 T/ CIT Cl- Intrénica / Exdnica no cod. C:73,4% (3676 /5008); T: 26,6% (1332 /5008)
rs11670607 Al- AIG G/- | Exonicano cod/Exonicanocod. A:12,6% (629 /5008); G: 87,4% (4379 /5008)
rs11672854 Al- AIG Gl- Exonica no cod / Exénicano cod.  A: 14% (701 /5008); G: 86% (4307 / 5008)
ZNF528
rs1820691 T- GIT G/l- | Intrénica/ Exénica no cod.(5'UTR) G: 55,3% (2769 /5008); T: 44,7% (2239 / 5008)
151824245 Cl- C/IA Al- | Intrénica/ Exénica no cod.(5°'UTR) A:49,6% (2482 /5008); C: 50,4% (2526 / 5008)
15162124 Gl- GIA Al- | Intrénica/ Exénica no cod.(5°'UTR) A: 56,4% (2827 / 5008); G: 43,6% (2181 /5008)
15162123 Al- GIA G/- Intrénica A:46,1% (2309 /5008); G: 53,9% (2699 / 5008)
154801914 Gl- GIT T- Intronica G:53,5% (2680 / 5008); T: 46,5% (2328 / 5008)
54802932 Al- G/IA Gl- Intrénica A: 48,5% (2431/5008); G: 51,5% (2577 /5008)

Utilizando el software de prediccion RNAsnp del Center for non-coding RNA in

Technology and Health (< http://rth.dk/resources/rnasnp/>) se han observado

modificaciones en la estructura secundaria de los ARNSs no codificantes, ZNF528-
AS1, AK097590 y BX537909, debido a SNPs localizados en sus regiones exonicas. En
concreto, el SNP rs11672854 produce cambios significativos en el plegamiento de
estos ARNs no codificantes Tabla 4.20.

Tabla 4.20. Predicciéon del efecto de los diferentes SNPs exénicos sobre la estructura secundaria de los
ARNSs no codificantes segun el software RNAsnp. R: valor de correlaciéon de Pearson.

SNP SS7 Padre Ventana plegamiento R P-valor
ZNF528-AS1
rs11670607 A/- G- 492-892 pb 0,647 0,384
rs11672854 A/- G- 1-365 pb  -0,254 0,029
AK097590 / BX537909
rs11673696 T/- Gl- 1037-1437 pb 0,927 0,715
rs74793324 T/- Cl- 1037-1437 pb 0,962 0,805
rs72483958 T/- Cl- 987-1387pb 0,813 0,525
rs11670607 A/- Gl- 468-868 pb 0,406 0,224
rs11672854 A/- G/- 1-365pb  -0,251 0.0293

Ademas, se ha utilizado la herramienta bioinformatica en linea RNAfold

<(http://rna.tbi.univie.ac.at/)> para generar predicciones de estructuras secundarias

utilizando el calculo para estructuras centroides, que genera menos errores en sus
predicciones que las basadas en los calculos de minima energia libre (MFE, minimum
free energy), (Ding, Chan, and Lawrence 2005). EI SNP rs11672854 es el que origina

cambios mas importantes en la estructura secundaria (Figura 4.31)
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SS7 (A/l-) SS7 Padre (G/-)
ZNF528-AS1 ZNF528-AS1

rs11672854
rs11672854

Figura 4.31. Predicciones de estructuras secundarias centroides en los ARNs no codificantes ZNF528-
AS1, AK097590 y BX537909 seguin el SNP rs11672854 en el paciente SS7 y en el padre.

El paciente SS7 presenta la concurrencia de dos eventos poco comunes, la
delecién con una frecuencia alélica de 0.017% vy el alelo A del SNP rs11672854
(701/5008). La probabilidad que ambos eventos confluyan en un individuo es
extremadamente rara y se ha estimado en 0.0024%. Esta concurrencia genera un
sujeto hemicigoto (SS7) que tan sélo codifica para un alelo de ARN no codificante con
una estructura secundaria que difiere a la codificada por el padre (Figura 4.31) (Figura
4.32).

1 (P18

(A/G) (Gl-)

n B

(Al-)

Figura 4.32. Arbol genealégico que muestra la herencia de la delecién (en negro) y el SNP rs11672854
(en azul) en la familia del paciente SS7. Ambos eventos convergen en el paciente SS7.
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Para determinar si la concomitancia de ambos eventos podria explicar las
caracteristicas clinicas asociadas al SA-like en nuestro paciente se han realizado

diversas pruebas funcionales:

1. Analisis de expresiéon de los ARNs no codificantes en lineas celulares establecidas
(LCL) mediante la técnica de PCR cuantitativa (Q-PCR).

Para cuantificar la expresion del ARN se han utilizado las sondas BX11 y BX5b
y los valores obtenidos se han estandarizado con dos genes normalizadores, ACTB
utilizado en todos los individuos y POLR2F en las muestras analizadas dos veces. Se
han estudiado siete individuos europeos con genotipo G/G para el SNP rs11672854
(tres de ellos por duplicado), un sujeto europeo (C17018), por duplicado, con genotipo
A/A 'y, el paciente SS7, con genotipo A/-, también por duplicado. Los siete individuos
independientes con genotipo G/G muestran valores de expresion del ARN no
codificante dispares con valores entre 0,89-1,20 y una media préxima a uno segun la
sonda y el gen normalizador utilizado. El sujeto con genotipo A/A muestra valores
comprendidos entre sus dos réplicas de 0,46-0,77. El paciente SS7 presenta una
expresion entre 0,13 y 0,35 segun sonda y gen normalizador utilizado. Se aprecia una
reduccion de la expresion en los individuos con genotipo A/A respecto al genotipo G/A.
Es el paciente SS7 con genotipo A/-, el que muestra un patron de expresion menor
para el ARN no codificante independientemente de la sonda y el gen normalizador
utilizado (Figura 4.33).
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Figura 4.33. Valores de expresion de ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909 en diferentes individuos. A)
Valores de expresion del ARN no codificante para cada una de las muestras que se han estudiado, segun
la sonda y el gen normalizador utilizado. B) Media y desviaciéon estandar de cada grupo analizado segun
su genotipo, sonda utilizada para interrogar la expresion del ARN no codificante y gen normalizador.
N=1(x2), expresién analizada por duplicado en el mismo individuo. BX5b y BX11, sondas que interrogan
la expresion. ACTB y POLR2F, genes normalizadores.

Utilizando los valores de expresion del ARN no codificante obtenidos en las
cinco muestras duplicadas (C001, C425, C893, C17018, SS7) para las sondas BX11 o
BX5b y segun los genes normalizadores utilizados (ACTB y POLR2F), se ha calculado
que existe una correlacion como minimo de R?*=0.85 (test de Pearson) entre los

diferentes resultados de expresion obtenidos (Figura 4.34).
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Figura 4.34. Correlacion (R2 test de Pearson) entre los diferentes resultados de expresion del ARN no
codificante obtenidos segun la sonda y el gen normalizador utilizado para las muestras duplicadas.

2. Estudio de la inhibicion del ARN no codificante mediante ARN de interferencia
(siRNA) en células de neuroblastoma diferenciadas (SH-SY5Y) como modelo neuronal

humano.

Se han utilizado cuatro ensayos de QPCR (BX11, BX5b, BX8, BX12) para
interrogar la expresion del ARN no codificante (AK097590 / BX537909 /ZNF528-AS1),
en células SH-SY5Y diferenciadas. Para conocer la inhibicion real debida a los siRNAs
se ha relativizado su expresion respecto a la del scbRNA. Se ha calculado que el
siRNA1 (Si1) inhibe de media, al ARN no codificante, un 26% (rango 32%-21%)
mientras que el siRNA2 (Si2) un 20% (rango 24%-17%) tras 24 horas de transfeccion
(Figura 4.35).

Expresion Si vs Scb

Figura 4.35. Expresion relativa del ARN no codificante en células SH-SY5Y transfectadas con SiRNA1
(Si1) y SIRNA2 (Si2) frente a la expresion de las mismas células cuando son transfectadas con scbRNA.

Ha habido una reduccién significativa de la expresion de los ARNs no

codificantes en todos los casos en que las células han sido transfectadas con Si1 y Si2
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frente a la transfeccidén con Scb (test estadistico Anova, IC 95%) (Figura 4.36). Cada
grupo se ha valorado utilizando tres réplicas independientes del experimento de
transfeccion y todos los valores relativos (Fold change) han sido normalizados

respecto a la expresion de células SH-SY5Y sin transfectar.
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Figura 4.36. Boxplots de cada una de las sondas que interrogan la expresion de los ARNs no codificantes
en células SH-SY5Y diferenciadas, segun se hayan transfectado con Si1, Si2 o Scb. Se observan
diferencias significativas en la expresion del ARN no codificante cuando las células son transfectadas con
Si1, Si2 frente a la transfeccion con Scb.

Los ARNs no codificantes pueden modular la expresion de genes tanto en cis
como en frans, principalmente, a través de la colaboracion con activadores
transcripcionales, modulando los lazos de cromatina o bien, inhibiendo los represores
transcripcionales (Jrom et al. 2010; Lam et al. 2014). Es por ello que se han
seleccionado genes localizados 2Mb upstream y downstream del ARN no codificante
y, un grupo de genes que se encuentran alterados TND. Utilizando el software en linea

STRING < hitp://string-db.org> se han establecido redes putativas de interaccion entre

genes que podrian tener su expresion modulada por la acciéon de los ARNs no
codificantes. Se ha seleccionado una red de interaccion significativamente enriquecida
en genes involucrados en los procesos bioldgicos de transmision sinaptica (p=2,96x10
") y de regulacion de la plasticidad sinaptica (p=8,77x107°) (Figura 4.37) Ademas, esta

via se encuentra significativamente enriquecida en genes implicados en la
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potenciacion a largo plazo (LTP) (p=1,16x10-7) segun la base de datos KEEG
pathways integrada en STRING (Figura 4.38).
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Figura 4.37. Procesos biolégicos significativamente enriquecidos segun la via putativa de interaccion de
genes. A) En rojo, genes seleccionados en este estudio implicados en la transcripcion sinaptica. B) En
rojo, genes seleccionados en este estudio involucrados en procesos de regulacion de la plasticidad
sinaptica.
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Figura 4.38. Genes involucrados en la via de la potenciacion a largo plazo. En rojo, genes seleccionados
en este estudio

Se ha evaluado la expresion de 14 genes de esta via de interaccion mediante
Q-PCR y los resultados se han agrupado segun las células se hayan transfectado con
Si1, con Si2 o con Scb. Cada grupo se ha analizado utilizando tres réplicas
independientes del experimento de transfeccion y todos los valores relativos (Fold
change) han sido normalizados respecto a la expresién de células SH-SY5Y sin

transfectar (Figura 4.39).
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Figura 4.39. Boxplots que muestran la expresién para cada uno de los 14 genes analizados de la via de
interaccion. La expresion de cada gen se ha calculado para cada grupo de células transfectadas con Scb,
Si1y Si2.

Utilizando un test de Anova (IC, 95%), se han comparado los valores de
expresion de todos los grupos entre si (Si1, Si2 y Scb) para cada uno de los 14 genes
analizados. Los resultados han mostrado una reduccion significativa de la expresion
de los genes CACNG8 (p=0,0178), PRKCG (p=0,0474), CAMK2A (p=0,0022), MECP2
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(p=0,0473) y EP300 (p=0,0427). Una disminucion marginalmente no significativas de
los genes GRIN1 (p=0,0589), PPP2R1A (p=0,0688) y GRIN2D (p=0.0647). No se han
observado diferencias significativas en los seis genes restantes SYT3, ARC, UBE3A,
HOMER1, RASGRF2 y ZNF528 (p=0,365; p=0,131; p=0,578; p=0,312; p=0,501 y
p=0,65, respectivamente). Se han comparado las células transfectadas con Si1 y Si2
frente a las transfectadas con Scb y en todos los casos Si1 ha alterado la expresién
de los genes en mayor medida que Si2, al igual que sucedia con la expresién del ARN

no codificante (Figura 4.40).

Color Key

H p-valor

Anova

Scbvs Si

Scbvs Si2
6g9zIgggEaxrxe8L8
CregR=?® QU=Fm9 =z
<0 @z 2 =0 ¢ @ N
L8] o Y T é

Figura 4.40. p-valores al comparar todos los grupos entre (Anova) si y al comparar Si1, Si2 respecto a
Scb mediante una Anova, IC 95%. En color rojo, los p-valores significativos (p < 0.05) y el naranja intenso
los p-valores marginalmente no significativos (p=0.05-p <0.1).

Los resultados del analisis de expresion de los genes que intervienen en la via
de interaccion muestran una disminucion significativa en cinco genes, en tres una

reduccion marginalmente no significativa y en seis no existe variacion (Figura 4.41).
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Figura 4.41. Probable via de interaccion que muestra alteraciones en la expresién de genes debido a una
disminucion del ARN no codificante. Las flechas rojas indican una disminucién significativa en la
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expresion de estos genes. Las naranjas una reduccion de la expresion pero marginalmente no
significativa. El simbolo igual, indica que no existe variacion en la expresion de los genes. El gen FMR1
no ha llegado a ser evaluado (se indica con los signos ¢,? ).

Los ARNs no codificantes AK097590 / BX537909 /ZNF528-AS1 modulan la
expresion de genes que intervienen en la transmision sinaptica, la LTP y la memoria a
largo plazo estimulando mecanismos implicados en el aprendizaje. Con la
colaboracién de la Dra. Raquel Rubio y el Dr. Mario Caceres se ha estudiado la
expresion de estos ARNs no codificantes en 11 I6bulos frontales de cerebro de Homo
sapiens y en 11 de Pan troglodytes (Figura 4.42). Los resultados muestran un
incremento significativo de la expresion de AK097590 / BX537909 en Homo sapiens
frente a Pan troglodytes (p= 0.00036, prueba t de Student, IC 95%) (Figura 4.43).
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Figura 4.42. Expresion del ARN no codificante en cada una de las muestras de cerebro interrogadas. En
verde, las 11 muestras de Homo sapiens y en naranja, las 11 de Pan troglodytes.
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Figura 4.43. Expresion de los ARN no codificantes entre humano (Homo sapiens), en verde y chimpancé
(Pan troglodytes), en naranja. Al comparar la expresion del ARN no codificante entre ambas especies se
ha observado que en chimpancé la expresion es significativamente inferior.
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5. Discusion

5.1. Etiologia molecular de los pacientes SA y SPW

La frecuencia de la inversiéon 15911.2-q13 se ha comparado entre el grupo de
progenitores control y los progenitores de pacientes con SA y SPW, teniendo en

cuenta la etiologia molecular de su descendencia.

Se ha determinado la etiologia en un total de 27 pacientes con diagndstico
clinico de SA (n=11) y SPW (n=16) mediante diferentes técnicas. La MS-PCR ha
confirmado el patrén de metilacién alterado en todos los pacientes. La delecion ha sido
identificada y clasificada segun su tamafio mediante el custom MLPA1. Se trata de un
método que aporta mayor informacioén, es mas econémico, mas rapido que la FISH
comercial y ha permitido cribar a los 27 pacientes, a sus respectivos progenitores y a
15 controles simultaneamente. Se han identificado un total de 20 pacientes (11 SAy 9
SPW) con delecién. En 11 pacientes SA se ha confirmado la delecion de la region
15911.2-15913. De estos, tres muestran la delecion de clase | (27%) y ocho la de
clase Il (73%). Los porcentajes para cada tipo de delecién se alejan un poco de los

descritos en la literatura (Dagli, Buiting, and Williams 2012).

De los 16 pacientes SPW, se ha diagnosticado una delecién en nueve casos
(56%), dos de clase | (22%) y siete de clase Il (78%). Estos resultados muestran un
incremento de pacientes con la delecién de clase Il y una disminucién en los de clase |
respecto a las frecuencias descritas en literatura (Suzanne B Cassidy et al. 2012).
Posiblemente que las frecuencias de delecién de clase | y Il no se ajusten a las

esperadas en el SA y en el SPW es debido al numero de muestras analizadas.

