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Introduccion

I. Esquizofrenia

La esquizofrenia es una de las enfermedades mentales mas graves y afecta
aproximadamente al 1% de la poblacién. Aparece habitualmente en gente joven, (los
hombres tienen una edad de inicio mas temprana que las mujeres) y se distribuye en
toda la poblacién mundial con una asombrosa homogeneidad respecto a los sintomas.

La esquizofrenia fue definida inicialmente por E. Kraepelin como Dementia Praecox.
Kraepelin puso el acento en el curso hacia el deterioro que sufrian estos pacientes en
comparacion con las Psicosis Maniaco-Depresivas (ahora llamadas T. Bipolar) que no
tenian asociado un deterioro cognitivo (traduccion en Kraepelin, 1970).
Posteriormente, Eugen Bleuler cambié el nombre de Dementia Praecox por el de
esquizofrenia, que es la denominacion que aparece hoy en dia en todas las
clasificaciones internacionales (Bleuler, 1911). Para Bleuler habria cuatro sintomas
fundamentales: alteraciones asociativas (del pensamiento), alteraciones afectivas,
autismo y ambivalencia. Sin embargo, los sintomas descritos por Bleuler no estaban
bien operativizados y no ofrecian una buena fiabilidad diagndstica.

En un acercamiento mas practico, K. Schneider postuld lo que él denomind sintomas
de primer orden, los cuales, aunque no eran totalmente especificos de esquizofrenia si
eran muy faciles de identificar y muy fiables (Schneider, 1959). Estos sintomas son:
pensamientos audibles, voces que comentan, voces que discuten, experiencias de
pasividad, robo de pensamiento, trasmisién de pensamiento y percepciones delirantes.
Estos son los sintomas que se han adoptado actualmente como diagndstico en las
clasificaciones internacionales (DSM, CIE).

Asi, el diagnodstico de esta enfermedad siguiendo los criterios DSM-IV (APA, 2002) de
diagndstico incluidos en el apartado de Esquizofrenia y otros Trastornos Psicoticos o
Trastorno Bipolar, estd basado en la aparicidon concomitante de al menos dos de los
siguientes sintomas durante una fraccion de tiempo significativa a lo largo de un
periodo de seis meses: delirios, alucinaciones, lenguaje desorganizado,
comportamiento cataténico o exageradamente desorganizado y sintomas negativos.

Debido a su impacto social-econdmico, el estudio de la esquizofrenia ha dado lugar a la
aparicion en la actualidad de mas de 4000 publicaciones al afio (datos obtenidos de
www.pubmed.org). Sin embargo, tanto su etiologia como patofisiologia todavia se
mantienen sin definir y los tratamientos disponibles tienen un efecto modesto. Asi, a
pesar de tener un gran numero de resultados discretos, la mayoria de ellos no han sido
replicados y sélo unos pocos se han corroborado total o parcialmente.

En 1988, Wyatt y colaboradores iniciaron, con motivo del aniversario de la creacion de
la revista Schizophrenia Research, la tradicion de reunir en una misma publicacion los
hechos mas consistentes sobre la esquizofrenia (Wyatt et al, 1988). Veinte afios
después, en la revision de 2008, Tandon y colaboradores, resumieron los 77
descubrimientos mas representativos del estudio de esta enfermedad, agrupandolos en
términos de su relevancia para la esquizofrenia: etiologia, patofisiologia,
manifestaciones clinicas y tratamientos. Para esto, puntuaron cada hecho en una
escala de 0 a 3 para las medidas de reproducibilidad, caracter fundamental para la
esquizofrenia y durabilidad en el tiempo.

En la caja I1 se presentan los hechos mas representativos tomados de este articulo.
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CajalIl
Fundamental | Durabilidad
Hechos Reproducibilidad en en el
esquizofrenia tiempo
Epidemiologia (etiologia)
Incidencia anual de 8-40/100.000/ario +++ ++ +++
Mayor incidencia en habitantes de nucleos urbanos ++ ++ ++
Mayor incidencia en inmigrantes ++ ++ ++
Riesgo a lo largo de la vida de 0.7% ++ ++ ++
Prevalenc!a de 2-10/1000, con nucleos de elevada y baja ey + et
prevalencia
Mayor prevalencia en clases socio-econémicas bajas ++4+ + +++
o - 5
Heredab]g. Factores genéticos contribuyen al 80% de . i .t
propension a la enfermedad.
Heterogeneidad genética +++ + +
Multiples factores medioambientales de pequerio efecto +++ ++ ++
Neurobiologia (patofisiologia)
Volumen total cerebral reducido y espacios ventriculares . i .t
lateral y tercero aumentados.
Volumen de materia gris reducido en regiones especificas
del cerebro, como estructuras de los I6bulos temporales ++ ++ ++
medio y superior, cortex prefrontal y talamo
Presencia de anormalidades cerebrales en el momento
o ++ ++ ++
de aparicion de la enfermedad
Agonistas de la dopamina exacerban los sintomas de la
enfermedad, mientras que antagonistas de la dopamina- +++ + +++
2 los alivian
Rasgos clinicos (expresion e identificacion de la enfermedad)
L|m|,tes nosologlcc_)§ |r_1d|st|ntos entre esquizofrenia y otros . + i
desordenes psiquiatricos
Aunque se han descrito los sintomas caracteristicos,
ninguno es patogndémico y el diagndstico estd basado en +++ ++ +++
el perfil de sintomas y curso
Heterogeneidad en la neurobiologia, manifestaciones
e 4 : +++ + ++
clinicas, curso y respuesta al tratamiento entre pacientes
La esquizofrenia es un desorden crénico y con recaidas, ++ i .t
gue generalmente presenta una remision incompleta
L’a esqwzofre.n.la se caractgrlza por una mezcla de . i .t
sintomas positivos, negativos, cognitivos y de humor
La severidad de los sintomas varia entre pacientes y . it et
durante el curso de la enfermedad
Existe una discapacidad intelectual generalizada +++ + ++
Inicio de los sintomas psicoticos durante la adolescencia . it et
0 edad adulta temprana
Edad de inicio mas temprana en varones +++ ++ +++
Presenc.la de defgctos premdrbidos en una proporcion . it et
sustancial de pacientes
Prevencion y tratamiento
Los antagonl_stas de ’Ia _ dopa_mlnajz son los Unicos . + .t
agentes efectivos terapéuticos disponibles
Los antipsicéticos tienen eficacia limitada en los sintomas
) P o ++ ++ ++
negativos y déficits cognitivos
Amplia variacion en el perfil de efectos adversos de los . 0 et

antipsicoticos
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Aunque existe cierta controversia acerca de la uniformidad en la incidencia de la
esquizofrenia en la poblacién mundial, si se acepta una presencia constante (1-2%) en
las diferentes poblaciones humanas, independientemente de la cultura o medio
ambiente, cuando se tienen en cuenta los criterios mas restrictivos de la enfermedad
(Jablensky et al., 1992). Esta presencia constante plantea una importante paradoja,
puesto que a pesar de los efectos negativos en la eficacia bioldgica provocados por la
enfermedad, ésta se sigue manteniendo de forma constante en la poblacién (Huxley,
1964).

Ademas, diferentes datos empiricos sugieren que factores ambientales como vivir en
areas urbanas, ser inmigrante o determinados acontecimientos vitales y ambiente
familiar pueden inducir sintomas psicéticos breves o ser decisivos en el curso y en las
recaidas de los pacientes (Sundquist et a/., 2004; McGrath, 2006; Revision en Sullivan,
2005).

Otro dato de gran interés es el hecho de que aunque la esquizofrenia aparece
normalmente por primera vez durante la adolescencia o temprana edad adulta, puede
ser precedida a menudo por meses e incluso anos de deterioro de la funcién antes de
que el primer sintoma psicético sea observado (Hafner, 1992).

Aunque la revision de Tandon y colaboradores aporta una excelente vision global del
estado de la investigacion en esquizofrenia, y plantea el debate sobre algunas de las
cuestiones, la falta de respuestas esclarecedoras y consistentes en alguno de los
campos, como en el de la etiologia o genética lleva a autores como Delisi a cuestionar
si todos los hechos reflejados en el resumen son realmente consistentes (DeLisi,
2008). Asi, esta autora propone los siguientes 6 hechos como incuestionables:

» La esquizofrenia es una enfermedad que causa consecuencias devastadoras
en la vida de las personas que la sufren.

» Tiene una distribucién mundial.

» Sus sintomas no se reconocen hasta la adolescencia tardia o edad adulta
temprana.

» Se trata de wuna enfermedad cerebral, tanto estructural como
funcionalmente.

» Es familiar.

* No es contagiosa, neoplasica o basada en un dafo cerebral traumatico

Durante los Ultimos afos, el desarrollo de técnicas estructurales o funcionales dentro
del campo de la neuroimagen ha aportado un nuevo enfoque al estudio de la
neurobiologia, ampliando el volumen de informacién disponible sobre diferentes
patologias nerviosas, y proporcionando nuevos interrogantes en muchos casos (Heinz
et al., 2003; McGuire y Matsumoto, 2004; Fusar-Poli y Broome, 2006).

Diferentes hallazgos de neuroimagen estructural muestran que hay diferencias
morfométricas consistentes entre pacientes con esquizofrenia y controles sanos.
Aunque no presentes en todos los pacientes, se ha observado dilataciéon ventricular,
disminucion de la densidad en el area del cortex temporal izquierdo y reduccion del
hipocampo y amigdala (ver revisién en Gur et a/., 2007). Existen también evidencias de
reduccion de la circunvolucion temporal superior, talamo y cuerpo calloso (Metaanalisis
en Honea et al/, 2005). En lo que respecta a la neuroimagen funcional, se ha puesto
de manifiesto que en funcion de las tareas a las que se les somete, los pacientes con
esquizofrenia pueden presentar una hipo o hiperactivacion cerebral (Fusar-Poli et al.,
2007).
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Las aportaciones de la neuroimagen en estudios longitudinales con individuos de alto
riesgo a padecer esquizofrenia o con pacientes con primeros episodios han sido muy
utiles, puesto que indican cambios en la estructura cerebral con el tiempo y la
existencia de reducciones en la estructura del I6bulo temporal (reducciones en materia
gris de las circunvoluciones fusiforme y del parahipocampo izquierdo) alrededor del
momento de transicidon hacia el diagndstico de psicosis e incluso antes (Pantelis et al.,
2003; Job et al., 2005).

1.1 Bases genéticas de la esquizofrenia

Frente a los factores ambientales, los factores genéticos constituyen la causa conocida
mas relevante de vulnerabilidad a la esquizofrenia. Estudios familiares, de adopcion y
de gemelos indican que la esquizofrenia es una enfermedad familiar (Revision en
Sullivan, 2003 y Sullivan, 2005).

Los estudios de agregacion familiar muestran que aunque la prevalencia de la
esquizofrenia es de alrededor del 1% en la poblaciéon general (Jablensky et al., 1992),
este valor aumenta considerablemente entre los miembros de una misma familia. En la
figura I1, obtenida de la revisién de Gottesman que toma datos de mas de 40 estudios,
se observa que a medida que aumenta el grado de relacion familiar (implicando un
aumento del nimero de alelos compartidos) el riesgo a padecer la enfermedad es
mayor. Asi, por ejemplo, mientras que los hermanos de un individuo esquizofrénico
presentan un riesgo promedio de 9%, este porcentaje aumenta significativamente en
los hijos de padres esquizofrénicos, obteniéndose un 46% (Gottesman, 1991).

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Gemelos monocigéticos

Hijos de padres esquizofrénicos 46

Gemelos dicigéticos

Hermanos con un padre afectado

Hijos

Hermanos

Padres

Hermanos por parte de un padre

Nietos
Parentesco de segundo

grado
Sobrinos 4

Tios

5 ] Parentesco de tercer

Primos grado

Poblacion general

Figura I1. Prevalencia de la esquizofrenia en familias. Figura
tomada de Gottesman, 1991 con modificaciones.
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Ademas, la agregacion familiar presenta valores mayores en esquizofrenia que en otras
enfermedades médicas de origen multifactorial, como la diabetes o la epilepsia
(Warner et al., 1995).

Los estudios con gemelos muestran que la concordancia para la esquizofrenia en
gemelos monocigdticos varia entre el 15-58% mientras que para los gemelos
dicigéticos se situa entre el 4-27% (Farmer et al., 1987; Tsuang y Faraone, 1997;
Cardno et al, 2002). La heredabilidad obtenida a partir de este tipo de estudios se
estima en el 80% (Sullivan et a/.,, 2003).

Los estudios de adopcion permiten la evaluacion de factores genéticos en esquizofrenia
independientemente de la influencia del ambiente familiar (revision en Ingraham vy
Kety, 2000). Los primeros estudios de este tipo realizados en esquizofrenia mostraron
una mayor prevalencia de la enfermedad en nifios con madres esquizofrénicas criados
por familias de acogida o instituciones, que en nifios control (Heston et al., 1966;
Higgins et al, 1997). Posteriormente Tienari, con una amplia muestra procedente de
Finlandia, describié tasas de psicosis significativamente mas altas entre nifios
adoptados con padres bioldgicos esquizofrénicos (Tienari et al, 1985). Del mismo
modo, Kety y colaboradores llevaron a cabo un estudio a nivel nacional en Dinamarca,
en el que observé que la esquizofrenia cronica se daba con mayor frecuencia entre los
familiares bioldgicos de individuos adoptados con esquizofrenia que entre familiares
bioldgicos de controles (Kety et a/., 1975; replicado en Kety et a/., 1994).

La esquizofrenia, al igual que la mayoria de enfermedades psiquiatricas, entra dentro
del grupo considerado como enfermedades complejas (Lander, 1994). Este tipo de
enfermedades se puede definir como aquellas en las que la transmision hereditaria no
se ajusta a los modelos de herencia simple mendeliana. Existen diferentes factores que
pueden afectar a la alteracién en las proporciones mendelianas de la herencia de la
esquizofrenia (Schork et al., 2007). El primero de ellos es la penetrancia incompleta, lo
que indica que el hecho de que llevar un alelo de riesgo no significa que la enfermedad
se manifieste necesariamente en un individuo y son necesarios otros factores, como
por ejemplo el ambiente. La existencia de fenocopias, cuando un individuo presenta
determinada afeccidn sin llevar el alelo que determina la susceptibilidad a padecerla es
otro factor. También lo son la heterogeneidad genética, producida cuando son muchos
los genes que intervienen en el mecanismo de accion de una determinada afeccién, de
forma que mutaciones en cualquiera de ellos da lugar al mismo fenotipo y la
heterogeneidad clinica. Por Ultimo, otro factor a tener en cuenta son los cambios
epigenéticos, no codificados en la secuencia del DNA y que también pueden dar lugar
a la transmision no mendeliana de un caracter. De este punto en concreto se hablara
en mas profundidad en apartados posteriores.

Partiendo del hecho de que debe haber mdltiples genes involucrados en el desarrollo
de la esquizofrenia, se han propuesto dos modelos principales sobre la estructura
alélica de los genes que pueden estar involucrados.

»  Modelo de enfermedades complejas/variantes raras
Segun este modelo, la enfermedad puede estar producida por numerosos alelos,
potencialmente de alto riesgo, pertenecientes a numerosos /oci, cado uno de ellos
con una baja frecuencia en la poblacidon. Puesto que su frecuencia es baja, se
espera que estos alelos no sean compartidos por diferentes subpoblaciones o
grupos étnicos y debido a su caracter de alto riesgo se espera que tengan efectos
fenotipicos deletéreos y tiendan a ser eliminados por seleccion purificadora, con lo
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que estas variantes se mantienen en la poblacion por el equilibrio mutacién-
seleccion. (Pritchard, 2001; Wright y Hastie, 2001; McClellan et a/., 2007)

»  Modelo de enfermedades comunes/variantes comunes.
Este modelo, predice que el espectro de alelos que confieren susceptibilidad a una
enfermedad esta constituido principalmente por alelos comunes, de riesgo
moderado y compartidos por multiples subpoblaciones. Se espera asi, que estas
variantes comunes no estén sometidas a una fuerte seleccion purificadora y se
mantengan en la poblacién por algun tipo de seleccidon equilibradora (Becker, 2004;
Hirschhorn, 2005).

La hipdtesis de trabajo asumida en la mayoria de las publicaciones actuales en
enfermedades complejas, y especialmente en esquizofrenia sigue el modelo de
enfermedades comunes/variantes comunes. Sin embargo, algunos autores empiezan a
sugerir que algunas mutaciones que predisponen a padecer este desorden tienen
elevada penetrancia, son raras e incluso especificas de casos individuales o familias, de
origen reciente y confieren alto riesgo (Walsh et a/., 2008).

Una vez confirmado el hecho de que se trata de una enfermedad heredable, las
principales aproximaciones realizadas con el objetivo de determinar las bases
moleculares y genéticas han sido el analisis de ligamiento y los estudios de asociacion.

1.1.1 Estudios de ligamiento

Los estudios de ligamiento permiten identificar regiones cromosdmicas que contengan
genes involucrados en un desorden determinado a través del estudio de la
cotransmision de marcadores genéticos con la enfermedad en familias con varios
individuos afectados. Estos estudios tienen la ventaja de no precisar de conocimientos
previos acerca de la patofisiologia de la enfermedad y permiten obtener informacion
sobre la localizacion de genes que puedan predisponer o proteger frente al desarrollo
de la enfermedad.

En el caso de la esquizofrenia, los resultados no han sido muy prometedores. En una
critica comparacion de algunos de los principales metaanalisis de estudios de
ligamiento realizados en esquizofrenia (ver tabla I1), Crow compara tres metaanalisis
de busquedas en el genoma para esquizofrenia y trastorno bipolar y tres de los
estudios comparativos entre hermanos para esquizofrenia y desorden esquizoafectivo.
Tras la comparacién, se concluye la falta de replicacion de resultados consistentes
entre los diferentes estudios, aun en el caso de utilizar metodologias similares y en
alglin caso compartir parte de la muestra (Crow, 2007).

Lo que se puede concluir a partir de los resultados del analisis de ligamiento en
esquizofrenia es que, aunque se ha encontrado ligamiento para la mayoria de los
cromosomas, posteriores metaanalisis fallan en la replicacion de los resultados. Aun
asi, algunos estudios como el de Arinami (Arinami et al, 2005) han conseguido
confirmar el ligamiento en 1p, 14q y 20p, utilizando analisis de ligamiento con elevada
densidad de marcadores. Los loci mas replicados hasta el momento son los siguientes:
1g, 2, 6p, 8p,10, 13q, 22p (Brzustowicz et al, 2000; Schizophrenia Linkage
Collaborative Group for Chromosomes 3, 6 and 8, 1996; Gurling et a/., 2001; Delisi et
al., 2002).
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Fenotipo utilizado I.\lun.u?ro de Regiones cromosOmicas Estudio
individuos
N° de No
familias | individuos
Esquizofrenia, trastorno Badner and
esquizoafectivo 681 1929 8p, 13q, 22q
. Gershon,
Trastorno bipolar, trastorno 2002
esquizoafectivo y depresion 353 1228 13q, 22q 1
- metaanalisis
unipolar
. . 1pq, 2pq, 2q, 3p, 5q, 6p ter22.3, | Lewis et al,
Eiqﬂl'iﬁgrfi'l't?vﬁ trastorno 1208 2045 | 6p22.1-21.1, 8p 22-21.1, 11q, 2003
q 14pq, 20p, 22p ter-12 metaanélisis
. Segurado et
Z;aztl‘;gg‘f’eg't?\f’;ar y trastorno 347 959 9p, 10q, 14q 24-32, 18q al, 2003
q metaanalisis
Pares de hermanos
Esquizofrenia y trastorno Delysi et
esquizoafectivo 382 2,8, 10p, 14 al., 2002
Esquizofrenia y trastorno Williams et
. . 353 10q, 17, 22
esquizoafectivo g al., 2003
Esquizofrenia y trastorno Suarez et
. . 409 5,8,10, 11
esquizoafectivo al.,2006

Tabla I1. Estudios de ligamiento comparados (tomado de Crow, 2007).

De este modo, aunque este tipo de aproximacion ha sido productiva para el caso de las
enfermedades de herencia mendeliana, los resultados han sido limitados cuando se ha
aplicado en el estudio de enfermedades complejas, como la esquizofrenia, donde los
genes implicados solo explican una pequena fraccion de la heredabilidad total
observada. Los motivos de esta falta de resultados son diferentes: baja heredabilidad
de algunos de algunos caracteres complejos, heterogeneidad fenotipica y genética,
seleccién de marcadores no adecuados, imprecision en la definicion de los fenotipos,
tamanos muestrales pequenos y bajo poder estadistico para identificar variantes
genéticas comunes que tienen efecto bajo en la enfermedad.

1.1.2 Estudios de asociacion caso-control

Los estudios de asociacion estan basados en la comparacidon de variantes genotipicas
en una poblacién para la cual se conoce informacion fenotipica (como presencia o
ausencia de enfermedad en los estudios caso-control, 0 en un rango de valores de
caracteres). En su forma mas simple se comparan las frecuencias genotipicas o alélicas
de un /ocus polimérfico entre pacientes y controles (caso-control), aunque también
pueden utilizarse muestras familiares en las que los individuos no afectados se
consideran la muestra control, evitando asi el problema de la estratificacion de la
poblacidon. Si se encuentra relacién estadisticamente significativa entre genotipo y
fenotipo se dice que existe una asociacion entre la variante y la enfermedad o rasgo.

A diferencia de los estudios de ligamiento, en los estudios de asociacion se precisa de
una hipdtesis previa que permita seleccionar qué genes se van a estudiar. La seleccion
tradicional de los genes esta basada bien en su funcidn (genes candidatos funcionales)
o bien en su localizacion en regiones cromosémicas prometedoras, en su mayor parte
definidas por estudios de ligamiento (genes candidatos posicionales).
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Durante los ultimos anos, se ha evaluado un elevado nimero de genes candidatos en
relacion con el estudio de la psicosis, principalmente genes relacionados con las rutas
dopaminérgica y glutamatérgica. En el afo 2005, se publicaron muchos trabajos sobre
una serie de genes candidatos para la esquizofrenia (Harrison y Weinberger, 2005).
Estos trabajos se basaban en los resultados obtenidos en estudios de ligamiento, de
asociacion o en su posible participacion en procesos relacionados con la enfermedad y
dieron lugar a una lista de genes que llegaron a denominarse “genes de la
esquizofrenia” (Harrison y Weinberger, 2005; Owen et al., 2005). Estos genes que
parecian estar consistentemente asociados con la esquizofrenia eran los siguientes:
COMT (catecol-O-metiltransferasa), D7TNBPI (disbindina), NVRGI (Neuregulina 1), RGS4
(Regulador 4 de la senalizacion de la proteina G), GRM3 (Receptor metabotrdpico 3 del
glutamato) , DISCI (Disrupted-in-schizophrenia), G72 (Activador de la D-amino
oxidasa), DAAO (D-amino oxidasa), PPP3CC (subunidad gamma catalitica), CHRNA7
(Receptor o7 nicotinico), PRODHZ (Prolina deshidrogenasa), Akt! (Proteina kinasa B).
Desgraciadamente, los prometedores resultados obtenidos inicialmente no han podido
ser replicados para la mayoria de estos genes y se ha ido descartando su posible
relacion con la esquizofrenia.

En la actualidad, existe un nuevo ranking de genes potencialmente implicados en
esquizofrenia que se actualiza periddicamente en el foro internacional de esta
enfermedad (Attp.//www.schizophreniaforum.org/). En esta nueva lista Unicamente se
incluyen genes que contienen al menos una variante que muestre una OR (odds ratio)
resumen de los estudios realizados significativa y la valoracion de los genes situados
en las principales posiciones se lleva a cabo por efecto del tamano de la muestra de los
estudios realizados (Allen et al, 2008). En la tabla 12, se muestra la lista de los 10
genes considerados con mayor probabilidad de conferir susceptibilidad a esquizofrenia,
segun Sczgene de Schizophrenia Forum, asi como el cromosoma en el que se localizan
y el nimero de estudios de asociacion caso control realizados en poblacién caucasica y
asiatica. Estos datos fueron tomados en septiembre de 2008. El primer gen de la lista
es el gen SLCBAI que codifica para la proteina “Miembro 1 de la Familia 18 de
Portadores de Solutos (Monoamina Vesicular)”, para el que se han obtenido resultados
positivos en estudios caso-control tanto en poblacion caucasica como asiatica (Bly et
al., 2005; Chen et al., 2007; Lohoff et a/., 2008; Talkowski et a/., 2008; Richards et al.,
2006) aunque también se han encontrado resultados negativos en estudios con
familias (Talkowski et al., 2008). En el resto de genes propuestos (tabla 12) se observa
que el Unico que se mantiene de los relacionados en el afo 2005 es el gen DAOA
(también denominado G2/), que codifica para el Activador de la D-amino Oxidasa.

En esta tabla se observa que aunque se han obtenido resultados positivos para estos
genes, considerados como los mas probables para estar relacionados con
esquizofrenia, también hay estudios negativos, por lo que sigue sin tenerse un gen
candidato con resultados lo suficientemente consistentes como para convencer a la
comunidad cientifica.

Algunas de las razones esgrimidas para explicar estos resultados coinciden con las
expuestas en el caso de los andlisis de ligamiento, como son: el pequefio tamafno
muestral, la heterogeneidad genética, la falta de definicién del fenotipo o limitaciones
estadisticas. Pero, sobre estos argumentos estd el hecho de que las variantes
utilizadas, en su mayoria SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido), tengan un
impacto menor en la expresion del gen o en su funcién y en definitiva un moderado
efecto sobre el fenotipo.
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Namero de estudios de
Gen Proteina Cromosoma - ,asoaacmn —
Poblacion Poblacion
caucasica asiatica
Miembro 1 de la familia 18
SLC8A1 de portadores de solutos 8 3 positivos 2 positivos
(monoamina vesicular)
. 1 positivo 3 positivos
Subunidad 2B del receptor - .
GRINZB de N-metil-D-aspartato 12 1 tendencia 3 negativos
1 negativo
GABRB2 | Receptor GABA beta 2 5 4 positivos 4 positivos
1 negativo 1 negativo
. . 6 positivos
DRD2 Receptor de la dopamina 1 13 pOS|t|yos 1 tendencia
D2 26 negativos .
13 negativos
. - 2 negativos
PLXNAZ Plexina 2 1 2 positivos 1 positivo
Proteina RPGR-que
RPGRIPIL | interacciona con protein 16 7 positivos -
1-like
TPHI Triptofano hidrolasa 1 11 2 positivos 2 positivos
1 negativo 3 negativos
: 1 positivo -
DRD4 Receptor de la dopamina 1 1 tendencia 6 posm_vos
D4 . 9 negativos
22 negativos
IL1B Interleukina 1 beta 2 3 p05|t|yos 4 negativos
4 negativos
Activador de la D-amino 8 positivos L
DAOA oxidasa 13 5 negativos 4 positivos

Tabla I2. Lista de los 10 genes considerados con mayor probabilidad de conferir susceptibilidad a
esquizofrenia, segun Sczgene de Schizophrenia Forum.

Un nuevo tipo de aproximacion a los estudios de asociacion son los Genome Wide
Association Studies (GWAS). Estos estudios de asociacion exploran el genoma en su
conjunto con el objetivo de encontrar variantes génicas causales de una enfermedad.
Se trata de la genotipacion masiva de SNPs (uno de los chips mas utilizados, de la casa
comercial Illumina® contiene 500.000 SNPs) con el objeto de cubrir una gran parte de
las variantes comunes del genoma humano. Puesto que no se necesita un
conocimiento de la localizacion de las variantes causales, esta aproximacion puede
explotar las ventajas de los estudios de asociacion sin tener que adivinar la identidad
de los genes causales. Algunas de las limitaciones que presentan los estudios GWAS
son: la necesidad de un conocimiento de la variacion genética a seleccionar (limitacion
solucionada con la aparicion de bases de datos como la del hapmap), la capacidad
para genotipar un numero suficiente de variantes (actualmente solucionada con las
infraestructuras disponibles) y que se necesitan muestras de gran tamafo (problema
solventado con la aparicion de consorcios entre grupos de investigacion) (Hirschhorn y
Daly, 2005).

En todo caso, hay que tener en cuenta que los GWAs son sensibles a estructuraciones
poblacionales y que si los /oc/ detectados tienen un pequeno efecto sobre el fenotipo,
el poder para detectarlos es bajo. Los primeros estudios GWAS en esquizofrenia,
realizados con muestras de tamafio modesto (500-800 casos) han mostrado ningun y
un Unico resultado significativo, en un gen que codifica para un receptor de citokinas
(Sullivan et al., 2008; Lencz et al., 2007, respectivamente).
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Recientemente, otra aproximacion al estudio genético de la esquizofrenia son los
estudios en los que se analizan variaciones poco frecuentes en el niUmero de copias
(CNVs poco frecuentes). Los dos primeros estudios a gran escala realizados hasta la
fecha mostraron que el nimero de deleciones o duplicaciones de baja frecuencia
aumenta en pacientes con esquizofrenia (International Schizophrenia Consortium,
2008; Stefansson et al., 2008). Este aumento aunque modesto, es estadisticamente
significativo. Ambos estudios identificaron las mismas dos regiones cromosdémicas
(1g21.1 y 15g13.3) en las que la variacion en el nimero de copias esta asociada con el
riesgo a la esquizofrenia. De estas dos regiones, la primera de ellas ya habia sido
identificada como potencial regidon con genes candidatos en funcién de diferentes
estudios de ligamiento (Brzustowics et a/.,, 2000; Gurling et a/., 2001).