El ensayo custom MLPA1 ha identificado correctamente las deleciones de los
pacientes SA y SPW, todas comprendidas entre los puntos de rotura BP1-BP3 y BP2-
BP3. No se han detectado deleciones de mayor tamafio con puntos de rotura mas alla
de BP3 debido a que estas deleciones atipicas constituyen menos del 10% de las
etiologias de SA y SPW (Sahoo et al. 2007; Kim et al. 2012). Este ensayo ha mostrado
ser una técnica eficiente para detectar las deleciones caracteristicas de SA y SPW,
presentando una alta sensibilidad y especificidad, ya que ningln sujeto de los 15
controles, ni los progenitores cribados simultaneamente, han mostrado variacion en la

region critica asociada a SA 'y SPW.
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Se han utilizado 13 microsatelites polimorficos, localizados mayoritariamente
entre las regiones BP1 y BP3 del cromosoma 15, para analizar los pacientes SA y
SPW y sus progenitores. Los microsatélites han confirmado la longitud de las
deleciones observadas por el ensayo custom MLPA1. Ademas, ha permitido detectar
una UPD materna en seis pacientes SPW (37,5%) y un paciente SPW que muestra
una herencia biparental y es portador de un defecto epigenético en el CI (6,5%). El
porcentaje de UPDs en esta serie de SPW es superior al 20-30% descrito. Este
incremento de casos por UPD puede ser atribuible, nuevamente, a un sesgo por el
bajo niumero de sujetos SPW analizados o bien a una edad avanzada de las madres,
factor que influye en la no disyuncion meiética de los cromosomas 15 maternos (S B
Cassidy 1997)

Se ha identificado también un paciente SPW que presenta una UPD parcial del
cromosoma 15 (sin puntos de rotura definidos). La UPD parcial puede haberse
producido por NAHR y estar mediada por LCRs del cromosoma 15, al igual que una
delecion, pero en este caso no hay pérdida de material genético y se ha utilizado como

molde el cromosoma 15 materno en el proceso de recombinacion.

5.2. Lainversion 15g11.2-q13

Los ultimos avances tecnolégicos han desvelado la enorme variabilidad que
existe en el genoma humano donde podemos encontrar desde SNVs hasta
reordenamientos, como las SVs, que alteran varios millones de nucleoétidos. Estas SVs
son estructuras dinamicas que predisponen y facilitan la variabilidad del genoma
llegando a modificar la expresion de genes que a su vez, dan lugar a diferencias
fenotipicas entre individuos y entre poblaciones e incluso predisponen a enfermedades
(James R Lupski 2015).

Entre las SVs, las inversiones, neutras en niumero de copias, son de las que se
dispone menos informacién. Su frecuencia poblacional es poco conocida debido a la
falta de ensayos de alto rendimiento para realizar su cribado. Ademas, la gran mayoria
de inversiones no originan directamente un fenotipo patoldgico, sino meros
polimorfismos inocuos, lo que aun ha dificultado mas su identificacion. Sin embargo,
los alelos portadores de inversiones pueden predisponer a nuevas reorganizaciones
en la misma region génica mediante el mecanismo de NAHR. Utilizando como sustrato
las secuencias repetidas que se han reorientado tras una inversion, se originan CNVs

que pueden dar lugar a una patologia determinada (Figura 5.1) (Koolen et al. 2006).

165



A A
. l (Eenex m /i - Ge"lex / i

Inversion

Gene X

Inversién Y Gene X i

Gene X Gene X

/,'1 & i ‘

Duplicacion

Delecién

Figura 5.1. Reordenamientos seriados mediados por NAHR. A) Inversion intracromatida mediada por
NAHR y LRCs en orientacion invertida. B) Recombinacién intercromatida mediada por LCRs en
orientacion directa. Se genera un alelo delecionado y otro duplicado.

La existencia de la inversién 15q11.2-q13, asociada a SA y SPW, se ha
descrito tanto en poblacion control como en madres de SA por delecion de clase |l
(Gimelli et al. 2003) y en padres de SPW por delecién (O. Molina, Blanco, and Vidal
2010) mostrando un incremento significativo de la inversion las madres de SA en

sangre y los padres de SPW en espermatozoides.

5.2.1. Valoracién de la inversion 15q11.2-gq13 por FISH

La presencia de la inversion 15q11.2-q13 ha sido analizada mediante la técnica
de FISH utilizando las sondas de BACs RP11-494F2 y RP11-322N14. Estas sondas
se localizan entre BP2 y BP3 y distan entre ellas 4,8 Mb. Para realizar una correcta
interpretacion de la orientacion de la region 15911.2-q13 se han evaluado un minimo
de 39 metafases informativas en cromosomas de alta resolucion. La distancia entre
sondas en nuestro ensayo es superior a 2 Mb y permite diferenciar adecuadamente la
orientacion de las sefales fluorescentes. Ademas, el analisis realizado sobre
cromosomas metafasicos asegura la correcta disposicion lineal de las sondas y no
permite incurrir en errores en la interpretacion. Si el analisis se hubiera llevado a cabo
en nucleos interfasicos la distancia entre sondas no podria superar las 100 kb
dificultando el apropiado disefio del experimento y la interpretacion de los resultados
por superposicion de las sefiales fluorescentes. Estas 100 kb es la maxima distancia

en la que se mantiene la linealidad de la cromatina en nucleos interfasicos. Sondas
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localizadas a mayor distancia pueden generar errores en la valoracion de la
orientacion de regiones invertidas debido a la formacion de lazos en la cromatina
(Andreeff and Pinkel 1999; Antonacci et al. 2009).

La presencia de la inversion 15q11.2-q13 en las células analizadas se ha
identificado siempre en heterocigosis, es decir, un cromosoma invertido y uno en
orientacion estandar en la misma metafase y por tanto el patron de las sefales
fluorescentes se ha podido comparar entre el cromosoma estandar, utilizado como

referencia, y el cromosoma con la inversion.

Nuestro ensayo de FISH tiene ciertas limitaciones ya que no permite
diferenciar la clase de inversién que estamos analizando y por tanto inversiones entre
BP1-BP3 han sido contabilizadas como si fueran inversiones de tipo BP2-BP3.
Ademas, no es posible valorar las inversiones que ocurren entre BP1 y BP2 dado que
los cambios en la orientacién de las LCRs de estos puntos de rotura no serian

apreciados ya que nuestras sondas se localizan entre BP2 y BP3.

5.2.2. Frecuencia de la inversion 15g11.2-g13

Se han evaluado un total 2320 cromosomas informativos en 23 individuos
control de poblacion espafiola observandose la inversion en el 4,61% (rango 2%-8,8%)
de los cromosomas. En progenitores de pacientes de SA y SPW 7220 cromosomas
han sido informativos observandose la inversion con frecuencias promedio para cada
grupo que oscilan entre el 2,94% del padre SPW por defecto ClI al 8,77% del grupo de

madres SA con hijos afectados por delecion.

Al comparar la frecuencia de la inversién 15911.2-q13 entre el grupo control y
los grupos de progenitores con hijos afectados por SA y SPW segun su etiologia
molecular se ha observado un incremento significativo de la frecuencia en el grupo de
madres de pacientes SA por delecién (p=8x107) y en el de padres de pacientes de
SPW por delecion (p=0,007). Las madres de SA por delecién (n=11) son las que
muestran frecuencia mas elevada de cromosomas con inversion, con una media de
8,77% (rango 6,3%-10,9%) seguido por los padres de SPW por delecion (n=9) con una
media de 7,18% (rango 4,9%-8,8%).

Cuando se compara la frecuencia de la inversién para cada progenitor de SA y
SPW frente al grupo control no se observan diferencias significativas, a excepcion de

algun caso como la madre SA663. La baja frecuencia de la inversion (1%-10,9%) no
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ayuda a detectar diferencias significativas a nivel individual por falta de poder
estadistico. Estas bajas frecuencias de SVs han sido reportadas con anterioridad en

otras patologias (Campbell, Yuan, et al. 2014).

Estudios recientes realizados para detectar CNVs en mosaico indican la
existencia de un ligero incremento en la frecuencia de estas variantes estructurales en
hombres frente a mujeres. Sin embargo, esta diferencia observada entre géneros es
algo controvertida, ya que en el mismo estudio no se aprecia tal diferencia al analizar
tan solo la poblacion control (pacientes sin cancer) (Machiela et al. 2015) y tampoco se
ha observado en otros estudios de indole similar (Laurie et al. 2012). Asi pues, para
evitar posibles sesgos en los resultados debido a diferencias de género, se volvieron a
contrastar los resultados significativos con nuevos grupos control compuestos por
individuos del mismo género. Al comparar las madres de SA por delecién con el grupo
control de mujeres se continda observando un incremento significativo de cromosomas
con la inversién (p=2.53x10"""). Por el contrario, los padres de SPW por delecién al ser
comparados con un grupo control compuesto por hombres no muestran diferencias
significativas (p=0,06). Si bien, cabe destacar que este resultado es marginalmente no
significativo, seguramente debido a que el grupo control de género masculino esta

unicamente compuesto por nueve sujetos.

La inversion 15911.2-g13 ha sido descrita con anterioridad en poblacion
general y en madres de SA por Gimelli y colaboradores en 2003, donde el 9% (4 de
44) de las personas de poblacion general son portadoras de la inversion frente al 66%
(4 de 6) de las madres SA con un hijo afectado por delecion de clase Il. En el
presente trabajo el grupo control es portador de la inversién con una baja frecuencia,
mientras que en el de Gimelli todos los cromosomas con inversién se concentran en
cuatro individuos. Asi pues, aunque la frecuencia de cromosomas con la inversién en
controles es similar en ambos estudios, 4,5% en Gimelli y 4,61% en el nuestro, existe
una gran diferencia en como se distribuyen la inversién en los individuos (Gimelli et al.
2003).

De acuerdo con los resultados de Gimelli y colaboradores existe un incremento
de la inversién 15q11.2-q13 entre BP2 y BP3 en madres con hijos SA por delecion de
clase Il. Sin embargo, hay diferencias en el numero de metafases analizadas y en la
distribucion de la inversidn entre los individuos. En su andlisis observan 35 metafases
con la inversion de un total de 57 metafases informativas que se acumulan en cuatro
de las seis madres estudiadas (Gimelli et al. 2003). Por el contario, nuestros

resultados muestran la inversién en todo el grupo de madres con SA por delecion con
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frecuencias mucho mas bajas y tras haber valorado 1812 cromosomas metafasicos

informativos.

La existencia de la inversion 15911.2-q13 tanto de clase | como de clase I
también ha sido observada en espermatozoides de poblacion control con una
frecuencia media de la inversion de clase | de 3,59% (rango 1,29%-5,32%) y 9,51%
(rango 6,47-14,06%) la de clase Il, y no difiere de la frecuencia media de la inversion
en linfocitos de nuestra poblacién control (4,61%). Los espermatozoides de padres de
pacientes SPW por delecion muestran frecuencias medias de nucleos invertidos de
3,06% (rango 1,37%-5,73%) y de 10,07% (rango 5,4%-15,02%) para la inversion de
clase | y de clase Il respectivamente, siendo este porcentaje similar en los linfocitos de
padres de SPW por delecién (7,18%). En linea germinal, el origen de la inversién es
debido a procesos NAHR mediados por LCRs invertidas que ocurre en meiosis (O
Molina et al. 2012), pero esta inversion podria ademas proceder de células
primordiales portadoras de dicha inversiéon adquirida a través del mismo mecanismo
de NAHR.

El incremento de inversiones en las madres de SA y los padres de SPW
provocaria un aumento en la frecuencia de deleciones y duplicaciones en las
posteriores recombinaciones mitéticas o meidticas. La inversidbn de la region
comprendida entre BP2 y BP3 modifica la estructura de las LCRs en los puntos de
rotura dando lugar a repeticiones en orientacion directa de mayor longitud (360 — 400
kb) que pueden facilitar la formacién de deleciones mediadas por NAHR. La
recombinacion intercromosémica e intercromatida origina tanto deleciones como
duplicaciones mientras que la recombinacién intracromatida solamente deleciones,
pero es la intercromosdémica la que genera el mayor nimero de deleciones en esta
region (~70%) (Carrozzo et al. 1997). Las duplicaciones reciprocas han sido también
estudiadas, pero en menor medida que las deleciones debido a su menor impacto en
el fenotipo, sobretodo cuando la duplicacion es de origen paterno ya que la de origen
materno origina clinica asociada a TEA (Bolton et al. 2001; Kalsner and Chamberlain
2015).

Existe un incremento significativo de la frecuencia de deleciones en
espermatozoides de padres de SPW por delecion respecto al grupo control (p=
0,0001) y no hay diferencias significativas en las duplicaciones detectadas en padres
de SPW por delecién y los controles, indicando que aunque el principal mecanismo

para generar CNVs es la recombinacion intercromosdémica y la intercromatida, la
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recombinacion intracromatida podria participar en el proceso de generacién de
deleciones (O. Molina, Blanco, and Vidal 2010).

La region 15911-q13 no es la unica donde se ha observado que las inversiones
facilitan la aparicion de CNVs. De hecho, la existencia de inversiones predispone a
reordenamientos en una misma regiébn génica provocando un fenotipo patoldgico
recurrente. Se ha descrito también un incremento de la frecuencia de alelos con
inversion en los progenitores respecto a la poblacion control en algunos pacientes con
sindromes microdelecionales (Tabla 5.1). EI mas conocido es el sindrome de Williams-
Beuren donde la inversion se ha observado en un 24,9% de los progenitores respecto
a un 5,8% en poblacién control (Hobart et al. 2010). Resultados similares han sido
observados en otros sindromes microdelecionales. Sin embargo, quedan algunas
dudas sobre si la inversion juega un papel esencial en el origen de las deleciones
mediadas por NAHR. Algunos estudios publicados en sindrome de Wiliams-Beuren o
sindrome velocardiofacial no detectan un incremento de la inversion respecto a la
poblacion control (Gebhardt et al. 2003; Frohnauer et al. 2010). Cabe mencionar que,
estos estudios no han considerado la posibilidad de la existencia de la inversién en
mosaico y a una baja frecuencia.

Tabla 5.1. Inversiones que predisponen a deleciones y duplicaciones con fenotipo clinico. * Sindromes
donde se ha detectado un incremento de inversiones en los progenitores. Adaptada de (Puig, Casillas, et

al. 2015).(Visser et al. 2005)(Barber et al. 2013)(Sharp et al. 2008)(Koolen et al. 2006)(Small, Iber, and
Warren 1997)(Jobling et al. 1998)

Inversion Reordenamiento secundario
Banda  Longitud Poblacion general Reorganizacion Desorden Referencia
3929 1,9 Mb 74% Delecidn Sindrome de la microdelecion 329 [Antonacci et al. 2009
4p16 6 Mb 12% 1(4,8)(p16;p23) Sindrome de Wolf-Hirschhorn Giglio etal. 2002
5g35.2-5035.3 1,9Mb 70% Delecién Sindrome de Sotos* Visser etal. 2005
7911.23 1,55 Mb 5.80% Delecién Sindrome de Williams-Beuren* Hobart et al. 2010
8p23.1 4.7Mb 42.60% Delecion / Duplicacion Discapacidad intelectual Barber etal. 2013
26% 1(4;8)(p16;p23) Sindrome de Wolf-Hirschhomn Giglio et al2002
15911-913 4Mb 9% Delecion Sindrome de Angelman® Gimelli et al. 2003
15913.3 2Mb 44%/20.4% Delecion / Duplicacion Sindrome microdelecional 15q13.3 Sharp etal. 2008 /
Antonacci et al. 2009
15q24 1.2Mb 1.90% Delecion Sindrome microdelecional 1524 Antonacci et al. 2009
17912 1.5Mb 5.50% Delecion Sindrome de RCAD Antonacci et al. 2009
17g21.31 900kb 5.5% Global Delecidn Enfermedad neuroldgica Koolen et al. 2006
Xq28 48 kb 18% Delecidn Distrofia muscular de Emery-Dreifuss  [Small etal . 1997
Yp11.2 3.7Mb 33% translocacion PRKX / PRKY  Género invertido / infertilidad masculina | Jobling et al. 1998
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5.3. Mosaicismo somatico

Las alteraciones en la descendencia que ocurren en linea germinal pueden
causar un trastorno gendmico esporadico, mientras las que suceden
postcigoticamente dan lugar al fenémeno del mosaicismo, donde dos o0 mas lineas
celulares forman parte del mismo organismo, y dependiendo del momento en que se
produzca puede incluso llegar a originar un trastorno clinico. Estos procesos
mutacionales originados postmeioticamente pueden generar aneuploidias, CNVs,
reorganizaciones balanceadas, SNVs, expansién de repeticiones o inestabilidad en los
microsatélites y generalmente estan promovidos por la particular arquitectura del
genoma (p.ej. LCRs en orientacion directa o invertida) y las caracteristicas de la
secuencia del ADN (p.gj. dinucledtidos CpG) (James R Lupski 2013). Si tenemos en
cuenta que en humanos una célula se divide unas 10" veces hasta llegar a formar
parte de un organismo adulto y que el numero de pases de una linea de células
madres pluripotentes inducidas de raton es el factor que mas contribuye a la formacion
de una SV, sin duda el nimero de divisiones mitéticas que sufra un organismo influira
en la aparicion de SVs en mosaico y su porcentaje (Liu et al. 2014). Se ha relacionado
la acumulacion de CNVs en mosaico en sangre con la edad de los individuos, a mayor
edad mayor es el porcentaje de CNVs en mosaico detectados en sangre (L A Forsberg
et al. 2012; Lars Anders Forsberg, Absher, and Dumanski 2013). La correlacién con la
edad no se ha podido analizar en las inversiones 15911.2-q13 al no conocerse este
dato. Sin embargo, esta correlacién no se ha demostrado en los padres de SPW por
delecién en espermatozoides (O Molina et al. 2012). Las SVs también se han hallado
en mosaico en células que provienen del mismo individuo pero en diferente tejido
(Rodriguez-Santiago et al. 2010). En ambos casos es la recombinacion mitética la que
origina los reordenamientos en mosaico en poblaciéon general, un buen ejemplo es la
inversion 8p23.1 que puede encontrarse con frecuencias comprendidas entre el 3% y
el 88% (Bosch et al. 2009).

La presencia de la inversion 15q11.2-q13 en el mismo tejido, originando un
fendmeno de mosaicismo somatico, tanto en poblacién control como en los diferentes
grupos de progenitores de pacientes SA y SPW, y el mosaicismo germinal observado
en padres de SPW y controles (O Molina et al. 2012) sugiere que las inversiones en
mosaico pueden originarse en cualquier momento del desarrollo, desde el embrion
hasta el adulto (Zlotogora 1998; Samuels and Friedman 2015). Las frecuencias de
cromosomas portadores de la inversién en sangre y en espermatozoides de poblacion

general se estima baja, de un 4.61% en nuestro estudio y de 3,59% para la inversion
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de clase | y 9.51% para la de clase Il en espermatozoides (O Molina et al. 2012). Asi
mismo, la frecuencia de la delecion en espermatozoides de controles (0,47%) y padres
de SPW por delecion es baja (0,90%), lo que explicaria los pocos casos de recurrencia
de SA y SPW por delecién. Sélo hay descritas dos familias con mas de un hijo
afectado (Kokkonen and Leisti 2000b; Sanchez et al. 2013) sugiriendo una posible
selecciéon negativa de los gametos delecionados (Oscar Molina et al. 2011). Asi, la
frecuencia de deleciones observadas en espermatozoides en padres de SPW por

delecién es mayor que la propia frecuencia del SPW en neonatos.

Sin embargo, no podemos obviar el hecho de que progenitores asintomaticos,
con alteraciones en mosaico a frecuencias muy bajas, inferiores al 1%, pueden
provocar un mosaicismo germinal que incremente el riesgo de recurrencia en la
descendencia. Por ejemplo, la delecién detectada en el gen SCN2A causante de DI en
un descendiente y que ha sido transmitida por el padre asintomatico, el cual, presenta
esta alteracion en mosaico en un frecuencia inferior al 1% o la delecion 1943-1g44
detectada en dos hermanos con retraso del desarrollo. Esta delecién ha sido heredada
del padre que presenta un mosaicismo somatico del 3,4% de las células sanguineas.
Este mosaicismo somatico ha trascendido a la linea germinal y ha sido heredado por
la descendencia y a dado lugar a la enfermedad. De hecho, el mosaicismo somatico
incrementa el riesgo de recurrencia en la descendencia incluso mas que las SVs
confinadas en exclusiva a la linea germinal (Campbell, Yuan, et al. 2014). Asi pues,
ante la existencia de un mosaicismo somatico que pueda generar alteraciones en la
descendencia, como en los casos descritos por Sanchez y colaboradores donde dos
gemelos dicigoticos con SA por delecion debido al mosaico germinal y somatico que
presenta la madre, se aconseja realizar siempre un test prenatal para minimizar

riesgos de recurrencia (Sanchez et al. 2013).

5.4. Pacientes SA-like

Las SVs tienen una contribucion notable dentro de la variacion existente en el
genoma humano. El 7% (217,1 Mb) de nuestro genoma es variable por la presencia de
CNVs, el 2,77% por deleciones (85,6 Mb) y el 4,4% por duplicaciones (136,1 Mb) (P.
H. Sudmant et al. 2015). Aunque esta variacion es importante como sustrato para la
diversidad genética y la evolucion (Redon et al. 2006) también puede originar TND
(Pawet Stankiewicz and Lupski 2010; Coe et al. 2014). Aproximadamente el 15-20%

de los pacientes con DI y TEA presentan SVs de caracter relevante (Kaminsky et al.
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2011). Por ello, es aconsejable la busqueda de SVs y sobretodo CNVs como primera

aproximacion para resolver la etiologia genética de los TND idiopaticos.

5.4.1 Técnicas de cribado y confirmacién

Para establecer el origen genético en 20 pacientes SA-like se ha utilizado un
analisis secuencial de CNVs submicroscopicas mediante el ensayo custom MLPA2, el
ensayo comercial PO36C de MLPA y el a-CGH.

Para confirmar las CNVs detectadas por a-CGH y evaluar la repercusion en un
grupo de pacientes con TND, asi como, establecer su frecuencia en poblacién general

espanola se han utilizado el custom MLPA3 y el custom MLPA3 modificado.

5.4.1.1. Analisis de CNVs en el SA-like mediante MLPA y a-CGH

El ensayo custom MLPA2 se ha utilizado para el cribado de 10 regiones
diferentes del genoma asociadas a DI en 20 pacientes SA-like, sus progenitores y dos
controles. No se ha detectado ninguna alteracion en las muestras analizadas. Las
regiones que interroga este ensayo MLPA son, en su mayoria, regiones relacionadas
con trastornos gendmicos recurrentes y asociadas a DI con una clinica definida, que
puede ser heterogénea en determinadas ocasiones pero que dista de la que presentan
los pacientes SA y por lo tanto los resultados negativos obtenidos, fueron los
esperados. El custom MLPAZ2 se considera ineficiente y no recomendable como primer

cribado de pacientes SA-like.

La delecion de las regiones subteloméricas son responsables de entre el 2.5%
(Ravnan et al. 2006) y el 5% (De Vries et al. 2003) de la etiologia de DI y/o algun tipo
de sindrome dismorfico idiopatico. Se ha utilizado el ensayo MLPA comercial PO36C
para el cribado de regiones subteloméricas en los 20 pacientes SA-like, sus
progenitores y siete sujetos de poblacion general. Se han identificado un total de tres
alteraciones: la delecion 1p36.33 (paciente MS2), la deleciéon 1944 (paciente SS10) y
la duplicacion en 12924.33 (control 4). De las tres alteraciones la duplicacién del
control 4 es un polimorfismo descrito en poblacién general y la delecién del paciente
MS2 en 1p36.33 no ha podido ser confirmada ni por a-CGH ni por el custom MLPAS3.
Este falso positivo de la técnica es debido a que el ensayo P036C tan sélo incluye una

sonda para cada region subtelomérica y en concreto esta sonda utilizada coincide con
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un polimorfismo poblacional. Por tanto, se aconseja el uso conjunto de los dos kits de
MRC Holland P0O36C y P070 para el cribado de regiones subteloméricas (Monfort et al.
2006). En caso de resultados discordantes se deben confirmar las alteraciones con

una tercera técnica (Madrigal et al. 2007).

El a-CGH ha demostrado ser una herramienta muy efectiva para cribar
pacientes con DI, TEA o multiples anomalias congénitas. Entre un 15-20% de
pacientes con etiologia molecular desconocida con estas patologias clinicas son
diagnosticados de deleciones o duplicaciones. Sin embargo, el a-CGH presenta la
limitacion de no poder detectar anomalias balanceadas o CNVs en mosaico con
porcentajes inferiores al 20% (Scott et al. 2010). Los pacientes con DI, TEA o defectos
congénitos presentan anomalias genéticas de este tipo en menos del 1% (Miller et al.
2010).

Se han analizado mediante a-CGH los 20 pacientes con SA-like, 18 con
etiologia desconocida y dos (SS10 y MS2) con resultados previos de delecion
subtelomérica. En tres casos no ha sido posible obtener un resultado debido a
problemas técnicos, no pudiéndose repetir los analisis por no disponer de ADN

suficiente.

La delecion 1944 (paciente SS10) se ha confirmado por a-CGH y ademas se
ha establecido la longitud en 5,8 Mb. Por el contrario la muestra MS2 no muestra
ninguna alteracion en 1p36. En los 17 pacientes en los que se han obtenido resultados
de a-CGH se han detectado y seleccionado 85 regiones con una frecuencia
poblacional inferior al 5% segun la base de datos publica DGV siendo la longitud
media de 106 kb y una mediana de 10,8 kb. Esta seleccion de regiones de baja
frecuencia se ha llevado a cabo para aumentar la probabilidad en la deteccion de
CNVs asociadas a un fenotipo patologico (Lee, lafrate, and Brothman 2007). Las
CNVs comunes suelen representar un polimorfismo benigno poblacional generalmente
no implicado en patologia. Por el contario, las CNVs poco frecuentes (<5%) o raras
(<1%) es mas probable que tengan un papel en la enfermedad aunque cabe también
la posibilidad que sean especificas de familia o individuo (Tsuchiya et al. 2009; de
Leeuw et al. 2012).

La confirmacion de las CNVs detectadas por a-CGH y su herencia es esencial
para realizar un diagndéstico e interpretacion adecuados. El disefio propio de sondas y
la utilizacién del MLPA para la validacién de resultados obtenidos por a-CGH ha
mostrado ser muy eficiente y flexible (Hills et al. 2010). Un custom MLPA permite
interrogar simultaneamente diversos CNVs de interés a diferencia de la FISH o la
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QPCR y ademas tiene un bajo coste por muestra. Ambas caracteristicas hacen del
MLPA a medida la técnica de eleccion para confirmar las CNVs detectadas mediante
el a-CGH en el conjunto de pacientes SA-like y sus progenitores, lo que ha permitido

establecer la herencia de las alteraciones en un solo ensayo (Shen and Wu 2009).

El ensayo custom MLPA3 se ha disefiado para confirmar 72 regiones
independientes de las 85 detectadas en el a-CGH. El 67% de las regiones se han
validado (Figura 5.2) tras haber redisefiado siete sondas para interrogar cinco regiones
(7% del total). Las regiones no confirmadas mediante el custom MLPA3 son
mayoritariamente errores atribuibles a los criterios empleados para la deteccién de
CNVs en los experimentos de a-CGH, debido a que el 52% de las regiones son
pequenas (promedio de 6,1 kb y una mediana de 5,4 kb), y una o dos sondas del a-
CGH se encuentran alteradas. Estas regiones tan pequefias acumulan el 83% de los
falsos positivos totales. Por el contrario, las regiones confirmadas presentan en su
mayoria un minimo de tres sondas consecutivas alteradas, con una longitud media de
191,5 kb y una mediana de 17,7 kb (Figura 5.3).

<« CNVs verdaderas. Confirmadas por MLPA
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4 4
14
o]
[ &l
) = ‘ N
41 ; N 4
L]
g N . 4
-
4 “ 4
N <
4 a -
4 " ’ “ a
< 4
1 B
4 < 1 4 1 < < 4

Figura 5.2. Idiograma de las CNVs detectadas en los pacientes SA-like por a-CGH. En verde, las CNVs
reales confirmadas por MLPA. En rojo, CNVs no confirmadas por MLPA.
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Figura 5.3. Porcentajes de CNVs alteradas en el a-CGH agrupadas segun la longitud en sondas. Se
diferencian las CNVs no confirmadas de las confirmadas por una segunda técnica.

Se considera que el parametro que mas influye en la especificidad de la técnica
es el numero de sondas consecutivas que se detectan alteradas. A tenor de los
resultados obtenidos, no es recomendable seleccionar regiones con menos de tres
sondas consecutivas alteradas para evitar falsos positivos. Se podrian llegar a
seleccionar regiones con un minimo de dos sondas consecutivas alteradas si la
calidad del array es muy buena, los valores de log2ratio muy consistentes, y no ha
generado ruido de fondo. Es recomendable confirmar las alteraciones con técnicas
moleculares alternativas, como un MLPA disefiado a medida tal y como se ha
realizado en el presente trabajo (Schoumans et al. 2005; Barbara E Stranger et al.
2007; Vissers, de Vries, and Veltman 2010). Sin embargo, si previamente se ha
validado la técnicay el numero de sondas consecutivas es superior a tres o cinco,
dependiendo de la resolucion del array, junto con unos parametros correctos de
calidad del propio proceso del array no seria necesario confirmar las CNVs con

técnicas alternativas (Vermeesch et al. 2012).

Entre todas las alteraciones sélo la delecion 1g44 (paciente SS10) es de novo
y causante del fenotipo clinico asociado. El resto de regiones alteradas en los
pacientes SA-like y confirmadas mediante MLPA han sido heredadas de uno de sus
progenitores. De las 106 CNVs confirmadas, el 52% han sido heredadas del padre y el
48% de la madre. No parece existir un sesgo en el origen de la herencia de estas
CNVs, al contrario de lo que ocurre en las CNVs generadas de novo que tienen un
origen paterno en mayor porcentaje (B. Wang et al. 2016).
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5.4.1.2. Cribado de CNVs en pacientes con trastornos del neurodesarrollo

y poblaciéon general

La técnica de MLPA es muy efectiva para realizar un primer cribado de
pacientes con TND ya que permite la deteccién de CNVs y ademas presenta una alta
rentabilidad coste-beneficio (Madrigal et al. 2007). Se ha analizado una muestra
control de poblacion general espanola y una cohorte de pacientes con TND utilizando
el custom MLPA3 modificado que interroga 82 regiones independientes (72

identificadas en el a-CGH mas 10 nuevas regiones) que contienen genes codificantes.

La DI y el TEA son rasgos clinicos observados en un alto porcentaje en
pacientes SA y SA-like (Tan et al. 2014; Ornoy, Weinstein-Fudim, and Ergaz 2016).
Para determinar si las CNVs identificadas en los 17 pacientes SA-like mediante a-CGH
pueden ser reordenamientos recurrentes en el TEA y la DI se han cribado un total de
460 pacientes con TND idiopatico (276 DI, 164 TEA y los 20 SA-like) junto con 453
muestras de poblacion general espafiola. Ha sido necesario analizar el grupo de CNVs
en poblacidbn general espafiola para establecer correctamente la frecuencia
poblacional ya que las CNVs son altamente variables entre poblaciones (Peter H
Sudmant et al. 2015).