1.1.3 Epigenética y esquizofrenia

La falta de resultados consistentes en estudios de ligamiento y asociacién ha llevado a
algunos autores a postular que ademas de la vulnerabilidad que pueda ser debida a
variaciones en la secuencia del DNA, también intervienen factores epigenéticos, es
decir, mecanismos que regulan la actividad génica sin alterar el cddigo genético o
secuencia de DNA (Kato et al., 2002, Petronis, 2004).

Las modificaciones que afectan a la remodelacion de la cromatina, como la acetilacion,
ubiquitinacion, metilacion o defosforilacién de histonas, o la metilacion del DNA,
constituyen mecanismos conocidos que pueden afectar a la expresidon de los genes.
Entre estos, la metilacion constituye el mecanismo que ha sido objeto de mayor
atencion. En el genoma humano la metilacion del DNA sdlo tiene lugar en las citosinas
(asi como la modificacién de las histonas relacionadas) por lo que se puede crear un
patron diferente en regiones ricas en GC respecto de fragmentos ricos en adenina o
timina (Gruenbaum et al., 1982). A esto se anade el hecho de que el dinucleétido CpG
es tanto la principal diana de metilaciéon en el DNA de mamiferos como un punto
caliente de mutaciones. Asi, la existencia de regiones ricas en GC cerca de los genes se
relaciona directamente con una mayor o menor expresion del gen, en funcidén del
estado metilado o no de las mismas (Bird, 1986; Hapgood et a/, 2001; Costello y
Plass, 2001).

La regulacion epigenética se asocia cada vez mas a desdrdenes psiquiatricos,
encontrandose ejemplos en depresidon o adiccidn, entre otros (Tsankova et al., 2007).
Se tienen bastantes pruebas de que los procesos epigenéticos afectan al desarrollo
neural, y recientemente han surgido evidencias de su papel en la regulacion de
neuronas maduras diferenciadas (Hsieh y Cage, 2005).

En el caso de la esquizofrenia, los mecanismos epigenéticos podrian explicar la
discordancia entre gemelos monozigdticos, la ausencia de diferencias entre casos
esporadicos y familiares o el variable curso de la enfermedad, ademas de contribuir a
la heterogeneidad fenotipica (Petronis, 2003; Petronis, 2004). Petronis aboga por la
existencia de cambios epigenéticos dinamicos desde el nacimiento que aumenten la
vulnerabilidad a sufrir esquizofrenia, aunque Unicamente aquellos individuos que
alcancen un nivel de desregulacion epigenética determinado, debido a diferentes
factores incluido el ambiental, mostraran los signos clinicos de la enfermedad. La
severidad de los cambios epigenéticos podria fluctuar en el tiempo, ocasionando los
periodos sin sintomas y las recaidas (Figura 12).
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Embriogénesis/Infancia/Adolescencia EDAD ADULTA

Sin riesgo para la esquizofrenia

Susceptibilidad epigenética para la esquizofrenia

roaon X X

Susceptibilidad Cambios Se sobrepasa el Remision Recaida
epigenética epigenéticos umbral
heredada durante el Primer episodio
desarrollo de psicosis

Figura I2. Cambios epigenéticos durante el desarrollo. Los escenarios A, B y C muestran el desarrollo
epigenético normal de un gen que podria predisponer a esquizofrenia (circulos blancos representan
individuos sanos y circulos grises, individuos limite). El escenario D representa como una pre-epimutacion se
convierte en un problema epigenético severo que da lugar a esquizofrenia (circulos negros). En el caso de
los escenarios C y D el desarrollo epigenético es muy diferente asi como el prondstico clinico, a pesar de
comenzar de un punto inicial idéntico. Tomado de Petronis 2004, con modificaciones.

Existen evidencias de que procesos de metilacion diferencial participan en la
patogénesis de la esquizofrenia. Se ha postulado que la hipermetilacion de
determinados genes en neuronas GABAérgicas cause disfuncién del circuito neuronal
GABAérgico (teoria GABAérgica), de forma que las funciones cerebrales se verian
alteradas debido a la ruptura de la sincronizacion con otras redes neurales (Costa et
al., 2004). Uno de los casos mas estudiados es el del gen que codifica para la reelina,
en el que se ha observado que una hipermetilacion del promotor esta relacionada con
niveles mas bajos de expresidbn en cerebros postmortem de individuos con
esquizofrenia (Chen et al, 2002; Grayson et al 2005), aunque en el ultimo estudio
realizado no se replicaron los resultados previos (Tochigi et al., 2008).

Los primeros resultados obtenidos a partir de genes discretos han impulsado el
desarrollo de analisis epigendmicos a mayor escala. Algunos de los primeros resultados
de estos estudios muestran evidencias de diferencias en la metilacién asociadas a
psicosis en numerosos /oc/ involucrados en procesos de neurotransmision y desarrollo
neuronal (Mill et al., 2008).

Indirectamente relacionada con la teoria epigenética se encuentra la teoria del origen
comun entre psicosis y lenguaje, propuesta por Crow, (Ultima revision en Crow, 2008),
segun la cual un Unico gen sujeto a control epigenético (gen que codifica para la
protocaderina X) es el responsable del origen del lenguaje, apareciendo la
esquizofrenia como residuo del proceso de especiacion.

En resumen, aunque se ha avanzado mucho en el estudio de la genética de la
esquizofrenia, todavia no se han identificado genes que inequivocamente estén
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relacionados directamente con esta enfermedad y gran parte de los resultados
obtenidos son contradictorios.

Una de las posibles causas es que los métodos y herramientas utilizados hasta el
momento no resultan lo suficientemente potentes o resolutivos para detectar las
variables genéticas implicadas en el desarrollo de la esquizofrenia. La continua
dindmica de la investigacion ha hecho surgir nuevas aproximaciones destinadas a
solventar esta cuestién, como la de los ya mencionados GWAs, los recientes estudios
a nivel gendmico con CNVs, los analisis de expresion a nivel global o la posible
implicacion de factores epigenéticos mas alla de la secuencia de DNA.

Sin embargo, subyacente a todas las aproximaciones aplicadas a la busqueda de los
genes implicados en la esquizofrenia esta el hecho de que la esquizofrenia es una
entidad definida por consenso y no tiene porqué tener una validez bioldgica (Sanjuan,
2007). Esta enfermedad constituye un fenotipo muy amplio y heterogéneo, lo que
dificulta su estudio mediante técnicas genéticas que precisan de un fenotipo concreto y
bien definido.

II. Alucinaciones auditivas como fenotipo
alternativo de la esquizofrenia

I1.1 Endofenotipos y fenotipos alternativos en el estudio de
la esquizofrenia

La seleccion de un fenotipo adecuado para llevar a cabo los estudios de asociacion
constituye un paso fundamental para el éxito de un experimento. La heterogeneidad
de la esquizofrenia se ve reflejada en la expresion variable de los sintomas en multiples
dominios (percepcion, lenguaje, atencidn, expresion de emociones...), en la variabilidad
de aparicion de los sintomas, la respuesta al tratamiento, la evolucidon de la
enfermedad y otros factores que determinan su prondstico (Weiser et a/., 2005). Este
hecho hace que la capacidad predictiva del fenotipo desde el genotipo se vea
comprometida. Ademas de considerar la esquizofrenia como un fenotipo en si mismo,
son numerosos los estudios que plantean dos posibilidades: ampliar el fenotipo y
considerar la existencia de una vulnerabilidad bioldgica a un continuo entre la
esquizofrenia y psicosis maniaco-depresiva, o bien buscar fenotipos mas simples para
poder obtener grupos mas homogéneos con los que comparar variables bioldgicas
(Sanjuan, 2007). Considerando la esquizofrenia como un sindrome demasiado
complejo para poder ser afrontado como un todo, al igual que en otras enfermedades
heterogéneas, muchos investigadores tratan de abordar el tema mediante la utilizacion
de fenotipos alternativos y endofenotipos (Gottesman y Gould, 2003; Bearden y
Freimer, 2006; Cannon y Keller, 2006). Un fenotipo alternativo puede consistir en el
sintoma o conjunto de sintomas clinicos que se definen en sustitucion de los criterios
DSM-1IV de esquizofrenia (por ejemplo, las alucinaciones auditivas, déficit cognitivo,
algunos fenotipos extremos o subtipos clinicos, entre otros). Un endofenotipo se trata
de un componente mesurable de la ruta patofisioldgica que se toma como base para
correlacionar con los resultados obtenidos (Weiser et al., 2005). Los endofenotipos en
esquizofrenia pueden ser neurofisioldgicos, bioquimicos, endocrinos, neuroanatémicos,
cognitivos, o rasgos de la personalidad y representan una forma mas simple de la base
genética o ambiental que el sindrome de la enfermedad por si mismo (por ejemplo, se
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suelen utilizar, entre otros, el déficit en la memoria de trabajo, déficit en memoria
episodica, movimientos desordenados de los ojos, o inhibicion atenuada del potencial
P50 y del P300).

En el caso de este estudio, se abordd el estudio de la esquizofrenia tomando como
fenotipo alternativo las alucinaciones auditivas.

I1.2 Alucinaciones auditivas

A partir de la definicion de alucinacion en sentido amplio elaborada por David (David,
2004), enmarcandola dentro del sistema sensorial correspondiente a las alucinaciones
auditivas (AA), podemos definir éstas como "experiencias sensoriales que ocurren sin
la estimulacion externa correspondiente del oido, que tienen el suficiente sentido de la
realidad como para parecer una percepcion veridica, sobre la cual el sujeto no siente
que tiene control directo y que ocurre estando el sujeto despierto”

Este tipo de alucinaciones, pueden variar tanto en forma como en contenido, de
manera que pueden incluir desde sonidos primitivos como golpes, soplidos, disparos, o
truenos, hasta lloros risas, susurros o conversaciones (Nayani y David, 1996; Watkins,
1998). En el caso especifico de las alucinaciones verbales pueden consistir en una voz
que diga los pensamientos del individuo en voz alta, una voz que comente el
comportamiento de la persona o voces que dan drdenes o instrucciones.

Las caracteristicas fenomenoldgicas de las AA pueden ser tanto fisicas (frecuencia,
volumen o claridad), como personales (contenido emocional, enunciado en primera,
segunda o tercera persona, nimero de voces o el caracter conocido de la voz).

A menudo este tipo de alucinacién tiene una calidad negativa, y consiste en voces que
insultan y critican al paciente, le dicen que haga cosas inaceptables o lo amenazan
(Close y Garety, 1998; Davies et al., 2001; Delespaul et al, 2002; Johns et al,, 2002).
La frecuencia con que las alucinaciones tienen un contenido emocional, unido a una
posible existencia de alteraciones en los aspectos emocionales del habla en individuos
con predisposicion a sufrir AA, que aumentan su propensidon a experimentarlas
(Woodruff, 2004), han llevado a proponer que las AA podrian estar asociadas con
déficits en el procesamiento afectivo auditivo (Rossell et a/., 2005).

Es importante tener en cuenta que tanto las AA como las alucinaciones en general no
estan limitadas a un Unico diagndstico como la esquizofrenia, sino que se presentan en
otros desordenes psiquiatricos, e incluso en poblacion normal (Brasic, 1998; David,
1999; Johns, 2005).

Dentro de las alucinaciones clinicas pueden distinguirse tres tipos: las observadas en
desordenes psicoticos, las observadas en desdrdenes neuroldgicos y aquellas
observadas en un contexto de abuso de drogas. Aunque estos tres tipos compartan
mecanismos comunes, ciertas caracteristicas parecen dominar en cada tipo en funcion
de sus caracteristicas fenomenoldgicas y los mecanismos biolégicos y psicoldgicos
subyacentes. Por ejemplo, en esquizofrenia y desdérdenes afectivos son mas frecuentes
las AA, mientras que en la enfermedad de Parkinson o Alzheimer, las mas frecuentes
son las visuales (Aleman y Laroi, 2008).
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Las similitudes entre los grupos alucinadores clinicos y no clinicos, teniendo en cuenta
todos los tipos de alucinaciones (auditivas, visuales, y otros tipos) han hecho que
algunos investigadores sugieran que las alucinaciones pueden formar parte de un
continuo con experiencias normales. Esta hipdtesis, denominada Ajpdtesis del
continuum, argumenta que la mayor diferencia entre los grupos patoldgico y normal es
cuantitativa mas que cualitativa, por lo que quizds no sea la naturaleza de las
experiencias alucinatorias lo que cause que las personas se conviertan en pacientes
psiquiatricos, sino la manera en la que el individuo reacciona a sus experiencias
(Strauss 1969; van Os et al., 2000; Bentall, 2003).

En cualquier caso, las AA cumplen una serie de caracteristicas que las convierten en un
buen fenotipo alternativo para el estudio de la vulnerabilidad genética a la
esquizofrenia:

= Con una prevalencia del 56.2-70% (Slade y Bentall, 1988; Andreasen y
Flaum, 1991) son el tipo de alucinacion mas comin en esquizofrenia,
seguidas de las alucinaciones visuales, tactiles, olfativas y sensoriales.

= Se heredan (Rosenthal y Quinn, 1977).

= Se pueden cuantificar, por medio de diferentes escalas. En este estudio en
concreto, se utiliza la escala PSYRATS, escala que evalla las dimensiones
de las alucinaciones auditivas (Haddock et a/., 1999; versidn en espafiol de
Gonzalez et al., 2003).

= Se pueden observar indirectamente por medio de la neuroimagen
(revisiones en Allen et al., 2008 y Aguilar et al., 2008).

= Estan estrechamente relacionadas con otro de los sintomas de la
esquizofrenia, como son las alteraciones del lenguaje (Hoffman, 1986;
Stephane et al., 2001).

Existen evidencias de la existencia de déficits en el dominio del lenguaje en pacientes
esquizofrénicos (DelLisi, 2001; Covington, 2005; Stevens et al., 2000; Mckenna y Oh,
2005). Asi, distintos autores apuntan a que pacientes esquizofrénicos con alucinaciones
se caracterizan por déficits en la percepcion del lenguaje. Por ejemplo, McKay y
colaboradores encontraron que los principales déficits sensoriales de sus pacientes
estaban relacionados con estimulos del habla (McKay et a/., 2000) y diferentes estudios
han mostrado una disminuciéon en la ventaja del oido derecho durante escuchas
dicdticas en pacientes esquizofrénicos con AA respecto a controles. (Bruder et al.,
1995, Green et al., 1994; Levitan et al., 1999; Loberg et al., 2004).

Todo esto lleva a pensar que las AA se deben a un aumento de la actividad en las
regiones cerebrales del habla, similar a la producida por el habla real, de forma que se
reduce la capacidad de procesar los estimulos del oido derecho. Aunque otra
posibilidad seria que una alteracion cerebral en el hemisferio izquierdo causara la
reduccion en la ventaja del oido derecho.
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11.2.1 Estudios de neuroimagen en alucinaciones auditivas

Al igual que en la esquizofrenia, durante los ultimos anos, las técnicas de neuroimagen
funcional, como la PET y la resonancia magnética funcional (fMRI) han permitido el
estudio de las areas cerebrales involucradas en las alucinaciones.

Aunque no todos los estudios de neuroimagen estructural muestran los mismos
resultados, la mayoria de ellos sugiere una asociacién de volimenes de materia gris
reducidos en el lébulo temporal con las AA, concretamente en la circunvolucion
temporal superior izquierda, incluyendo la corteza auditiva primaria (Barta et a/., 1990;
Flaum et al, 1994; Rajarethinam et &/, 2000). También se ha observado una
reduccion en los volimenes de la corteza cerebelar y prefrontal que pueden estar
asociados con alteraciones en la monitorizacion o conciencia y reconocimiento del
habla interior.

Los estudios de neuroimagen funcional muestran que, comparado con el cerebro no
alucinador, el cerebro alucinador se caracteriza por una entrada mas fuerte desde los
centros subcorticales (especialmente el tadlamo), reducido control del cortex prefrontal
dorsolateral, activacién aberrante de los centros de atencién emocional (amigdala,
cingulado anterior ventral) y activacion atenuada del cingulo anterior dorsal, lo que
esta relacionado con monitorizacion de errores (Aleman y Laroi, 2008). Para las AA, el
cortex de asociacion sensorial debe ser el area auditiva secundaria (drea de
Broadmann 42) y las areas de percepciéon auditiva adyacentes areas como el surco
temporal superior. Para las alucinaciones verbales especificamente se postula un
acoplamiento entre areas de produccidon del lenguaje (drea de Broca) y areas de
recepcion del lenguaje (area de Wernicke) (Hoffman et al., 2007).

11.2.2 Estudios genéticos sobre las alucinaciones auditivas

Pese a que las AA constituyen un fenotipo concreto y bien caracterizado, resulta
sorprendente la ausencia de estudios acerca de los mecanismos etioldgicos que las
ocasionan. Hasta el momento se han llevado a cabo pocos estudios genéticos teniendo
en cuenta las alucinaciones, y menos todavia con AA.

Los primeros de ellos estaban basados en las hipdtesis de que implican a
neurotransmisores de las rutas serotoninérgica o dopaminérgica en la aparicion de este
sintoma (Malhotra et al,, 1998; Wei et al, 1999; Sanjuan et al., 2004; Toirac et al.,
2007), aunque posteriormente se ha ampliado el estudio hacia genes involucrados en
el neurodesarrollo, y mas especificamente en el lenguaje, como el gen FOXP2 (Sanjuan
et al., 2006), o en el tamafo cerebral, como el gen ASPM (Rivero et al., 2006).

En la tabla I3 se resumen los resultados obtenidos hasta el momento.
Asi, el campo del estudio genético de las alucinaciones, esta todavia en desarrollo y

todavia es necesaria la realizacion de estudios que confirmen los resultados obtenidos
hasta el momento.
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Autores Desorden estudiado Geqes Resultados
estudiados
L Asociacion entre alucinaciones y la
Malhotra ef AIucu_1aC|one_s 5-HTT variante I/l polimorfismo del
al., 1998 Esquizofrenia
promotor del gen
Wei et al., AIucmaC|onfas audl_tlvas CCK-AR Asociacién positiva
1999 en esquizofrenia
Okubo et Alucinaciones en . -
al,, 2002 delirium tremes CCK-AR Asociacion positiva
Sanjuan et | Alucinaciones auditivas CCK-AR Asociacién positiva
al., 2004 en esquizofrenia
Chang et Alucinaciones en s -
al, 2004 Alzheimer ApoE &4 Asociacion positiva
Sugestionabilidad Asociacion del rasgo con una
Ott et al,, ges SHT2A variante del polimorfismo T102C.
relacionada con 7 .
2005 alucinaciones Interaccion genotipos T102C con
genotipos del gen COMT
Sanjuan et Alucinaciones auditivas FOXP2 Asociacién negativa
al., 2005
Sanjuan et . . : . .
al, 2006a Alucinaciones auditivas 5-HTT Asociacion positiva
Saniuan et Asociacion positiva con un
) Alucinaciones auditivas FOXP2 polimorfismo de FOXPZy con un
al., 2006b h
haplotipo

Rivero et N - . .
al,, 2006 Alucinaciones auditivas ASPM Asociacion negativa
Toirac et L . . -
al, 2007 Alucinaciones auditivas CCK-AR Asociacion positiva
Tolosa et Alucinaciones auditivas HARIA Tendencia
al., 2008

Tabla I3. Resumen de los estudios genéticos realizados en alucinaciones auditivas.

11.2.3 Modelos de alucinaciones auditivas

Recopilando toda la informacion disponible sobre las alucinaciones, Aleman y Laroi
(Aleman y Laroi, 2008) proponen un modelo multifactorial que incorpora las
alteraciones cognitivas y neurales que se conocen.

Estos autores proponen 4 rutas diferentes que pueden resultar en alucinaciones:

= Alteraciones en las vias perceptuales debidas a lesiones en rutas sensoriales o
en el sistema de excitacion.

* Procesos que actlen sobre centros corticales que integran la informacion
perceptiva.

= Activacion no limitada del centro de atencion.

= Ruta cognitiva con papeles clave del estado afectivo, factores top-downy el
sistema de monitorizacién propio.

Segun estos autores, las dos Ultimas rutas serian las mas probables en la mayoria de
alucinaciones, Ademas, proponen que la alta frecuencia de alucinaciones verbales en
esquizofrenia y desdrdenes psicoticos puede deberse a la desorganizacion de los
sistemas de atencidn y del lenguaje, y a las entradas a estos sistemas desde el sistema
de emocion y motivacion.
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En la figura I3 se muestra el modelo propuesto para las alucinaciones auditivas.

MONITORIZACION
Procesos metacognitivos en los que el
sistema cognitivo toma la decision acerca de
la fuente de los eventos perceptuales

i (dentro o fuera)
CORTEX PREFRONTAL, CORTEX ANTERIOR DORSAL,
CORTEX PARIETAL

!

EMOCI(')NIY FACTORES TOP-DOWN
MOTIVACION -Expectacion perceptual ! EXPERIENCIA ENTRADA
(Estado - -Influencia de los SENSORIAL _ SENSORIAL
afectivo:estrés, conocimientos previos 1 CORTEX SENSORIAL ORGANOS
ansiedad) -Atencién en la percepcién ‘ PRIMARIO Y SECUNDARIO SENSORIALES Y
AMIGDALA, CORTEX PREFRONTAL AFERENTES
ESTRIADO VENTRAL DORSOLATERAL
CORTEX ANTERIOR CORTEX SENSORIAL SECUNDARIO

\ ,ATENCI,(')N
NUCLEO TALAMICO

RETICULAR

Figura I3. Modelo de las alucinaciones auditivas. Se muestran los diferentes sistemas que pueden afectar desarrollo de
alucinaciones auditivas, junto con las areas cerebrales que participan en cada uno de ellos, asi como los factores
genéticos pueden estar influyendo en cada caso (Tomado de Aleman y Laroi 2008 con modificaciones).

Nuestro grupo de investigacion propone un modelo etiopatogénico alternativo de las
alucinaciones, mostrado en la figura 14, en el que factores genéticos y factores
ambientales del desarrollo crearian un fondo en el que el individuo seria propenso a
tener alucinaciones y que bajo determinados factores como estrés, deprivacion
sensorial, consumo de drogas o enfermedades cerebrales desencadenaria la
experiencia alucinatoria (Sanjuan et a/., 2005).

e Factores ambientales
| Vulnerabilidad genética | del desarrollo

I \ Factores de la personalidad

« Modulacién de la . YISl_Ja"Z_a,CIO; Tenta:_d |
atencién . MgnltOl’I.ZECIOHt e la re;y a
« Alteracién sensorial « Creencias meta-cognitivas

¥

Tendencia a la alucinacion |

- Estrés agudo —_— | — - Drogas alucindgenas
- Deprivacion sensorial - Enfermedades cerebrales

Experiencia alucinatoria

Figura I4. Modelo etiopatogénico de alucinaciones (Sanjuan et a/., 2005).
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Aplicado al caso de las alucinaciones auditivas en psicosis, este modelo, reflejado en la
figura I5, propone (Aguilar et a/., 2008):

» Participacion de factores genéticos a diferentes niveles: ocasionando una
vulnerabilidad a los desdrdenes del lenguaje, en la que intervendrian genes
relacionados con este rasgo, que daria lugar a la experiencia de voces; dando
lugar a vulnerabilidad a tener una respuesta emocional anormal, en la que
intervendrian genes relacionados con el estado emocional y proporcionando
susceptibilidad a experimentar voces y reaccionar de forma anormal a las
mismas.

» Participacion de factores culturales, que afecten al contenido y adaptacion
social de las voces.

A&~ | Factores genéticos | S\

Vulnerabilidad a Genes: CCK-AR... Vulnerabilidad a un

estado emocional

desordenes del alterado
lenguaje *
Tendencia
1 a la alucinacion 1
TALAMO

Genes: * Genes:
FOXP2 Alucinaciones SHIT

Auditivas

1 Psicdticas 1
Experiencia / \

d Adaptacion
e voces c
LOBULO TEMPORAL social

Factores culturales

Respuesta anormal

ante una amenaza
_ AMIGDALA
LOBULO FRONTAL

Figura I5. Modelo etiopatogénico de alucinaciones auditivas en psicosis
(Tomado de Aguilar et a/., 2008 con modificaciones).

II1. Lenguaje

El lenguaje es una caracteristica definitoria de la especie humana. Se puede considerar
que “e/ lenguaje humano es un sistema computacional rico que coordina
simultaneamente representaciones sintacticas, semanticas, fonologicas y pragmaticas,
sistemas sensoriales y motores y el conocimiento del mundo tanto del individuo que
habla como del que escucha’ (Fisher y Marcus, 2006). En la practica, una persona
normal tiene acceso a decenas de miles de palabras y puede, mediante un complejo
juego de reglas estructurales, ensamblarlas en un nimero potencialmente infinito de
sentencias con sentido, para referirse a hechos pasados, presentes o futuros, reales o
abstractos. Este sistema se adquiere sin un esfuerzo consciente o una instruccion
formal (Pinker, 2003).
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Sin embargo, la comunicacion no humana esta restringida normalmente a simples
mensajes con poca complejidad estructural, como las llamadas de alarma y de
identificacion de sefiales.

Bases neurologicas del lenguaje

Los primeros estudios realizados en lesiones cerebrales relacionadas con alteraciones
del lenguaje dieron lugar a un modelo tradicional en el que el area de Broca
(circunvolucion frontal inferior) y el area de Wernicke (en la circunvolucion temporal
superior) constituian sustratos especificos del lenguaje, que servian para las funciones
de produccién del habla y/o gramatica y significado o comprension, respectivamente
(Damasio, 1992).

En la actualidad se considera que estas dos areas forman parte de un circuito mayor,
todavia poco conocido en la que estan involucradas diferentes areas de la corteza
cerebral, junto con estructuras subcorticales como el talamo, ganglios basales, y el
cerebelo, estos dos ultimos implicados en aprendizaje y ejecucién de secuencias de
acciones motoras o procesos cognitivos (Poeppel y Hickok, 2004; Demonet et al,
2005). Los estudios de neuroimagen refuerzan la idea de que los diferentes aspectos
del procesamiento del lenguaje estan relacionados con un amplio rango de estructuras
(Demonet et al., 2005; revision en Bookheimer, 2002).

Origen del lenguaje

El origen del lenguaje es un campo de estudio que ha generado gran controversia
durante las Ultimas décadas, de forma que la mayoria de las cuestiones planteadas
siguen abiertas. ¢Puede decirse que la evolucion adaptativa ha modelado el lenguaje al
igual que sucede en otros rasgos? ¢Surgid como una entidad independiente 0 como un
producto secundario de otras propiedades? éSe origind de forma gradual o en un Unico
proceso evolutivo brusco? Estas son sélo algunas de las preguntas planteadas. Hasta
hace poco, la mayor parte del estudio del origen del lenguaje se llevaba a cabo
mediante registros arqueoldgicos, reconstrucciones lingliisticas y modelos
computacionales (Fisher y Marcus, 2006). Sin embargo, los resultados obtenidos por
estos métodos no fueron concluyentes. Por esta razdn, surgié como una poderosa
herramienta el método comparativo, que utiliza datos empiricos de especies vivas para
obtener inferencias de ancestros extintos. Inicialmente este estudio se realizd en
primates no humanos, aunque el pensamiento actual procedente de la neurociencia,
biologia molecular y biologia del desarrollo indica que muchos aspectos de la funcién
neural y del desarrollo estan altamente conservados, por lo que el método comparativo
se ha ampliado a todos los vertebrados.

Esta aproximacion comparativa ha llevado entre otros descubrimientos a la deteccion
de las llamadas neuronas espejo, un grupo de neuronas localizadas en la corteza
premotora del macaco, que se activan no solo cuando el animal ejecuta determinadas
acciones, sino también cuando observa movimientos similares en otro individuo
(Rizzolatti et al, 1996; Ferrari et al, 2003). Este area ademas, se presenta como
homologa al area de Broadman 45 en humanos, que forma parte del area de Broca.
Asi, Rizzolatti propone la hipdtesis del Sistema Espejo, segun la cual el area de Broca
en humanos evoluciond a partir de un mecanismo basico, no relacionado originalmente
con la comunicacion, el sistema de espejo del ancestro comin de macaco y humano y
la habilidad de este sistema para generar y reconocer un juego de acciones
proporciond las bases evolutivas de la paridad del lenguaje, en la que una unidad
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significa lo mismo para el que habla y el que escucha (Rizzolatti y Craighero, 2004).
Curiosamente, se ha hipotetizado que este mismo sistema podria estar relacionado con
la esquizofrenia y que las alucinaciones auditivas verbales se producen debido a que
las rutas auditivas que estan activas durante las alucinaciones producen el
procesamiento verbal de la voz originada, pero puesto que no se mantiene registro de
esa voz creada, se trata como externa (Arbib, 2007).

Alteraciones del lenguaje y estudios genéticos

La adquisicion del lenguaje es universal en la especie humana. Sin embargo, una
proporcion significativa de nifios tienen déficits relacionados con el lenguaje que no
pueden ser explicados por una causa conocida, como retraso mental, paralisis cerebral
o defectos auditivos. Para algunos de estos nifos, estas dificultades con la
comunicacién se resuelven con la edad, aunque en otros casos se mantienen en el
estado adulto. Muchas veces algunos de estos desordenes solapan en sus definiciones
0 en su ocurrencia en individuos y familias, lo que lleva a plantearse si las causas
subyacentes pueden solaparse o si pueden deberse a diferentes manifestaciones de un
mismo déficit (Lewis et al., 2006).

La identificacién de los genes que afecten a estos desdérdenes puede ayudar a definir la
patogénesis de cada uno y demostrar sus relaciones en un nivel funcional:

»  Dislexia
Dificultades en la lectura o deletreo, a pesar de aptitudes verbales normales y
oportunidades educacionales adecuadas. A menudo asociada con alteraciones sutiles
en el procesamiento del lenguaje.