El 75,6% (62 de 82) de las regiones interrogadas por el custom MLPA3
detectan CNVs (Figura 5.4). Curiosamente 2 sondas utilizadas como control técnico
que nunca deben ser variables por si solas (ZWINT y HIRA) han identificado CNVs en
los pacientes con TEA y DI aumentando el numero de regiones variables en el ensayo

MLPA3 modificado a 64 regiones interrogadas.
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Figura 5.4. Regiones que muestran y no muestran variacion con el custom MLPA3 modificado.
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Se ha identificado un incremento significativo (p=0,013) de estas CNVs en
pacientes con TND respecto a la poblacion general espafiola. Este resultado
concuerda con trabajos previos que describen un aumento en la frecuencia de CNVs
raras en pacientes con TND (Eriksson et al. 2015). También se ha comparado la
frecuencia de las CNVs para cada uno de los grupos que componen los pacientes con
TND (SA-like, DI, TEA) frente a poblacion general espanola. Los pacientes con TEA
son el Unico grupo que muestra diferencias estadisticamente significativas respecto a
la poblacion general (p=0,008). El hecho de que la mayoria de las CNVs que estemos
interrogando sean raras y heredadas puede explicar el por qué se han asociado
especialmente a pacientes con TEA (Leppa et al. 2016). Existen estudios que ponen
de manifiesto un incremento en la carga genética de CNVs raras en sujetos con TEA
(5-15%) respecto a controles sanos (1%) (Pinto et al. 2010; Marshall and Scherer
2012).

Se ha observado un enriquecimiento de CNVs especificas en el grupo de
pacientes con TND frente a la poblacion control entre las que destacan algunas que
contienen genes con expresion neuronal o asociadas a la sintomatologia caracteristica
de pacientes con TND. Por ejemplo, el gen GPR109A (p=0,007; FDR=0,329) se ha
asociado a disomnias (\Wakade et al. 2014) o KLF8 (p=0.037; FDR=0.329) que tiene
una alta expresion en diferentes regiones del cerebro (Dobrivojevic et al. 2015). Sin
embargo, al corregir por FDR este enriquecimiento significativo desaparece. Los
pacientes con TEA y DI han mostrado 29 regiones con CNVs que no se han detectado
en poblacidn general espafola (Figura 5.5). Al realizar un analisis con la herramienta
en linea STRING de los genes que contienen estas 29 regiones observamos que
existe un enriquecimiento significativo de interacciones entre estos genes (p=1,6x107),

sin embargo, no existe un enriquecimiento de estos genes en vias funcionales.

Siete pacientes con DI o TEA: SAT1, del(1)(p36); RMT2 39 del(1)(q44);
HI0101, dup(10)(921.1); RMT 84, dup(X)(q11.23928); SAT 23, dup(X)(q28); HI1876 y
HI1877, dup(X)(g28), muestran grandes CNVs con mas de una sonda consecutiva
alterada en el ensayo custom MLPA3 modificado (Tabla 5.3). Estas CNVs
corresponden en su mayoria a sindromes reconocidos que originan DI o TEA y se
consideran son causantes del fenotipo TEA o la DI. Asi pues, mediante el custom
MLPA3 modificado se han identificado las probables causas genéticas del 1,6% de los
pacientes con DI o TEA idiopatico de la serie analizada. Si se tienen en cuenta las
regiones con una sola sonda alterada, el custom MLPA3 modificado ha identificado un
6,6% de pacientes (n=29) con regiones potencialmente causantes de la clinica de DI o

TEA. La identificacion de una CNV de gran longitud, rara en poblaciéon general y/o de
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novo en pacientes con TND es un buen indicador de su relevancia clinica. Sin
embargo, no siempre es sencillo establecer una correlacién directa entre una CNV y el
efecto fenotipico que pueda estar causando (James R Lupski 2006; D. F. Conrad et al.
2010).

Las 20 CNVs identificadas en el a-CGH en los pacientes SA-like y ausentes en
la poblacion general control son candidatas a causar la clinica asociada a esta
enfermedad debido a una penetrancia incompleta en los progenitores o bien a que
sean alteraciones que solo causan un fenotipo patoldégico de forma recesiva y es por
tanto preciso la existencia de una segunda mutacion heredada del otro progenitor que
cause la pérdida de la correcta funcion del gen (Coe et al. 2014). Seria posible realizar

secuenciacion de los genes alterados a la busqueda de segundas alteraciones.

Regiones en pacientes con TEAy DI
<4 Regiones en pacientes SA-like

L

ol 4

Figura 5.5. Regiones variables en pacientes con TEA, DI y SA-like pero en controles.
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Tabla 5.2. Regiones variables en numero de copias soélo en pacientes con TND. En blanco, sondas no variables en poblacion general. En lila, sondas variables en
poblacion general pero con una CNV diferente a la de pacientes con TND. En verde, sondas control. En rojo, sondas que no detectan variabilidad. Regiones en
naranja, que muestran la misma variabilidad que los pacientes TND. Abreviaturas: CNT, control; Chr, cromosoma; Del, delecién; N, nimero de sujetos; Ganan,
ganancia; DI, discapacidad intelectual; TEA, trastorno del espectro autista; * Regiones no identificadas en el a-CGH.

ld sonda Regiones Chr Inicio Final  Banda Genes Poblacion general SA-like

a-CGH N  Del Ganan| Std Del  Ganan| N Del Ganan N Del Ganan
chr1_c1orf159 i chr 1019457 1019507 1p36.33  Cforf159| 453 0 0 20 0 0 215 1(SAT1) 0 164 0 0
chri_312_P 1 chrl 3115471 3115529 1p36.32  PRDM16| 453 0 0 20 0 0 2714 1(SAT1) 1 164 0 0
chri_641_H 2 chrl 6478367 6478420 1p36.31 HES2| 453 0 0 20 0 0 215  1(SAT1) 0 164 0 0
chr1_220 C 5 chri 223913736 223913795 1qd2.11 CAPN2| 453 0 0 20 0 1(MS4)| 276 0 0 164 0 0
chr1_238_P 6 chrl 242555793 242555852 1943 PLD5| 451 0 2 20 0 0 275 1(RMT2 39) 0 164 0 0
chr1_239 2 7y8  chrl 248263445 248263505  1qdd4  OR2L13| 453 0 0 18 1(SS10) 1(SS3)| 275 1(RMT239) 0 164 0 0
chrd_155 D 13 chrd 155244432 155244486 49313 DCHS2| 453 0 0 19 1(SS8) 0 275 1(VH480) 0 164 0 0
chr5_139_ NS N 14 chib 139320457 139320511  5q31.2 NRG2| 453 0 0 19 1(NS4) 0 275 1(RMT2 35) 0 164 0 0
chr6_109_1 15 chi6 109671243 109671302 6921  C6orf185 | 453 0 0 19 1(SS8) 0 215 1(RMT76) 0 164 0 0
chr6_147_S ¥ chré 147631275 147631330  6q24.3  STXBP5| 449 4 0 20 0 0 275 1 0 163 0 1(160_01)
chr6_161_1P 20 ch6 161846517 161846573  6q26  PARK2| 453 0 0 |19 1(5%9) 0 |25 1(RMTTH) 0 164 0 0
chr6_161_2p 21 chro 162450548 162450602  6q26 PARK2| 453 0 0 19 1(SS10) 0 212 0 4 163 0 1
chr7_102_NS_S 22 chr7 102732908 102732966 7q221  ARMC10| 453 0 0 19 1(NS2) 0 274 2 (RMT 67,70) 0 164 0 0
chr9_168 B 30 chr9 16830951 16831011 9p22.2 BNC2| 453 0 0 19 0 1(MS3)| 276 0 0 164 0 0
chr9_116_1 31 chrd 119333392 119333452  9q33.1 ASTN2| 453 0 0 19 1(8S2) 0 276 0 0 164 0 0
chr10_183_1 32 chrl0 18316976 18317034 10p12.33 SLC39A12| 453 0 0 19 0 1(SS8)| 276 0 0 164 0 0
chr10_528_P 34 chrl0 53200295 53209352 100211  PRKGT| 443 10 0 | 19 1 0 | 266 9 1(RMC 11) 161 2 1(HO101)
ZCD1 i chri0 60042915 60042971 10g21.1 CISD1| 453 0 0 20 0 0 216 0 0 163 0 1(HI0101)
ZWINT CNT  chrt0 58119515 58119574 10g21.1 ZWINT| 453 0 0 20 0 0 276 0 0 163 0 1(HI0101)
chri1_315_E 37 chri1 31653848 31653899  11p13 ELP4| 453 0 0 19 1(SS6) 0 276 0 0 164 0 0
chr11_CNTCN5 ¥ chri1 99872807 99872866 11q22.1 CNTN5| 453 0 0 20 0 0 275 0 1(RMT 60) 163 0 1(259_12)
chr12_ING4 ¥ chri2 6762395 6762455 12p13.31 ING4| 453 0 0 20 0 0 215 1(RMT228) 0 163 0 1(HI1736)
chr14_PSMB11 ¥ chrid 23512083 23512133 14q112  PSMB11| 453 0 0 20 0 0 216 0 0 163 0 1(259_01)
chr16_451_1 48 chr16 4577576 4577636 16p13.3 CDIP1| 453 0 0 18 2(SS3,SS88) 0 276 0 0 164 0 0
chr17_101_NS_M 50  chr17 10248910 10248969 17p13.1 MYH13| 452 0 1 18 2(NS1,NS2) 0 275 0 1 164 0 0
chr17_PRPSAP1 52 chrl7 74328410 74328470 17q25.1 PRPSAP1| 448 0 5 19 1(SS9) 0 213 1(SAT§) 2 164 0 0
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Id sonda

chr19_631_F
chr19_575_23
chr19_575_22
chr19_575_1
chr20_145 C
chr21_467 1
HIRA
chrX_115_M
chrX490_P
chrX_490_1
chrX_490_P4
chrX_490_AY
chrX_490_C
chrX_134 NS_Z
ABCD1

FLNA

2]

chrX_153 1
chrX_153 G
chrX_153_F8
chrX_153_F

chrX_153_V
chrX154 R
CLIC2_EX3
CLIC2_EX4
chrX_154_1
chrX154_T

Regiones Chr

Inicio

Final  Banda

Genes

Poblacion general

SA-ike

a-CGH N  Del Ganan| Std Del  Ganan| N Del Ganan N Del Ganan
chrl9 681454 681502 19p13.3 FSTL3| 453 0 0 20 0 0 276 0 0 163 0 1(HI1736)
58 chr19 52907354 52907410 19q1341  ZNF528 | 453 0 0 19 1(8S7) 0 276 0 0 164 0 0
chr19 52918178 52918225 19q1341  ZNF528 | 453 0 0 19 1(8S7) 0 276 0 0 164 0 0
chr19 52919180 52919232 191341  ZNF528 | 453 0 0 19 1(SS7) 0 276 0 0 164 0 0
63 chr20 14665496 14665553 20p12.1  C200rf133| 452 1 0 19 1 0 212 1 3 (RMT66,CGM1085,VH411)| 164 0 0
64 chr21 47959749 47959809 21q22.3 DIP2A| 452 0 1 19 0 1 275 1(RMT 81) 0 164 0 0
CNT  chr22 19318971 19319021 22q11.21 HIRA| 453 0 0 20 0 0 215  1(RMC37) 0 163 0 1(HI0322)
66 chrX 11785858 11785911 Xp222  MSL3L1| 453 0 0 20 0 0 275 0 1(CGM425) 163 0 1(107982)
67 chiX 49143319 49143377 Xp11.23  PPP1R3F| 453 0 0 20 0 0 275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
chrX 49458740 49458800 Xp11.23 PAGET| 453 0 0 19 0 1(SS5)| 274 0 2 (RMT 60, RMT 84) 164 0 0
chrX 49595003 49595058 Xp1123  PAGE4| 453 0 0 |19 0 1(SS5)| 275 0 1 (RMT 84) 163 0 1(HI1736)
chrX 49645666 49645722 Xp11.23  USP27X| 453 0 0 19 0 1(SS5)| 275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
chrX 49806913 49806972 Xp11.23 CLCN5| 453 0 0 20 0 0 275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
70 chrX 134476456 134476511  Xq26.3 INF75 | 452 1 0 19 0 1(NS5)| 275 0 1 (RMT 84) 164 0 0
7 chrX 152994747 152994803  Xq28 ABCD1| 451 2 0 20 0 0 274 0 2 (RMT84, SAT23) 164 0 0
chrX 153595155 153595218  Xq28 FLNA| 453 0 0 20 0 0 274 0 2 (RMT84, SAT23) 164 0 0
chrX 153608306 153608375  Xq28 EMD| 453 0 0 |2 0 0 | 214 0 2 (RMT84, SAT23) 164 0 0
chrX 153713788 153713847 Xq28 UBL4A| 451 1 1 19 0 1 269 1 6 (RMT84, SAT23) 162 1 1
chrX 153904971 153905030  Xq28 GAB3| 453 0 0 20 0 0 271 0 5 (RMT84, SAT23) 164 0 0
72 chrX 154158587 154158646  Xq28 F8| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 273 0 3 (RMT84, SAT23) 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chrX 154284900 154284957  Xq28  FUNDC2| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chrX 154299830 154299888  Xq28  BRCC3| 453 0 0 |2 0 0 | 276 0 0 164 0 0
chrX 154467383 154467440  Xq28 VBP1| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 273 0 3(RMT 84, SAT23RMT2 9)| 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chrX 154493508 154493566  Xq28  RAB39B| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 162 0 2(Hi1876, HI1877)
chrX 154509303 154509354  Xq28 CLIC2| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chrX 154528159 154528205  Xq28 CLIC2| 453 0 0 19 0 1(MS4)| 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 162 0 2(Hi1876,HI1877)
chrX 154563721 154563770 Xq28 CLIC2| 451 1 1 18 0 2 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 160 0 4
chrX 154842494 154842563  Xq28 TMLHE| 452 0 1 20 0 0 274 0 2 (RMT 84,SAT23) 163 0 1
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12 de las 20 regiones variables en los pacientes SA-like son compartidas por
los pacientes con TEA y DI (Figura 5.5) (Tabla 5.2). Ninguna de estas regiones ha
mostrado un enriquecimiento significativo de CNVs frente a la poblacién general, sin
embargo, solo han mostrado variaciéon en nimero de copias en los pacientes y por lo
tanto, requieren ser estudiadas con mayor profundidad para valorar su asociacién con

la enfermedad.

5.4.2. Reorganizaciones con herencia ligada al cromosoma X y

herencia recesiva

Se han seleccionado siete pacientes con TND (cinco SA-like y dos TEA) para
realizar estudios adicionales en cuatro regiones independientes y determinar si pueden

ser causantes del fenotipo caracteristico de Angelman.