» Trastorno especifico del lenguaje (TEL)
Retraso significativo del habla a pesar de no tener dafios en el oido, ausencia de
problemas neuroldgicos conocidos e inteligencia normal.

» Trastorno en la articulacion del habla
Retraso significativo en la adquisicion de los sonidos del habla articulada, que
constituye un subtipo de TEL.

»  Autismo
Sindrome caracterizado por déficits en la interaccion social reciproca y comunicacion,
acompafado de comportamientos repetitivos y estereotipados.

= Dispraxia verbal del desarrollo
Déficits en el aprendizaje y produccién de secuencias de movimientos vocales a
menudo acompanados por problemas en gramatica y en el lenguaje expresivo o
receptivo.

»  Esquizofrenia
Aunque la esquizofrenia no constituye un desorden del lenguaje per se, como se
comentd en apartados anteriores, las alteraciones del lenguaje en diferentes
dimensiones, son uno de los principales sintomas presentes en este sindrome (Delisi,
2001; Covington, 2005; Stevens et al., 2000; Mckenna y Oh, 2005).
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En la tabla I4 aparecen resumidos los resultados de los estudios genéticos mas
relevantes llevados con las alteraciones del lenguaje anteriormente mencionadas.

Estudios
Déficit del familiares, de Estudios de . .
. N . Genes candidatos Referencias
lenguaje gemelos y de ligamiento
adopcion
Las regiones que
Prevalencia: 5% han sido F
L - rancks et al.,
nifios en edad replicadas de 2002
escolar. forma mas Genes candidatos: Bakwin 1973
Dislexia Heredabilidad: consistente estan EKNI (DYX1), ROBO! DeFries et a/,
0.30-0.72 en: (DYX5), DCDC2 (DYX2), 1087 v
Concordancia en 6p22.2 (DYX2), KIAAOIS (DYX2) Smith. 2007
gemelos: 15921 (DYX1), Lewis, 2006
MZ= 0.68, DZ=0.36 | 2p16-p15 (DYX3) ’
y 1p36 (DYX8)
Tomblin et al.,
1997
. 2100 Aunque se han testado | Tomblin et al,
Elreer\éa:jlsgiclilgéjz %)04/'5’ 16924 numerosos genes que 1998 _
Concordancia en 19g13 se expresan en cerebro | International SLI
TEL gemelos: 13g21 hasta el momento no Consortium 2002,
MZ=0.70-1.00 2p23 existen genes 2004
DZ=0. 46-0 '50 7q31 relacionados O'Brien, 2003
’ ’ directamente el TEL. Bartlett, 2004
Smith, 2007
Prevalencia: 5% en Shriberg et al.,
nifios de 6 afios 1999
TraStomolen la Heredabilidad: Matheny y
articulacion del | 0.97 3q13 ) Bruggenmann,
habla Concordancia en 15q14 1973
: gemelos: Stein et al., 2004
(subtipo de TEL) | §-75 6.1 00 Stein et al,, 2006
DZ=0.56-0.62 Smith, 2007
Diferentes ﬁﬁ:%:gssoeshag r:ee:talcjig Folstein y Rutter,
Prevalencia: regiones se expresan gn cer gbr o 1977
5-10/10000 cromosémicas hasta el momento no Yeargin-Allsopp et
Autismo Concordancia en implicadas. 3q, existen genes al., 2003
gemelos: 79 0 13921 relacionados Muhle et al., 2004
MZ=0.69-0.95 .posi.blemente directamente con los Fombonne, 2003
bz=0-0.24 'm%'r::;:ae}:en déficits en el lenguaje ;lgl(;gr y Marcus,

presentes en el autismo.

Dispraxia Verbal
del Desarrollo

Prevalencia:0.00125

Una forma mendeliana es
causada por mutaciones en
el gen FOXP2en 7q31

Felsenfeld, 2002
Shriberg, 1997

Tabla I4. Resumen de resultados de estudios familiares, ligamiento, asociacién y genes candidatos en diferentes
desdrdenes del lenguaje.
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IV. El gen FOXP2

Hasta el momento FOXP2 es el primer gen que se ha relacionado con una alteracion
del lenguaje. Inicialmente, su descubrimiento fue acogido con grandes expectativas,
sin embargo, si bien ha proporcionado valiosa informacion sobre algunos de los
mecanismos que pueden participar en el desarrollo del lenguaje, todavia quedan
muchas cuestiones abiertas. Asi, aunque la consideracion inicial de que FOXPZ2 es el
“gen del lenguaje”, sea errénea, puesto que debe haber otros genes implicados, el
estudio de este gen sigue aportando informacion sobre procesos que participan en
plasticidad neuronal y desarrollo cerebral.

IV.1 Descubrimiento

A principios de los afios 90, aparecié publicado el caso de una familia inglesa de tres
generaciones en la que la mitad de los individuos estaban afectados por alteraciones
en la adquisicion del habla y del lenguaje (Hurst et a/, 1990; Gopnik y Crago, 1991).
Lo sorprendente del caso era que parecia tratarse de una alteracion que seguia un
patron de herencia dominante monogénica (figura 16) de manera que los individuos
que no tenian el trastorno no habian heredado la copia mutada del potencial gen de
riesgo. El elevado nimero de individuos de la familia KE, como se denomina a esta
familia, junto con el hecho de que los nifios habian crecido en un ambiente similar,
confirmaban de forma indirecta el caracter monogénico.

MOOONDOH®000eN HOGO ONON

Figura 16.Genealogia de la familia KE (Tomado de Lai ef a/2001), con modificaciones).

Dada la importancia del hallazgo, la caracterizacion del trastorno se convirtid
rapidamente en un tema de interés y de cierta controversia acerca del fenotipo exacto
de la familia KE, aunque parece haberse llegado a unas conclusiones comunes.

En primer lugar, aunque la patologia de la familia KE esta limitada al sistema nervioso
central, los miembros afectados sufren alteraciones en diferentes aspectos de la
funcion cerebral (Gopnik y Grago, 1991; Vargha-Khadem et a/., 1995; Watkins et al.,
2002a), como son:

= Dispraxia verbal

Dificultad para controlar los movimientos bucales complejos necesarios para el
habla.
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= Alteraciones del lenguaje

Déficits en habilidades relacionadas con el lenguaje, que se extienden tanto al
dominio expresivo (problemas en tareas de repeticion de palabras) como el
receptivo (déficits en vocabulario receptivo) y que afectan tanto al lenguaje escrito
como al hablado. Estas alteraciones también afectan a la comprensién y produccion
gramatical.

Un tema que todavia genera cierta controversia dentro de la patologia observada de la
familia KE es si las dificultades del lenguaje receptivo y expresivo constituyen un
resultado secundario de la articulacion alterada del habla durante el desarrollo
temprano o se deben a un déficit basico del control motor (Alcock et a/., 2000a; Alcock
et al.,, 2000b).

En paralelo a la caracterizacion del fenotipo de la familia KE se inicié la tarea de
localizar al gen responsable del desorden, hecho que no se conseguiria hasta 11 afios
después del descubrimiento de dicha familia. Mediante analisis de ligamiento con
marcadores de DNA se pudo acotar un intervalo en el brazo largo del cromosoma 7
como portador del gen afectado (Fisher et al, 1998). En la region gendmica
delimitada, se localizaban 70 genes, por lo que se empezd a explorar algunos de ellos
para intentar localizar la mutacién (Lai et a/, 2000). Sin embargo, el descubrimiento
de un individuo (denominado CS), no relacionado con la familia KE, que tenia un
diagndstico similar de dispraxia verbal severa acompafada de una alteracién en el
lenguaje receptivo y expresivo permitid acelerar la identificacién del gen. Esto fue
debido a que el fenotipo de CS estaba asociado a una reorganizacién cromosoémica,
una traslocacion entre los cromosomas 5 y 7, en la que el punto de rotura del
cromosoma 7 se encontraba en el mismo intervalo acotado por ligamiento. Se penso
por tanto que el mismo gen era el responsable de los dos casos. Finalmente, el mapeo
preciso del punto de rotura de la traslocacién de CS indicd que se interrumpia un gen
nuevo que no habia sido totalmente caracterizado (Lai et 4/, 2001). El andlisis de los
exones del gen permitié la identificacién de una mutacién en el exén 14 que provocaba
un cambio de aminodacido arginina-histidina en todos los miembros afectados de la
familia KE en heterocigosis y que se encontraba ausente en los individuos no
afectados. El punto de rotura de la traslocacion del individuo CS se localizd entre los
exones 3b y 4 del gen.

Mediante el analisis de la secuencia aminoacidica predicha se observd que el extremo
carboxi-terminal contenia un segmento de 84 aminoacidos que mostraban elevada
similitud con el dominio de unidén al DNA de la familia de factores de transcripcion
forkhead. Asi, el gen se denomind gen FOXP2, segun la nomenclatura estandar. Las
reglas convenidas segun el comité de Nomenclatura para la familia de genes forkhead,
establecen la denominacién de FOXP2 en género Homo, Foxp2 en Musy FoxP2 en el
resto de especies, en cursiva para genes y sin cursiva para proteinas (Kaestner et al.,
2000).

En este mismo dominio forkhead se localizaba la mutacién encontrada en la familia KE,
concretamente en una posicion adyacente a una histidina que tiene contacto directo
con el DNA y que permanece invariable en todos los miembros de la familia de
proteinas, desde levaduras a humanos (figura 17). Esto sugeria que el residuo de
arginina es crucial para la funcién del dominio y que la sustitucién observada en la
familia KE altera las propiedades de unién al DNA de la proteina FOXP2.
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Figura 17. Dominio forkhead de la proteina FOXP2. A. Dominio forkhead de la proteina FOXP2 alineado con proteinas
humanas representativas de diferentes ramas de la familia FOX. Los residuos invariables se muestran en la Ultima fila.
Los asteriscos muestran sitios de mutaciones que se han visto implicadas en enfermedades humanas. En rojo aparece
resaltada la posicion donde se produce el cambio de aminoacido en los miembros afectados de la familia KE. Debajo del
alineamiento se muestra la estructura propuesta del dominio forkhead (figura extraida de Lai et al, 2001 con
modificaciones) .B. Estructura tridimensional del dominio forkhead, con la posicion del cambio de aminoacido de la
familia KE en rojo (extraida de http://www.well.ox.ac.uk/~simon/FOXP2/index.shtml).

IV.2 Estructura del gen FOXP2

En la primera descripciéon del gen, Lai y colaboradores estimaron que FOXPZ2 estaba
constituido por 19 exones, 17 de ellos codificantes que daban lugar tras un diferente
procesado alternativo de los exones 3a y 3b, a cuatro transcritos diferentes, con dos
sitios de inicio de la traduccion (Lai et a/, 2001). El producto final del gen eran tres
isoformas de la proteina FOXP2. Posteriormente, Bruce y Margolis detectaron 6 nuevos
exones, tres de ellos en la regidn no traducida y una version mas larga del exén 10
que da lugar a una proteina truncada y Schroeder y Myers describieron un exén mas
en el intrén 1 (Bruce y Margolis, 2002; Schroeder y Myers, 2008). Asi pues, el gen
FOXP2 comprende 26 exones, 18 de ellos codificantes, distribuidos en un contexto
gendmico de poco mas de 600 kilobases (figura I8).

Se ha estimado la existencia de al menos 4 sitios de inicio de la transcripcién
alternativos localizados en los exones s1, 1, 1b y 2 (Schroeder y Myers, 2008). A partir
de estudios de PCR cuantitativa y ensayos funcionales del promotor estos mismos
autores sugieren que los sitios de inicio de la transcripcion localizados en s1 y 2
contribuyen a los niveles basales en una amplia variedad de tejidos adultos humanos.
La caracterizacion de la regién o regiones promotoras no esta totalmente clara.
Tomando como sitio de inicio de la transcripciéon el extremo 5’ del exén si1, Bruce y
Margolis estudiaron regiones 5 de los exones s1, s2, s3 y 1 y detectaron dos
potenciales regiones promotoras cerca del primer exdn, una entre -235y +220 y la
otra entre -1531 y -1208, coincidentes con una isla GC, y determinaron que la regién
promotora tenia que localizarse en esa area cercana al exén sl (Bruce y Margolis,
2002).

El gen FOXP2 se caracteriza por la presencia de diferentes dominios directamente
relacionados con sus funciones:

= Dominio forkhead/FOX
La presencia del domino forkhead caracteriza a todos los miembros de la familia de
genes forkhead o FOX. Este dominio comprende tres hélices-a anfipaticas seguidas de

dos largos lazos (figura I7) y se encuentra muy conservado a lo largo de la escala
evolutiva, especialmente la tercera hélice-o, regidon por donde se une especificamente
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Figura I8. Estructura del gen FOXP2.
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el factor de transcripcion al surco mayor del DNA. Cada proteina FOX es capaz de
regular la transcripcion de un determinado subconjunto de genes. Esta especificidad
viene determinada parcialmente por la estructura del dominio y el ambiente celular en
el que se encuentra (Katoh y Katoh, 2004).

Dada su funcidon como controladores de la expresion génica, y su funcién en el
desarrollo embrionario, no es extrafio que mutaciones en diferentes genes forkhead
estén ligadas a desérdenes del desarrollo. Por ejemplo, alteraciones en el gen FOXC1
dan lugar a glaucoma y otros desordenes relacionados con el ojo, mientras que la
disrupcién del gen FOXP3 causa una forma severa de deficiencia inmune (revisado en
Carlsson y Mahlapuu, 2002; Lehmann et a/., 2003). En el caso de los desdrdenes de
herencia dominante relacionados con genes FOX, donde hay una copia mutada y una
copia normal del gen en cuestidon, se piensa que las anormalidades resultantes se
deben a los niveles reducidos de proteina FOX. Esta idea de la importancia de la dosis
de los genes FOX ha sido reforzada por estudios de disrupcion de genes en ratén (Shu
et al., 2005).

= Tramos de poliglutaminas

El gen FOXPZ2 contiene dos tramos de poliglutaminas, uno de 40 repeticiones y otro de
10 en los exones 5 y 6 respectivamente (Figura I8). Estos tramos estan formados por
una mezcla de tripletes CAG y CAA, no siendo repeticiones puras. El nimero de
repeticiones no muestra variaciones en individuos normales (Lai et a/, 2001) y el
analisis de individuos con trastornos progresivos del movimiento mostré también una
elevada estabilidad en este ndmero, puesto que Unicamente dos individuos
presentaban una delecion en un triplete, sin detectarse expansiones (Bruce y Margolis,
2002).

Los tramos de poliglutaminas forman normalmente parte de dominios de regulacién de
la transcripcién y son frecuentes en enfermedades neurodegenerativas (Perutz et al.,
1994; Margolis et al., 1997). Se desconoce cual puede ser su funcion en el gen FOXPZ,
ya que la mayoria de genes de la familia FOX no contiene esta estructura. Unicamente
el gen FOXP1, que presenta alta homologia con el FOXP2 comparte tramos de
poliglutaminas, aunque presente expansiones diferentes (Shu et a/., 2001)

= Otros dominios
Los dominios de cremallera de leucina intervienen en procesos de formacion de
homodimeros y heterodimeros entre las proteinas FOXP1, FOXP2 y FOXP4, necesarios

para la funcidn de estas proteinas como reguladores transcripcionales (Li et a/., 2004).

El extremo acidico contiene una de las secuencias de localizacion nuclear, necesarias
para la correcta localizacion de la proteina FOXP2 (Mizutani et a/., 2007).

El dominio en dedos de zinc actia como dominio regulador de la transcripcion (Li et
al., 2004).
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IV.3 Variabilidad en el gen FOXP2

Al convertirse el gen FOXP2 en el primer gen relacionado directamente con una
alteracion del lenguaje, no tardaron en surgir diferentes estudios encaminados a la
busqueda de mutaciones o estudios de asociacion con diferentes patologias
relacionadas con el lenguaje. El hecho de que se hubiera encontrado ligamiento en la
region 7931, donde se encuentra el gen FOXP2 para diferentes desdrdenes del
lenguaje, como el TEL, autismo o dislexia prometia resultados interesantes (Ashley-
Koch et al, 1999; Warburton et al., 2000; Folstein y Mankoski, 2000; Alarcén et al.,
2002; Vorstman et al., 2006).

En cuanto a la busqueda de mutaciones, hasta el momento Unicamente se han
descrito 3 mutaciones relacionadas con trastornos del lenguaje, independientemente
de alguna modificacion del tramo de poliglutaminas. La primera de ellas es la mutacién
R553H en el exdn 14 ya descrita, identificada en la familia KE (Lai et a/, 2001).
Posteriormente, en un estudio de busqueda de mutaciones en individuos con dispraxia
verbal del desarrollo se identificaron dos mutaciones mas: un cambio no sinénimo en el
exon 2 (Q17L) que se encuentra cerca del extremo N-terminal, en una regién de
funcion no determinada, y un coddn de parada en el exdén 7 (R328X), que segregaba
con la alteracién del lenguaje en una de las familias estudiadas y da lugar a una
proteina truncada y (MacDermot et a/., 2005).

Se ha realizado el analisis de los efectos de las mutaciones de FOXP2 a nivel funcional
utilizando diferentes aproximaciones: localizacion celular, union al DNA y propiedades
de transactivacion, todo ello en lineas celulares (Vernes et a/., 2006). En concreto, se
analizaron los tres cambios codificantes que habian sido identificados en alteraciones
del lenguaje. También se exploraron las caracteristicas de una isoforma que da lugar a
la variante truncada FOXP2-10+, que carece de extremo C-terminal.

Los resultados obtenidos mostraron que en el caso de la variante encontrada en la
familia KE, la proteina mutante obtenida no se localiza exclusivamente en el nucleo,
como es el caso de la proteina normal, sino que se observa su presencia también en el
citoplasma. Esta proteina mutante ademas, pierde la capacidad de unirse al DNA, asi
como la actividad de transactivacion (reflejada como capacidad de reprimir el promotor
de SV40). Cuando esta variante se expresa en heterocigosis con la proteina FOXP2
enddgena normal, como ocurre en los miembros afectados de la familia KE, es posible
que la dimerizacién necesaria para la correcta actividad de la proteina ocurra entre
proteinas mutantes y normales, dejando abierta la cuestion de si los efectos
observados en la familia se deben a la pérdida de funciéon de la proteina o al hecho
afadido de que la proteina mutante interfiera con la actividad de la normal (Vernes et
al., 2006).

En cuanto a la variante que da lugar a un coddn de parada en posicion 328, los efectos
que produce parecen ser debidos a un problema de dosis, puesto que ademas de
perder capacidad de unién al DNA, asi como la de transactivacién, se localiza en el
citoplasma, y da lugar a niveles de expresidn mas bajos. La variante Q17L no mostr6
ninguna diferencia con la proteina normal, por lo que probablemente no se trata de
ninguna mutacion patoldgica. Los estudios de localizacion de la proteina truncada
FOXP2-10+, indicaron su presencia en el citoplasma, probablemente debido a la
ausencia del dominio FOX, en forma de agregados que colocalizaron con marcadores
de “agresomas’ como la ubiquitina. Esto, unido a que esta isoforma no pierde la
actividad trasnsactivadora permitié a los autores sugerir un papel en la regulacion
postraduccional de isoformas de FOXP2 mayores, asi como sefalar la importancia que

29



Introduccion

pueden tener las diferentes formas de procesado del RNA mensajero del gen en la
regulacion (Vernes et al., 2006).

Ademas de la busqueda de mutaciones, se han realizado diferentes estudios de
asociacion con patologias como el TEL, autismo o alucinaciones auditivas. En la tabla
I5 se muestra un resumen de la busqueda de mutaciones y estudios de asociaciéon
publicados hasta la fecha.

IV.4 Genes diana de FOXP2

Los primeros datos sobre los genes que podrian interaccionar con FOXPZ2 se obtuvieron
en pulmén de ratdén, donde el gen Foxp2 juega un papel importante en la
diferenciacion epitelial. En este tejido se estimd que los genes ortdlogos Foxp2 y
Foxpl, reprimen la expresion de los genes CC10 y T1 alpha de ratén y SP-C humano
(Shu et al,, 2001; Shu et al, 2007). La inhibicion de la transcripcion de SP-C se ha
visto confirmada y ocurre a través de interaccion con el homeodominio de Nkx2.1
(Zhou et al., 2008)

Sin embargo, aunque los estudios combinados sobre el fenotipo de la familia KE,
neuroimagen, expresion y funcionales del gen sugerian que una dosis reducida de la
proteina FOXP2 tiene un impacto en el desarrollo y funciéon de determinados circuitos
neurales, incluyendo algunos importantes para la adquisicion del habla y del lenguaje,
hasta hace poco se desconocia ninguna diana especifica de tejido cerebral.

En dos estudios paralelos Spiteri, Vernes y colaboradores (Spiteri et al., 2007; Vernes
et al., 2007) identificaron las dianas de la proteina FOXP2 en tejido cerebral fetal
embrionario procedente de los ganglios basales y de la porcién inferior de la corteza
frontal, en pulmdn en desarrollo y en células neurales.

En tejido cerebral embrionario se encontraron 285 dianas de las cuales 110 solapaban
con dianas encontradas en tejido pulmonar. Respecto a la funcidon de los genes diana
identificados, al igual que en el caso de genes diana de otros genes forkhead, se
encontrd relacién con funciones como la regulacion del crecimiento, desarrollo
embrionario y transduccion de sefales. Ademas se encontraron diferencias entre las
diferentes regiones cerebrales analizadas. En la corteza frontal inferior se observaron
genes diana involucrados en el crecimiento y morfogénesis, mientras que en los
ganglios basales, principalmente genes relacionados con el desarrollo (Spiteri et al.,
2007). El andlisis /n silico de las interacciones directas e indirectas entre las dianas de
FOXP2, mostrd algunas redes interesantes como la asociada con las rutas de
sefializacion Wnt/p-catenina y IGF-1. Genes en esta red han sido implicados en la
diferenciacién de neuronas y neuroglia, muerte celular neuronal, adhesion celular y
control de la transcripcion (Vernes et a/., 2007).

Dada la complejidad genética de un rasgo tan ventajoso como el lenguaje, y puesto
que el gen FOXP2 habia sufrido seleccion positiva, se planted que ésta actuara también
sobre las dianas de la proteina. Se encontré que 14 de las dianas identificadas
mostraron evolucién acelerada y posiblemente seleccidn positiva. Estas dianas incluyen
genes implicados en la formacion del patrén del prosencéfalo en vertebrados. Ademas
47 de los genes diana identificados, que incluyen genes relacionados con la formacion
del patrén del sistema nervioso central, moléculas guia y transmisién neural y factores
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de transcripcion involucrados en el desarrollo neural, se expresan de forma diferente
entre cerebros humanos y de chimpancé. Estos datos sugieren el papel de genes
especificos en la cognicibn humana, genes con diferente expresidn en primates y
potencialmente bajo seleccidn positiva en humanos (Spiteri et al., 2007).

Otro dato muy interesante es el hecho de que 15 de las dianas identificadas (APOD,
CCK, CCK-AR, CCNDZ2, CD5, DISCI, DRD2, GABBR1, MTZA, NOS1, PMX2B, TDOZ,
TIMELESS, WNTI1, ZNF74) han mostrado alguna evidencia de asociacion con
esquizofrenia.

En la mayoria de genes diana encontrados se identificaron sitios consenso de union al
DNA basados en la estructura del dominio FOX de FOXP2. También se encontrd una
sobrerrepresentacion de sitios de unidn a factores de transcripcion en las secuencias
diana, que incluyen sitios de union a factores de transcripcion relacionados en procesos
del desarrollo, sefializacion Wnt y plasticidad, asi como genes implicados en
enfermedades como el Alzheimer. La concurrencia de estos sitios subraya el papel
potencial de FOXP2 en rutas clave del desarrollo y funcidon neural. La relacién de
FOXP2 con la cascada de sefalizacion Wnt se ve reforzada por la identificacion de Lefl,
factor de transcripcion activado por dicha ruta, como regulador de la expresion de
FoxPZ2 en sistema nervioso central del pez cebra (Bonkowsky et a/., 2008).

Aungue inicialmente la actividad de FOXP2 parecia concentrarse en su actuacion como
represor transcripcional, en los estudios de Vernes y Spiteri (Vernes et al., 2007;
Spiteri et al., 2007) se encontraron los primeros ejemplos de activacion transcripcional.

Recientemente, se ha descrito que FOXP2 regula la expresion del gen CNTNAPZ, que
codifica para una proteina de la familia de las neurexinas, moléculas de adhesion y
receptores del sistema nervioso de vertebrados (Vernes et al., 2008). Este resultado
es especialmente relevante, puesto que ademdas de encontrarse asociacion de
polimorfismos de este gen con el item de repeticidn de palabras sin sentido en nifios
con SLI y constituir un gen candidato a autismo (Vernes et al., 2008; Arking et al.,
2008; Alarcon et al., 2008), se ha sugerido que la haploinsuficiencia de esta proteina
esté relacionada con esquizofrenia y epilepsia (Friedman et a/., 2008).

IV.5 Expresion del gen FOXP2

Los primeros datos de expresion del gen estaban basados en la identificacién del RNA
mensajero por hibridacion /n situ o Northern blot y deteccion de la proteina mediante
técnicas de inmunohistoquimica. Como se menciona previamente, segun la
nomenclatura aceptada, FOXP2 corresponde al gen humano, Foxp2 al gen de raton y
la denominacion FoxP2 se utiliza para el resto de especies.

1v.5.1 Expresion en mamiferos

El gen FOXP2 se expresa no sblo en el cerebro, sino en otros dérganos, incluyendo
pulmon, corazdn, higado e intestino (Lai et al, 2001; Shu et al., 2001; Lu et al., 2002).
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Su funcién en los pulmones durante el desarrollo embrionario inhibe la expresion de
genes asociados con la diferenciacion de las células del epitelio pulmonar, teniendo un
importante papel en la especificaciéon y diferenciacion del tejido epitelial del pulmdn
(Shu et al., 2001; Shu et al., 2007).

A nivel del cerebro, la expresién de Foxp2 ha sido descrita en rata y ratdon en
diferentes estados del desarrollo desde embrién a adulto (Shu et a/.,, 2001; Lu et al.,
2002; Ferland et al., 2003; Lai et al, 2003; Takahashi et al., 2003), asi como la de
FOXP2 en embriones y tejidos fetales humanos entre 6 y 22 semanas (Lai et a/.,, 2003;
Teramitsu et al., 2004).

Los patrones de expresidon cerebral de ratén y ser humano muestran similitudes en
estadios comparables. En concreto, en tejido cerebral, se expresa en:

»  MNucleos sensoriales
El gen Foxp2/FOXP2 se expresa en bulbo olfatorio del ratén adulto, coliculos superior e
inferior y los cuerpos geniculados lateral y medial (estructuras visuales y auditivas del
cerebro medio y talamo) de ratdon adulto y feto humano y nlcleos talamicos
somatosensoriales en embriones de raton y humano.

»  MNucleos limbicos
Se encuentra expresion en amigdala y nlcleos paraventriculares del hipotalamo y
talamo en roedores y en los nucleos talamicos dorsales mediales en feto humano. En
roedores se ha observado también expresion en el compartimento estriosomal,
relacionado con funciones limbicas.

» (Ortex cerebral
Durante el desarrollo embrionario Foxp2 se expresa en la capa interior de la placa
cortical de roedores y primates, con tendencia a mayor expresion en los laterales.
Posteriormente, la expresién queda limitada a la capa VI infragranular y en menor
extension a la capa V.

»  Estructuras motoras

Foxp2 se expresa en diferentes estructuras de los ganglios basales, como el nicleo
caudado y putamen de todos los mamiferos en todas las edades investigadas, ademas
del nucleo acumbens en rata, globo pélido y nicleos subtalamicos en feto humano, y
sustancia nigra en ratén a todas las edades. En cuanto a estructuras talamicas, se
expresa en diferentes subdivisiones relacionadas con los ganglios basales. En
romboencéfalo, Foxp2 se expresa en el cerebelo, concretamente en las células de
Purkinje y en el complejo olivar de todas las especies analizadas, asi como en otras
estructuras cerebelares.

La expresion de Foxply Foxp4, los genes mas cercanos a Foxp2 solapa parcialmente
con la de éste, lo que unido al hecho de que las tres proteinas forman heterodimeros a
través de los motivos de cremallera de leucina hace pensar que sus funciones
represoras puedan depender de funciones sinérgicas y que el equilibrio de los
diferentes genes FOXP es crucial para el correcto desarrollo cerebral (Lu et a/., 2002; Li
et al., 2004).
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1v.5.2 Expresion en no mamiferos

Expresion en aves con aprendizaje vocal

Las aves cantoras, al igual que los seres humanos aprenden las vocalizaciones a través
de la imitacidn, por lo que rapidamente se planted si la especie humana y estas aves
comparten mecanismos moleculares de aprendizaje vocal. En 2004, Teramitsu y
colaboradores analizaron la expresidn del gen en cerebro de pinzdon cebra vy
observaron, en primer lugar, que la expresion de FoxP2 en el cerebro del pinzdn cebra
es muy similar a la observada en mamiferos, y en segundo lugar que FoxP2 y FoxP1
tienen patrones distintos y compartidos en el cortex, estriado y talamo. Ademas,
puesto que en el pinzén cebra, Unicamente el macho aprende a cantar, se analizo la
expresion en ambos sexos y se observd que aunque el patron de expresion era similar
para FoxP2, la expresion de FoxP1 mostraba dimorfismos sexuales. Asi, los datos de
expresion de ambos genes llevaron a estos autores a proponer que en las regiones en
las que solapan, ambos genes podrian actuar como correguladores debido a su
capacidad para formar homo y heterodimeros (Li et a/., 2004).