Duplicacion Xp11.23 en el paciente SS5

El paciente varon SS5 presenta una duplicacion en Xp11.23 de ~0,4 Mb que
incluye los genes PAGE 1, PAGE4, USPX27 y CLCNS. Duplicaciones de mayor
tamano (Xp11.22-Xp11.23) que incluyen esta region se han asociado a TEA,
convulsiones epilépticas, retraso del habla, DI moderada o grave y un EEG
caracteristico (Giorda et al. 2009; Edens et al. 2011; Nizon et al. 2015; Grams et al.
2016). Estos rasgos clinicos coinciden con los del paciente. El fenotipo en la
duplicacion Xp11.23 se ha asociado a la alteracion de genes localizados en la region
Xp11.22 como HUWET (Froyen et al. 2012). No obstante, existen multiples
duplicaciones de diverso tamafio que no incluyen HUWE1 y presentan fenotipos

similares, siendo la duplicacion del paciente la de menor tamafio descrito (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Duplicacion Xp11.23 en el paciente SS5 y en otras tres de las mayores series de pacientes
con duplicaciones Xp11.22-Xp11 (Giorda et al. 2009; Nizon et al. 2015; Grams et al. 2016)

De los cuatro genes alterados por la duplicacion Xp11.23, PAGE1 y PAGE4
son genes que solo presentan expresion en tejidos asociados al sistema urogenital
(testes, préstata, utero, trompas de Falopio y placenta), asi como, en una gran
variedad de tumores. El gen CLCN5 esta parcialmente duplicado y el punto de rotura
tiene muchas probabilidades de haberse producido en una region intrénica (Figura 5.7)

con lo que este gen seguiria siendo funcional y sin su dosis alterada.
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Figura 5.7. Punto de rotura de la duplicacion Xq28 del paciente SS5

El mejor gen candidato para generar la clinica asociada a esta duplicacion es
USP27X. Este gen codifica para la ubiquitina especifica de la peptidasa 27, que tiene

expresion en cerebro (< http://www.genecards.org/>) y regula la degradacién de Hes1

el cual a su vez regula el equilibrio entre células madre embrionarias y células
progenitoras neuronales reprimiendo el gen proneural por la via de sefalizacion de
Notch. La expresidon de Hes? en ratdon oscila entre células madre embrionarias y
células madre neuronales y esta oscilacion contribuye a su diferenciacion final. La
adecuada diferenciacion depende de la estabilidad de Hes1, que es degradado por la
via del proteosoma mediada por ubiquitinas. Entre estas ubiquitinas destaca Usp27x,

que estabiliza y deubiquitiniza Hes7. Por tanto, la incorrecta expresién de Usp27x
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altera la correcta diferenciacién neuronal de las células madre neuronales (Kobayashi
et al. 2015). Un estudio reciente ha identificado mutaciones sin sentido y de cambio de
aminoacido en USP27X que truncan la proteina y estan probablemente asociadas a

Dl ligada al cromosoma X (Hu et al. 2016).

El cromosoma X portador de la duplicacién se encuentra diferencialmente activo
(~88%) en linfocitos de la madre y de la abuela, mientras que en saliva no existe esta
activacion preferencial (~70%). El patron de inactivacién varia segun el tejido por tanto
es dificil realizar una extrapolacién de cual sera su patréon en cerebro. Estos datos no
permiten ni afirmar ni descartar que la doble dosis génica de USP27X sea responsable
del fenotipo clinico, ya que se han observado patrones de inactivacién variables en
madres asintomaticas portadoras de pequefias duplicaciones Xp11.22-Xp11.23
(Giorda et al. 2009; Nizon et al. 2015). Ademas, varios estudios han demostrado que
existen genes agrupados a lo largo del brazo corto del cromosoma X, especialmente
en Xp11, que escapan al proceso de inactivacion de este cromosoma (Disteche 1999;
Tsuchiya et al. 2004; Carrel and Willard 2005). Es aconsejable no utilizar la
inactivacion del cromosoma X para predecir la ausencia de rasgos clinicos en la madre
y la abuela. Cabe la posibilidad que la doble dosis génica de USP27X altere la correcta
degradacion de Hes1 y la adecuada diferenciacion neuronal y ello pueda repercutir en

la clinica del paciente.

Duplicaciéon Xg28 en los pacientes MS4, HI1876 y HI1877

En los pacientes varones MS4 (SA-like) y HI1877 (TEA) y en la paciente
HI1876 (TEA) se ha identificado una duplicaciéon de ~0,5 Mb en Xq28 que incluye los
genes F8, FUNDC2, CMC4, MTCP1, BRCC3, VBP1, RAB39B y CLIC2. Esta region se
encuentra flanqueada por las LCRs int22h1/int22h2 que median en la formacién de la
duplicacion por NAHR. Hasta la fecha se han identificado 26 individuos portadores de
la duplicacion y recientemente esta alteracion ha sido reconocida como el origen de un
sindrome de DI ligado al cromosoma X. Los pacientes se caracterizan por presentar
un fenotipo clinico con DI, problemas psiquiatricos y de conducta (agresividad, déficit
de atencion e hiperactividad, TEA, problemas del suefio, ansiedad y trastornos
psicéticos), infecciones recurrentes del tracto respiratorio y auditivo, obesidad y rasgos
faciales distintivos (frente alta, labio inferior fino, puente nasal amplio) con una
prevalencia de 1:1000 entre los hombres afectados por DI. Las mujeres heterocigotas
para esta duplicacion presentan un fenotipo menos acusado o son asintomaticas
(Vanmarsenille et al. 2014; El-Hattab, Schaaf, and Cheung 2016).
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De los diferentes genes que se encuentran en esta region los principales
candidatos a provocar el fenotipo asociado a la duplicacion son los genes CLIC2 y
RAB39B. El gen CLIC2 codifica para un canal intracelular de cloro, cuya proteina es
un estabilizador intrinseco de los receptores de rianodina (RyR). Estos receptores
modulan la via de senalizacion del calcio a través de la regulacion de RyR (Meng et al.
2009). Existen trabajos previos que han asociado una variante patogénica en este gen
con DI, convulsiones epilépticas y anomalias cardiacas (Takano et al. 2012). El gen
RAB39B codifica para una pequefia GTPasa involucrada en la senalizacion de
proteinas que coordina el trafico de vesiculas durante el desarrollo neuronal (Stenmark
2009). La pérdida de funcion de este gen se ha identificado en la DI ligada al
cromosoma X (Giannandrea et al. 2010) y se ha asociado a la enfermedad de
Parkinson (Mata et al. 2015). La sobreexpresiéon de Rab39b provoca en células de
hipocampo de ratén una reduccién de las ramificaciones neuronales y del numero de
sinapsis y por tanto se ha asociado a la clinica de TEA, DI y a conductas atipicas (El-
Hattab et al. 2012; Vanmarsenille et al. 2014).

Los pacientes HI1876 y HI1877 heredan el cromosoma X portador de la
duplicacion Xg28 de la madre donde éste se encuentra preferencialmente inactivo. Sin
embargo, el cromosoma X portador no muestra inactivacion preferencial en la paciente
lo que permitiria expresar los genes duplicados. Probablemente, esta duplicacion
pueda explicar la clinica de TEA y el distinto grado de severidad en los pacientes. Los
varones muestran una mayor gravedad ya que las duplicaciones Xq28 en mujeres
generalmente se asocian a un fenotipo variable de moderado a severo segun el grado
de inactivacioén del cromosoma X y la penetrancia de la alteracién (Bijlsma et al. 2012)

en el sistema nervioso.

El paciente MS4 hereda la duplicacion Xq28 del cromosoma X portador de la
madre, el cual, se encuentra preferencialmente inactivo y seria responsable del
fenotipo SA-like. Su hermano es portador también de la duplicacion y podria explicar
su DI leve asumiendo que la duplicacion de RAB39B se asocia a un grado de
expresividad variable. La hermana asintomatica presenta un patrén de inactivacion no
preferencial. El analisis de HUMARA para evaluar la inactivacién demuestra que la
hermana es portadora del mismo cromosoma que la madre, sin embargo ella no
presenta la duplicacion. Una posibilidad es que esta duplicacion se encuentre
insertada en otro cromosoma, o bien, que esta region Xq28 estuviera delecionada a
través del proceso de NAHR mediado por las LCRs que flanquean la region,

compensando la dosis génica extra de la duplicacion. De hecho, la delecion de esta
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region ya ha sido descrita previamente en mujeres heterocigotas (El-Hattab et al.
2015).

Delecion 17p13.1 en las pacientes NS1 y NS2

Se ha identificado en las pacientes NS1 y NS2 (hermanas) una delecion de
~46 kb en el gen MYH13 que ha sido heredada del padre. Esta delecién provoca que
el alelo del gen MYH13 no sea funcional. En el alelo homologo las pacientes presentan
un SNP (rs2190729) que codifica para el aminoacido arginina (basico) en la madre y
las pacientes mientras que el alelo funcional del padre codifica para el aminoacido
glicina (polar) produciendo el cambio G701R en la proteina. La frecuencia de
concurrencia de ambas alteraciones, la delecion y el SNP, en un mismo individuo se
ha establecido en 5,75x10°%. La posicién del SNP rs2190729 se encuentra altamente

constrenida con un GERP score de 4,21 (http://genome.ucsc.edu) en mamiferos (por

encima de 2 se considera la posicion constrefida) y por tanto el cambio de glicina a
arginina estd altamente conservado. De hecho, soélo existe un individuo descrito
(hombre HGO01479) en el proyecto 1000 genomas (2504 sujetos estudiados) que
codifique en homocigosis para el aminoacido arginina. Teniendo en cuenta la rara
frecuencia de alelos en homocigosis para arginina, aun estando en equilibrio de Hardy-
Weinberg, podemos presuponer que la traduccion del alelo que codifica para el
aminoacido arginina no debe ser beneficioso para el correcto funcionamiento de la
proteina. El hecho de que un individuo codifique en homocigosis para la variante de
arginina puede ser debido a que esta variante tenga una penetrancia incompleta o una
mutacion compensatoria. Se debe considerar que variantes presentes en poblacion
general pueden tener efectos diversos en los individuos segun su penetrancia. Una
variante determinada puede tener una penetrancia completa en un sujeto y la misma
variante, en otros sujetos, puede presentar una penetrancia parcial. En este sentido,
se han descrito 13 casos de individuos portadores de mutaciones que originan
enfermedades mendelianas dominantes que son completamente asintomaticos (Chen
et al. 2016).

El gen MYH13 codifica para la miosina de cadena pesada 13, especialmente
expresada en musculo esquelético y musculos oculares aunque también presenta
expresion en amigdala e hipocampo en adulto y en diencéfalo y en Iébulo frontal en
feto, como se ha demostrado en el presente trabajo. Ademas, las bases de datos
también confirman la expresién de MYH13, aunque baja, en cerebro y sobretodo en

cortex frontal (http://www.genecards.org) (http://www.gtexportal.org) (Figura 5.8).
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Las miosinas son proteinas fibrosas que hidrolizan el ATP y que conjuntamente
con la actina, permiten principalmente la contraccion de los musculos e intervienen en
la division celular y el transporte de vesiculas. Forman parte de microtibulos y
microfilamentos participando directamente en el desarrollo del sistema nervioso a
través de la remodelacion del citoesqueleto. También se encuentran implicadas en los
procesos de migracién neuronal, transporte a través de axones, morfogénesis y
funciones sinapticas (Brown and Bridgman 2004). La desregulacién de procesos como
la exocitosis de vesiculas neuronales, en los que intervienen las miosinas se han
asociado a enfermedades neurodegenerativas, al asma o la diabetes (Papadopulos et
al. 2013).

Concretamente MYH13 es una miosina de clase Il (http://www.cymobase.org/),

las cuales estan directamente implicadas en funciones pre y post sinapticas (Kneussel
and Wagner 2013) y se ha asociado a Alzheimer (Grupe et al. 2007), y a trastornos
formales del pensamiento en esquizofrenia (K.-S. Wang et al. 2012), poniendo de

relieve una posible funcionalidad en el cerebro.

Por tanto, sugerimos que el fenotipo SA-like es debido a la concomitancia de
dos eventos (delecion y rs2190729 ) que originan una proteina MYH13 truncada, que
altera la correcta funcion neuronal dando lugar a una enfermedad autosémica
recesiva. Siendo MYH13 una miosina podria estar también implicada en los problemas
motores que presentan estas pacientes. Esta hipotesis requiere de estudios

funcionales posteriores para su confirmacion.
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Figura 5.8. Expresion de MYH13 en diferentes tejidos cerebrales

187


https://es.wikipedia.org/wiki/Actina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ves%C3%ADcula_(biolog%C3%ADa_celular)
http://www.cymobase.org/

Delecion 19g13.41 en el paciente SS7

Se ha descrito una delecién de 16 kb de origen paterno en el paciente SS7 que
contiene el gen ZNF528 y los ARNs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y
BX537909. Tras secuenciar todos los exones de este gen y los ARNs no codificantes
se ha observado que el SNP rs11672854 localizado en la region exdnica de los ARNs
no codificantes, es heredado de la madre y difiere entre el padre y su hijo provocando
un cambio importante en la estructura secundaria de ZNF528-AS1, AK097590 y
BX537909 segun las estructuras secundarias putativas obtenidas a partir de la

herramienta en linea RNAFold (<http://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-bin/RNAfold.cgi>).

Se ha cuantificado la expresion de los ARNs no codificantes en diferentes
individuos para indagar como afecta el cambio de la estructura secundaria generada
por la concurrencia del SNP y la delecion. Para medir la expresidén de estos ARNs se
han utilizado dos parejas de cebadores diferentes junto con dos genes
normalizadores. La correlacion mas baja obtenida entre los resultados de expresion ha
sido de R?=0.85, precisamente entre cebadores y normalizadores diferentes, lo que
indica que los resultados son homogéneos utilizando cualquier combinacion que se

desee para la cuantificacion.

El cambio de estructura secundaria afecta a la expresion del los ARNs no
codificantes reduciendo su expresiéon. Hasta tal punto que el paciente, que es
hemicigoto y portador del SNP rs11672854 (A/-) presenta menos expresion que los
sujetos homocigotos A/A para estos ARNs. La limitacién de esta afirmacion es que
solamente hemos podido disponer del caso indice y no de otros sujetos A/- para
calcular la variacién que existe en la expresion de estos ARNs no codificantes entre
individuos. Lo mismo ha ocurrido con los casos homocigotos A/A, so6lo disponiamos
del caso indice. Hemos realizado réplicas técnicas con resultados muy similares pero

no muestran toda la variabilidad que podria existir entre individuos.

Los ARNSs no codificantes largos (>200 pb) pueden alterar la expresion tanto de
genes cercanos potenciando su actividad (Jrom et al. 2010) como reprimir grandes
regiones genomicas e incluso cromosomas enteros a través de la transcripcion de
ARNs antisentido que inactivan genes (p.ej. XIST) (Rinn et al. 2007; Wutz 2011).
Ademas, los ARN no codificantes largos juegan un papel muy importante en el
desarrollo, organizacién y la plasticidad sinaptica del cerebro asi como en la regulacion
transcripcional de genes neuronales como por ejemplo, SOX20T y SOX2DOT que
regulan el gen SOX2 (Amaral et al. 2009). Otros ARNs regulan procesos sinapticos
como MALAT1 que modula la sinaptogénesis a través de la expresion de genes
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involucrados en la sinapsis como la NLGN1 y CADM1 (Bernard et al. 2010). Por
ultimo, estos ARNs no codificantes pueden originar enfermedades neurolégicas como
la ataxia espinocerebelosa tipo 8 debida a la expansion de repeticiones del ARN
ATXN8OS (Daughters et al. 2009). Todo ello en conjunto hace muy plausible su
implicacion en vias de regulaciéon de la plasticidad sinaptica y la transmisién sinaptica

y que su desregulacion desencadene fenotipos asociados a TND.

Conociendo que los ARNs no codificantes largos pueden modular la expresion
de genes, algunos de ellos implicados en el desarrollo neuronal y el proceso de
sinapsis y que rs11672854 (A/-) disminuye la expresion de ZNF528-AS1, AK097590 y
BX537909 es plausible que la desregulacion de estos ARNs esté implicada en la
clinica asociada al SA-like. Para comprobar nuestra hipétesis se ha disminuido la
expresion de estos ARNs no codificantes mediante ARNs de interferencia en un
modelo neuronal celular y se ha comprobado la expresion de diferentes genes que
interaccionan en vias neuronales implicadas en las capacidades cognitivas. Esta
aproximacion a través de QPCR ha sido exitosa ya que se ha identificado una serie de
genes (CACNGS8, PRKCG, CAMK2A, MECP2, EP300, GRIN1, PPP2R1A y GRIN2D)
que interaccionan en una via neuronal y que alteran su expresion frente a una
disminucion de la transcripcion de ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909.

Por lo tanto, la disminucion de la transcripcion de ZNF528-AS1, AK097590 y
BX537909 altera la correcta expresion de genes implicados en la transmision
sinaptica, la potenciacién a largo plazo, el aprendizaje y la memoria, con lo que la
alteracion de estos ARNs no codificantes en el paciente SS7 es probable que estén
causando el fenotipo SA-like o estén asociados a alguna de sus caracteristicas
clinicas. De hecho, entre los genes que muestran su expresién disminuida se
encuentra CAMK2A cuya actividad también se encuentra reducida en ratones con
mutaciones en el gen Ube3a materno (Weeber et al. 2003) y ha sido utilizado como
diana terapéutica para recuperar el fenotipo asociado a SA (van Woerden et al. 2007).
A la luz de los resultados, las vias putativas de interacciéon de genes pueden ser una

buena aproximacion para la busqueda de nuevas dianas terapéuticas.

Finalmente, hemos observado que los ARNS no codificantes AK097590 y
BX537909 se encuentran significativamente mas expresados en humanos que en
chimpancés. Si tenemos en cuenta que estos ARNs modulan la expresion de genes
implicados en las vias de la memoria y el aprendizaje podriamos aventurarnos a
sugerir que estos ARNs no codificantes han podido jugar cierto papel en la evoluciéon

del cerebro humano.
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5.5. Perspectivas en el estudio de pacientes SA-like

Actualmente los esfuerzos en la investigacion de pacientes con TND se
concentra en la formacién de consorcios para el estudio de grandes cohortes mediante
la secuenciacion del exoma (lossifov et al. 2014) o del genoma completo (Turner et al.
2016) y la utilizacion de los datos obtenidos para el calculo de estudios de meta-
analisis para encontrar nuevos genes asociados. Sin embargo, los estudios familiares
y los de cohortes reducidas pero con una excelente caracterizacion clinica pueden
igualmente aportar informacion de gran valor que complemente los grandes estudios y
permita realizar asociaciones genotipo fenotipo con exactitud. Estos avances, ademas,
pueden permitir adecuar un eventual tratamiento al diagnéstico molecular o a las vias
moleculares alteradas. Es el caso de nuestra pequefia cohorte de pacientes SA-like
donde se han podido identificar las probables causas genéticas en el 30% de los
pacientes analizados (SS10, SS5, MS4, NS1, NS2, SS7) quedando aun la posibilidad
de estudiar otras regiones que puedan causar el fenotipo SA-like mediante una
herencia recesiva. Un buen ejemplo seria el paciente SS6 con una delecion del gen
ELP4 heredada donde se ha descrito un incremento significativo de microdeleciones

en pacientes con TND frente a poblacion general (Addis et al. 2015).

Ademas, la identificacién de alteraciones moleculares permitira proporcionar un
consejo genético mas adecuado a las familias, idealmente siendo capaces de reportar
un riesgo de recurrencia, como sucede con los progenitores portadores de inversiones
15911.2-g13.

La integracion de grupos interdisciplinares que aunen esfuerzos para
desenmascarar las causas moleculares vy fisiopatoldgicas de los pacientes con TND
es, sin duda, uno de los grandes retos de cara al futuro, ya que permitiria una
integracion de toda la informacion obtenida y un mejor conocimiento de la enfermedad

desde diferentes perspectivas (Stefansson et al. 2014).
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6. Conclusiones

1.

El analisis de FISH en cromosomas metafasicos ha permitido constatar la
presencia de la inversion 15q11.2-q13 en heterocigosis y en mosaico de baja
proporcion en la poblacion general control y en los dos grupos de progenitores

con descendencia afectada de sindrome de SA y de SPW.

Se ha observado una frecuencia significativamente mayor de la inversion
15911.2-15913 en madres SA y en padres SPW con descendencia por
delecion que en poblacion control. Teniendo en cuenta que la inversién se ha
definido como un haplotipo que predispone a la delecion por NAHR estos
progenitores presentan un riesgo incrementado de transmision de la delecién
15q11.2-g13.

Se han identificado CNVs potencialmente asociadas a la clinica SA-like en un
30% de los pacientes. Se propone el a-CGH como primera técnica de analisis

genético de pacientes SA-like sin etiologia molecular conocida.

La técnica de MLPA, se muestra como una estrategia fiable, rapida y
econdmica para: a) la confirmacion de alteraciones del a-CGH vy el estudio de
su herencia, b) el cribado de CNVs especificas en amplias series de pacientes
con trastornos del neurodesarrollo y en poblacién general control. Esta técnica
ha permitido identificar la causa genética en el 1,6% de los pacientes con

discapacidad intelectual o trastornos del espectro autista.

La duplicacién Xp11.23 solapa con duplicaciones de mayor tamafo asociadas
a una DI grave, retraso del habla, convulsiones y TEA, siendo probablemente
la causante del fenotipo SA-like en un paciente varéon. Se propone al gen

USP27X implicado en la diferenciacién neuronal sea el principal gen candidato.

La duplicacion Xg28 en tres pacientes, dos varones y una mujer, incluye los
genes CLIC2 y RAB29B candidatos para la discapacidad intelectual y el
trastornos del espectro autista y ademas, se ha asociado ademas a otras
caracteristicas clinicas del fenotipo Angelman como disomnias, ansiedad e
hiperactividad. Existe una variabilidad fenotipica, siendo el grado de DI desde

grave a limite.

Se ha descrito por primera vez la concurrencia de dos eventos raros en dos
hermanas, delecion 17p13.1, gen MYH13 y un SNP (rs2190729) en el alelo

homadlogo que origina un cambio de aminoacido de glicina a arginina (G701R)
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seleccionado negativamente, sugiriendo su contribucién en el fenotipo de SA-
like.

Se demuestra que la deleciéon del gen ZNF528 (19913.41) y un SNP
(rs11672854) en el alelo homologo, altera la estructura secundaria y la
expresion de los ARNs no codificantes ZNF528-AS1, AK097590 y BX537909.
Esta disminucion de la expresion de estos ARNs afecta a la expresion de
genes implicados en la sinapsis, aprendizaje y memoria, indicando que

ZNF528 puede ser un gen candidato para el fenotipo SA-like.
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Cebadores para amplificar los microsatélites del cromosoma 15

Microsatélite Secuencia del cebador izquierdo Secuencia del cebador derecho Localizacion
D15S18 5-GGAACCATGTGTGCCCCATACTGTG-3" 5-GCATGATCAGTCCTTGGGAGTTG-3’

D15S542 5-AGCAGACTCCGGAACCTCATC-3’ 5-CCTGCCTTCTTGCTGGGGCTG-3" LCR1-LCR2
D15S912 5-GTAGCCTTTTTATTTACATGAGGCA-3’ 5-GTCATAGACATGTATTGGGGAGC-3"

D15S1035 5-GTACCCCACCCCCATGCAGAGT-3’ 5-GTCAGCCAAAGGCCAAGACCTGCC-3’

D15S11 5-GACATAGACCACAAAGAAACCTTAGACCAG-3" 5-GTGGTTACTGAGGCAAGAAATTGGTGACTG-3"

D15S97 5-CTTCTAGCCTCAGGTTCCCC-3’ 5-ATTCACTTTTCAAACCACCCC-3’

D15S128 5-GCTGTGTGTAAGTGTGTTTTATATC-3" 5-GCAAGCCAGTGGAGAG-3’ LCR2-LCR3
D15S113 5-CATGTACTGTTTTATCCCTGTGGC-3’ 5-CTGCTGCTTATACTCTTTCTCTATTC-3"

GABRB3 5-GCGTCTATGAAACCGGTGC -3° 5-TAAGCACATCCCAACTACTCCC-3’

D15S1233 5-GTATTGTGGGACCTTGTGACC-3" 5-TTTTAGAACAAGTCAGGGTTCC-3’

D15S194 5-GCACTCTAGCCTGGGCTAT-3" 5'-ATGACACTGCAAATTGCACAG-3’ Exterior a
D15S123 5"-AGCTGAACCCAATGGACT-3’ 5-TTTCATGCCACCAACAAA-3’ 15q11.2-9q13
D15S131 5-GAAAGGCACCTCATCTCG-3’ 5-TTAAAAACTCTGGAGCAGCG-3’

Secuencia de las sondas del ensayo custom MLPA1

Sonda  Region  Gen Chr Banda Inicio Final Secuencia de hibridacion izquierda Secuencia de hibridacion derecha
TUBGCP5 BP1-BP2 TUBGCP5 15 15q11.2 22867547 22867609 |5-CCAGTAAGACAGCAGATTCATCGCATGTTCCTCTT-3 5'P-AAGAGTGAAGCTCATGCATTTCGTGAAC-3’
NIPA2 BP1-BP2  NIPA 15 15q11.2 23005601 23005659 |5-CTCAGAGGAAGCCGGATTCACGGTGATCAT-3 5'P-CTCAACCTGAGAAATCGTTCCTTGGGGTG-3
SNRPN BP2-BP3  SNRPN 15 15911.2 25213162 25213220 |5-CTGAGACACCAAGAGGTGGTTAAAGCCAT-3 5P-ATTGGAGTAGCGAGGAATCTGATTCCAAGC-3’
UBE3A_16EX BP2-BP3  UBE3A 15 15q11.2 25582509 25582568 |5-CTGGGCCAGCCTTTAGAACACTGTTAGGGTA-3' 5'P-CATACGCTACCTTGATGAAAGGGACCTTC-3
UBE3A_9EX BP2-BP3  UBE3A 15 15q11.2 25620853 25620906 |5-CGAGCAGCTGCAAAGCATCTAATAGAAC-3’ 5'P-GCTACTACCACCAGTTAACTGAGGGC-3’
NDNL2 BP3-BP4  NDNL2 15 159131 29561201 29561262 |5-CGGAGATCCAAAGAAACTCATTACTGAGGAC-3 5'P-TTTGTGCGACAGCGTTACCTGGAATACCGGC-3
TJP1 BP3-BP4  TJP1 15 15q13.1 29996366 29996425 |5-CCGACGAGGAGTCGGATGATTTTAGAGCAA-3’ 5P-AAGACCAACCGTCAGGAGTCATGGACGCAC-3’
ENr323_ 1 Control LACE1 6 6021 108616838 1086168975 -CTCTCGTGATTCTAGGAAGGAAGGTCCACA-3’ 5'P-CACATTCTCAGATTGAGGGATCGATTCTTG-3
ENm013_1  Control PFTK1 7 7921,13 90412188 90412247 |5-GTTTTAGGGACTACTTTGATCCAGGCAGT-3 5'P-GAGAGTACAAGGATAGACTATCAAGCCAGTG-3
ENm014_1  Control 7 731,33 127079103 1270791575 -GGCTTAGCCGCATAATTTGGGATAGGAG-3’ 5'P-TAAGATCAGTGTCTCCCACAAATGGCC-3
RNAseP_1  Control RPP30 10 10g23,31 92631730 92631777 |5-CATGGGACTTCAGCATGGCGGTGT-3 5P-TTGCAGATTTGGACCTGCGAGCGG-3
RYR3 Control RYR3 15 15q14 34077976 34078026 |5-CCCCATGTCATCGAGGTGATCT-3" 5'P-TACCCATGCTCTGCAACTACTTGTCCTAC-3"
AQR Control AQR 15 15914 35219236 35219300 |5-CTAAGAGGTCCAAAAAACTTGACCAAGGACTCCCGAGT-3’ 5P-ATCTACTTCTGCCACATTTGAGAGGGC-3°
ENm313_2  Control 16 16921 62583767 62583826 |5-CTGGTGTTCACCTTAAGTCCTACAAGGTAG-3 5'P-CATATGGAGCCTAACAGTTGCTTCTGGGGC-3
ENr213_1  Control 18 18q12.1 25916728 25916787 |5-CCCACAAGGGGCATGGAAATAGCAAGGAGA-3’ 5P-TTTTCAGCGCTGCCAGATGGACGGCCAAAG-3