En un estudio paralelo Haesler y colaboradores (2004) compararon la distribucion del
RNA mensajero y de la proteina de FoxP2 en cerebros adultos y en desarrollo de una
serie de aves capaces de aprendizaje vocal, asi como otras no capaces de aprender. Al
tratar de determinar si FoxP2 se expresa de forma diferente en los cerebros de aves
aprendices vocales y aves no aprendices, no se obtuvieron datos concluyentes, aunque
si muy interesantes. Por un lado, se observo que FoxpZ2 se expresa de forma diferente
en lo que se conoce como area X del nlcleo vocal, zona necesaria para el aprendizaje
vocal, y no presente en aves no aprendices vocales. Ademas, la expresion del gen
aumenta en el area X cuando el pinzdn cebra joven aprende a imitar el canto y
cuando los canarios adultos remodelan sus trinos. Lesiones en el area X en pinzones
cebra durante al aprendizaje vocal dan lugar a que los cantos de adultos sean mas
plasticos que cuando esta area se encuentra intacta. Los elevados niveles de FoxP2
encontrados en los periodos de plasticidad sugerian que FoxP2 podria reprimir genes
involucrados en la estabilidad neural del area X, lo que es compatible con un papel en
la vocalizacion aprendida. FoxP2 también se expresa en regiones del estriado no vocal
en todas las especies analizadas, y su expresion es similar, independientemente de su
capacidad para el aprendizaje de la vocalizacién.

Los datos obtenidos por los dos grupos de Haesler y Teramitsu, primeros en estudiar
FoxP2 en aves, apuntaron hacia un papel del gen mas amplio del que en principio se
sugeria, al proponer que FoxP2 se expresa principalmente en rutas sensoriales y en
neuronas de proyeccion del estriado, que son el lugar de convergencia de proyecciones
dopaminérgicas de la sustancia nigra y glutamatérgicas de la corteza. Ademas, en los
embriones de aves, las regiones de expresion temprana del gen son fuentes de sefiales
inductivas que organizan el neuroepitelio adyacente y la migracién neuronal durante el
desarrollo temprano, por lo que razonablemente se planted que FoxP2 estuviera
relacionado con el desarrollo, mantenimiento y funcidn de los circuitos sensori-motores
y sensoriales del estriado y mesencéfalo. Esto podria crear un ambiente permisivo en
el que el aprendizaje vocal pudiera evolucionar si otros factores entraran en juego.
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Expresion en pez cebra

En el sistema nervioso del pez cebra, FoxP2 se expresa en un patron temporal y
espacial que incluye el telencéfalo, diencéfalo, cerebelo, mesencéfalo, médula espinal y
células de los ganglios retinales, expresion similar a la que ocupa en ratén y en el
hombre. También se expresa en corazon. Sin embargo, a diferencia de ratdn o pinzén
cebra no se detectd en otros drganos como intestino o rifidon (Bonkowsky y Chien,
2005).

1v.5.3 Animales knockout

Ratones knockoutde Foxp2

Ratones knockout, con dos copias alteradas del gen FoxpZ2, viven durante tres semanas
desde el nacimiento (Shu et a/, 2005). Ademas de la menor longevidad, muestran
retraso del desarrollo y alteraciones en test de funcién motora. La ejecucidn de estas
tareas por ratones heterocigotos es solo moderadamente peor que la de los ratones
normales y alcanzan la normalidad durante la segunda semana de vida. Los estudios
de vocalizacibn mostraron que la frecuencia de las vocalizaciones ultrasonicas se
encuentra selectivamente alterada en las crias knockouty en los heterocigotos, aunque
las estructuras anatdmicas necesarias para ello eran aparentemente normales. A nivel
estructural, los ratones knockout de Foxp2 muestran anormalidades cerebelares, que
incluyen glia de Bergmann anormal y resolucién postnatal incompleta de la capa
granular externa, lo que sugiere alteraciones en la migracion celular. En animales
heterocigotos la capa molecular es mas fina y las células de Purkinje se encuentran
desalineadas vy tienen ramificaciones dendriticas poco desarrolladas. Se ha planteado
que el cerebelo puede ser especialmente vulnerable a la ausencia del gen Foxp2
durante el desarrollo debido a que en este tejido Foxpl no coexpresa con el gen y no
puede compensar por su falta de actividad (Scharff y Haesler, 2005).

Pinzon cebra knockoutde FoxP2

La disminucion de expresion de FoxP2 en el drea X del pinzén cebra, un area
importante para el desarrollo adecuado del canto, da lugar a que los individuos jovenes
sean incapaces de imitar de forma apropiada y completa los trinos del tutor (Haesler et
al., 2007). La estructura acustica y duracidn de las silabas del canto en los adultos son
anormalmente variables, de forma similar a la produccidén de palabras que se observa
en individuos con dispraxia verbal del desarrollo, o que es consistente con un papel
del gen en los ganglios basales de estas aves durante el aprendizaje vocal motor
guiado por la audicion.

IV.6 Estudios de neuroimagen de la familia KE

Los primeros anadlisis de neuroimagen (Vargha-Khadem et &/, 1998) mostraron
anormalidades estructurales bilaterales en diferentes regiones motoras en los
miembros afectados de la familia KE respecto de los no afectados. Estas anormalidades
incluian el nucleo caudado, el cual también presentaba anormalidades bilaterales en el
estudio con tomografia de emision de positrones (PET). Un analisis volumétrico mas
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detallado de esta estructura confirmdé que ambos nucleos caudados se encuentran
reducidos en volumen en los miembros afectados de la familia KE, respecto de
miembros no afectados e individuos control (Watkins et a/., 2002). Ademas, el volumen
de los nucleos caudados estaba correlacionado significativamente con las puntuaciones
de los miembros afectados en los tests de practica oral, repeticion de palabras sin
sentido, y un subtest de la escala de inteligencia Wechsler.

Posteriores analisis (Belton et al, 2003) mostraron niveles anormalmente bajos de
materia gris en la circunvolucion frontal inferior (area de Broca), circunvolucion
precentral, polo temporal, cabeza del nicleo caudado y cerebelo ventral; asi como
niveles anormalmente altos de materia gris en la porcion posterior de la circunvolucion
temporal superior (area de Wernicke), circunvolucién angular y el putamen.

Los principales estudios de neuroimagen funcional llevados a cabo con la familia KE
utilizaron dos aproximaciones, una de generacion verbal silenciosa y otra verbal abierta
que incorporaba generacién verbal y repeticién de palabras (Liégeois et al., 2003). Los
resultados de la primera de ellas mostraron: menor activacion del area de Broca y su
homologa del hemisferio derecho, asi como del putamen, junto con activacion
anormalmente baja de otras regiones relacionadas con el habla; mayor activacion en
areas no relacionadas normalmente con el lenguaje, lo que podia significar el
reclutamiento de circuitos compensatorios o simplemente un esfuerzo cognitivo
anadido. Los resultados de la prueba verbal abierta mostraban que mientras que los
miembros no afectados de la familia KE presentaban en las tareas de generacion
verbal un patron de activacién con dominancia izquierda tipica, incluyendo el drea de
Broca y en las tareas de repeticion una distribucién mas bilateral, los miembros
afectados presentaban un patron mas bilateral y posterior en todas las tareas.

Los resultados de neuroimagen estructural y funcional, mostraron anormalidades en
areas en las que se expresa el gen FOXPZ2, proporcionando evidencias directas de una
relacion entre las alteraciones cerebrales y el fenotipo de comportamiento de la familia
KE, confirmando asi un papel del gen en diferentes aspectos de la formacion del
lenguaje (Vargha-Khadem et a/, 1998; Watkins et al., 2002a; Watkins et a/, 2002b;
Belton et al., 2003; Liegeois et a/., 2003)

IV.7 Funcion de la proteina FOXP2

En resumen, el marco de actuacion de la proteina FOXP2 se presenta en la actualidad
mas amplio del que inicialmente se pensé como regulador transcripcional del
desarrollo.

En pulmén, funciona como regulador de la diferenciacion de células epiteliales. Sin
embargo, en cerebro su funcién especifica no esta tan clara, aunque los datos
recogidos hasta el momento han permitido proponer un circuito neural que permite a
la corteza motora ser modulada y controlada por otras areas corticales frontales,
directamente, a través de rutas cortico-corticales, e indirectamente a través de dos
rutas cortico-subcorticales paralelas, una de ellas frontoestriatal y la otra
frontocerebelar. Dentro de estas rutas, los Ultimos estudios de identificacion de genes
diana de la proteina indican que FOXP2 podria participar en procesos bioldgicos
relacionados con comunicacion celular, transduccion de sefiales, cascadas de
sefalizacion intracelular, respuesta a estimulos externos y morfogénesis principalmente
(Spiteri et al., 2007).
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V. Seleccion positiva en el genoma humano

La busqueda de los genes implicados en la determinacion de los rasgos fenotipicos
caracteristicos de la especie humana constituye actualmente uno de los principales
retos de la genética humana. Una de las aproximaciones utilizadas en esta busqueda
es examinar las regiones del genoma que han sido sujetas a seleccidn positiva. En este
sentido, la identificacibn de genes y regiones reguladoras que evolucionan
adaptativamente puede ayudar a elucidar regiones especificas del genoma que han
evolucionado durante los Ultimos seis millones de afos para permitir a la especie
humana desarrollar el lenguaje, la utilizacion de herramientas y en ultima instancia
poblar todos los continentes (Kelley y Swanson, 2008).

La identificacion de genes sometidos a seleccién positiva también puede tener
implicaciones importantes en el campo de la medicina. Muchas enfermedades como el
SIDA o Alzheimer afectan Unicamente al hombre y no a otros animales (Olson y Varki,
2003). Del mismo modo, muchas estrategias terapéuticas desarrolladas en animales
modelo fallan al pasar a la especie humana. Estas diferencias entre humanos y otras
especies se deben en Ultima instancia a que los programas moleculares han divergido
entre linajes. Asi, genes que han experimentado seleccién positiva pueden ser
responsables de algunas de estas diferencias y algunas variantes pueden incluso
participar directamente en la patogénesis de enfermedades (Vallender y Lahn, 2004).
De este modo, seria posible identificar potenciales factores genéticos de enfermedad
mediante la identificacion de de regiones del genoma humano que se encuentran en la
actualidad bajo seleccion.

V.1 Deteccidn de la seleccion positiva

Existen dos formas principales de detectar la huella de la seleccién positiva: los datos
de divergencia permiten identificar seleccion positiva entre especies, mientras que
datos de polimorfismos permiten identificarla dentro de una misma especie. Cada uno
de los métodos detecta la seleccién en una escala de tiempo diferente. Los datos de
divergencia son Utiles para identificar eventos selectivos antiguos, mientras que los
polimorfismos permiten identificar sucesos mas recientes. Del mismo modo, se pueden
analizar dos tipos de regiones, codificantes y no codificantes que puedan estar
relacionadas con la regulacion (Kelley y Swanson, 2008).

En regiones codificantes, una sefial clara de seleccidon positiva es un exceso en el
numero de sustituciones no sinénimas (que suponen un cambio de aminoacido) por
sitio no sindnimo (dy) comparado con el nimero de sustituciones sindnimas, por sitio
sindnimo (ds). Asi un elevado valor de dy/ds es indicativo de seleccién positiva o falta
de constricciones funcionales. Una limitacion de estos test es que no permiten detectar
seleccidn sobre secuencias reguladoras, las cuales también juegan un papel importante
en la evolucion (King y Wilson, 1975; Prabhakar et al., 2006).

La deteccion de seleccion positiva reciente necesita de la identificacion de regiones que
muestran evidencias de un arrastre selectivo. El arrastre selectivo da lugar aun
aumento en la frecuencia de un alelo beneficioso que confiere ventajas selectivas a su
portador (figura 19). Los alelos neutros ligados al alelo beneficioso aumentan también
de frecuencia, por el efecto conocido como Aitchhiking. Este efecto da lugar a un
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aumento de la frecuencia del haplotipo en el que se encuentra el alelo seleccionado. Si
en una regién se ha dado un barrido selectivo, a medida que se acumulen nuevas
mutaciones habra un exceso de alelos raros en comparacion con regiones neutras no
ligadas a sitios seleccionados.
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Figura I9. Arrastre selectivo con recombinacion. A. La figura muestra 9 regiones cromosomicas con alelos neutros
(circulos grises). El cromosoma de color naranja es el cromosoma con el alelo adaptativo (circulo rojo). B. Region
cromosomica durante el arrastre selectivo. C. Resultado después del arrastre completo (Tomado de Kelley y
Swanson, 2008 con modificaciones).

V.2 Seleccion positiva en regiones codificantes

Diferentes datos sugieren que aproximadamente un 10% del genoma humano se
encuentra bajo seleccién positiva (Bustamante et a/, 2005; Williamson et al., 2007),
constituyendo un 4% de los genes estudiados. Estos genes incluyen los relacionados
con el sistema inmune, sefalizacion celular, metabolismo de aminodcidos y olfaccién
(Sabeti et al, 2006; Nielsen et al., 2005). Un dato interesante es el hecho de que
diferentes genes involucrados en audicion muestran signos de cambios acelerados en
el linaje humano (Clark et al, 2003) lo que permite especular sobre su posible
participacion en el lenguaje hablado. Sin embargo, a pesar de tener generalmente una
mayor tasa de sustitucion no sinénima, el nimero de genes seleccionados
positivamente parece sustancialmente menor en humanos que en chimpancé (Bakewell
et al., 2007).

El estudio evolutivo de genes que se expresan en el sistema nervioso tiene un interés
especial al tener en cuenta que la aparicion de gran parte de las caracteristicas
definitorias de la especie como el lenguaje o el aprendizaje social esta directamente
relacionada con este sistema. Dorus y colaboradores (2004) plantearon la sugestiva
hipotesis de que la intensa evolucion cerebral fenotipica observada en primates debia
estar correlacionada a nivel molecular y por tanto genes relacionados en biologia del
sistema nervioso presentarian mas cambios moleculares evolutivos que mamiferos no
primates.

En el contexto de esta hipdtesis, compararon las tasas evolutivas de un conjunto de
genes que se expresan en el sistema nervioso entre los linajes macaco-humano con las
del linaje de los roedores rata-ratdn (Dorus et al, 2004). Encontraron que genes
relacionados con el sistema nervioso, y especialmente aquellos relacionados con su
desarrollo, mostraban mayores tasas de evolucion protéica en primates respecto a
roedores. Dentro de primates, la aceleracion era mas prominente en el linaje humano
(Dorus et al., 2004). Estos resultados sin embargo, han sido cuestionados por Shi y
colaboradores, quienes no encuentran evidencias de dicha aceleraciéon en su analisis
gendmico y sugieren que la seleccidn de genes de Dorus era poco representativa (Shi
et al., 2006).
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V.3 Evolucion en regiones reguladoras

El pequeno numero de diferencias aminoacidicas entre el ser humano y chimpancé
llevd a plantear que la diversidad fenotipica observada sea debida a cambios en la
regulacion (King y Wilson, 1975). Existen diferencias de expresion entre poblaciones
que pueden conferir diferentes ventajas adaptativas, y ser seleccionadas
positivamente. Los niveles de transcripcion y expresién de un gen pueden verse
afectados tanto por la variacion en el nimero de copias como por sustituciones en
regiones no codificantes. Por tanto, la seleccion positiva puede potencialmente actuar
en ambas.

La utilizacién de busquedas gendmicas basadas en polimorfismos puede permitir la
identificacion de polimorfismos localizados en regiones no codificantes que han
conferido ventajas selectivas en el linaje humano. Dentro de estos estudios, Prabhakar
y colaboradores encontraron un exceso de sustituciones especificas en el hombre en
secuencias no codificantes conservadas cerca de genes que se expresan en cerebro
(Prabhakar et al., 2006). Este tipo de secuencias no codificantes conservadas estan
enriquecidas en las regiones reguladoras, lo que sugiere que la seleccidon positiva
pueda actuar sobre regiones reguladoras de genes neurales.

Comparando regiones que contenian secuencias reguladoras en c¢is, Haygood y
colaboradores encontraron que la regulacion de genes que se expresan en sistema
nervioso y relacionados con nutricion, esenciales para la diferenciacion de seres
humanos respecto al resto de primates ha estado sometida a seleccion positiva en el
linaje humano (Haygood et al., 2007).

Un método alternativo para estudiar la evoluciéon de la regulacién génica es identificar
elementos reguladores especificos. Mediante el método de “phylogenetic shadowing' o
ensombrecimiento filogenético, se comparan diferentes genomas y se buscan regiones
con elevado grado de conservacion (Boffelli et a/.,, 2003). Se asume que estas regiones
han sufrido seleccion purificadora, indicando que son funcionalmente importantes.
Comparando los genomas de raton, rata y chimpancé, Pollard y colaboradores
encontraron 35000 regiones conservadas que habian cambiado muy poco en los 80
millones de afios desde que primates y roedores compartieron un ancestro comun
(Pollard et al., 2006). Entonces examinaron estas regiones en el genoma humano,
buscando aquellos casos en los que estas regiones habian cambiado
significativamente, esto es, habia tenido lugar seleccidon positiva en el linaje humano.
Encontraron 49 regiones aceleradas en humanos (HAR de human accelerated regions),
de las cuales unicamente 2 codificaban para proteinas, correspondiendo el resto a
regiones reguladoras.

V.4 Estudios comparativos de expresion

Al igual que en el caso de estudios evolutivos de comparacion de secuencias entre
especies o linajes, dentro de los estudios en los que se compara la expresion génica
en tejidos humanos respecto a otras especies, la expresidon génica en cerebro humano
ha atraido especial interés debido al hecho de que gran parte de las diferencias con
otros organismos tienen un componente cognitivo.
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Contrariamente a lo que intuitivamente se esperaria, puesto que la funcion del cerebro
ha cambiado mas entre humanos y simios que otros tejidos, cuando se compara la
expresion génica de humanos y chimpancés, se encuentran menos diferencias en
cerebro que en otros drganos como higado, rifidn, corazdn o testiculo (Khaitovich et
al., 2004). Asi mismo, la expresidn génica en regiones de la corteza cerebral que estan
involucradas en funciones especificas de humanos, como la produccién del habla, no
se diferencian mas entre las dos especies que otras regiones en las que no ha habido
un cambio de funcién tan drastico, como es la corteza visual primaria. Estos resultados
podrian explicarse si la principal fuerza en determinar un cambio de expresién fuera la
seleccion negativa, como predice la teoria neutral. En este sentido, los genes que se
expresan en cerebro podrian estar involucrados en mas interacciones funcionales que
genes que se expresan en otros organos, por lo que estarian sometidos a una mayor
restriccion funcional. De hecho, en levadura, genes involucrados en mayor nimero de
interacciones evolucionan mas lentamente que los que participan en menor nimero
(Fraser et al., 2002). Se ha observado que en cuantos mas tejidos se expresa un gen,
menos cambia entre especies y los cambios de expresion tienden a ser similares en los
distintos tejidos.

Se han encontrado evidencias indicativas de que la seleccidon positiva podria haber
afectado la expresion génica en cerebro durante la evolucion humana. Cuando se
utiliza un outgroup para asignar los cambios en expresién génica desde el ancestro
comun de los linajes humano o de chimpancé, la razon del linaje humano respecto del
de chimpancé es mayor para el cerebro que para higado o corazén (Enard et &/,
2002a; Caceres et al, 2003). Asi, de los pocos cambios de expresion observados en
cerebro, una mayoria parece haber ocurrido en el linaje humano respecto del de
chimpancé. Este efecto podria ser explicado por aproximadamente un 10% de todos
los genes. Ademas, hay alguna evidencia de que los genes que se expresan en cerebro
podrian haber cambiado mas en su secuencia aminoacidica en el linaje humano que en
el de chimpancé (Dorus et al., 2005). Si se produce una aceleracion en la evolucion de
la expresion génica en cerebro, podria ser debida a que mas genes se seleccionan
positivamente en el linaje humano o debida a una relajacién de las restricciones y por
tanto menor seleccion negativa de genes que se expresan en cerebro humano respecto
del cerebro de chimpancé.

La accion de la seleccion positiva en el linaje humano se ve reforzada por dos
observaciones. En primer lugar, la mayoria de los cambios en regién reguladora en el
linaje humano ha dado lugar a aumentos en los niveles de expresion (Caceres et al.,
2003; Gu et al, 2003). La segunda observacion se obtiene cuando los cambios en la
expresion génica en cerebro, corazén, rifion e higado del hombre y chimpancé se
asignan a sus linajes. Unicamente en el caso del tejido cerebral hay una relacion entre
grupos de genes relacionados funcionalmente que cambian su expresion en el linaje
humano y grandes regiones con desequilibrio de ligamiento en poblaciones humanas.
Puesto que niveles aumentados de desequilibrio de ligamiento son un indicador
indirecto de seleccidon positiva, parece probable que este mecanismo esté actuando
(Khaitovich et al.,, 2006).

V.5 Seleccion positiva y esquizofrenia

La esquizofrenia presenta una importante paradoja evolutiva, puesto que a pesar de
exhibir alta heredabilidad y efectos negativos en eficacia bioldgica, persiste con una
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prevalencia de aproximadamente 1% en las poblaciones humanas. Se ha sugerido que
la predisposicion genética a la esquizofrenia haya evolucionado como una
consecuencia secundaria de la seleccién de rasgos cognitivos humanos (Crow, 1997;
Horrobin, 1998). Esta hipdtesis predice que genes que aumenten el riesgo a este
desorden han sido sujetos a seleccién positiva en la historia evolutiva humana y otros
primates.

Asi, bajo la perspectiva de que genes asociados con esquizofrenia han sido sometidos
a seleccion positiva, Crespi y colaboradores analizaron en 2007 la evolucion molecular
de 76 genes candidatos a aumentar el riesgo a padecer esquizofrenia (Crespi et al,
2007). Se encontraron sefiales de seleccién positiva para 28 de los genes analizados.
Otras evidencias de que la seleccién positiva ha actuado en la evolucion de la
esquizofrenia se muestran a continuacion. En primer lugar, estudios neuroldgicos
muestran que areas desreguladas en esquizofrenia han sido las dareas mas
notablemente sujetas a cambios evolutivos diferenciales en el linaje humano (Briine,
2004; Burns, 2006). En segundo lugar, Wayland y colaboradores encontraron que los
genes que muestran seleccidén positiva en la expresion diferencial entre humanos y
chimpancés estan desregulados en la corteza prefrontal dorsolateral y corteza
orbitofrontal de individuos con esquizofrenia (Wayland et al., 2006). Por ultimo,
recientes analisis que combinan el estudio de cambios metabdlicos en esquizofrenia
con diferencias en expresion entre los linajes humano y de primates sugieren que
procesos metabodlicos que se encuentran alterados en el cerebro de esquizofrénicos
evolucionaron rapidamente en el linaje humano pero no en el de chimpancé
(Khaitovich et al., 2008).

V.6 Evolucion del gen FOXP2 como ejemplo de seleccion
positiva en el linaje humano

La secuencia del gen FOXP2 se encuentra muy conservada, incluso en especies de
vertebrados lejanas, como son las aves, con las que tiene un 98.9% de identidad, o
con el pez cebra, con quien tiene un 85.5% (Teramitsu et al, 2004; Bonkonwsky y
Chien, 2005).

Evolucion en el linaje humano

A pesar del elevado grado de conservacion del gen, en el linaje humano se produjo un
notable incremento (>60 veces) en la tasa de sustitucion aminoacidica (Enard et al.,
2002b; Zhang et al., 2002). El gen FOXP2 humano y su ortdlogo de ratdn difieren solo
en tres aminoacidos, de los cuales dos cambios ocurrieron después de la divergencia
del linaje humano con el del chimpancé. Asi, teniendo en cuenta que los linajes que
dan lugar a humanos y ratones divergieron hace unos 70 millones de afios, durante los
130 millones de afios que separan al comudn ancestro de humanos y chimpancés del
ratén, tuvo lugar un Unico cambio de aminoacido en la proteina FOXP2. Sin embargo,
desde que el linaje humano se separd del linaje del chimpancé, hace unos 5 millones
de afos, tuvieron lugar dos cambios en el linaje humano mientras que, con excepcion
de un cambio en el linaje del orangutan, ninguno ocurrié en los otros linajes de
primates (figura 110).

Los cambios en el linaje humano se encuentran localizados en el exén 7 y constituyen

un cambio de treonina por asparragina en la posicion 303 de la proteina, y un cambio
de asparraguina por serina en la posicion 325. Este ultimo crea una potencial diana de
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fosforilacion por una protein kinasa C, lo que puede ser importante puesto que en
factores de transcripcidn forkhead la fosforilacion de este dominio constituye un
mecanismo importante de regulacién transcripcional (Brunet et a/., 1999; Kops et al.,
2002). Este cambio también da lugar a un cambio menor de la estructura secundaria
(Enard et al, 2002b). Ambos cambios se encuentran fijados en la poblacién humana
(Enard et al., 2002b; Zhang et al., 2002).
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Figura I10. Filogenia de primates con sustituciones nucleotidicas silenciosas/no
silenciosas del gen FOXP2. Las barras representan cambios nucleotidicos, los
rectangulos grises indican los cambios de aminoacidos. Figura tomada de
Enard et al,, 2002b con modificaciones.

Con el objetivo de determinar si el gen FOXP2 habia sido diana de la seleccion durante
la evolucién humana, se llevo a cabo un andlisis detallado de la variacidon nucleotidica a
lo largo de una region del gen de 14 kilobases cercana a la region de las sustituciones
aminoacidicas (intrones 4, 5 y 6), en diferentes poblaciones humanas, chimpancé y
orangutan. Si la seleccion positiva habia actuado recientemente en el linaje humano,
tendrian que encontrarse rastros de un “arrastre selectivo”, tal como se ha indicado en
el parrafo anterior. Por una parte, valores negativos del estadistico D en el test de
Tajima indicarian mas alelos con baja frecuencia de los esperados bajo un modelo de
evolucion neutra y en segundo lugar valores negativos del estadistico H reflejarian una
mayor frecuencia de alelos no ancestrales obtenidos por recombinacién que en el
modelo neutro. Se obtuvieron valores significativamente negativos para ambos
estadisticos, lo que indicaba la accién de la seleccion positiva en el /ocus FOXP2 en el
linaje humano, siendo los candidatos mas probables los dos cambios aminoacidicos
especificos del linaje humano situados en el exén 7 (Enard et al., 2002b). Mediante el
test Hudson-Kreitman-Aguadé se han obtenido resultados similares que apoyan la
intervencién de la seleccion positiva (Zhang et a/., 2002)

Dado el interés del gen FOXPZ2 en relacidon con el lenguaje, no tardd en plantearse la
posibilidad de que los dos cambios en el linaje humano fueran decisivos en el
desarrollo del lenguaje. La estima del momento de fijacion de estos cambios es hace
aproximadamente 200.000 anos (Enard et al, 2002b), tiempo correspondiente o
inmediato a la emergencia del hombre moderno, lo cual es compatible con un modelo
en el que la expansion del hombre moderno estuviera dirigida por la aparicion de un
lenguaje hablado eficiente, y en el que el gen FOXPZ pudiera jugar un papel
importante. Sorprendentemente, el cambio en la posicion 325 también se encuentra en
el orden de los carnivoros (Zhang et al., 2002).
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En el ano 2007, la secuenciacién en Neandertal de las regiones donde se encuentran
los cambios especificos de la especie humana permitid determinar que ambas
sustituciones aminoacidicas se encontraban en Neandertal, por lo que debian estar
presentes en el antecesor comdn (Krause et a/, 2007). Ademas, en Neandertal, los
cambios estaban localizados en el haplotipo del hombre moderno, sujeto a arrastre
selectivo.

No obstante, estos resultados han sido cuestionados por autores posteriores (Coop et
al, 2008), quienes apuntan a que el escenario propuesto por Krause y colaboradores
no permite explicar dos de las caracteristicas observadas de variacion de los humanos
modernos. En primer lugar, el exceso de alelos derivados de elevada frecuencia en
intrones cercanos a las dos sustituciones, compatible con una fijacién reciente de un
alelo beneficioso y la recombinacion entre los /oc/ seleccionado y neutro durante el
arrastre selectivo, junto con el hecho de que uno de los sitios intrénicos es polimoérfico
en los 2 neandertales analizados indica que el alelo ancestral tampoco se habia perdido
de la poblacion de neandertales. En segundo lugar, Krause y colaboradores predicen
que el arrastre selectivo habria terminado alrededor de hace 300.000 afos aunque el
haplotipo seleccionado parece haber acumulado pocas mutaciones desde entonces.
Mediante datacién filogenética Coop y colaboradores datan el ancestro comdn mas
cercano del haplotipo seleccionado hace aproximadamente 42.000 anos,
sorprendentemente reciente si la seleccidn tuvo lugar hace 300.000 anos. Con el fin de
conciliar los datos de humanos modernos y neandertales, proponen diferentes
explicaciones posibles. En la primera de ellas indican que si se asume que uno o dos
de los cambios aminoacidicos era diana de seleccion positiva los datos de neandertal
podrian reflejar flujo entre ambas poblaciones (asumiendo que un alelo fuera
beneficioso, serian suficientes niveles bajos de flujo génico para extenderlo a otra
poblacion). En la segunda explicacién sugieren que el episodio de seleccidon positiva
reciente en el hombre moderno no hubiera involucrado a los sitios aminoacidicos. Otra
posibilidad no descartada y desgraciadamente comun en estudios con DNA de
neandertal, es la contaminacién de la muestra con DNA de humano moderno.