247




Secuencia de las sondas del ensayo custom MLPA3 modificado

*Regiones no detectadas en el a-CGH

Id sonda Regiones Chr Inicio Final

a-CGH

Banda

Genes

Secuencia de hibridacion izquierda

Secuencia de hibridacion derecha

chr1_c1orf159 * chr1 1019457 1019507 1P36.33 C10rf159|5-CTTTAATCCCCGTGACTTCCATGCTC-3 5'P-TTTCCTGTTCCCGAGACGTGGGGTC-3
chr1_312_P 1 chr1 3115471 3115529 1p36.32 PRDM16|5"-CCGGCTTATCAGCACCGTAATTTCACGAG-3 5'P-CAGAGCTAAGATTTCTGCCATTTAGGCCCC-3
chr1_641_H 2 chr1 6478367 6478420 1p36.31 HES?2|5"-CTCTACAGGGCAGCAGAGCAGAGCAA-3 5'P-AAGGGTGCATATGCTGGGAGCTGTCACC-3
chr1_193_M 3 chri 19584971 19585025 1p36.13 MRTO4(5-GTGTGGTGACTCTGCTGTCTGACTACGAGG-3 5'P-TGTGCAAGGAGGGCGATGTGCTGAC-3"
chr1_195_NS_N 4 chri 198288534 198288600 1q31.3 NEK7|5"-CTTCACAGCTCCGACAGTTAGTTAATATGTGCATCAACCCAG-3 5'P-ATCCAGAGAAGCGACCAGACGTCAC-3"
chr1_220_C 5 chri 223913736 223913795 1q42.11 CAPN2|5"-CCCACGTTCATTCTTGTTGGGCCCATT-3’ 5'P-CTCAGGATGATGTTTCTCCTGTATTTTGCTACC-3
chr1_238_P 6 chr1 242555793 242555852 1943 PLD5[5-CTCCTGCTGACCTGGGTTAGAAGCAGCATT-3 5'P-GAGCCAAAGCTCTGTCTGCAGTGAGAATCC-3’
chr1_239 2 7y8  chrl 248263445 248263505 1944 OR2L13|5"-CACCTATCTTCGGCCCAGGAATCTCCGCTCAC-3 5'P-CAGCTGAAGACAAGATCCTGGCAGTCTTC-3'
chr2_786_NS_B 9 chr2 78713818 78713878 2p12 BC024248|5-CTATTCCCAGATGTGGAAGACAAAGGCACCTG-3 5'P-AGAAATGAGACTTGGCCTGGGGAACATAG-3"
PLCD1 ¢ chrd 38051646 38051705  3p22.2 PLCD1|5-CTGAGCACATCGCAGAAGAGGATCTTGGA-3 5'P-AGTGAAAGTATAGCCGTGGTAGATGATTGG-3
chr3_457_NS_S 10 chr3 45733478 45733538 3p21.31 SACM1L|5"-CGCCTAATTTATTTCCCGTAACTGCCCAGAGCCTT-3" 5'P-TTCCCCACTTCTGCAAAACTTGGCTC-3"
chr3_894 E 11 chrd 89411489 89411548  3p11.1 EPHA3|5-CCTAGATAGTGACTGCTGCAGTAACAACTG-3 5P-CTGCCTAGAAGTGAGCTTTATTCCACCTCC-3"
chr3_101_1 12 chr3 100373846 100373901  3q12.2 GPR128|5-CAGACACCATTAACATCCCGAATCCCATGTG-3" 5'P-CACTGCGATTGCCGCCTTACTGCAC-3
chr3_101_2 chr3 100413737 100413790  3q12.2 GPR128)5-CCTCAGGTCATTGCCAACCTTACATG-3 5'P-AACGCTTTAGGCTACTGGAAACCTCTCC-3'
chr4_155_D 13 chrd 155244432 155244486  4q31.3 DCHS2|5"-GCACGACTGCTTCCCAAATGCTGTTT-3 5'P-TTCCCTTCAGAGGCATAGGTCTAGCTGCC-3'
chr5_107_F 14 chr5 107310930 107310982  5¢21.3 FBXL17]5-GACTGCTCATTAGCACATCCAGGAT-3 5'P-AAGACAGGCTGGGTGACACAAATCTACC-3"
chr5_139_NS_N 15 chr5 139320457 139320511  531.2 NRG2|5-CAGGATGCTGTGGAAGTTCATCAGGAAGGGTA-3’ 5'P-TCTGTCTCACAGTGGTGGACAGC-3"
chr5_180_NS_B 16 chr5 180420087 180420141  5q35.3 BTNL3|5"-CATCGGCCTGTATGGGTGCTGGTTCAG-3 5'P-TTCCCAGATTTACGATGAGGAGGCCACC-3"
chr5_Mi_B chr5 180424237 180424296  535.3 BTNL3|5-CCATCGTGGGATATGTTGACGGAGGTATC-3 5'P-CAGTTACTCTGCCTGTCCTCAGGCTGGTTCC-3'
chr6_324 NS _C 17 chré 3301078 3301137 6p25.2 c60rf85[5'-CTCACTCTGGAAGACTTGGGAGCTTCTTG-3' 5'P-AAGAGCTAAAAGCTGTCCTGCTGAGCAGGTG-3
chr6_109_1 18 chré 109671243 109671302 6921 C6orf185 |5-CTAATCCCTTCCTGGGATAATGCGTCCTAGTG-3 5'P-AACTGCCATCCACATCCTCCAACACCTG-3"
chr6_124_1 19 chré 124452061 124452119 6q22.31  NKAIN2 (TCBA1)|5-CTCATTCAGGTAGCAACAAGGGACGTGTG-3' 5'P-CACTCCAACACTGCGCAGTCCTGTCTTGGC-3"
chr6_147_S ¢ chré 147631275 147631330  6924.3 STXBP5|5-CCTTGCTTAACAGTGATGCATGGGAA-3 5'P-AAGCACTGCTGTGCTAGAAATGGACTATTC-3'
chr6_161_1P 20 chr6 161846517 161846573 6926 PARK2|5-GAGAGATGGTGTAGGTCCGTGGTCCGATTG-3 5'P-GTGTCCAACGCTGGTCTCAAATGTCTC-3"
chr6_161_2p 21 chr6 162450548 162450602 6926 PARK2|5-CATCCCAGTTTCCTCGATGGCACCGTG-3 5'P-CACCGCACTCTAGTTCATCCATGCCAGC-3’
chr6_PACRG * chr6 163314676 163314737 6926 PACRG|5-CCCCTTACACCTTATGGATTCTCTTGAG-3' 5'P-AATGGAAGTCGACACCATCGATAGACCGTGCAGC-3’
chr7_102_NS_S 22 chr7 102732908 102732966  7922.1 ARMC10[5-CCTCCCCTGCCTTCAGATATACATCAGTC-3" 5 P-AAGTATGTGAGGATGTCTTCTCTGGTCCTC-3'
chr7_150_NS_W 23 chr7 151097270 151097322  7q36.1 WDR86|5-CTGCATGTGAAGGCAGCCTCATCCTC-3 5'P-CAGCTGGCAGAAGGTCACATAGCTTTC-3'
chr7_157_1PT 24 chr7 158172386 158172445  7q36.3 PTPRN2|5-CAAGAAGGCCAAAGTCAGTAGACCCAC-3’ 5'P-AAGAGGTTCATGGGGGTTCAGGTGGATGGGGAC-3"
chr7_157_2PT 25 chr7 158318782 158318830  7q36.3 PTPRN2[5-CTGCCCAGTCCCTGAGGAGATGAT-3 5'P-GACTTCCTACAGCTTCTGAAAGGGC-3’
chr8_537_NS_R 26 chr8 53570324 53570378 8q11.23 RB1CC1[5-CTTCTAAGGGACAAACTGCAGGACAT-3" 5'P-AAGGGATCCTGAACAGTCAGTGGTGGAGG-3
Enr321_1 CNT  chr8 119264059 119264119 8q24.12 SAMD12|5"-GAGCGGGCATCATCTTCTGTTAGAGCTTC-3' 5'P-TCCCGTGTGCTCAGCATAATCGACAGCTG-3"
chr8_125_F 27 chr8 125107143 125107200 8q24.13 FER1L6(5-CAGTGGAGTCTTATGAACACCTGGCCCTC-3 5'P-AAGGTTTTACACTCTTGGGAGGATATCCC-3
chr8_140_N 28 chr8 140844145 140844204  8q24.3 TRAPPC9]5-CCGTCACGTTGCCTTGAGTAGCCCCATTGTC-3 5'P-CTGGCTACGTTTCAGAGTGCCTATTACTC-3
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Id sonda

chrg_144 2L
chr8_144_1L
chr9_168_B
chr9_orf23
chr9_116_1
chr10_183_1
chr10_464_NS_G
chr10_528_P

chr11_891_NS_A
chr11_101_1
chr11_315_E
chr11_612_1
chr11_671_A2
chr11_671_A
chr11_684._|
chr11_835_D
chr11_CNTCN5
chr12_ING4
chr12_110_M1
chr12_110_M2
chr12_121_VC
chr12_121_NS_G
chr13_206_NS_C
chr14_PSMB11
chr15_544_1
chr15_672_G
chr16_451_1
chr16_669_S2
chr16_669_1
chr17_ABR
chr17_101_NS_M
chr17_213_NS_A
chr17_PRPSAP1
chr18_632_1
chr18_653_NS_D
chr18_757_1

Regiones Chr
a-CGH

Inicio

Final

Banda

Genes

Secuencia de hibridacion izquierda

Secuencia de hibridacion derecha

29 chr8 144239339 144239400 8q24.3 LY6H|5"-GAAGTGAAGCAACAGCCCAGCTGG-3" 5'P-AAGGGCGTCTTCTGCGGAGAAATAAAGTCACTTTTGAG-3’

chr8 144239752 144239808  8q24.3 LY6H[5-CTCTGGGATCTTAAAGGTCGACGTGGACTG-3 5'P-CTGCGAGAAGGATTTGTGCAATGGGGC-3"
30 chrd 16830951 16831011  9p22.2 BNC2|5-CACTGGCAGCTGGCTGAATGAAGCCAGTAA-3 5'P-CAGATTCATGGTCGTGGAAAATGTTTCATCC-3
* chrd 34610725 34610773  9p13,3 c9orf23[5'-CAGTCACAACGCTTCTCAGAAAAGGCAC-3” 5'P-AAGCACCCCAGACATTCAGGC-3'
31 chr9 119333392 119333452  9q33.1 ASTN2|5-CAAGGACTCAGATATGATTCGGTGCCACTGCCCCAG-3’ 5'P-ATGAGACTGAGGCACAATCCCTGGC-3
32 chri0 18316976 18317034 10p12.33 SLC39A12|5-CCTGCCTCCGTGTGCACAGTGACTTT-3 5'P-TAGGATCCCTCTTGGAAACAGATGTTGTACATC-3
33 chr10 46999789 46999848 10q11.22 GPRIN2[5"-CCCAGAGCCTGGCTCTAGGACCAAAGATGTGTG-3 5'P-GACCATGACCTCAGCCAATGACTTGGC-3
34 chr10 53209295 53209352 10g21.1 PRKG1|5-GCCCAAGGCTAGCAAACTTCAACAT-3" 5'P-TACTATTTCCTGTGCTGCTACGGTGATGTACAG-3

chri0 58119515 58119574 10g21.1 ZWINT|5-GAAGGCCACCTACAGGGAGCACGTAGAGGCCATCAA-3 5'P-AATTGGCCTCACCAAGGCCCTGAC-3
* chr10 60042915 60042971 10g21.1 CISD1)5-GGGAGGGTGTTGGGGGAAAAAGAGAAATC-3’ 5'P-CTCCATCCTGTTAATGGCTTAGAAGTGC-3
35 chri1 8959675 8959734 11p15.4 ASCL3|5-CAGGTAGACTAGAGTTGCCTCTGTTGTC-3' 5'P-CATCATTTCCTCTTTAACCTGCAAACATAACC-3
36 chri1 10161391 10161449 11p15.4 SBF2|5"-CATTCCTGTGTGGCTACTGGCTAGATCA-3" 5'P-TTCTGCTCCTACCCACTGGGTGCGGATTAGC-3
37 chri1 31653848 31653899  11p13 ELP4|5-GGTGGCAACAGTCACAGCCTTACCAA-3’ 5'P-GTTCCTCTATGTTCTCCGTGGTCTTC-3
38 chri1 61448774 61448832 11q12.2 DAGLA(5-CTACCACAAGGGCCCTGATGGTAACCCAGAT-3 5'P-AGAGACCTTCCAGGCACTACCGTTGTCC-3"
39 chri1 67433820 67433843 11q13.2 ALDH3B2 [5"-GACCTTCTCTGTGCCCTGGCTGAT-3" 5'P-TTCTGACGGCTTCAGCACCACGCAACTC-3"

chri1 67434410 67434465 11q13.2 ALDH3B2 [5"-CTGAGCTCATCCTTTGCCAGAACGAGGTT-3 5'P-GACTACGCTCTCAAGAACCTGCAGGCC-3"
40 chri1 68707124 68707175 11q13.2 IGHMBP2 |5-GCAGAGGAGGCTGGATAAGAAGCTG-3" 5'P-AGTGAGCTCAGCAACCAGAGGACCAGC-3’
4 chri1 83829323 83829377 11q14.1 DLG2[5-CAGCCTCCTGCTGCATCAAATGTGTAC-3’ 5'P-TAGAGTAACAGTTTGCCCGATGGAAGCC-3"
¢ chri1 99872807 99872866 11922.1 CNTN5[5-CCTTTCACGGTTACAGCTGCTAAAGGAAC-3 5'P-AACTGTTAAGATGGAATGCTTTGCACTTGGC-3
* chri2 6762395 6762455 12p13.31 ING4{5-CCATCTCATAGGTCTGCATGGCAAGCTGCAC-3 5'P-CTTGTCGTCACCAAATTCCTTGCACTTGCC-3"
42 chr12 112279693 112279749 12924.12 MAPKAPK5-AS1|5-CGTTTTCCAGGCGTGAATCTCCGCAGAGTG-3" 5'P-GAGATAAAGGCTGAGGCCCCAACGCAC-3

chr12 112280530 112280588 12q24.12 MAPKAPKS5|5-CACTGAGTATGTCGGAGGAGAGCGACATG-3’ 5'P-GACAAAGCCATCAAGGTAAGGGGGAGGTGC-3"
43 chr12 122750905 122750962 12q24.31 VPS33A |5-CTCGCGCAACACGTTTAGGTTCACTCGGCCGTAG-3' 5'P-GACAGATGAGCCGCCATCTTGCTC-3
44 chr12 123187874 123187921 12924.31 GPR109A/HCAR2|5-GCTCCAGCAAGGAGGTGTGTGTCT-3’ 5'P-GTGTGGTGAACGTGTGGTTCCACG-3
45 chr13 21742499 21742555 13q12.11 C130rf13[5-GACAACTCTGGGTCAGAGTTAATGGCTT-3 5'P-CTTGCTCGTGTACTAGGAGGAAAAATCAG-3’
¢ chr14 23512083 23512133 14q11.2 PSMB11[5-GCCTATTCAGGGGGCTCTGTAGAC-3 5P-CTTTTCCACGTGCGGGAGAGTGGATGG-3’
46 chr15 56710985 56711042 15921.3 TEX9|5"-GGTGCAACTGCAATAAATGCTGTGGAAAG-3” 5'P-TATATGGTGCTTTGAGCAAGTAACCAAGC-3’
47 chr15 69514701 69514758 15023 GLCE|5-CTCCAGCAGGGTAGTTGAGGCTTTGCTG-3 5'P-TGTGTAGGCACGACCAGACAGGGACTATGC-3
48 chri6 4577576 4577636 16p13.3 CDIP1)5-CGGGGCCACAGCATAGTGGATCAGTACAAC-3’ 5'P-TTTCCTGGACAGCCTTGCTACCTGTACACTC-3"
49 chri6 68398648 68398709 16¢22.1 SMPD3|5-CATCAGTCGCATGGCTACTGGCAGGTG-3" 5'P-GTCCGTCAGGCCGGACAGCTGGGTGATAAAAC-3’

chri6 68395136 68395194 16¢22.1 SMPD3|5-CCTCACCAGAGGAGCAGTTATCAAAGTTG-3 5'P-AAATCTCCACAGACGACGTCAAATGCCACCAGC-3
* chri7 1083970 1084023 17p13.3 ABR(intr6n)[5'-CCATCGTGTTTGCATCATCACCTAG-3" 5'P-AAATGGTGGGAAGTCGGGTCAAGAGGC-3
50 chr17 10248910 10248969 17p13.1 MYH13|5"-CAGAGCACCCACCGAATTGGTCACCTTGAA-3 5'P-AAAGGATCACCCACTCAACCCTTGAGTTAG-3
51 chr17 21445573 21445635 17p11.2 c170rf51 [5"-GGATGCCAGGATTAACAACATGCTGACTAC-3 5'P-AAGTTAGCTGGCACACTATAGGGACCGTCTAGG-3
52 chr17 74328410 74328470 179251 PRPSAP1|5"-CTGAAGACTGCCTGTGCCAGGAACATT-3" 5'P-ATTGGGGTCATCCCCTACTTCCCCTACAGCAAGC-3
53 chr18 65179585 65179642 18g22.1 DSEL|5-GCTTTGCCAGTGTGGCTGATCAAGGCCAA-3’ 5'P-ATAACCCGATTTGGTTTGGGCACTCAAGC-3
54 chri8 67210007 67210060 18g22.2 DOK6|5-GGCTTTCGAGCCTCTGAAGCTTTCAT-3' 5'P-GACTCGTTCATGCAATGAGGTGAAAAGC-3’
55 chr18 77659624 77659675 18923 KCNG2|5'-CATCTTCCACACCTTTTCGCGCTCC-3 5'P-TACTCCGAGCTCAAGGAGCAGCAGCAG-3
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Id sonda

chr19_595_F
chr19_595_R
chr19_631_F
chr19_188_U
chr19_381_R2
chr19_381_NS_R
chr19_489 L
chr19_575_73
chr19_575_22
chr19_575_1
chr20_151_S
chr20_145_C
chr20_146_C
chr21_467_1
HIRA
chrX_115_M
chrX_476_X
chrX490_P
chrX_490_1
chrX_490_P4
chrX_490_AY
chrX_490 _C
chrX_KLF8
chrX_134_NS_Z
ABCD1

FLNA

EMD
chrX_153_1
chrX_153_G
chrX_153_F8
chrX_153_F
chrX_153_B
chrX_153_V
chrX154_R
CLIC2_EX3
CLIC2_EX4
chrX_154_1
chrX154_T