Evolucion en otros linajes de vertebrados

Los estudios sobre la estructura del gen FoxP2 en aves con aprendizaje vocal como el
pinzén cebra aportaron nuevos datos sobre la evolucién del gen (Teramitsu et al,
2004). Se encontré que aunque la proteina resultante no contenia los dos cambios
especificos de la especie humana dentro de los primates, presentaba cinco residuos no
presentes en mamiferos. Esto sirvid para postular que a pesar de la ausencia de un
cambio especifico en el hombre resultante de seleccion positiva durante la reciente
evolucién de los primates, esto no excluia la posibilidad de que la presion de seleccién
actuara independientemente sobre la evolucion del aprendizaje vocal en aves (Haesler
et al., 2004). También se planted el que entre mamiferos y entre pajaros tuviera lugar
una variacion independiente de la estructura secundaria de FoxP2 que contribuyera a
la capacidad de aprendizaje vocal en ciertas especies.

Posteriores estudios con otras especies con aprendizaje vocal, como los murciélagos
ecolocalizadores, algunos cetaceos e incluso un tipo de elefante africano han mostrado
que estas especies no comparten de forma consistente mutaciones no sinénimas, por
lo que no parece haber mutaciones asociadas con la habilidad general del aprendizaje
vocal (Li et al, 2007). El Unico caso que se aproxima se trata de dos de los tres
cambios que ocurrieron en cetaceos (Prolina en posicién 302 y Metionina en posicidn
316), que se encuentran de forma independiente en algunas familias de murciélagos.
Curiosamente, el Unico cambio presente en humanos, una Treonina en posicion 303,
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se encuentra flanqueado por dos cambios en ballena y delfin: Prolina en posicion 302 y
Treonina en 304 (Webb y Zhang, 2005). Un dato interesante de los estudios con
secuencias de murciélagos es el hecho de que el gen ha sufrido evolucion acelerada en
murciélagos y ademas la elevada variacion en los exones 7 y 17 se encuentra
correlacionada aproximadamente con los limites de los arboles filogenéticos para las
diferentes familias de murciélagos (Li et a/., 2007).

V.7 RNA no codificante: HAR1A

En una reciente busqueda de regiones gendmicas conservadas ancestralmente, se
describio el elemento HAR1 (de Human Accelerated Region 1), como aquel con tasa de
sustitucion mas acelerada del linaje humano (Pollard et al, 2006): 18 sustituciones
fijadas en poblacion humana desde la separacidon del ancestro comdn con chimpancé
frente a las 0.26 esperadas en esta regién en otros amniotas. HAR1 se localiza en
20g13.33 y es parte del gen de RNA HARI1A.
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Predicciones de estructura secundaria de RNA con EvoFold
EvoFold:
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Conservation: u m l
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Figura I. Estructura del gen HAR1A. En la figura aparece representado el gen HARIA en
relacién al gen HARIR, asi como la regién con la prediccién de estructura secundaria de RNA
y el grado de conservacion obtenido de la base de datos del UCSC Genome Browser.

Su presencia en el pollo, pero no en la rana ni en invertebrados permite estimar su
tiempo de aparicion entre hace 300 y 400 millones de afos. Por otra parte, la ausencia
de huellas de barrido selectivo indica que aunque los cambios ocurrieron en el linaje
humano, debieron ocurrir hace mas de un millén de afos.

HAR1 se localiza en 20q13.33 y forma parte de un par de genes solapantes HARIA (o
HARIF) y HARIR. Aunque la region de solapamiento de ambos genes se encuentra
conservada desde el ancestro comun con pollo hasta el ancestro comin con
chimpancé, el resto de ambos transcritos ha evolucionado mas rapidamente.
Programas de prediccion de codificacion de proteinas estiman que HAR1IAy HARIR no
codifican para ninguna proteina, aunque ambos transcritos pueden plegarse para dar
lugar a estructuras secundarias de RNA, siendo la de H4R1A la mas estable. El analisis
comparativo entre las estructuras secundarias esperadas para este transcrito entre
chimpancé y humano, indica diferencias significativas entre ambas, siendo la obtenida
en humano una estructura nueva sin homologia con ningtin RNA de las bases de datos.
Esto dio lugar a su consideracién como genes de RNA no codificantes nuevos.
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v.7.1 Expresion de HAR1IAy HARIR

HARIF se expresa intensa y especificamente en el desarrollo del neocértex en el ser
humano, durante un periodo critico para la migracion y especificacién neuronal cortical.
Asi, durante el desarrollo temprano de la corteza cerebral se expresa en células de la
placa cortical superior que estan acabando la migracién y coexpresa con reelina en las
neuronas de Cajal-Retzius de la capa granular subpial, capa que se desarrolla
Unicamente en la especie humana, hasta la semana de gestacion 17-19. En posteriores
estadios, HAR1A deja de expresarse en neuronas de Cajal-Retzius y se expresa en
otras regiones cerebrales diferentes al cdrtex, como el primordio hipocampal, el giro
dentado, el cortex cerebelar en desarrollo y algunos ndcleos como el complejo olivar.
La expresion en el cortex se encuentra altamente conservada desde la divergencia
entre hominoides y monos del viejo mundo, hace unos 25 millones de afios.

En adultos, HARIRy HARI1A se detectan en cerebro, ovario y testiculo. Ademas HARIA
también se detecta en cerebelo y estructuras del cerebro anterior como cortex,
hipocampo, talamo e hipotalamo. En general, los niveles de HAR1A son mayores, con
excepcion de testiculo, donde ambos transcritos estan presentes en pequefias pero
similares cantidades. En ratdn, sin embargo, los niveles de HAR1A 'y HARIR son los
mismos en cerebro fetal y adulto.

v.7.2 Funcion del gen HAR1A

La coexpresion del gen HAR1A con reelina en las células de Cajal-Retzius, asi como
posteriormente en areas cerebrales como el cortex cerebelar y los nlcleos olivares que
corresponden a estructuras en cuya formacion del patron interviene la ruta de la
reelina permite plantear la hipétesis de que HARI1A influya en la expresion de la reelina
0 sus receptores, directa o indirectamente (Pollard et al, 2006). Interesantemente, la
region donde se localiza HAR1A, 20q13 es una de las 8 para las que se ha encontrado
mayor ligamiento con esquizofrenia en la iniciativa genética del NIMH (Freedman et al.,
2001) y también con psicosis con pedigries de desorden bipolar (Park et al, 2004),
ademas de sugerirse que defectos en la expresién de la reelina pueden estar
relacionados con la esquizofrenia (Impagnatiello et a/, 1998; Eastwood et al., 2006).
Sin embargo el primer estudio de asociacion de polimorfismos del gen HARI1A con
esquizofrenia, concretamente con alucinaciones auditivas, no indica diferencias
significativas entre pacientes y controles, aunque sugiere una tendencia al comparar
pacientes con alucinaciones auditivas con pacientes sin este sintoma (Tolosa et al,
2008).

Asimismo, el patron de expresion de HARIR sugiere que tal vez se exprese mas tarde

en el desarrollo que HAR1A con el fin de regular a este por inhibicion antisentido, como
ocurre con otros genes del desarrollo.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La hipdtesis central de esta tesis es que FOXPZ, un gen sometido a seleccidon positiva
en el linaje humano y directamente relacionado con alteraciones en el lenguaje, esta
implicado en la susceptibilidad a padecer esquizofrenia. Esta hipotesis general asume
como hipétesis de trabajo:

- La existencia de diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas de
los polimorfismos del gen FOXP2, en relacion con el desarrollo de alucinaciones
auditivas en pacientes esquizofrénicos y con variantes clinicas relacionadas con el
lenguaje.

- La existencia de diferencias en los niveles de expresion del gen en diferentes areas
cerebrales entre pacientes y controles.

Objetivos

Este trabajo esta centrado en evaluar la implicacién del gen FOXP2 en el desarrollo de
la esquizofrenia, especialmente en el estudio de las bases genéticas de las
alucinaciones auditivas, como fenotipo alternativo a la esquizofrenia. Para ello se
plantearon una serie de objetivos concretos:

= Analizar las diferencias en las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de
individuos control respecto a las de pacientes con alucinaciones auditivas y sin
ellas, asi como respecto a variables de las alucinaciones auditivas y del
lenguaje.

= Determinar la presencia de expresion diferencial del gen en diferentes areas
cerebrales en pacientes y controles, asi como correlacionarla con los patrones
de metilacién de la isla CG localizada en el primer exon del gen.

El gen FOXP2 ha sido objeto de intensos estudios evolutivos, centrados especialmente
en la secuencia codificante. Sin embargo, la regidon reguladora apenas ha sido
analizada. Por estas razones, se plante6 como objetivos adicionales:

= El andlisis evolutivo de la region 5’ del gen en primates.

* La identificacién de elementos conservados y potencialmente funcionales en la
region reguladora localizada en 5, asi como la evaluacion de su posible
funcionalidad.
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I. Material bioldgico

1.1 Material bioldgico humano

A lo largo de este trabajo se han utilizado diferentes muestras de DNA y RNA. A
continuacién, se presentan todas ellas, en funcién del estudio en el que se hayan
empleado.

1.1.1 Muestras utilizadas en el estudio de asociacion

La muestra con la que se trabajo consistié en 293 pacientes y 340 controles, todos
ellos de etnia caucasica y origen espaiiol, procedentes de la provincia de Valencia, area
4 de Salud, Hospital Clinico. Los criterios de exclusién para ambos grupos incluyeron
sindromes cerebrales organicos, retraso mental, abuso severo de drogas o tener una
incoherencia en el pensamiento-lenguaje que incapacitara para llevar a cabo la
evaluacion clinica. )

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica Local y todos los participantes dieron el
consentimiento informado por escrito.

1.1.1.1 Pacientes
I.1.1.1.1 Diagnostico

Todos los pacientes cumplian los criterios del DSM-IV-TR (APA, 2002) de diagndstico
incluidos en el apartado de Esquizofrenia y otros Trastornos Psicoticos o Trastorno
Bipolar (cédigos 295-299).

El diagndstico fue confirmado para cada paciente a través de un consenso entre el
psiquiatra que trataba al paciente y dos psiquiatras senior (con mas de 10 afos de
experiencia) del grupo de investigacidon. Un resumen de los diagndsticos se muestra en
la tabla M1.

Diagnostico Nﬁmgro de
individuos
Esquizofrenia 214
Trastorno 16
Esquizoafectivo
Psicosis breve 2
Trastorno delirante 14
Trastorno bipolar 34
Trastorno psicético no 5
especificado
Depresion 4
Psicosis atipica 3
Psicosis tdxica 1

Tabla M1. Diagndstico de los pacientes incluidos en el estudio.
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I.1.1.1.2 Caracteristicas demograficas

El rango de edad oscilaba entre 18-77 afos (media=40.32, Desviacion
estandar=11.917) y la distribucidn por sexos era de 33.1% mujeres y 66.9% hombres.

En cuanto al estado civil un 67.5% eran solteros, un 17.95% casados, un 10.68%
separados o divorciados y el resto viudos o conviviendo con pareja durante un minimo
de seis meses.

Respecto al nivel de estudios un 50.43% tenian estudios primarios, un 24% habian
cursado FP o BUP, un 11.54% solo sabian leer y escribir, un 10.68% tenian estudios
universitarios y el resto eran analfabetos.

En cuanto al tratamiento farmacoldgico, un 45.92% estaban siendo tratados con
antipsicdticos atipicos, un 18.36% con antipsicéticos tipicos, un 29.9% con
antipsicdticos mixtos y el resto, un 5.78%, no estaban tomando medicaciéon en el
momento de la evaluacion.

1.1.1.1.3 Variables clinicas analizadas

Dentro de las variables clinicas evaluadas, aquellas utilizadas para llevar a cabo los
tests de asociacién y cuyos estados y nimero de individuos de cada grupo se muestran
en la tabla M2, son las siguientes:

* Historia clinica de alucinaciones auditivas (AA)
Recogida por la entrevista y la historia clinica previa.

= AA en el momento de realizar la evaluacion clinica
Entre los pacientes con historia de AA, un grupo de pacientes refirieron historia de
antecedentes de haber sufrido AA pero no de padecerlas en el momento de la prueba,
mientras que en el otro grupo refirieron haber tenido alucinaciones al menos en la
ultima semana antes de la evaluacion. A ambos grupos se les evalud la intensidad de
las alucinaciones mediante la escala PSYRATS.

* Cronicidad de las AA
Los alucinadores cronicos se definieron segun los siguientes criterios:
1. Las alucinaciones persisten a lo largo del ultimo afio
2. Estan presentes al menos una vez al dia
3. Las alucinaciones persisten después de tratamiento con al menos dos tipos de
antipsicéticos con dosis equivalentes a 600mg de clorpromacina o superiores.

» Edad de inicio de la enfermedad

Se considerd la edad de inicio como la edad en que por primera vez el paciente pidio
ayuda a un profesional médico o psicélogo por sus problemas psiquicos aunque no
recibiera tratamiento. Existe pues un margen desconocido y no controlado de tiempo
en el que el paciente pudiera desarrollar problemas sin acudir a un facultativo. Sin
embargo determinar el momento exacto quedaba fuera de las posibilidades del grupo
de investigacion.

Se decidié establecer un punto de corte de 20 afios y otro en 28, de forma que se
compararan Unicamente los grupos extremos con inicio temprano o inicio tardio de la
enfermedad. Con esto se pretendid tener grupos mas homogéneos para comparar.
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Variable Estado de la variable Numero de individuos
Con historia de alucinaciones 715
Presencia de auditivas
alucinaciones auditivas Sin historia de alucinaciones 77
auditivas
Cronicidad de las Presencia de cronicidad 135
alucinaciones auditivas Ausencia de cronicidad 80

Inicio temprano
(hasta los 20 afios)
Inicio tardio
(a partir de los 28 aiios)
Tabla M2. Variables clinicas utilizadas en los estudios de asociacion.

60

Inicio de la enfermedad
89

1.1.1.1.4 Escalas clinicas Manchester y PSYRATS

Las escalas Manchester (Krawiecka et al, 1977) y PSYRATS (Haddock et al, 1999)
fueron utilizadas para evaluar los sintomas clinicos psicéticos y la intensidad de las
alucinaciones auditivas, respectivamente.

La Escala Manchester, en la version espafnola adaptada por Pérez-Fuster y
colaboradores (Pérez-Fuster et al, 1989), fue administrada para la valoracion del
estado clinico general. Esta disefiada para la evaluacion de pacientes psicoticos
cronicos y recoge sintomas positivos, negativos y afectivos. Consta de 8 items:
depresion, ansiedad, aplanamiento afectivo, retardo psicomotor, delirios, alucinaciones,
incoherencia del lenguaje y pobreza del lenguaje. En el estudio de asociacién se
tuvieron en cuenta los dos Ultimos items.

La Escala de Evaluacion de Sintomas Psicoéticos, o escala PSYRATS (Haddock et
al. 1999) se administré con el objetivo de evaluar las distintas dimensiones de las AA.
Esta escala, validada para la poblacién espafiola por nuestro grupo de investigacion
(Gonzalez et al, 2003) se compone de dos subescalas para la valoracion de AA vy
delirios. Permite el diagndstico y evaluacion psicopatoldgica de las distintas
dimensiones de las AA, evalla la severidad de los sintomas a lo largo de su evolucién y
mide el cambio tras el tratamiento.

En esta escala, las dimensiones de las AA se miden en una escala de 5 puntos (de
valores 0 a 4). Las dimensiones que considera son: frecuencia, duracién, localizacion
de las voces (dentro o fuera del espacio interno), volumen, creencias acerca del origen
de las voces, cantidad de contenido negativo, grado de contenido negativo, cantidad
de angustia que producen las voces, intensidad de la angustia, disrupcidn para la vida
producida por las voces y capacidad de control de las alucinaciones.

En la caja siguiente aparecen reflejados los items de ambas escalas utilizados en el
presente estudio. Para el estudio de asociacidn se utilizaron todos los items reflejados
en la escala PSYRATS, asi como la puntuacion total de esta escala y dos items de la
escala Manchester: Incoherencia del lenguaje y Pobreza del lenguaje.
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Caja M1

Escala PSYRATS

Items de las alucinaciones auditivas

Frecuencia de aparicion.

Frecuencia de contenido negativo de las voces (cont.)

0.  Voces no presentes o presentes menos de una vez por
semana.

Voces que suceden al menos una vez por semana.

Voces que se presentan al menos una vez al dia.

Voces que se presentan al menos una vez por hora.

Voces que se presentan continuamente o casi continuamente,
por ejemplo, se paran s6lo segundos o minutos.

RN

3. Insultos personales relacionados con la autovaloracion
personal, por ejemplo, “eres perezoso”, “eres malo”,
“pervertido”.

4. Amenazas personales; por ejemplo amenazas de hacerle
dafio a él o su familia, rdenes de autolesionarse o

lesionar a otros.

Duracion.

Frecuencia con la que producen ansiedad.

0.  Voces no presentes.

1. Voces que duran unos cuantos segundos, fugaces.
2. Voces que duran algunos minutos.

3. Voces que duran al menos 1 hora.

4.  Voces que duran horas.

0. Las voces no producen ansiedad.

1. Sodlo ocasionalmente producen ansiedad.

2. So6lo producen ansiedad en algunas ocasiones.
3. Producen ansiedad la mayoria de las veces.

4.  Las voces producen ansiedad siempre.

Localizacion.

Repercusion en la vida diaria causada por las voces.,

0.  Voces no presentes.

1. Voces que se oyen dentro de la cabeza Unicamente.

2. Voces fuera de la cabeza, pero determinadas a los oidos o a
la cabeza. También podrian oirse dentro de la cabeza.

3. Voces que suenan como dentro o cerca de los oidos y fuera
de la cabeza, apartada de los oidos.

4. Voces que suenan solo fuera de la cabeza.

Intensidad (volumen)

0 Voces no presentes.

1 Mas bajas o silenciosas que nuestra propia voz (susurro).
2.  Semejantes a nuestra propia voz.

3 Mas fuerte que nuestra propia voz.

4 Extremadamente fuerte (gritando)

Grado de conviccion del origen de las voces.

0.  Voces no presentes.
1. Voces generadas sdlo internamente y relacionadas con uno

mismo.

2. Alguna conviccion de que las voces procedan de causas
externas.

3. Fuerte conviccidn de que las voces procedan de causas
externas.

4.  Las voces son Unicamente debidas a causas externas (100%
de conviccidn)

0.  No existencia de repercusion, es capaz de mantener
relaciones sociales y familiares.

1.  Las voces causan una minima repercusion en la vida del
sujeto; por ejemplo, interferencia en la concentracion,
aunque es capaz de mantener actividad diaria, relacionarse
social y familiarmente y ser capaz de mantener
independencia sin apoyo.

2. Las voces causan una repercusion moderada, provocando
alguna alteracion en la actividad diaria y en la familia o en
las actividades sociales. El paciente no esta hospitalizado,
aunque puede vivir en residencias de apoyo o recibir ayuda
adicional en el desarrollo de habilidades diarias.

3. Las voces causan una repercusion severa, por lo que la
hospitalizacion es necesaria. El paciente es capaz de
mantener algunas actividades diarias, cuidarse por si
mismo y relacionarse en el hospital. Podria también estar
en alojamientos de apoyo, pero experimenta importantes
trastornos en términos de actividades, desarrollo de
habilidades y/o relaciones.

4.  Las voces causan una completa alteracion de la vida diaria,
requiriéndose hospitalizacion. El paciente es incapaz de
mantener ninguna actividad diaria ni relacionarse. También
estan severamente alterados los cuidados propios.

Cantidad de contenido negativo.

Control sobre las voces.

0. No existencia de contenido negativo en las voces.

1. Contenido desagradable de forma ocasional (<10%).

2. La minoria del contenido de las voces es desagradable o
negativo (<50%).

3. La mayoria del contenido de las voces es desagradable o
negativo (>50%).

4.  Todo el contenido de las voces es desagradable o negativo.

Frecuencia de contenido negativo en las voces.

0. No desagradable o negativo.

1. Algln grado de contenido desagradable o negativo, pero no
relacionados con uno mismo o su familia, por ejemplo, tacos
o comentarios no dirigidos a uno mismo: “El lechero es feo”.

2. Insultos personales, comentarios sobre el comportamiento,
por ejemplo: “no deberias hacer o decir eso”.

0. Los pacientes creen que pueden controlar las voces,
atrayéndolas o disipandolas (rechazandolas).

1. El sujeto cree poder tener alglin control de las voces, en
la mayoria de las ocasiones.

2. Control de las voces la mitad del tiempo
aproximadamente.

3. El sujeto cree tener control de las voces, pero sélo
ocasionalmente; la mayoria del tiempo el sujeto
experimenta voces que no puede controlar.

4. El sujeto no tiene control sobre las voces y no puede
rechazarlas o atraerlas.

Escala Manchester

Items seleccionados.

Pobreza del lenguaje.

Incoherencia del lenguaje

0.  Ausente.
1. Leve.

2. Moderada.
3. Marcada.
4.  Grave

0.  Ausente.
1. Leve.

2. Moderada.
3. Marcada.
4. Grave

1.1.1.2 Controles

Los controles fueron seleccionados a partir de una muestra de poblaciéon general. Se
les aplicd un pequefio cuestionario para descartar antecedentes psiquiatricos
personales y/o familiares de primer grado. El criterio de exclusion utilizado fue el haber
recibido cualquier tipo de tratamiento psiquiatrico.
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El rango de edad oscilaba entre 18-91 afios (media=37.99, Desviacion
estandar=15.630) y la distribucién por sexos era de 38.6% mujeres y 61.4% hombres.

1.1.2 Muestra con Trastorno Especifico del Lenguaje (TEL)

Dentro de la busqueda de mutaciones en el gen FOXP2, se estudié también una
muestra de 10 niflos con Trastorno Especifico del Lenguaje (segun criterios
diagndsticos DSM-IV-TR cédigo 315) seleccionados en una muestra de poblacion
escolar de la ciudad de Castellon, Espaia.

1.1.3 Muestras de tejido postmorterm humano

Para llevar a cabo el andlisis de metilacién del promotor del gen FOXPZ2, asi como de la
expresion de este gen en diferentes areas cerebrales se partid principalmente de
muestras de tejido cerebral humano postmortem, que habian sido donadas al centro
de investigacion SANE POWIC (SANE Prince of Wales Internacional Centre) de Oxford
por el Banco de Cerebros de Enfermedades Neurodegenerativas de Londres. Las
muestras correspondian a diferentes regiones de la corteza cerebral, y procedian de
diferentes pacientes esquizofrénicos e individuos control. En concreto, se trabajo con
muestras de ambos hemisferios de las siguientes regiones:

= Circunvolucién Temporal Superior
= Circunvolucién del Parahipocampo
= Circunvolucion del Cingulo
» Paracingulado

El nimero y detalle de muestras utilizadas para cada analisis se especificara en el
apartado correspondiente.

I.2 Muestras de Primates

Para el andlisis filogenético y parte del analisis de metilacion de la region promotora
del gen FOXPZ2, se utilizaron muestras de DNA procedentes de diferentes especies de
primates. La mayoria de estas muestras procedian del Corie/ Institute for Medical
Research. En la tabla M3, aparecen reflejadas estas muestras, junto con el nimero
identificador del proveedor y la procedencia del DNA.

Ademas de las muestras mencionadas, también se utilizo DNA gendmico de Gorilla
gorilla amablemente cedido por el Dr. Jaume Bertranpetit (cddigo de las muestras
pgl12 y pg13); DNA gendmico de cerebro de Pan troglodytes y DNA gendmico de una
linea celular de Gorilla gorilla, cedidas en el centro de investigacion SANE POWIC
(SANE Prince of Wales Internacional Centre) de Oxford. Estas dos Ultimas muestras
fueron las utilizadas para el analisis de metilacion.
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Identificador del
Especie Coriel Institute for Procedencia del DNA
Medical Research
Saguinus labiatus NG05308 Cultivo de fibroblasto a partir
de biopsia de piel
. . Cultivo de fibroblasto a partir
Lagotrix lagotricha NG05356 de explantes de tejido de piel
Macaca arctoides NA03443 Cultivo de linfoblastos
Macaca fascicularis NA03446 Cultivo de _f|br<_)blasto_a partir
de biopsia de piel
Macaca mulatta NGO7109 Cultivo de _f|br9blasto_a partir
de biopsia de piel
Macaca nigra NGO7101 Cultivo de _flbrgblasto_a partir
de biopsia de piel
Macaca nemestrina NG07921 Cultivo de _flbrc_)blasto_a partir
de biopsia de piel
Cultivo de fibroblasto a partir
Erytrocebus patas NGO06116 de explantes de tejido de piel

Tabla M3. Muestras de DNA de primates procedentes del Corie/ Institute for Medical Research.

I.3 Cepas bacterianas

Los genotipos de las cepas bacterianas utilizadas han sido los siguientes:

= F. coliJM109
red\1, endAl1, gyrA96, thi, hsaR17 (rK”,mK"), reAl, supE44, A(/ac proAB), [F’, traD36,
proAB, ladqZAM15].

= FE.coliTOP10
F mcA A(mirr-hsaRMS-mcBC) ®80/acZAM15 Alack74 dedR redAl endAl araD139,
Nara leu)7697 gald gaK rpsL (Str®) nupG.

= FE. coliXL-1Blue

red\1 endAl gyrA96 thi hsdR1A ri,m¢") supE44, relAl, N A(/ac) {F' proAB laclgz AM15
Tniq tet®)}.

I.4 Células eucariotas

» CHO-K1
Linea celular procedente de fibroblastos de ovario de hamster cedida por la Dra. Isabel
Martinez Garay

= H23
Linea celular procedente de tumor de pulmon, cedida por D. Salvador Mena.

52



Material y Métodos

II. Métodos moleculares

I1.1 Técnicas basicas comunes

11.1.1 Extraccion de acidos nucléicos

Extraccion de DNA genémico humano a partir de sangre periférica

La extraccién de DNA a partir de sangre periférica se llevd a cabo en las muestras
utilizadas para el estudio de asociacion. Se utilizaron dos métodos: extraccion
mediante fenol-cloroformo (Fritsch et a/, 1989) y utilizacion del kit de extraccion
Puregene (Gentra-System).

Extraccion de DNA gendmico humano a partir de saliva

Se extrajo DNA a partir de saliva en las muestras correspondientes a los nifios con TEL.
Para ello se utilizd el Kit de Extraccion de DNA SSS (Real, Durviz SL).

Extraccion de DNA gendmico a partir de tejido cerebral postmortem

La extraccion de DNA gendmico de las muestras de tejido cerebral utilizadas para el
analisis de metilacién se llevd a cabo mediante el kit de Extraccion de DNA gendomico
de Nucleon (Tepnel Life Sciences).

Extraccion de DNA plasmidico

Las extracciones de DNA plasmidico integradas en diferentes experimentos se llevaron
a cabo con los siguientes kits, siguiendo en cada caso las recomendaciones del
fabricante:

»  High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)

= Genopure Plasmid Midi Kit (Roche)

»  QIAprep Miniprep (Qiagen)

»  GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
Se especificara en los apartados posteriores correspondientes cuando se utilizaron los
diferentes kits.

Extraccion de RNA
La extraccion de RNA a partir de muestras de tejido cerebral postmortem para el

analisis de expresion se realizé utilizando el kit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen).

11.1.2 Cuantificacion de acidos nucléicos

Las cuantificaciones de acidos nucléicos se llevaron a cabo diluyendo el acido nucleico
en agua HPLC y midiendo absorbancia en un espectrofotometro (BioPhotometer,
Eppendorf; Geneguant pro RNA/DNA calculator, Amersham Pharmacia Biotech).
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En aquellos casos en los que el volumen de muestra no permitia llevar a cabo
diluciones se obtuvo una estima de la concentracion mediante comparacion con un
patréon de concentraciones conocidas en un gel de agarosa al 1% (ver apartado de
electroforesis, epigrafe 11.1.4).

11.1.3 PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue utilizada ampliamente a lo largo de
todo el trabajo. A continuacién se muestra un listado de las polimerasas utilizadas:

= Netzyme (Fermentas)

= 7aqg DNA Polymerasel (Roche).

*  Pwo SuperYield DNA Polymerase (Roche).

» 7ag polimerasa incluida en la mezcla de reaccidén comercial REDTag® ReadyMix™
PCR Reaction Mix (Sigma Aldrich).

En cada apartado se especificara cuando se utilizd cada una de ellas.

Las mezclas de reaccién estandar utilizadas para llevar a cabo las amplificaciones se
relacionan en la tabla M4. Ademads, cuando el contenido en GC del producto
amplificado era elevado se utilizaron mezclas de reaccion de PCR con solucion CG-Rich
(Roche) o glicerol al 50% Yy en el caso de obtenerse productos inespecificos de menor
tamafio que el deseado, se utilizaron las mezclas de reaccion de PCR con DMSO.

Mezcla Mezcla con | Mezcla con
Componentes de la mezcla estandar CG-Rich/ DMSO
(uh) Glicerol (ul) (uh)
DNA (25-100 ng) 1 1 1
Tampdn 10X con MgCl,? 2.5 2.5 2.5
dNTPs (10 mM) 0.5 0.5 0.5
Cebador directo (10 pmol/ul) 0.5-1 0.5-1 0.5-1
Cebador reverso (10 pmol/ul) 0.5-1 0.5-1 0.5-1
DNA Polimerasa (1-5 u/ul) 0.5 0.5 0.5
Solucidon GC-Rich/Glicerol 50% - 5 -
DMSO 50% - - 5
H,Od Hasta 25 Hasta 25 Hasta 25

Tabla M4. Mezclas de reaccion utilizadas para la amplificacién por PCR.

2 La concentracion de MgCI2 de los tampones utilizados correspondia a la proporcionada por la casa
comercial correspondiente, siendo 1.5 0 2 mM.

En las reacciones de PCR realizadas en el andlisis de metilacion y de expresion se
utilizé la mezcla de reaccién comercial REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma
Aldrich). En este caso, puesto que ya incluia el tampon y dNTPs, la mezcla de reaccién
se muestra en la tabla M5.

Los componentes de la mezcla de reaccion correspondiente a la polimerasa con prueba
de lectura Pwo SuperYield DNA Polymerase (Roche), utilizada para la obtencién de los
fragmentos de la regién reguladora utilizados en el andlisis funcional se muestran en la
tabla Mé.
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Mezcla
Componentes de la mezcla REDTaq
(uh)
DNA (25-100 ng) 1
Cebador directo (10 pmol/ul) 1
Cebador reverso (10 pmol/ul) 1
REDTaq® ReadyMix™ 10
H,Od Hasta 20

Tabla M5. Mezcla de reaccion utilizada para las
amplificaciones con REDTagq® ReadyMix”™ PCR Reaction

Mix (Sigma Aldrich).

Mezcla
Componentes de la mezcla estandar
(uh)
DNA (25-100 ng) 3
Tampoén 10X con MgCl, 5
dNTPs (10 mM) 1
Cebador directo (10 pmol/ul) 1.5
Cebador reverso (10 pmol/ul) 1.5
Pwo SuperYield 0.75
Solucion GC-Rich/Glicerol 50% 10
H,Od Hasta 50

Material y Métodos

Tabla M6. Mezcla de reaccion utilizada para las amplificaciones
con Pwo SuperYield DNA Polymerase (Roche).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en termocicladores Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf), MJ Research PTC 200 y MJ] Research PTC 100 (MJ]
Research).

Los diferentes programas utilizados se muestran en la tabla M8.

En el caso de amplificarse fragmentos de mas de 1 Kb y especialmente dificiles de
amplificar se utilizd el siguiente programa:

Programa PCR fragmentos largos
950C 5
950C 30"
54.50C 45" x 15
720C 2" 30"
950C 1
550C 50" x 25
720C 2’ + 15"/ciclo
72°C 5

Tabla M7. Programa de PCR utilizado para la
amplificacion de fragmentos largos de DNA.
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Programa Programa Programa Programa Programa
estandar cDNA 1 SNP-60 Promotor 1 Promotor 2

950C 5' 950C 5’ 940C 4' 960C 10’ 950C 10’

950C 30" 950C 45" 940C 30” 960C 45" 950C 40"

T° 45" | x30 | T® 45" |x 35 |[60°C 40" x30 | T° 45" x35 | T 45" x 35

720C 45" 720C 45" 720C 50" 720C 50" 720C 45"

720C 5’ 720C 5’ 720C 8’ 720C 10° 720C 10’
Programa Programa Programa Programa Programa
Promotor 3 Promotor 4 Promotor 5 Promotor 6 Promotor 7

96°C 15 96°C 10’ 96°C 15’ 960C 15 96°C 15

96°C 1’ 96°C 1’ 96°C 110" 960C 1’ 96°C 1’

T 50" x35 | T 45" [x 35 | T® 45" x35 | T* 1 x35 [T 1 x 35

72°C 1'10” 720C 45" 720C 1’ 720C 1’ 720C 130"

720C 10’ 720C 10’ 720C 10’ 720C 10° 720C 10’

Poliglutaminas10 GC-Rich P;ios %:?irt‘:)a

96°C 5’ 960C 5’ 950C 5'

96°C 40" 960C 1’ 950C 1’

T 40" x35 | T 40" [x35 |T® 1 x 40

720C 50" 720C 50" 720C 1’

720C 5’ 720C5' 950C 5'

Tabla M8. Programas de PCR utilizados

11.1.3.1 PCR de colonia

La PCR de colonia constituye un tipo de PCR especial en el que a la mezcla de reaccion
no se le afiade DNA purificado, sino directamente una colonia bacteriana. Es un
método rapido para determinar la presencia o ausencia de fragmentos de DNA en un
clon bacteriano. Ademas, el producto obtenido se puede purificar y secuenciar como
una PCR estandar. En general este tipo de PCR se ha llevado a cabo para comprobar o
determinar la secuencia de fragmentos de DNA insertados en vectores plasmidicos. Es
por esta razén por lo que se suelen utilizar cebadores especificos de vectores o los
mismos cebadores de la reaccidn de PCR original, aunque también se pueden utilizar

para este fin cebadores internos del producto de PCR.

En la tabla M9 se muestran los cebadores presentes en vectores plasmidicos utilizados
para las amplificaciones mediante PCR de colonia.

56

Nombre Secuencia (5'-3")
M13F GTAAAACGACGGCCAG
M13R CAGGAAACAGCTATGAC
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC
SP6 ATTTAGGTGACACTATA
pSEAP2-F CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
pSEAP2-R CCTCGGCTGCCTCGCGGTTCC

Tabla M9. Cebadores presentes en vectores plasmidicos utilizados

para amplificaciones mediante PCR de colonia.




Material y Métodos

Para llevar a cabo este tipo de PCR se transfiere una muestra de la colonia de interés,
con un palillo o punta estéril, a la mezcla de PCR. Con el fin de no perder todo el
material bacteriano, antes de transferir la colonia al tubo de PCR se hace una estria en
una placa para tener copia de la colonia.

11.1.4 Electroforesis

I1.1.4.1 Electroforesis en gel de agarosa

Se llevaron a cabo electroforesis en geles de agarosa para comprobar PCRs, ver
resultados de digestiones con enzimas de restriccion, preparar productos para extraer
DNA y cuantificacién relativa de acidos nucléicos.

La concentracion de agarosa empleada se modificd en funciéon del tamano de los
fragmentos de DNA a separar, utilizandose geles con 0.8, 1, 1.5, 2, 3 y 3.5%. Las
electroforesis se realizaron utilizando como tampdn TBE 1x con Bromuro de Etidio y los
resultados se obtuvieron en el captador de imagenes Gelprinter plus (Tecnologia para
Diagndstico e Investigacion).

En la tabla M10 se muestran los tampones y disoluciones utilizados para la
electroforesis en geles de agarosa.

Soluciones Componentes

Azul de bromofenol 0.05%
Tampén de caraa 6X Azul de xilencianol 0.05%
P 9 EDTA pHS8.0 100mM
Glicerol 50%
Tris Base 89 mM
TBE 1X Acido Bérico 89mM
EDTA 2mM

Bromuro de Etidio 0.5 mg/ml en gel y TBE 1X

Tabla M10. Soluciones utilizadas para la electroforesis en geles de agarosa

I11.1.4.2 Electroforesis en gel de acrilamida

Se llevaron a cabo electroforesis en gel de acrilamida en la genotipacién de 3 de los
SNPs del estudio de asociacién, debido a no poder diferenciar en geles de agarosa las
diferentes bandas de DNA esperadas. Se utilizaron geles de acrilamida al 12%, con la
composicion reflejada en la tabla M11.

El tampdn de carga de las muestras fue el mismo que se utilizd para los geles de
agarosa. Se aplico un voltaje de 800V durante 2 horas.

El revelado se llevd a cabo siguiendo el método de tincion con plata descrito en Fritsch
et al. (1989).
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Componente Volumen
Acrilamida-bisacrilamida (Solugel 29:1) 36 ml
TBE 5X 24 ml
Persulfato de amonio 10% 1.2 ml
TEMED 24 ul
H,0 60 ml

Tabla M11. Composicién geles de acrilamida 12%.

En la tabla M12 se muestran las soluciones utilizadas para la fijacién, tincion y revelado

de geles de acrilamida.

Solucion Composicion
Etanol 10% en H,0
HNO3 1% en Hzo
AgNO; 12 mM en H,0
Na,COj3 anhidro 29,69
Revelador Formaldehido 37% 540 pl
H,O hasta 1 litro
Acido acético 5% en H,0

Tabla M12. Soluciones utilizadas para la fijacion, tincién y revelado de geles de acrilamida.

11.1.5 Purificacion acidos nucléicos

I1.1.5.1 Productos de PCR

En ocasiones se purificaron productos de PCR, bien para su posterior secuenciacion,
clonacion o utilizacion del DNA en otros experimentos. Al purificar se eliminan
nucledtidos, cebadores, sales y enzimas que puedan interferir con otras reacciones.
La purificacion se llevo a cabo mediante precipitacién con acetato amoénico 4M.
El protocolo es el siguiente:
. 15 pl - 20 pl de producto de PCR
15 pl (aprox. 1 volumen) de acetato amdnico 4M
90 ul (aprox. 6 volumenes) de etanol 100%
= Mezclar bien y centrifugar a temperatura ambiente durante 15" a 13.000 rpm.
= Eliminar el sobrenadante.
* Afadir 400 pl de etanol 70%.
= Vortex y centrifugar a temperatura ambiente durante 5’ a 13.000 rpm.
= Eliminar el sobrenadante.
= Secar el pellet durante 5" a 37°C.
= Disolverlo en 20 ul de H,Od.

11.1.5.2 Productos de la digestion con enzimas de restriccion

La purificacién del DNA digerido con enzimas de restriccion se realizé precipitando con
acetato amodnico 4M (ver apartado anterior), manteniendo la relacion entre los
volimenes o bien utilizando el kit Qiaex II (Qiagen).
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11.1.5.3 Purificacidn a partir de geles de agarosa

En algunos casos fue necesario purificar determinadas bandas de DNA procedentes de
PCRs o digestiones con enzimas de restriccién a partir de geles de agarosa. En estos
casos, se cargod la totalidad de la PCR o digestion en un gel de agarosa al 0.8 0 1%.
Después de correr la electroforesis se cortaron las bandas de interés y se extrajo el
DNA con el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), o bien el
kit Qiaex II (Qiagen) eluyendo o resuspendiendo respectivamente en 30 ul de H,Od.

11.1.6 Secuenciacion

La técnica de secuenciacion se utilizd ampliamente a lo largo del trabajo, tanto para
comprobar la secuencia de productos de PCR o clonados, como para obtener contigs
de regiones de interés. El método de secuenciacion aplicado esta basado en el método
de los didesoxinucledtidos (Sanger et al, 1977) y el kit utilizado ha sido el BigDye®
terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems), que incorpora en una Unica
mezcla todos los componentes necesarios para la secuenciacion, excepto el DNA y el
cebador. Asi, en la mezcla del kit estan incluidos los cuatro dNTPs, una DNA
polimerasa, el tampon de reaccion y una mezcla de dideoxinucledtidos ddATPs,
ddCTPs, ddGTPs y ddTTPs marcados con fluorocromos diferentes. EI DNA que se
quiere secuenciar actia de molde y cuando la polimerasa incorpora un ddNTP la
sintesis se interrumpe, generandose una mezcla de fragmentos de diferentes tamafos
con la dltima base marcada.

Las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores Eppendorf Mastercycler y MJ]
Research PTC 200. Los productos obtenidos fueron enviados al Servicio de
Secuenciacion de la Universitat de Valencia, donde se purificaron y separaron los
fragmentos por electroforesis capilar en un secuenciador (Applied Biosystems 3730
DNA Analyzer). Parte de las reacciones llevadas a cabo para el analisis de metilacion
fueron realizadas por el Servicio de Secuenciacion del Departamento de Biogquimica de
la Universidad de Oxford.

Las mezclas de reaccion utilizadas para la secuenciacién fueron las siguientes:

Mezcla Mezcla con
Componentes de la mezcla estandar CG-Rich/
(ul) Glicerol (ul)
DNA? 1-4 1-4
Cebador directo (10 pmol/ul) 1 1
BigDye® 2 2
Solucion GC-Rich/Glicerol 50% - 2
H,Od Hasta 10 Hasta 10

Tabla M13. Mezclas de reaccién de secuenciacion.

? La concentracién de los productos de PCR purificados no se cuantificé, y la
cantidad a secuenciar se estimé en funcion del rendimiento de la PCR en
cuestion. Para los productos clonados, de forma estandar se secuencio 1 pl.

El BigDye® terminator v3.1 Cycle sequencing kit se usé sin diluir en aquellos casos en
que el fragmento a secuenciar era de gran longitud, por ejemplo al secuenciar clones
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o, en el caso de PCRs, cuando estas eran dificiles de amplificar. En general, para
fragmentos cortos se aplicd una dilucién 1:2 en 400 mM Tris-HCl pH9 con 10 mM
MgCl,, preparada siempre en el momento.

Los programas de secuenciacion fueron los siguientes:

Programa estandar Programa GC-Rich
Sec-L

960C 5 96°C 10’

96°C 30" 98°C 30”

500C 15" x40° | 500C 15" X 40°

720C 4 72°C 4

40C 40C

Tabla M14. Programas de secuenciacion.
2 El nimero de ciclos se aumentd a 50 cuando los productos a
secuenciar eran de gran longitud.

El programa GC-Rich se empled en aquellos casos en los que habia un elevado
contenido en GC en el producto.

11.1.7 Clonacion

Las clonaciones realizadas en esta tesis se llevaron a cabo en tres vectores diferentes,
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), pGEM-T® Easy y pSEAP2-Basic (Promega). Los dos
primeros contienen dos timidinas desapareadas en los extremos linearizados, por lo
que resultan de gran utilidad cuando se quiere clonar productos de PCR, ya que gran
parte de las DNA polimerasas utilizadas incorporan de forma inespecifica una adenina
en los extremos del amplificado.

El vector pCR®2.1-TOPO® forma parte del kit de clonacién 7OPO® TA Cloning Kit
(Invitrogen). Este kit estda basado en la utilizacién de un enzima topoisomerasa
localizada sobre el sitio de clonacién, que es la que cataliza la ligacion, de forma que
ésta puede realizarse en menos tiempo.

El vector pGEM-T® Easy forma parte del kit de clonacion pGEM-T® Easy Vector System
(Promega). Este kit contiene una ligasa especifica que también permite acortar los
tiempos de ligacion.

El vector pSEAP2-Basic forma parte del kit Great EscAPe SEAP Reporter System 3 (BD
Bioscience), y los productos de interés se introdujeron en el sitio de policlonacion, tras
digerir con enzimas de restriccion especificos.

En todos los experimentos de clonacidn se siguieron las recomendaciones del
fabricante, con alguna modificacion. A continuacion se detallan los pasos realizados.
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11.1.7.1 Ligacion
= Utilizando el TOPO® TA Cloning Kit

Mezclar los siguientes componentes:

Material y Métodos

= Poner en hielo.

Producto de PCR 4.5 ul
Salt Solution (proporcionada en el kit) 1ul
Vector pCR®2.1-TOPO® (10 ng/ul) 0.5 ul

»= Incubar a temperatura ambiente durante 15'.

= Utilizando el pGEM-T® Easy Vector System

» Mezclar los siguientes componentes:
Producto de PCR 4 ul
Tampon 2X 5 ul
Vector pGEM-T® Easy 0.5 ul
T4-Ligasa (3 unidades Weiss/pl) 0.5 ul

= Incubar 16 horas a 4°C.

. Ligaciones con vector pSEAP2-Basic

Previa la reaccion de ligacién se realizaron dos pasos, linearizacion del vector y

defosforilacion del mismo:

» Linearizacion del vector:

La linearizacién del vector se llevd a cabo mediante la digestion doble con los enzimas
Asp718 y EcoRI (Roche). La reaccion de digestién se muestra en la tabla M15. La

reaccion se incubd durante 16 horas a 37°C.

Componentes de la mezcla (ul)
DNA de midiprep (2356 ug/ml) 3
Tampodn B 10X 5
EcoR1 5
Asp718 5
H,Od 32

Tabla M15. Reaccidon de digestion doble para linearizar el

vector pSEAP-Basic

» Defosforilacion del vector:

Los componentes de la mezcla de reaccién para la defosforilacién del vector se
muestran en la tabla M16. La reaccion se incubd durante 10’ a 37°C y posteriormente

se inactivo el enzima a 65°C durante 15'.
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Componentes de la mezcla ()
L | hasta llegar a
PSEAP2 Basic digerido concétntracién dg 25 ng/ul
Tampdn 10X SAP 1
SAP (fosfatasa alcalina con
1u/ul) 1
H,Od 6.9
Tabla M16. Reaccion de defosforilacion.
= Ligacion:
= Mezclar los siguientes componentes:
Inserto (*)
Vector (25 ng/ul) 2 ul
Tampodn Ligasa T4 (10X) 2 ul
T4-Ligasa (5 Weiss u/ul) 1l
H,O Hasta 20 ul

(*) Concentracion calculada para que la relacion molar vector:inserto sea de 1:3

= Incubar durante 16 horas a 19°C y durante 2 horas a 4°C
11.1.7.2 Transformacion

El procedimiento de transformacion fue ligeramente diferente en funcién del tipo de
células utilizadas.

= FE. coliJM109
(Estas células provenian del pGEM-T® Easy Vector System 'y sdlo fueron utilizadas con
el mismo)
* Afadir la mezcla de ligacion a las células (50ul) , en hielo.
= Incubar durante 20’, en hielo.
» Choque térmico 45" a 42°C.
= Poner células en hielo durante 2.
* Afadir 950 ul de medio SOC estéril.
» Incubar durante 90’ a 37°C en agitacion (150 rpm.)
= Sembrar en placas con ampicilina, X-Gal y IPTG.
» Incubar 16-20 horas a 37°C.

» FE.coliTOP10
(Estas células eran proporcionadas en el kit 7TOPO® TA Cloning Kity sélo fueron
utilizadas con el mismo).

* Afadir la mezcla de ligacion a las células (50ul), en hielo.

* Incubar durante 30’, en hielo.

» Choque térmico 45" a 42°C.

= Poner células en hielo durante 2.

= Afadir 250 pl de medio SOC estéril (proporcionado con el TOPO® TA

Cloning Kit)

» Incubar durante 1 hora a 37°C en agitacion (200 rpm aprox.)

= Sembrar en placas con ampicilina o kanamicina, X-Gal y IPTG.

» Incubar 16-20 horas a 37°C.
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= F. coli XL-1Blue
(Estas células procedian del stock del Departamento de Genética, y fueron preparadas
por la técnico de laboratorio Carmen Martinez. Fueron utilizadas con clonaciones de los
tres tipos de vector mencionados).

* Afadir la mezcla de ligacion a las células (100ul), en hielo.

= Incubar durante 30’, en hielo.

*= Choque térmico 90" a 42°C.

= Poner células en hielo durante 2.

*  Afadir 400 pl de LB estéril.

= Incubar durante 1 hora a 37°C en agitacién (200 rpm aprox.)

= Sembrar en placas con ampicilina o kanamicina, en funcién del marcador de

resistencia del vector utilizado y con IPTG y X-Gal en los casos necesarios.
= Incubar 16-20 horas a 37°C.

Medios y aditivos utilizados en el cultivo de bacterias:

Medios Componentes
LB liquido Triptona 10 g
1L Extracto de levadura 5g
NaCl 10g
H,Od hasta 1L
Esterilizar en autoclave
LB agar Triptona 10 g
(1L) Extracto de levadura 5g

NaCl 10g

Agar 15g

H,Od hasta 1L
Esterilizar en autoclave

LB Broth (Sigma Aldrich)
(1L

209
H,Od hasta 1L
Esterilizar en autoclave

LB Agar (Sigma Aldrich)

35¢g

(1L) H,Od hasta 1L
Esterilizar en autoclave

SOC Triptona 2g
(100 ml) Extracto de levadura 0.5g
NaCl 1M 1iml

KCI'1M  0.25 ml

H,Od Hasta 1L

Esterilizar en autoclave y afiadir:
Mg?* 2M 1 ml

glucosa 2M 1 ml

(esterilizados por filtracion)

Tabla M17. Medios utilizados para el cultivo de bacterias.

Antibioticos y
otros aditivos

Concentracion

Ampicilina 0.8 ml del stock a 100 mg/ml por 1 L de medio
Kanamicina 0.5 ml del stock a 30 mg/ml por 1 L de medio
X-Gal+IPTG X-Gal (20 mg/ml en dimetil-formamida) 40 ul

IPTG (50 mM) 2l
H,Od estéril 58 ul
Afadir sobre placa 30" antes de la siembra y dejar secar.

Tabla M18. Antibidticos y otros aditivos para el cultivo de bacterias
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I1.2 Genotipacion
11.2.1 Seleccion de los SNPs

Se seleccionaron SNPs para los genes FOXP2 y HARI1A, todos ellos presentes en la
base de datos dbSNP, siguiendo criterios ligeramente diferentes para ambos.

= Gen FOXP2
Puesto que no habia ningln polimorfismo descrito en los exones con excepcién
de la mutacién en el exon 14 previamente mencionada en la introduccion, se
siguieron inicialmente las siguientes pautas de seleccion:
e SNPs utilizados en otros estudios de asociacion, localizados en los
intrones.
e SNPs de la region promotora.
En este caso, debido al elevado nimero de polimorfismos disponibles en las
bases de datos, se tuvieron en cuenta las siguientes caracteristicas, sin que
se considerara necesario que todos los SNPs cumplieran las tres al mismo
tiempo:
e Posibilidad de analizar el polimorfismo mediante RFLPs.
e Existencia de una validacion del polimorfismo.
o Datos de frecuencia.
Excepcionalmente, uno de los SNPs estudiados se selecciond sin que cumpliera
el criterio de poder ser analizado mediante RFLPs. En concreto, el SNP
rs6961558. Debido a su especial localizacion cercana al primer exén del gen y
en el interior de una isla GC, se decidié abordar la genotipacion de este SNP
modificando una diana de restriccién, como se explicara en el apartado 11.2.3.1.

Posteriormente, se amplid la seleccion de SNPs, para cubrir completamente la
longitud del gen, mediante la utilizaciéon de la aplicacion 7agger del programa
Haploview 4.0 (Barrett et a/., 2005). En la tabla M19 aparece reflejado el origen
de cada SNP, junto con el método de genotipacién utilizado.

= Gen HARIA
Se seleccionaron SNPs que cubrieran la regidon donde se encuentra el gen,
dando prioridad a aquellos que aparecieran como validados en las bases de
datos y hubiera datos de frecuencia. En la tabla M20 aparecen los SNPs
estudiados, referencias y método utilizado para cada uno.

11.2.2 Métodos de genotipacion utilizados

En el presente estudio se han utilizado dos métodos principales de genotipacién. El
primero de ellos, genotipacién por RFLPs (Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion), fue llevado a cabo enteramente en el laboratorio de
Genética Molecular de la Universidad de Valencia. El segundo, consistié en un ensayo
iPLEX™ utilizando la tecnologia MassArray de Sequenom® (Oeth et al.,, 2005), y fue
llevado a cabo en la plataforma de genotipacién de Santiago de Compostela de los
servicios del CEGEN (Centro Espafiol de Genotipado).
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SNP Localizaciéon | Referencias | Método genotipacion
rs6466478 Regidn 5’ Este studio RFLPs
rs7803667 Regidn 5’ Este studio RFLPs
rs10447760 Regidn 5’ Este studio RFLPs
rs13308496 Region 5’ Este studio iPLEX™-MassArray
rs7784307 Regidn 5’ Este studio RFLPs
rs10276237 Intrdn si Este studio RFLPs
rs6961558 Intron si Este studio RFLPs
rs10254225 Intrdn s1 Este studio iPLEX™-MassArray
rs7798050 Intron si Este estudio RFLPs

rs923875 Intron si Newbury et a/,, 2002; RFLPs
rs1597548 Intrdn si Este estudio RFLPs
rs10500038 Intron s1 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs4730626 Intrdn si Este estudio iPLEX™-MassArray

rs717233 Intron s2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs12535428 Intron s2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1668335 Intron s2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs11771168 Intron s2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1916977 Intrdén s3 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2396722 Intrén s3 Este estudio RFLPs
rs1358278 Intrdén s3 Este estudio RFLPs
rs2253478 Intrén s3 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2049603 Intrén s3 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2694941 Intrn s3 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1852469 Intrdén 1 Gong et al,, 2004; RFLPs
rs10255943 Intrén 2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs10486026 Intrén 2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2396753 Intrén 2b Gong et al.,, 2004; RFLPs
rs17137124 Intrén 3a Newbury et af., 2002; RFLPs
rs7799652 Intrdn 8 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1456029 Intrén 8 Marui et al., 2005; iPLEX™-MassArray
rs12670585 Intrén 8 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1456031 Intrén 10 Gong et al.,, 2004; RFLPs
rs2396765 Intron 16 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs1456021 Intron 16 Este estudio iPLEX™-MassArray

Tabla M19. Caracteristicas de los SNPs del gen FOXP2 estudiados. La denominacién de los SNPs
corresponde al identificador de la base del dbSNP.

SNP Localizaciéon | Referencias | Método genotipacion
rs6011613 Region 5’ Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2427496 Region 5’ Este estudio iPLEX™-MassArray
rs6122371 Exon 1 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs750696 Ex6n 2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs750697 Exon 2 Este estudio iPLEX™-MassArray
rs2427498 Region 3’ Este estudio iPLEX™-MassArray

Tabla M20. Caracteristicas de los SNPs del gen HARI1A estudiados. La denominacion de los SNPs
corresponde al identificador de la base del dbSNP.
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11.2.3 Genotipacion por RFLPs

11.2.3.1 Diseiho de cebadores

El método de genotipacion por RFLPs esta basado en la ausencia o presencia de un
sitio de restriccion, ocasionada por el cambio de nucledtido. Asi, la determinacion del
genotipo se lleva a cabo en dos pasos, amplificacion por PCR y digestion con un
enzima de restriccion.

De este modo, para cada polimorfismo se disefid un par de oligonucledtidos que
amplificara un fragmento que incluyera el SNP, y que al ser digerido permitiera la
discriminacion de los diferentes alelos en funcion del tamafio de banda obtenido.

Polimorfismo Cebadores (5'-3")

rs6466478 UPS-P6F: ACCTCTTAGCAGTGATATGCTG
UPS-P6R: TGTGTTTTCACATCCACTACAG

rs7803667 UPS-P5F: ACCCTTGATTTGACTTCGGTG

UPS-P5R: TCGAGACACTGCTCTAGTACG
rs10447760 UPS-P13F: CTATTCGATCGCTGTTTGCC
UPS-P13R: GTGGCACGTAGTTTGTTGATG
rs7784307 UPS-P3F: GGCTTTCTGCACTTCAAGTGG
UPS-P3R: TGTTGGCAATGCGAACTGTAC
rs10276237 FP2P12F: GGTCGCGGTAAGTTTCTTGGC
FP2P12R: CGGACGAAGCAACATTTTGC

rs6961558 FP2P8-F2: GAGCGCAGACACCTTTCGGTG
FP2P8RM2: CACTGAGGTCGGGTGTCARGG
rs7798050 IS1-P7F: CTCAATACTTAGAACAGTGCC
IS1-P7R: TACTTGGCTTGTCCTTGCTG
rs923875 FOXP2-P5F: CTTGGGAAACTGAAGCCAG
FOXP2-P5R: ACTCACCCAATATCATGCAATAG
rs1597548 1S1-P4F: CAATTCACCAACAGTTGTACC
1S1-P4R: GATGGCTACATCTGCTTTGAC
rs2396722 5UPS-P1F: GTCATCAATGTCACAGAGAACTTG
5UPS-P1R: AGACTGTACTTGTTCCTGGGAG
rs1358278 5UPS-P1F: GTCATCAATGTCACAGAGAACTTG
5UPS-P1R: AGACTGTACTTGTTCCTGGGAG
rs1852469 FP211-P9F: GGCTACAGTTTACAAGACACCAGG
FP211-P9R: GTCCAGCCTTTGGGAATTTGAC
rs2396753 12B-P10F: TGGCTATGAAATAACAAGCACAAC

12B-P10R: CCCAGTTATTGGCTCACTCTACC
rs17137124 FOXP2I3A-F: GGTTCCTACAGCAGTATCATGG
FOXP2I3A-R: TTATCTGCACCAATGGAAGG
rs1456031 110-P11F: CAAAGTTATCAAGGCTGCGAGTC
110-P11R: CATCTTTTTCAATGCAAACCACTCA

Tabla M21. Cebadores para la genotipacion por RFLPs de los polimorfismos del gen
FOXP2.

Los cebadores se disefiaron para que cumplieran las siguientes caracteristicas:
» Longitud de 19-30 nucledtidos.
= Contenido en GC 40-60%.
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» Distribucién uniforme de los cuatro nucledtidos a lo largo del cebador, evitando
repeticiones de nucledtidos o complementariedad que pudiera dar lugar a
estructuras secundarias.

= Tm similar, y no mas diferente de 5°C para los pares de cebadores utilizados en
una misma reaccion.

» Presencia de G o C en el extremo 3’ del primer, para favorecer la union al DNA.

» Generacion de fragmentos que permitieran llevar a cabo el analisis por RFLPs.

En el caso del polimorfismo rs6961558, mencionado anteriormente, se diseiid un par
de cebadores diferente. Mientras que uno de los cebadores del par era completamente
complementario a la secuencia de DNA gendmico, en el otro, concretamente el
reverso, se introdujo un cambio que permitiera introducir una secuencia diana para un
enzima de restriccion en el caso de uno de los dos alelos del SNP. De esta forma,
después de amplificar seria posible discriminar los dos alelos mediante una digestion.

En la tabla M21 se muestran los oligonucledtidos utilizados para el andlisis de los
diferentes polimorfismos. En el caso del cebador reverso del polimorfismo rs6961558,
se muestra resaltada en rojo la base modificada de la secuencia gendmica.

11.2.3.2 Establecimiento de las condiciones de amplificacion por PCR
para cada polimorfismo

Para cada uno de los polimorfismos se pusieron a punto las condiciones de
amplificacion por PCR. En aquellos procedentes de bibliografia, se tomaron las
condiciones descritas en ésta.

Como pauta general para cada uno se realizd una primera amplificacién con las
caracteristicas siguientes, que seria modificada en caso de no obtenerse producto:

» Temperatura de asociacién un par de grados por debajo de la Tm.