Regiones Chr
a-CGH

Inicio

Final

Secuencia de hibridacion izquierda

Secuencia de hibridacion derecha

56 chr19 646472 646520 19p13.3 AK127589|5-CACTTGTTCTCTCAGTCCGGAGATC-3" 5'P-AAGGACGATCCGAGGTAACCTCCC-3"
chr19 649288 649352 19p13.3 RNF126(5-CTACTGTGAGGGTCGGGTCCTGCCAGTGACAA-3’ 5'P-AATGCTCCAAGGGCTCCTCAGCAAGGCTGAGAC-3’
57 chr19 681454 681502 19p13.3 FSTL3[5-GCTTTGCGGCAACAACAACGTCAC-3’ 5'P-CTACATCTCCTCGTGCCACATGCGC-3'
58 chr19 18963960 18964016 19p13.11 UPF1[5-CCTAGTTCCACCCTTGTAAAGTGCCCCTTA-3 5'P-ATTTGAACTCTCCCTGGTGGAAGCGAC-3
59 chr19 33493837 33493893 19q13.11 RHPN2|5-CTGAGCATGGCAGGGCTCATGTCGTAA-3" 5'P-CTTGGAGTATGGGTAAATGTGTCTTTCAGG-3°
chr19 33501138 33501199 19q13.11 RHPN2|5°-CCATGAGGAAGGCATTAGTAGCCACCCAT-3' 5'P-CAGCTGTAGAAACATTGAATTCTGATATGCCCC-3
60 chr19 44301948 44302008 19q13.31 LYPD5|5-CAGGTTCTGATGTACACAGGGACTGAGAA-3 5'P-ATTGCCTGGAGGTGGGCAAAGCAGTGAGGAAC-3”
61 chr19 52907354 52907410 19q13.41 ZNF528 |5-CTAATGTCCAGACACCTGGGATCCCATGCTT-3’ 5'P-ACACTGCCATTGTTAGTCCTGACACC-3
chr19 52918178 52918225 19q13.41 ZNF528 |5-CTCGACTCCTGCAGATTCCCCACTG-3" 5'P-CTCCAATGCATCACCTCAGTTCC-3"
chr19 52919180 52919232 19q13.41 ZNF528 |15-GGCAAAGCATTTTCAGTGCGTTC-3 5'P-CAGCCTCATAACCCATCAGTTAATTCACAC-3’
62 chr20 1578477 1578531  20p13 SIRPB1]5-CTGGACTGCAGTTTGTGGCTTACGGAGA-3’ 5'P-GTCCAAGACGATGGAGGAGAGGTGTCC-3"
63 chr20 14665496 14665553 20p12.1 C200rf133[5"-CTGTATTCATAGAGCAGCCGGCCCCTGTTTG-3 5'P-CTAGCTGAATGTCGTAACCTGAATGGC-3
64 chr20 14729891 14729946 20p12.1 ¢200rf133|5-CGTGCCTAGCCTCCTACTCCCTTGTA-3' 5'P-TTTGCCAACAGAACTTAAGCAAGTTCTGTC-3
65 chr21 47959749 47959809 21q22.3 DIP2A[5-CCCAGTTAGTGCTGGCGTTCCACTCTTG-3 5'P-TTGCTCTGTGCAGGGTCGATCTCCTCCTGTGAC-3’
chr22 19318971 19319021 22q11.21 HIRA|5’-CCCTCAGGATGTCGAGCTGTTCCTGAC-3 5'P-ACTCGGTGAAGAGGCGCTGGAATC-3"
66 chrX 11785858 11785911  Xp22.2 MSL3L1{5"-GAAACCCCACATCGACTAGCAGTTACT-3" 5'P-CATTTGCTTCTCCCTATGTCCCCTGAC-3"
67 chrX 47919369 47919423 Xp11.23 ZNF630]|5-GAGGCAGGTCACAGTCATCAGTCGTGAAA-3 5'P-CATTGACTGATGAGATGGGTTCCAAG-3’
68 chrX 49143319 49143377 Xp11.23 PPP1R3F(5-CATGTGAGCTCCCAGGATGAAAAGGATG-3" 5'P-CAGGCCCAAGCCTTGAACCCCCAAAGAAGTC-3"
chrX 49458740 49458800 Xp11.23 PAGE1(5-CCAGTGATGAGCAACCTGACGAAGTGGAAT-3 5'P-CACCAACTCAAAGTCAGGATTCTACACCTGC-3"
chrX 49595003 49595058 Xp11.23 PAGE4(5-CTTCAGTTCACGATCTTCTAGTTGCAGCGAT-3" 5'P-GAGTGCACGAGTGAGATCAAGATCC-3"
chrX 49645666 49645722 Xp11.23 USP27X|5-CGGGGAAAGCCACATACCAGGAATCAC-3 5'P-CACCCTCACGGACTGCTTGCGGAGGTTTAC-3"
chrX 49806913 49806972 Xp11.23 CLCN5|5'-CTTTCTGCACAGGTGCCATGGATAACA-3 5'P-GAGGCTTTCAGCAGGGGAGTTTTAGTAGCTTCC-3
69 chrX 56311437 56311492 Xp11.21 KLF8[5-GGTTTCTGAGTTTGAGGCACATTCCCAG-3 5'P-TGAATAAGCTGAGTCCCATACCACACTC-3’
70 chrX 134476456 134476511  Xq26.3 ZNF75 |5-CCCATTTCAGTACACACATGTCCCCCATAG-3" 5'P-GTCTTCGGTTCCTCCCCCACATTCTC-3
4l chrX 152994747 152994803 Xq28 ABCD1|5-CTGGAACGCCTGTGGTATGTTATGCTG-3" 5'P-GAGCAGTTCCTCATGAAGTATGTGTGG-3
chrX 153595155 153595218 Xq28 FLNA(5-CACTTCTGGTCTCCACAGTGAACTCTGCCCGCTT-3 5'P-CTTCACCATGTTGCCTGTGGGCTCGATGC-3
chrX 153608306 153608375 Xq28 EMD|5"-CGACTAGAGGGGATGCAGATATGTATGATC-3" 5'P-TTCCCAAGAAAGAGGACGCTTTACTCTACCAGAGC-3’
chrX 153713788 153713847 Xq28 UBL4A|5-CCAGGCTACCGCTGCATGTCGCACTAAGTGTGTT-3" 5'P-CTCCTGTTGCAGTTGGGCTCATCATC-3"
chrX 153904971 153905030 Xq28 GAB3|5-CAGTCAGGCCCATGATAGTCAGTGCAG-3 5'P-TTGGGGCAGTTGTAGACTTTGCTACAGGATTTC-3
72 chrX 154158587 154158646 Xq28 F8|5-GGCAAGGCCCCAGTCCAAAGCAATTAGTATC-3" 5'P-CTTAGGACCAGAAAAATCTGTGGAAGGTC-3"
chrX 154284900 154284957 Xq28 FUNDC2|5-CTCTCCTGACATCTGGGTCTCTGGGTT-3 5'P-ATGCCATATATGGTGATAGTGGCTG-3"
chrX 154299830 154299888 Xq28 BRCC3|5-CAGGCGGTTCATCTCGAGTCTGACGCTTTC-3 5'P-CTCGTTTGTCTCAACCACGCTCTGAGCAC-3
chrX 154467383 154467440 Xq28 VBP1(5-GGCCGAAAACTGTGAGACATGCTATGGAAG -3 5'P-CTGAATGCCGGACGCTAGCACAGTTTAC-3"
chrX 154493508 154493566 Xq28 RAB39B|(5-CCATCTGGCTGTACCAGTTCCGGCTCA-3" 5'P-TTGTCATCGGGGATTCCACAGTGGGCAAGTCC-3’
chrX 154509303 154509354 Xq28 CLIC2|5-CCCTCACCTGAGTCCCAAGTACAAG-3 5'P-GAGTCTTTTGATGTGGGCTGTAACCTC-3
chrX 154528159 154528205 Xq28 CLIC2|5-GGACTTAGCCCCAGGTACCAATC-3" 5'P-CTCCGTTCCTGGTGTATAACAAGG-3"
chrX 154563721 154563770 Xq28 CLIC2|5-GCCGCAGGCCTGACATCTTTGTCT-3" 5'P-TTACTGCCAGTTGTCAGCCTCCTGCC-3"
chrX 154842494 154842563 Xq28 TMLHE[5"-CAGTTTTGGGGGTGAAAAGGCAAAAGGCGGGTG-3” 5'P-AAAGGCTGCCTCCCGAGACTCTCCTTGCTTGGAATTC-3
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Secuencia de los cebadores utilizados para la secuenciacion

Secuencia cebador directo
5'-CACACCATCCCATACCAATG-3"
5 -TTCATTCCACACCATCTACTG-3"
5-CTAGACCTGGCCATAGATCC-3’
5 -TGAAATTATCCATCACAATGC-3"
5 -TTTCCTATTTGCCGTTTCTAC-3"
5 -TATGGGGCAGTTTTTCATATC-3"
5" -TGTTCTCTAGCATTTTTGCAT-3"
5 -CTTTTTCCCATAGTCTTCACC-3’
5"-AAGAAATGCCACAGTCCTTAC-3"
5-GAAAGCACCAAAGAAGGTTT-3"
5"-GTCAAAAGGAAACCAGAACTC-3"
5-AGAGGGTGGGATTATTTCACT-3"
5 -CTCAGAGTTGAGCAGAAACAG-3’
5-CCCTCATTTGCAGACCTACT-3"
5°-CCCTTTCTTTGTAGCATTTTC-3"
5-AAAAATGAGCAAAGAAGCAAT-3"
5-ACGTGTATGGCTACACTGGA-3"
5-AAACTCCTGACCTCAAATGAC-3"
5"-ACACTGTTCAGTTCAATGCTG-3°

Secuencia cebador reverso
5°-CCCCTTGTAAAAGTTTCTTGA-3"
5-TTCTTCCTTTGGTAAAACCTG-3°
5" -TACTTCACCGCAGAACAGATA-3"
5-GAAGATGTTGTACCCTTTGCT-3"
5-CCCAAAGAAGATTAGACATGC-3’
5-GTCGACATCTCTACCTGAACC-3°
5 -AAATGCATTCCAGTTAAAATGT-3"
5 -TTTGATTTATGCAGTTTTGGA-3"
5'-GCCACGGAGTATCTTATTGTT-3"
5-GCTGAAGCTCATGTCTGATTA-3"
5 -TAAATCTGGCAACCCTATTTC-3"
5-CTTCCAATCTAAGCTTTCAGC-3°
5-AAGTGACAATCAGCTGCTAAG-3’
5-CCTTTTCTGTCCTCCAGAGT-3"
5-TATTGACTGGACTCCTACGC-3’
5-CCTTTGCAAGGAAGTATGTTT-3"

5-GGAAGAGGGTTTCAGTGTAGA-3"
5-ACGGGTGAAGTGGTCATATAG-3’

5-AATCTACAACCGATTTTGCTC-3’
5-TCCCTCTACTGCAACTACACA-3’
5"-CACATAATGGTTGATTTCCAA-3’

5-CTTAACGACTGTCTTCCCATT-3"
5-GTACTTTAGAGCACCGACCTC-3"
5"-AAGTGAATGGGCTCTGTACTC-3"
5'-AGAGTAGAAGGCACGTAGCAC-3’
5-GGCTATGGATTGGGATAGATA-3’
5-TACCAATGTCTGAGTCAGGTG-3"
5-AGTGTTTCCTGACCTCTCATC-3’
5-AATGAAATGTATGTGACACAGG-3’
5-TTGCAGTTAGCACACTTTCTC-3"

5-CCCTATCTTGTTGAATTTCGT-3"

5-CTGACATTCAAGATCAACCTG-3"
5-TCAAAAATATGCTGCTTAGGG-3’
5'-CAGTGAACTGAAATCTCAAGC-3’
5-GTTTCCCAAACGCTATGTAAT-3"

5-GTCTTGCAAACCTGTTGTAAA-3"
5-CCATGATAATGGCATCTTTAG-3’
5-TGAAAAGTGAATCCAAGTTGA-3’
5-ATGTTACACTCTGCTGCCATA-3’
5-CACAATTCATCTGTGTGCTTT-3"

5-ACTGCATCCATAAGGTCTCTC-3"
5-TTATGACGGTAGAAAACACGA-3’

ZNBX_A1
ZNF528-AS1 kA&
ZNBX_B1
ZNBX_C1
ZNBX_D1

BX537909
AK097590

5-AAACAGTTTCTCCCTGCAAT-3’
5-ATCATAGCTCACTGCAACCTT-3"
5-CTGAGACCAGCCTCTACCTC-3"
5-CAAGAATGTCCCCTCTTATCA-3"
5-TTAAAGATGGAGGAAGTGGAC-3’

5-GTCTCTAATTCCCGACCTCA-3’

5-GTGATTACAGGCCTCAGACA-3’
5'-CACCACACCTGGCTAATTTT-3’
5-TGTTTTGTAGAGATGGGGTTTC-3"

753_A1
753 A2
Z53_B1
753 B2
753 _C1
753 D1
753_E1
753 E2
753 _F1
Z53_G1
753 _H1

5-ATCAACAGTAGGCAGCAGAG-3’
5-GTGATTACACACCACCACCTA-3’

5-CTTCTCATTCTGTTTGAAGATAAGT-3"

5-TGCAATCAGTGGTTGAATTTG-3"
5-CTGAGTGAAGTGATGCAGAAT-3’
5’-GAACGTGTTCAGATCTCACTG-3"

5-TTTTGAGGAAGGGAGTAAAAA-3’
5-CAGACTGACAGAAGCATAGACC-3’
5-TTTTGTGTAACCTTTCCACTTC-3’

5-GCAGGATGCTTCAGAGTCAG-3’

5-CTGACCTCGTGAACCATTTG-3"
5-AAGAAGACACTGTTTACATCAGG-3’
5'-CCAGAAGGATCCCTTAAGTCC-3’

5-GAATTCTACAGTGATAGGTTAGGG-3’

5-GAAAGAGTTTTGCTCCTCTTG-3"
5-TTACAGACGTGAGCCACTGC-3’
5-AGTGAAAGGGACTGGAAGAA-3’
5-GTCTGAATTTACTTGGAGTGGA-3’
5-AAGAGTGAAATTCCGTCTCC-3’




Secuencia de los cebadores y sondas UPL

ID Secuencia cebador directo Secuencia cebador reverso UPL
Normalizadores
ACTB 5-AAGTCCCTTGCCATCCTAAAA-3’ 5-ATGCTATCACCTCCCCTGTG-3’ 55
POLR2F 5-TGAAGGGCTAGATGACTTGGA-3" 5-CCAGAGGGGAGGATCTCG-3" 2
ARNs no codificantes
Bx_5bis  |5-GGAGCATGAAACCCAGGAT-3" 5 -GTGTTCAACTTGCATCACAGC-3" 11
BX 8 5-TGTGGTGTCTGAGGCCTGTA-3" 5-CCTGCACAACCAACATATTTTCT-3" 12
BX_11 5-GATAAGGACCCCCACATCAA-3 5-GCTGCCTCAAGCAGGATAAC-3 1
BX 12 5-AAACCCCCGATCAAGGAG-3” 5-TCCTGGGATCCTGCAGAC-3’ 2
Genes
ARC 5-ACGCAGCAGAGCAGACCT-3’ 5-GGGCGTGAATCACTGGAG-3’ 72
CACNG8 |[5-CGACAGCGCGGAGTATCTA-3’ 5'-CAGCAGGATGGCGCTAAG-3’ 60
CAMK2A [5-GCTTGTGGGGTCATCCTGT-3’ 5-GTACAGGCGGTGCTGGTC-3" 18
EP300 5-AAGAATTAAAAATGGCCGAGAA-3’ 5-GAGAGTTTAGGCCGCTTGG-3" 31
GRIN1 5-AGATGGCTCTGTCGGTGTG-3° 5-TGGCTAACTAGGATGGCGTAG-3" 19
GRIN2D 5-CCCATCCTCGACTTCCTGT-3" 5-GGAAGGTGGAGCCCTTCT-3’ 44
HOMER1 5-GAACGTTTTGGTATTTACAAGAGAGA-3° 5 -CAGATCCTTGTCCGGAGGTA-3" 89
MECP2 5-AGCTTAAGCAAAGGAAATCTGG-3’ 5-GCTTTTCCCTGGGGATTG-3’ 3
PPP2R1A |[5-GAAGGCGGAACTTCGACA-3 5-CCAGCACCTTGGCAAACT-3’ 75
PRKCG 5-CGACGATGCCACGAATTT-3" 5-CACAGTGGTCGCAGAAGGT-3’ 66
RASGRF2 [5-TTTTGCGAGACCCAGACC-3” 5 -GGTGGATGTCATCTTGGTCA-3" 60
SYT3 5-GACCGAATCCGAGGCTATC-3’ 5-AATGCCACAGAATGTCACGA-3’ 40
UBE3A 5-TTGGAAGCAATCTTGGGGTA-3’ 5-GGCTAGCTTCAATGTCGTCAG-3’ 2
ZNF528 5-CTCCTGACCCCGAGTGTG-3" 5 -CTGTGGGCTGGAAACTGG-3" 47
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	 HCl. Preparar solución inicial a 50mM (500ml): 2,15mL de clorhídrico 37% + 498mL H2O destilada. Realizar dilución a 10mM (500mL).
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