» Programa estandar de amplificacion (ver tabla M8)

» Mezcla estandar de amplificacion (ver tabla M4)

La puesta a punto de las condiciones de PCR se llevé a cabo con DNAs control y hasta
que las condiciones no fueron éptimas no se comenzo a utilizar material de la muestra
de estudio. Ademas, los productos obtenidos en la puesta a punto se secuenciaron
para confirmar la especificidad de las reacciones (ver epigrafe I1.1.6).

A continuacion se muestran las condiciones de PCR ajustadas para cada polimorfismo.

Mezcla de | Programa de | Temperatura de e . Tamaiio
SNP reaccion reaccion asociacion Modificaclones (pb)
rs6466478 | ezcla Programa 590C ; 658
estandar estandar
Mezcla Programa o )
rs7803667 estandar estandar 61°C 641
rs10447760 | M€zl Programa 560C ; 248
estandar estandar
rs7784307 | Mezda Programa 500C 35 ciclos 581
estandar estandar
Mezcla con Programa o Desnaturalizacién
rs10276237 GC-Rich promotor 4 61°C 1'30” en cada ciclo 347

Tabla M22. Condiciones de las reacciones de PCR para cada polimorfismo.
- se refiere a ausencia de modificaciones respecto al programa correspondiente.
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SNP Mezcla?’de Progran_1’a de Temper_att_lfa Modificaciones | Tamaio (pb)
reaccion reaccion de asociacion
Mezcla con Programa o )
rs6961558 GC-Rich promotor 4 560C 263
rs7798050 Mezcla Programa 610C ; 532
estandar estandar
rs923875 Mezcla Programa 610C ; 625
estandar estandar
rs1597548 Mezcla Programa 590C - 410
estandar estandar
r$2396722 Mezcla Programa 620C 35 ciclos 830
estandar estandar
rs1358278 Mezcla Programa 620C 35 ciclos 830
estandar estandar
rs1852469 Mezcla Programa SNP- 600C . 299
estandar 60
Mezcla Programa SNP- o )
rs2396753 estandar 60 600C 251
rs17137124 Mezcla Programa 570C 35 ciclos 470
estandar estandar
rs1456031 Mezcla | Programa SNP- 600C - 241
estandar 60

Tabla M22. Continuacion.

11.2.3.3 Digestion de los productos de PCR

Una vez obtenido el producto de PCR, se digirid parte del mismo con enzimas de
restriccion para determinar el genotipo de cada muestra. En la tabla M23 se muestran
las condiciones generales de digestion. Normalmente, el volumen de PCR utilizado era
de 10 ul, aunque si la concentracién de DNA obtenido en la amplificacion era baja el
volumen se aumentaba hasta 15ul y si, por el contrario era alta, se disminuia a 6 pl.
Todas las incubaciones fueron realizadas a la temperatura recomendada por el
fabricante para cada uno de los enzimas utilizados, durante un periodo superior a 6
horas.

Mezcla
Componentes de la estandar
mezcla
(uh)
DNA 6-15
Tampon 10X 2
Enzima 0.2-0.5
H,0Od Hasta 20
Tabla M23. Mezclas de digestion en la genotipacion por

RFLPs

En la siguiente tabla aparecen mostrados para cada polimorfismo, el enzima de
restriccion utilizado, el tamafio de los fragmentos generados al digerir el producto de
PCR correspondiente para cada uno de los alelos y la concentracién de agarosa (o en
su caso, acrilamida) de los geles utilizados para discriminar entre los diferentes alelos.
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SNP

Enzima de
restriccion

Temperatura
de digestion

Tamaiio
fragmentos
de PCR

(pb)

Tamaiio de los
fragmentos de
restriccion (pb)?

%Gel de
agarosa

rs6466478

Trull

65°C

658

Alelo G:
207+64+132+165+85+5
Alelo A:
207+41+23+132+165
+85 +5

Gel de
acrilamida
12%

rs7803667

Tasl

65°C

641

Alelo A:
42+156+18+53+37+201
+105+6 +23

Alelo T:
42+71+85+18+53+37
+201+105 +6+23

Gel de
acrilamida
12%

rs10447760

Hpall

370C

248

Alelo T: 50+198
Alelo C: 50+62+136

rs7784307

Acil

370C

581

Alelo A:
33+24+20+20+148+28
+114+194

Alelo C:
33+24+20+20+148+28
+46+68 +194

Gel de
acrilamida
12%

rs10276237

Hinbl

370C

347

Alelo T: 2+30+117+198
Alelo G: 2+30+75+42
+198

rs6961558

Taal

650C

263

Alelo G: 62+201
Alelo A: 62+180+21

rs7798050

Alw261

370C

532

Alelo A: 532
Alelo G: 305+227

rs923875

AlnA4l

37°C

625

Alelo A: 625
Alelo C:237+388

rs1597548

Acd

37°C

410

Alelo C: 410
Alelo A: 179+231

rs2396722

Vspl

370C

830

Alelo C: 315+515
Alelo T: 315+443+72

2.5

rs1358278

Xapl

37°C

830

Alelo G:
361+102+116+251
Alelo A:
361+102+116+133+118

rs1852469

Trull

650C

299

Alelo T: 84+215
Alelo A: 84+124+91

rs2396753

EFam11041

370C

251

Alelo C: 251
Alelo A: 125+126

rs17137124

BspTl

37°C

470

Alelo C: 470
Alelo T: 240+230

2

rs1456031

Cac8l

370C

241

Alelo C: 241
Alelo T:149+92

2

Tabla M24. Enzimas de restriccion utilizadas para la genotipacion por RFLPs, con temperatura de digestion, tamafio de
los fragmentos de PCR, fragmentos de restriccion generados para cada alelo, y concentracion de agarosa utilizada para
discriminar entre ambos.
? En los casos en los que al digerir con enzimas de restriccion se genera mas de dos fragmentos, se muestran
sombreados los fragmentos que permiten diferenciar los distintos alelos.
Todos los enzimas fueron de la casa comercial Fermentas, con excepcion de Acl y Cac8I que eran de NEB, y Acd que

fue de Roche.

69




Material y Métodos

Una vez digeridas todas las muestras, se repitieron al azar 46 controles y 46 pacientes,
para confirmar la replicabilidad de la genotipacion y que tanto PCR como digestién se
habian llevado a cabo correctamente.

I1.3 Busqueda de mutaciones descritas en region
codificante

Se buscaron las mutaciones en region codificante del gen FOXP2 descritas hasta el
momento de la realizacion de este trabajo: la mutacion R553H en el exdén 14,
encontrada en la familia KE (Lai et @/, 2001); un cambio no sinénimo en el exén 2 y la
mutacion R328X en el exdn 7 encontradas en pacientes con dispraxia verbal
(MacDermot et a/, 2005). La primera de ellas se buscé tanto en la muestras de
pacientes y controles del estudio de asociacion como en los nifos con trastorno
especifico del lenguaje. Las mutaciones en el exén 2 y exon 7 se buscaron Unicamente
en la muestra de nifios con TEL.

Esta busqueda se llevd a cabo de dos formas: en el caso de la mutacidon encontrada en
la familia KE se realizd por RFLPs, mientras que en el caso de los dos cambios
encontrados en los exones 2 y 7 se amplificd la region por PCR, se purificaron las
reacciones y se secuenciaron.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los 3 fragmentos se muestran en la
tabla M25 y las condiciones de las reacciones de PCR en la tabla M26.

Polimorfismo Cebadores (5'-3")
Mutacion FOXP2E14-F: TGCTTGATCAGGGACACAAC
familia KE FOXP2E14-F: CCACGAGAATGTTAGCATGC
Cambio en FP2-E2F: GATTAGCATCTGGATGAAAGC
exon 2 FP2-E2R: AAGTATCACGTTCTGCAGCAC
Cambio en FP2-E7F: ACCTTGTTATGCTAGTGAAGC
exon 7 FP2-E2R: ATAGAGACCATCCTGGCTAAC
Tabla M25. Cebadores utilizados en la deteccion de mutaciones conocidas en el gen
FOXP2.
Fragmento Mezcla de Programa de Temperatura Tamaiio
analizado reaccion reaccion de asociacion (pb)
Mutacion familia KE Estandar Estandar 590C 584
Cambio en exon 2 Estandar Estandar 590C 681
Cambio en exdn 7 Estandar Estandar 61°C 664

Tabla M26. Condiciones de las reacciones de amplificacién por PCR para la detecciéon de mutaciones
conocidas en el gen FOXP2.

La digestion del producto de PCR obtenido para el fragmento en el que se encuentra la
mutacién descrita en la familia KE con el enzima de restriccion 7aid, da lugar a dos
fragmentos de 228 y 356 pb en el alelo normal, mientras que en presencia de la
mutacion (G/A) el sitio de restriccion desaparece.
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I11.4 Busqueda de variacion en el niumero de repeticiones de
trinucleétidos mediante electroforesis capilar

Dentro del analisis de variaciones en el gen FOXP2, se incluyd el andlisis de las
variaciones en el nuimero de repeticiones de los dos tramos de poliglutaminas
localizados en los exones 5 y 6, por medio de analisis del tamaino de fragmentos
utilizando electroforesis capilar. También se aplicd este método para determinar si
habia alguna expansidon en un microsatélite localizado en la regién promotora y para el
que se detecté una delecion de tres trinucledtidos en uno de los pacientes durante la
genotipacion.

El analisis del tamafio fragmentos se llevd a cabo en los siguientes pasos:
» Disefio de cebadores. En la tabla M27 se muestran los cebadores disefiados para

la amplificacion por PCR de la regién de interés, y el tipo de fluorocromo utilizado
en el marcaje.

Fragmento
analizado
Tramo 40 repeticiones
de glutaminas
Tramo de 10 repeticiones
de glutaminas

Cebadores (5'-3") Fluorocromo

PG40F: GCAAGAGCAGTTACATCTTC 6-FAM
PG40R2: ATGAGATAACCGGATCCTAC -
PG10F: CTCTAGACCTTGCTCCATAC HEX
PG10R: TGTTGCATCTGGAGAAGCTG -
Region CGG FP2P8-F2: GAGCGCAGACACCTTTCGGTG | 6-FAM
en promotor FP2P8-R2: TGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG | -

Tabla M27. Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de fragmentos de DNA analizados en
electroforesis capilar.

» Reaccion de PCR de la region de interés.
En la tabla M28 se muestran las condiciones de PCR aplicadas en cada

Caso.

Fragmento Mezcla de Programa de Temperatura Tamaiio
analizado reaccion reaccion de asociacion (pb)
Tramo 40 Mezcla con Programa

- o
repet|C|or)es de DMSO estandar 580C 213
glutaminas

Tramo de 10 Mezcla

repeticiones de estandar Poliglutaminas10 60.5°C 320
glutaminas

Region CGG en Mezcla con GC-Rich 610C 517
promotor glicerol 50%

Tabla M28. Condiciones de las reacciones de PCR utilizadas para amplificar los fragmentos de DNA
analizados en electroforesis capilar.

= Comprobacién de la amplificacién por PCR en gel de agarosa.

» Separacion de los posibles fragmentos en electroforesis capilar. Este paso y el
siguiente se llevaron a cabo por el Servicio de Secuenciacidon de la Universitat de
Valéncia.

» Lectura de resultados mediante el software GeneScan-v3.7.
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I1.5 Analisis de la secuencia de la region promotora del gen
FOXP2 en niiios con Trastorno Especifico del Lenguaje.

El andlisis de la secuencia de la regidn promotora del gen FOXP2 en nifos con
trastorno especifico del lenguaje (TEL), se llevd a cabo mediante amplificacion por PCR
y secuenciacion de los fragmentos obtenidos hasta formar un contig de la zona de
interés. La estrategia utilizada ha sido el paseo cromosdmico mediante PCR, basada en
el diseno de cebadores que amplifiguen fragmentos solapantes que puedan
ensamblarse para dar lugar a un contig que incluya toda la regiéon que se quiere
estudiar.

Exon s1

UF5-PGF--UF 5-F5SR +1
UPS-PSF--LIFS-P13R

-4694 pb +1677 pb

UPS-P12F--Prom2R
Prom1F--Prom1R
FromZF--FromZR
UPS-P2F--FP2P12R
Prom4F--FF2F12R
PromaF--Proma4R

FFZ2P1ZF--FPZFE-R1

FP2ZP12F--Prom&R
FP2PE-F1-FP2PE-R2
R e AL

Figura M1. Estrategia de secuenciaciéon de la regién promotora del gen FOXPZ, basandose en paseo cromosémico
mediante PCR.

La region secuenciada cubre 6371 pares de bases, entre -4694 y +1677, tomando
como sitio +1 la primera base del exén sl1. En la figura M1 se muestra la estrategia
inicial de fragmentos a secuenciar. En la tabla M29 se incluyen todos los cebadores
utilizados especificamente para amplificar y secuenciar los fragmentos del promotor.
En la medida de lo posible, se intentd utilizar cebadores ya disponibles procedentes del
estudio de asociacion (ver tabla M21). En ocasiones, ademas o en sustitucion de los
cebadores utilizados para la amplificacion se secuenciaron los productos con cebadores
internos.

Nombre Secuencia (5'-3")
Prom1F ACTTACTCGGTACACCTGGAG
PromiR | CTTTGCTCGCAAGTCAGTCGC
Prom2F GCACAAGTTAGTGCGGTTCG
Prom2R | AAGTACGTCCTCTCAGCAGAC
Prom3R | GAGTAAACGACGTGGAAATCC
Prom4F GGTACTTCAGAATCCTCTGC
Prom4R | GCTAGAGCTAGGGCGAAGCG
FP2P8-F1 | GTCCACGCGTTAGCACGACCG
FP2P8-R2 | TGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG
FP2P8-R1 | GCGCCAGGTGCCCTAAGAGAC
Prom5R | CCGCGAGGTGCGATTTCAC
Prom12F | GGCAACAATGAAGAGAAAGACAC
Prom13R | AACGCGATCAAGGCAGCAGTC

Tabla M29. Cebadores empleados especificamente en la
amplificacion de la region promotora del gen FOXP2.
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Las condiciones de las reacciones de PCR llevadas a cabo se muestran en la tabla M30.
En cuanto a las reacciones de secuenciaciéon, éstas se llevaron a cabo segin lo
detallado en el epigrafe II.1.6.

Cebadores
Cebadores | Mezcla Temperatura | Modificaciones Tamaiio para
de las de Programa de en el nimero | amplificado | S€cuenciar
reacciones | reaccion de PCR asociacién de ciclos p( b) los
de PCR de PCR P productos
de PCR
UPS-P6F Mezcla Programa o . UPS-P6F,
UPS-P5R estandar | estandar >7°C 35 ciclos 1159 UPS-P5R
UPS-P5F Mezcla Programa o . UPS-PSF,
UPS-P13R | estdndar | estdndar >6°C 35 ciclos 1193 UPS-P13R
UPS-P13F Mezcla Programa o ) UPS-P13F,
Prom3R estandar | promotor 1 60.5°C 1012 Prom3R
Prom1F Mezcla Programa 630C ) 975 Prom1F,
Prom1R estandar | promotor 1 Prom1R
Prom2F Mezcla Programa 620C ) 089 Prom2F,
Prom2R estandar | promotor 1 Prom2R
UPS-P3F
UPS-P3F Mezcla Programa o ) !
FP2P12R estandar | promotor 3 62°C 1339 FP2P12R,
Prom4F
Prom4F Mezcla Programa o ) Prom4F,
Prom4R estandar | promotor 2 >0.5°C 296 Prom4R
Prom4F,
papioR | estindar | promotor | 62 : 858 | FP2PLR,
p FP2P12F
Mezcla FP2P12F,
T,ig;ﬁ: con CG- F;mgatga() 600C - 859 PromsR,
Rich |P FP2P12R
Mezcla FP2P12F,
foaRial | con ce pﬁgﬁgatgas 580C : 1259 FP2P8-R1,
Rich Prom5R
Mezcla
FP2P8-F1 . | Programa o ) FP2P8-F1,
FP2P8-R2 COE/;G promotor 4 >5°C 659 FP2P8-R2

Tabla M30. Condiciones de las reacciones de PCR utilizadas para la obtencion de la secuencia promotora del gen FOXP2
en nifios con TEL.

En el caso del fragmento amplificado con los cebadores Prom4F y Prom4R, éste
comprende un polimorfismo consistente en un indel de la repeticion ACAC
(rs10539256). En las muestras en las que se observd que no eran homocigéticas para
la presencia o ausencia de la repeticion, el fragmento de PCR obtenido se clond
utilizando el TOPO-TA Cloning Kit (ver epigrafe 11.1.7) y se determind el genotipo tras
llevar a cabo PCR de colonia de 4-6 clones con los cebadores del vector, M13R y M13F
(Mezcla estandar de reaccion para PCR de colonia y Programa estandar con
temperatura de asociacion 51°C) y secuenciar.

El analisis de las secuencias obtenidas se llevd a cabo con el programa Seguencher de
forma que se obtuvo un contig para cada uno de los individuos analizados.
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I1.6 Analisis de la region promotora del gen FOXP2 en

primates

La estrategia de secuenciacion para analizar la regidon promotora del gen FOXP2 en
primates fue la misma que fue utilizada para el analisis de esta regiéon en nifios con

TEL, el paseo cromosdmico mediante PCR.

Las muestras de DNA utilizadas procedian del Coriel Institute for Medical Research

(tabla M3) o habian sido donadas por Jaume Bertranpetit.

Ademas, para el andlisis posterior de las secuencias, también se utilizaron secuencias

procedentes de base de datos, recogidas en la tabla siguiente:

Especie Numero de acceso Fragmento extraido | Base de datos
en base de datos
Homo sapiens NT_007933.14 38905318-38911575 NCBI
Pan troglodytes AC145868.2 190293-184036 NCBI
Macaca mulatta Jan 2006 Assembly Chr3:151,448,158- UCSC Genome
151,448,457 browser
Mus musculus AC150746.2 186000-195000 NCBI
Rattus norvegicus | AC106374.6 32000-40000 NCBI

Tabla M31. Secuencias de primates obtenidas de bases de datos.

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron dos tipos de cebadores:

* Los mismos cebadores que los utilizados para el analisis del promotor en

nifnos con TEL

» Cebadores especificos de las distintas especies de primates disefiados a

partir de las secuencias obtenidas de las mismas (tabla M32).

Nombre Secuencia (5'-3") Especie
P13F-P5 CTATTCGATTGCTGTTTGTC | Saguinus labiatus

Macaca sp., S. labiatus,
Prom7F TGTGTACAGAAAAGTGAAAGGC | L. /agotricha, E. patas,

G. gorila

Macaca sp., S. labiatus,
Prom8F GGGTGCCAGGGCTGCTTCCTC | L. lagotricha, E. patas,

G. gorila

Macaca sp., S. labiatus,
Prom10F GGCGCCTCGGCTTTGAAGTGC | L. /agotricha, E. patas,

G. gorila

Macaca sp., S. labiatus,
Prom11R CGGGCTTCCTCGTGGTCGCG | L. /agotricha, E. patas,

G. gorila

Tabla M32. Cebadores especificos de primates utilizados para la amplificacion de la region

promotora del gen FOXP2.

Las condiciones de las reacciones de PCR en las que se utilizaron son las siguientes:
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Mezcla de | Programade | Temperatura | Modificaciones al Tamaiio
Cebadores PCR gPCR de a.fociaci()n programa del ?Lobd)ucto

Prom8F Mezcla Programa 600C Desnaturalizacion 857
Prom11R estandar promotor 7 inicial 10’

Prom?7F Mezcla Programa 540C Desnaturalizacion 308
Prom3R estandar promotor 6 inicial 5

Prom10F Mezcla Programa 530C ) 976
UPS-P3R GC-Rich promotor 7

P13F-P5 Mezcla Programa 540C ) 1012
Prom3R estandar* promotor 1

Tabla M33. Condiciones de las reacciones de PCR especificas de primates.
*Utilizacion de DNA polimerasa con 5 u/ul (Roche).

Al igual que en la amplificacién de la regiéon promotora de nifos con TEL, los
fragmentos correspondientes a los productos obtenidos con los cebadores Prom4F y
Prom4R comprenden un polimorfismo consistente en un indel de la repeticion ACAC
(rs10539256). En los primates en los que se observd que no eran homocigotos para la
presencia o ausencia de esta repeticion se procedid igual que en el caso de los nifios
con TEL: el fragmento de PCR obtenido se clond en el vector del TOPO-TA Cloning Kit
(ver epigrafe del Material y Métodos I11.1.7) y se determind el genotipo tras llevar a
cabo PCR de colonia de 4-6 clones con los cebadores del vector, M13R y M13F
utilizando la mezcla estandar de reaccion para PCR de colonia, y el programa estandar
con temperatura de asociacion de 51°C y secuenciar.

I1.7 Analisis funcional de la regidon promotora

El plan de trabajo para llevar a cabo el analisis funcional se muestra en el siguiente

diagrama:

I Amplificacién de la regién reguladora de interés I

!

| Clonacidn en el vector pCR®2.1TOPO® |

!

Subclonacion en el vector de expresion

pSEAP2-Basic

i

| Transfeccion en células eucaridticas |

i

Medida de la actividad de la Fosfatasa Alcalina
Secretada (SEAP) y de la B-galactosidasa (5-gal).
Analisis estadistico de los resultados
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11.7.1 Regiones reguladoras analizadas

Se seleccionaron tres fragmentos a analizar, en base a los resultados obtenidos a partir
del andlisis de la regidn promotora en primates y la informacion sobre el grado de
conservacion de la base de datos del UCSC Genome Browser.

En la figura M2 se muestra las posiciones de los fragmentos analizados, tomando como
sitio +1 la primera base del exdn s1.

Exon sl
|
J T BT TN
Conservacion en mamiferos segin UCSC Browser
Prom12
-879 pb +1677 pb
Prom15
-408 pb +1677 pb
Prom16
-191 pb +1677 pb

Figura M2. Esquema de las potenciales regiones reguladoras analizadas. Se muestran las
tres regiones analizadas en el contexto del exén s1, asi como el diagrama de
conservacion de la region en mamiferos obtenido del UCSC Genome Browser.

11.7.2 Amplificacion de los fragmentos de interés de la region
reguladora

La amplificacion de los tres fragmentos a analizar se llevd a cabo en dos pasos. En
primer lugar se amplificd fragmento de mayor tamafo, al que se denominé Prom12, y
una vez clonado y subclonado se amplificaron los otros tomando a éste como molde.
Con este paso se asegur6 que la secuencia compartida de los tres fuera la misma, y
que no hubiera polimorfismos en las secuencias.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de los fragmentos se muestran
en la tabla M34. Estos cebadores llevaban en los extremos la secuencia
correspondiente a las dianas de restriccion del sitio de clonacién multiple donde se
pretendia clonar el fragmento.

Fragmento Cebadores (5'-3") Tamaio
Prom12 KpnI-Prom12F: ggtaccGGCAACAATGAAGAGAAAGACAC 7556
FP2P8R2-EcoRI: gaattcTGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG
Prom1s KpnI-Prom15F: ggtaccCTGCAAATCCGAACAATATTCTTCCC 2085
FP2P8R2-EcoRI: gaattcTGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG
Prom16 KpnI-Proim16F: ggtaccCCCTCCGAGGAGAGGCAGCCC 1868
FP2P8R2-EcoRI: gaattcTGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG

Tabla M34. Cebadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos de interés del ensayo funcional.
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La amplificacion de los fragmentos se llevd a cabo utilizando la polimerasa con prueba
de lectura Pwo SuperYield DNA Polymerase (Roche), con las condiciones de reaccion
estandar para esta polimerasa (Tabla M6 del apartado I1I.1.3) y el programa de PCR
disefiado para fragmentos largos (Tabla M7 del mismo apartado). Una vez amplificado
se llevd a cabo extraccion de banda, debido a que el enzima utilizado en la
amplificacion, Pwo, tiene actividad exonucleasa 5-3' que podria competir con la
posterior extension de adeninas y ademas, en el caso del fragmento Prom12, porque
de la amplificacién se obtenian bandas no especificas.

11.7.3 Clonacion en el vector pCR®2.1TOPO®

Previa a la clonacion, y puesto que la DNA polimerasa utilizada en la amplificacion por
PCR no afiade 1 adenina al extremo del fragmento amplificado, necesaria para la
clonacién en vectores TOPO-TA, se realizd una extension con dATPs de los fragmentos
de PCR purificados. Los componentes de la reaccién se muestran en la tabla M35. El
tiempo de incubacion de la reaccién fue de 15 minutos a 72°C.

Mezcla
Componentes de la estandar
mezcla

(uh)
DNA de la banda 2

Tampdn 10X con MgCl, 1.25
dATP (10 mM) 0.5
Netzyme (1 u/ul) 1
H,Od 8

Tabla M35. Componentes de la mezcla de reaccién para la
extension con adeninas de fragmentos de DNA.

La clonacién de los fragmentos de interés en el vector pCR®2.1TOPO® se llevd a cabo
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, con algunas modificaciones, como
se indica en el apartado II.1.7.

Una vez incubadas las placas sembradas, se procedidé a seleccionar las colonias con
inserto. A continuacion, se extrajo el DNA plasmidico y se testo la presencia del inserto
mediante digestion con £coRl. La reaccion de digestion para ello es la siguiente:

Componente | Cantidad
DNA plasmidico 1pl

Tampon EcoRl 2 ul
EcoRl 1l
H20d 16 pl

Tabla M36. Condiciones digestion
para comprobar presencia de inserto
en vector pCR®2.1TOPO®,

Para confirmar la ausencia de mutaciones en el inserto, éste se secuencié al completo

con cebadores del vector y cebadores internos (T7, M13R, Prom4F, FP2P12F, FP2P12R,
Prom3R, FP2P8-R2).
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11.7.4 Subclonacion en pSEAP2-Basic

Una vez confirmada la secuencia de los insertos, se llevd a cabo una digestion doble
del DNA plasmidico de los clones seleccionados, con el fin de liberar fragmentos
flanqueados por extremos Asp718 (isosquizomero de Aprl) y EcoRl, compatibles con el
sitio donde se pretendia subclonar en el vector pSEAP-Basic.

Las digestiones se corrieron en geles de agarosa y se extrajo el DNA de las bandas
correspondientes a los insertos, segun lo especificado en el apartado II.1.5.3.

Mezcla
Componentes de la estandar
mezcla

(uh)

DNA de miniprep 15
Tampdn B 10X 5
EcoRlL 5
Asp/18 5

H,Od 20

Tabla M37. Componentes de la reaccién de digestién para
liberar los fragmentos de interés del vector
pCR®2.1TOPO®.

La subclonacién en el vector pSEAP-Basic se llevd a cabo segun lo especificado en el

epigrafe I1.1.7.1.
La amplificacion del DNA de todos los vectores utilizados en la transfeccion se llevd a
cabo mediante el kit Genopure Plasmid Midi Kit (Roche).

11.7.5 Vectores de expresion utilizados

En la figura M3 se muestran los vectores de expresion utilizados en los experimentos
de transfeccion.
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Figura M3. Vectores de expresion utilizados en los experimentos de transfeccion.
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El vector pSEAP2-Basic se utilizo como control negativo puesto que carece de
promotor de células eucaridticas, asi como de secuencias activadoras. En el sitio de
clonacion mdltiple (MCS), localizado en 5’ respecto al gen de la Fosfatasa Alcalina
Secretada, fue donde se clonaron los fragmentos cuya actividad promotora se
pretendia evaluar.

El vector pSEAP2-Control se utilizd como control positivo, ya que consiste en el
vector pSEAP2-Basic en el que se han incluido el promotor SV40, aguas arriba del gen
que codifica para la Fosfatasa Alcalina Secretada y secuencias activadoras aguas abajo.
El vector ppgal que contiene también el promotor de SV40, en este caso en 5
respecto del gen que codifica para la B-galactosidasa, se utilizd como control para
normalizar todos los experimentos de transfeccion.

11.7.6 Transfeccion en células eucarioticas

La transfeccién de las construcciones obtenidas se llevo a cabo en dos tipos celulares:
células CHO-K1, procedentes de ovario de hamster chino, ampliamente utilizadas para
este tipo de estudios y células H23, procedentes de una cepa de células tumorales de
pulmén humano.

Las células CHO-K1 se cultivaron en medio F12 Ham (Gibco) y las células H23 con
medio D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle's media) con GlutaMAX™ I, 4500 mg/L D-
Glucosa y Piruvato de Sodio (Gibco), en ambos casos con 10% de suero bovino fetal y
1% de penicilina/estreptomicina como antibidticos.

En cada tipo celular se llevaron a cabo dos experimentos independientes de
transfeccién, en los que se transfectaron 3 réplicas para cada una de siguientes
construcciones:

= pSEAP2-Prom12 + ppgal

= pSEAP2-Prom15 + ppgal

= pSEAP2-Prom16 + ppgal

= pSEAP2-Basic + ppgal (control negativo de la actividad SEAP)
= pSEAP2-Control + pBgal (control positivo de la actividad SEAP)

El método de transfeccién utilizado fue mediante la utilizacion del agente Fugene®HD
(Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, el protocolo fue el
siguiente:

= Realizar varios pases de las células desde su descongelacion.

= Sembrar en placas de 6 pocillos 300.000-600.000 células (misma cantidad en
todos los pocillos del ensayo) y esperar hasta que el cultivo alcance una
confluencia de >80% (12-48 horas en funcién de la cepa utilizada).

= Diluir el DNA para transfectar en medio Optimem atemperado a temperatura

ambiente. En nuestro caso se afiadieron 1 ug de cada uno de los vectores a

cotransfectar: ppgal y la construccién correspondiente.

Afiadir 4 ul de reactivo Fugene®HD a la mezcla anterior.

Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Afadir la mezcla a las células.

Incubar a 37°C con atmoésfera de 5% de CO, durante 48 horas.
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11.7.7 Medida de la actividad de la Fosfatasa Alcalina
Secretada y de B-galactosidasa

11.7.7.1 Preparacion de extractos para la medida de actividades de la
Fosfatasa Alcalina Secretada y la f-galactosidasa

La preparaciéon de extractos para medir la actividad de la Fosfatasa Alcalina Secretada
(SEAP) se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones del kit de deteccidn Great
EscAPe SEAP Reporter System 3 (BD Bioscience).

En el caso de la obtencién de extractos celulares para medir la actividad de la B-
galactosidasa se siguieron dos protocolos diferentes en los dos tipos de células
empleados. En el caso de las células CHO-K1 las células se tripsinizaron, se
resuspendieron en PBS 1X y se siguié el protocolo recomendado para células en
suspension por la casa comercial del kit utilizado para medir la actividad de la B-
galactosidasa (B-Ga/ ELISA, Roche). En el caso de las células H23, se siguid el
protocolo recomendado para células adherentes.

11.7.7.2 Medida de la actividad de la Fosfatasa Alcalina Secretada y la 3-
galactosidasa

La medida de ambas actividades se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial correspondiente. La actividad de la p-galactosidasa se midié en el lector
de placas Fluostar OPTIMA de BMG Labtech. La actividad de la SEAP se determind por
el método de luminiscencia y se midié en un lumindmetro de placa (WALLAC Victor
1420 Multilabel HTS Counter).

Los valores de las concentraciones se obtuvieron a partir de curvas de calibracion
realizadas con Fosfatasa Alcalina Secretada y p-galactosidasa. Para cada una de las
muestras obtenidas (tres repeticiones para cada construccién cotransfectada) se
midieron dos réplicas y se tomd como valor final el valor medio de ambas.

Los valores finales de concentracion de SEAP se normalizaron para cada muestra con
los valores obtenidos para la B-galactosidasa.

I1.8 Analisis de metilacion

A través de las bases de datos UCSC Genome Browser (Human Mar. 2006 Assembly) y
Human Genome Segmental Duplication Database se localizé una isla GC en la region 5’
del gen FOXP2, solapante con el primer exdn transcrito, el exon s1 (figura R1 de
resultados).

Para determinar el grado de metilacion de la isla GC encontrada, se llevaron a cabo

dos aproximaciones, una mas general mediante enzimas de restriccion sensibles a
metilacion y otra mas especifica como es la secuenciacion por bisulfito.
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11.8.1 Analisis de metilacion mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion sensibles a metilacion

La determinacion del grado de metilacidon mediante enzimas de restriccidén esta basada
en la amplificacién de fragmentos de DNA en los que se encuentran dianas para
enzimas sensibles a metilacion, antes y después de digerir el DNA con dichos enzimas.
La mayoria de enzimas de restriccion tipo II son sensibles a metilacion, es decir, no
reconocen el sustrato cuando esta metilado. Por tanto, si la amplificacién por PCR se
produce de forma normal después de la digestion, sera un indicativo de metilacion y
viceversa. Por el contrario, en el caso de un enzima que Unicamente corta en presencia
de metilacion, la amplificacion por PCR después de la digestion sera indicativa de
dianas metiladas.

Para valorar el estado general de metilacion en diferentes areas cerebrales y analizar
posibles diferencias globales entre pacientes y controles, se prepararon mezclas de
DNA de varios individuos. En la tabla M38, se muestra el nimero de DNAs de cada una
de las mezclas, asi como la regién cerebral utilizada.

~ ] N° de DNAs en la
Region Pacientes o controles
mezcla

Circunvolucion temporal Controles 4
superior izquierda Pacientes 5
Circunvolucion temporal Controles 4
superior derecha Pacientes 3
Circunvolucion del Controles N
cingulo izquierda Pacientes 4
Circunvolucion del Controles >
cingulo derecha Pacientes 3

Tabla M38. Muestras utilizadas para el analisis de metilacion con enzimas de restriccion.

El protocolo que se siguid fue el siguiente:

= Digestion con las enzimas de restriccion Hpall (sensible a metilacion) o McBC (que
Unicamente corta si la diana esta metilada) de 100 ng de DNA en un volumen total
de 50 L. Incubacion de 16 horas a 37°C.

= Inactivacion del enzima, 10 minutos a 70°C.

= PCR con cebadores de la region de interés del DNA digerido y del DNA sin digerir,
que funciona como control positivo. En la tabla M39 se presentan los cebadores
utilizados, y en la tabla M40 las condiciones de las reacciones de PCR asi como, el
tamafio del producto amplificado y el nimero de dianas de las enzimas empleadas.

= Comprobacion y analisis de los fragmentos obtenidos en geles de agarosa.
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Nombre Secuencia 5'-3’
UPS-P3F GGCTTTCTGCACTTCAAGTGG
UPS-P3R GTTGTTGGCAATGCGAACTGTAC
Prom4F GGTACTTCAGAATCCTCTGC
Prom4R GCTAGAGCTAGGGCGAAGCG
FP2-P8F2 GAGCGCAGACACCTTTCGGTG
FP2-P8R2 TGCGGAGCGTCCCAAGCGGTG

Tabla M39. Cebadores utilizados en el analisis del grado de
metilacion mediante la utilizacion de enzimas de restriccion
sensibles a metilacion.

R Dianas Dianas
N Mezcla de | Programa | Temperatura del
ombre PCR de PCR de asociacion roducto Hpall McrBC
P (ob) | (CCGE) | (PuCmG)
UPS-P3F Mezcla Programa o
UPS-P3R estandar cDNA1 >7°C >81 1 12
Prom4F Mezcla Programa o
Prom4R estandar Promotor 2 >0.5°C 296 3 16
FP2P8-F2 | Mezcla con Programa o
FP2P8-R2 | glicerol 50% | Promotor 3 >6°C >17 2 34

Tabla M40. Condiciones de las reacciones de PCR realizadas en el analisis del grado de metilacion mediante
la utilizacion de enzimas de restriccion sensibles a metilacion.

En la figura M4 se muestra un esquema de la localizacion de los fragmentos
analizados.

UPS-P3F—UPS-P3R Prom4F-Prom4R FP2P8-F2—FP2P8-R2
(-714, -133) (-233, +63) (+1161, +1677)
—> <+
—> -« Exon sl — -«
-714pb 1677pb
+1

Figura M4. Localizacién de los fragmentos de PCR utilizados para analizar el estado de metilacién mediante enzimas de
restriccién, respecto de la posicion de la primera base del exén s1.

11.8.2 Analisis del estado de metilacion mediante la técnica
del bisulfito

La técnica del bisulfito permite mostrar las 5'metilcitosinas en cadenas individuales,
siendo la metodologia mas exacta para monitorizar el estado de metilacion (Frommer,
1992). El protocolo esta basado en el tratamiento de DNA gendmico con bisulfito, que
convierte los residuos de citosina en uracilo, mientras que las 5-metilcitosinas
permanecen sin modificar. En las subsecuentes amplificaciones por PCR, utilizando
cebadores especificos para las cadenas individuales modificadas, todos los residuos de
uracilo y timinas son amplificados como timinas, y Unicamente la 5-metilcitosina es
amplificada como citosina. El producto resultante puede ser secuenciado directamente
o clonado en bacterias y secuenciado posteriormente. En la figura M5 se muestra una
representacion de las modificaciones en la composicion de bases que tiene lugar
durante el proceso.
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Secuencia original

5/ATTGCTGCTCYCG CGTTACCGTCTCTGTCCACCCTGCAS

Py eyt

3’ TAACGACGAGGC 'GC"AATGGCAGAGACAGGTGGGACGTS’

Desnaturalizacién con NaOH

5/ATTGCTGCTCYCG CGTTACCGTCTCTGTCCACCCTGCAS

+

3’ TARCGACGAGGC'GC"ARTGGCAGAGACAGGTGGGACGTS

Tratamiento con bisulfito

5 ’ATTGTTGTTTMCGMCGTTATTGTTTTTGTTTAETTGTA:S !

+

Material y Métodos

37 TAATGACGAGGCMGCMAATGGTAGAGATAGGTEGATGT5 !

Reaccidn de PCR especifica de cadena

5 ’ATTGTTGTTTMCGMCGTTATTGTTTTTGTTTAETTGTAB !
37 TAACAACAAAGCMGCMAATAACAAAAACAAATA_AAACAT5 !

+

37 TAATGATGAGGCMGCMAATGGTAGAGATAGGTEGATGT5 !
5 ’ATTACTACTCMCGMCGTTACCATCTCTATCCAECTACAB !

Figura M5. Descripcion de los cambios
en la composicién de bases nucleétidicas
de una secuencia ejemplo de DNA a lo
largo del tratamiendo de modificacion
por bisulfito. Al ser modificadas, las dos
cadenas de DNA dejan de ser
complementarias y la amplificacion por
PCR se lleva a cabo de forma
independiente en cada una de ellas.
(Figura cedida por Dr. Dagnall, con
modificaciones).

11.8.2.1 Muestras analizadas por medio de la modificacion con bisulfito

Para llevar a cabo el analisis se parti6 de DNA gendmico obtenido a partir de muestras
de cerebro postmortem humano de diferentes regiones de la corteza cerebral,
procedentes de pacientes esquizofrénicos e individuos control. Estas muestras habian
sido donadas al centro SANE POWIC (SANE Prince of Wales Internacional Centre) de
Oxford. En la tabla M41 aparecen reflejadas las muestras individuales utilizadas en este

analisis.

Muestra Localizacion Hemisferio | Paciente/Control
E11 Circunvolucion Paciente
E21 temporal superior Control
G17 Circunvolucion Paciente
G29 del parahipocampo Control
A12 Circunvolucion Paciente
A21 del cingulo Control
F1 Circunvolucion Control
F18 temporal superior Paciente
H17 Circunvolucion Paciente
H28 del parahipocampo Control
B5 Circunvolucion Control
B15 del cingulo Paciente
Homo sapiens Leucocitos Control
Pan troglodytes Cerebro
Gorilla gorilla Leucocitos

Tabla M41. Muestras utilizadas en el andlisis del estado de metilacion por medio de la
modificacién con bisulfito.
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11.8.2.2 Diseio de cebadores

Debido a la especial composicion del DNA convertido (tratado con bisulfito) respecto al
original, el disefio de cebadores especificos para la amplificacion de DNA convertido
con bisulfito se llevé a cabo siguiendo las siguientes consideraciones especiales:

Tamafio de 25-30 bases.

Temperaturas de asociacion similares en cada pareja de cebadores.

Temperatura de asociacion del cebador directo mayor que la temperatura de
asociacion tedrica del cebador reverso para DNA no convertido.

Minimizacidn de tramos repetitivos, especialmente Cs no CpGs y Ts.

Extremos 3’ finalizando en repeticiéon de citosinas no CpG, para facilitar la
discriminacion entre DNA convertido por bisulfito y DNA no convertido.

Evitar dinucledtidos CG dentro de la secuencia del cebador, puesto que se pierde
informacidn del estado de metilacion en el sitio.

El tamafio del producto amplificado debe reflejar un equilibrio entre maximizar el
numero de dinucledtidos CG amplificados y las limitaciones de tamano debido a la
naturaleza fragmentada del DNA tratado. Tamafio maximo de unas 300 pb.

Una vez convertido el DNA por medio del bisulfito, la composicion de bases de las
cadenas originales deja de ser complementaria. En nuestro trabajo Unicamente se
disefiaron cebadores para una de las cadenas originales, en concreto la cadena con
sentido 5-3".

La localizaciéon de los fragmentos analizados respecto al primer exén del gen y la isla
CG se muestran en la figura M6. Los oligonucledtidos utilizados, asi como el tamano
del producto obtenido se muestran en la tabla M42.
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Regidn bisulfito CG1 Regidn bisulfito G2
(-430, -192) (+1230, +1455)
] |
Exdn s1
Gen FOXP2 R >
Isla CG

Figura M6. Localizacién de los fragmentos utilizados para analizar el estado de metilacién
mediante bisulfito, respecto de la posicion de la primera base del exon si.

Tamaiio del
Nombre Secuencia 5’-3’ producto
(pb)
CGF3 GCGGGTTGTTTATATAGTAGGTGGATT 289
CGR2 CAAAACTACCTCTCCTCGAAAAAA
CG2F3 GTTATTTGGAAGTTTATAGTGGTT 274
CG2R3 TAACTTTTCCTCCCTACTCTAAAA

Tabla M42. Cebadores utilizados para la amplificacion de DNA convertido con bisulfito.
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11.8.2.3 Tratamiento con bisulfito

Previa a la modificacion con bisulfito se llevd a cabo un pretratamiento del DNA
consistente en digerir 1 ug del DNA gendmico con 10 unidades de EcoRl durante 2
horas, con posterior adicion de 1ug de Proteasa K e incubacién durante 12 horas a
37°C. El producto resultante se purific6 mediante precipitacion con NHAc 4M (ver
apartado II.1.5.2) o utilizacion del kit Qiaex IT (Qiagen).

La modificacién con bisulfito se llevo a cabo mediante dos kits:
»  GpGenome DNA Modification kit (Chemicon Internacional, Inc.)
= EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)

Ambos kits estan basados en el mismo proceso. Inicialmente, las bases nitrogenadas
quedan expuestas mediante la desnaturalizacion del DNA por medio de un medio
alcalino y de temperatura suave. A continuacién, una sal de bisulfito da lugar a que las
citosinas no metiladas sean sulfonadas y desaminadas hidroliticamente, dando lugar a
uracil sulfonato como intermediario. EI DNA se une entonces a particulas o a un
soporte de tipo columna y se eliminan las sales. La conversidon a uracilo se completa
mediante desulfonacion alcalina, tras la que se purifica de nuevo el producto para
eliminar las sales.

A continuacion, se presenta brevemente el protocolo utilizado para cada uno de los kits
utilizados.

En caso de utilizar el GpGenome DNA Modification kit, el producto de la digestion se
resuspendia en 18 ul de H,0, mientras que cuando se utilizd el EpiTect Bisulfite Kit se
resuspendioé en 20 ul. En ambos casos, la cantidad total de DNA para convertir era la
misma.

=  GpGenome DNA Modification kit (Chemicon Internacional)

Modlificacion con bisulfito

- Incubar los siguientes componentes a 50°C durante 10"

Digestion DNA gendmico purificada (1 pg) 18 ul
NaOH 3M (preparado en el momento) 7
H,Od 75 ul

- Anadir 550 ul de DNA Modlification Reagent I (solucién que contiene la sal de
bisulfito), preparada en el momento y mezclar con vortex.
- Incubar a 50°C durante 20 horas.

Eliminacion de sales inicial

- Ahadir 5 ul de DNA Modification Reagent III, agitado vigorosamente
previamente para su correcta resuspension.

- Anadir 750 ul de solucidon DNA Modification Reagent II, preparada en el
momento y mezclar.

- Incubar a temperatura ambiente durante 5-10'.

- Centrifugar a 10000 rpm durante 30”. Eliminar sobrenadante.

85



Material y Métodos

- Afadir 1 ml de Etanol al 70%, mezclar con vortex y centrifugar a 10000 rpm
durante 30”. Descartar sobrenadante. Repetir este paso 3 veces.

- Centrifugar a 10000 rpm durante 2'. Eliminar sobrenadante residual con
pipeta.

Desulfonacion, sequnda eliminacion de sales y elucion

- Anadir 50 pl de NaOH 20mM/Etanol 90%. Mezclar por vortex.

- Incubar 5’ a temperatura ambiente.

- Centrifugar brevemente para que todo el contenido vaya al fondo.

- Afadir 1 ml de Etanol al 90%. Mezclar por vortex y centrifugar a 10000 rpm
durante 30”. Descartar sobrenadante. Repetir este paso 2 veces.

- Centrifugar a 10000 durante 3'. Eliminar sobrenadante residual con pipeta.
- Dejar secar durante 15’ al aire.

- Anadir 25 pl de tampdn TE

- Incubar en TE a 50°C durante 15'.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 3'.

- Transferir sobrenadante con DNA modificado a un nuevo tubo.

Solucion Composicion

Por muestra:

0.227 g de DNA Modification Reagent I (atemperado)
20 pl de NaOH 3M (recién preparado)

571 ul H,Od

Por muestra:

DNA Modification Reagent IT 1.35 g de DNA Modiification Reagent II
750 pl de la mezcla: 1 ul B-mercaptoetanol/20 ml H,Od
1 g de NaOH

8.3 ml de H,0d

En 1 ml:

900ul Etanol 100%

6.6 ul NaOH 3M

93.4 ul H,Od

10 ml de Tris-HCI (pH 8.0)

TE 400ul EDTA 0.25 M
990 ml H,0d

Tabla M43. Composicion de las soluciones utilizadas en la modificacion por bisulfito mediante el kit
GpGenome DNA Modification kit.

DNA Modlification Reagent I

NaOH 3M

NaOH 20mM/Etanol 90%

» EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)

Modificacion con bisulfito

- Mezclar los siguientes componentes:

Digestion DNA gendmico purificada 20 pl
Mezcla de bisulfito 85 ul
Tampodn de proteccion de DNA 35 ul

- En un termociclador, llevar a cabo el siguiente programa de ciclos:
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Paso Tiempo | Temperatura

Desnaturalizacion | 5 min 990C
Incubacion 25 min 60°C
Desnaturalizacion | 5 min 990C
Incubacion 85 min 60°C
Desnaturalizacion | 5 min 990C
Incubacion 175 min 60°C

- 200C

Purificacion del DNA convertido

- Centrifugar brevemente para que todo el contenido del tubo quede en el
fondo.

- Transferir la reaccién a un tubo de 1.5 ml.

- Anadir 560 ul de 7ampon BL recién preparado con 10ug/ml de RNA carrier.
Mezclar con vortex.

- Trasferir mezcla a una columna Epitect spin con tubo colector.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 1'. Descartar eluido.

- Anadir 500 ul de 7ampon BW.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 1'. Descartar eluido.

Desulfonacion

- Anadir 500 ul de 7ampon BD. Incubar 15’ a temperatura ambiente.
- Centrifugar a maxima velocidad durante 1'.

Purificacion y elucion

- Anadir 500 ul de 7ampon BW. Centrifugar a maxima velocidad durante 1'.
Descartar eluido. Repetir este paso.

- Colocar la columna en un tubo colector de 2 ml nuevo y centrifugar durante
1’ para eliminar cualquier residuo liquido.

- Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml nuevo.

- Anadir 20 ul de 7ampodn de Elucion.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 1'.

- DNA convertido queda en el tubo de 1.5 ml.

11.8.2.4 Amplificacion por PCR del DNA convertido

La amplificacion de los fragmentos de interés se llevd a cabo con REDTaq® ReadyMix™
PCR Reaction Mix (Sigma Aldrich) bajo las siguientes condiciones:

Temperatura
Nombre Mezcla | Programa de
de PCR | de PCR . .
asociacion

CGF3 Mezcla | Programa 610C
CGR2 REDTaqg | bisulfito

CG2F3 Mezcla | Programa 590C
CG2R3 | RED7ag | bisulfito

Tabla M44. Condiciones de las reacciones de PCR utilizadas
para amplificar fragmentos de DNA convertidos con bisulfito.
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El volumen total de reaccién se cargd en geles de agarosa al 1.5% y una vez
confirmada la especificidad y tamafio de los productos, se purificaron a partir del gel
mediante el kit Qiaex II (Qiagen).

11.8.2.5 Clonacion de los productos de PCR

El producto resultante de la amplificacion de DNA convertido con bisulfito puede ser
secuenciado directamente o clonado en bacterias y secuenciado posteriormente. El
primer caso es técnicamente mas complicado, mientras que el segundo ademas de ser
mas sencillo, proporciona mas informacion, permitiendo determinar la proporciéon de
células en las que un sitio esta metilado. Por esta razon, en nuestro caso clonamos los
productos de PCR obtenidos.

Asi, los productos de PCR purificados se clonaron utilizando el sistema pGEM-T® Easy
Vector, (descrito en el epigrafe 11.1.7), transformando en células de E£.co/i IM109 o E.
coli XL-Blue (epigrafe 11.1.7.2).

Las células transformadas se sembraron en placas con Ampicilina, X-Gal e IPTG (ver
tabla M18, para concentraciones) y se seleccionaron las colonias blancas como aquellas
que integraron el vector con el producto de PCR insertado.

11.8.2.6 Obtencion de la secuencia de cada clon

A continuacion se llevod a cabo una PCR de colonia con los cebadores M13R y T7, o SP6
y T7 presentes en el vector de clonacion (las secuencias se muestran en tabla M9,
epigrafe 11.1.3.1). La mezcla de reaccidn de la amplificacion fue la mezcla estandar vy el
programa el programa bisulfito, con temperatura de asociacion de 51°C. Se amplificd
un minimo de 4 clones positivos. Los productos de PCR se purificaron por precipitacion
con NH4Ac 4M y secuenciaron.

La mayor parte de las reacciones de secuenciacion, con mezcla y programa estandar,
se llevaron a cabo en el laboratorio de Genética Molecular de la Universitat de Valéncia
y los productos se enviaron al Servicio de Secuenciacién. Parte de las reacciones
fueron llevadas a cabo por el Servicio de Secuenciaciéon del Departamento de
Bioguimica de la Universidad de Oxford.

I1.9 PCR cuantitativa

11.9.1 Muestras analizadas

En la tabla M45 se muestran las muestras de RNA procedentes de diferentes areas
cerebrales disponibles para el analisis por PCR cuantitativa. Como se menciond
previamente, estas muestras habian sido donadas al centro SANE POWIC (SANE Prince
of Wales Internacional Centre) de Oxford.
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. .. | Circunvolucién | Circunvolucion
Circunvolucion .
Sexo p temporal del Paracingulado
del cingulo . .
superior parahipocampo
Izg Dcho Izq Dcho Izq Dcho Izg Dcho
Controles M 6 4 6 4 5 3 6 4
F 3 3 2 4 3 4 4 7
Pacientes M 4 3 6 3 4 1 6 3
F 5 3 6 4 5 3 4 3

Tabla M45. Muestras disponibles para el andlisis por PCR cuantitativa.

11.9.2 RT-PCR

El protocolo seguido para la conversién de RNA en cDNA se muestra a continuacion:
- Descongelacion en hielo de la muestra de RNA.
- Dilucion en H,O libre de RNasas de 1 ug de RNA en un volumen total
de 11 pL.
- Adicion de 1 uL de Random Primer Hexanucleotides 300 mM (Promega)
- Incubacion durante 5" a 65°C.
- Durante la incubacién, preparacion de la mezcla:

Componente Cantidad/muestra
Tampon First Strand 5X 4 uL
DTT,; ditiotreitol ( 0.1M) 1puL
dNTPs (10 uM) 2 uL
SuperScript™ III Reverse 1ul
Transcriptase (200 U/uL)
Total 8 uL

SuperScript™ IIT Reverse Transcriptase, DTT y tampon 5X (Invitrogen).

- Centrifugacion breve de los tubos, para llevar el contenido al fondo, y
colocacién de los tubos en hielo.

- Adicion de los 8 uL de mezcla preparados a cada tubo.

- Incubacién 5’ a temperatura ambiente.

- Incubacioén de 1 hora a 50°C.

- Inactivacién durante 5’ a 60°C.

11.9.3 Disefio de cebadores para la PCR cuantitativa

El disefio de cebadores que amplificaran exclusivamente c¢cDNA se llevd a cabo
utilizando el programa PerlPrimer (versién 1.1.14), introduciendo la secuencia
correspondiente al mensajero del gen FOXP2 (Numero de acceso: AY144615) y la
secuencia de DNA gendmico correspondiente procedente de la base de datos del UCSC
Genome Browser.

Los cebadores para el gen RPII, utilizado para normalizar, fueron amablemente
cedidos, por el doctor James Close, investigador del centro SANE POWIC (SANE Prince
of Wales Internacional Centre) de Oxford.

Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran a continuacion:
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Tamaiio
Nombre Secuencia (5'-3") del producto | Region amplificada
(pb)
FOXQF | GGTGCAACAGTTAGAAATACAG 116 Exones 9-11
FOXQR ACCAGATTTAGAGGTTTGGGA
RPIIF GTGCGGCTGCTTCCATAA 228 Exones 24-26
RPIIR GCACCACGTCCAATGACAT

Tabla M46. Cebadores utilizados para la PCR cuantitativa.

11.9.4 Condiciones de Ila amplificacion por PCR para
comprobar conversion del RNA a cDNA

Para cada muestra se comprobd mediante reaccién de PCR especifica de cDNA que la
conversion de RNA a cDNA habia funcionado correctamente. El programa de PCR
utilizado fue el Programa cDNA 1, con 60°C como temperatura de asociacion. La
mezcla de reaccion fue la mezcla estandar.

11.9.5 qRT-PCR

Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron mediante el uso de SYBR Green. El
SYBR Green es un marcador fluorescente que se une al surco pequeho de las
moléculas de DNA de doble cadena aumentando entonces la intensidad de la emision
de fluorescencia. Asi, durante la PCR, la polimerasa DNA AmpliTag Gold® amplifica la
secuencia diana, creandose productos de PCR. El marcador SYBR Green I se une
entonces a cada nueva copia de DNA de doble cadena. Conforme progresa la PCR, se
generan mas productos de PCR. Puesto que el marcador SYBR Green I se une a todos
los DNAs de doble cadena, el resultado es un aumento de la intensidad de
fluorescencia proporcional a la cantidad de producto de PCR producida.

En la figura M7 esta esquematizado el proceso:

® e [
5 ¥ > » @
0 ¢ o
0 ‘ o

3 5 3 5

A B
5 3 Cebadores
@ @& @0
@ SYBRGreen

3 @ @ @ 5 @  SYBR Green emitiendo

C fluorescencia

Figura M7. Esquema del funcionamiento del SYBR Green, utilizada en
la PCR cuantitativa. A. Cuando el DNA esta desnaturalizado, el marcador
SYBR Green flota libre en el medio. B. La fase de extensién comienza cuando
los cebadores se unen al DNA molde. C. Cuando la polimerizacién se completa,
el SYBR Green se une a los productos de PCR sintetizados, emitiendo
fluorescencia.
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Para las reacciones de PCR cuantitativa se usé el Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), que incluye todos los componentes necesarios, a excepcion de
los cebadores y el DNA.

Las mezclas de reaccidn, en funcién de los diferentes experimentos realizados, fueron
las siguientes:

Componente Cantidad

Experimentos 1, 2, y 3 | Experimento 4

H,Od 10 uL 7.8 uL

Cebador F (10 mM) 0.75 uL 0.6 uL

Cebador R (10 mM) 0.75 uL 0.6 uL

Master Mix SYBR 12.5 uL 10 pL

cDNA procedente de la RT-PCR 1uL 1uL

Total 25 uL 20uL

Tabla 47. Mezcla de reaccion para PCR cuantitativa con Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems).

Previo el analisis de las muestras procedentes de cerebro, se optimizaron las
condiciones de la PCR cuantitativa para cada par de cebadores.

Segun el experimento realizado, se usaron 2 o 3 réplicas de cada muestra de cDNA
(experimentos 1-2 y 4, dos réplicas; experimento 3, tres réplicas).

Finalmente, el programa de PCR utilizado para todos los experimentos fue el siguiente:

Ciclo | Pasos | Temperatura (°C) Tiempo

1 1 25 30 seg

2 1 95 3 min
L 95 30 seg Andlisis

3 2 60 30seg | X350 en tiempo real
3 72 30 seg

4 1 95 1 min

5 1 55 1 min

6 1 55 10 seg

Tabla M48. Programa de PCR utilizado para los experimentos de PCR cuantitativa con
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

En cada uno de los experimentos, ademas de con las muestras problema, se llevd a
cabo la reaccion con diluciones seriadas (1, 1/5, 1/25, 1/125, 1/625) de uno de los
cDNAs, con el fin de obtener la recta patrén, a partir de la cual se calcularon los
valores de las muestras problema (ver siguiente apartado de analisis y cuantificacion
de resultados).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el sistema de deteccion de PCR en
tiempo real /Cycler iQ (Bio-Rad Laboratories).
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11.9.6 Analisis y cuantificacion de resultados

Para el analisis de los resultados obtenidos se utilizd el software asociado al sistema de
deteccidn utilizado, /Cycler iQ Optical System Software version 3.1.7050, y el programa
Excel de Microsoft.

Se utilizd uno de los métodos mas comunes de analisis de resultados de PCR
cuantitativa: la cuantificacion mediante la utilizacién de curvas estandar.

Para ello, se obtuvieron las curvas estandar correspondientes a cada gen analizado, a
partir de las reacciones correspondientes a las diluciones seriadas realizadas. En estas
curvas estandar, las concentraciones relativas de las diluciones se expresaron en
unidades arbitrarias y se representaron los logaritmos en base 10 frente a los valores
de Ct o ciclo umbral, que indican el nimero fraccional de ciclo en el que la cantidad de
diana amplificada alcanza un umbral determinado. A partir de esta representacion se
obtuvo una recta patron con la que, para cada uno de los valores de Ct de las
muestras problema se extrapol6 la concentracion inicial relativa de cada una de ellas.

Para normalizar los resultados del gen FOXP2 se utiliz6 el gen RPII.

Los pasos a seguir, realizados con el programa Excel de Microsoft fueron los
siguientes:
= Obtencién de las medias aritméticas de los valores de FOXP2y RPII para
cada muestra.
= Division de la media obtenida para el gen FOXP2 entre la obtenida para el
gen RPII.
La desviaciéon estandar de este cociente se calcula a partir de las desviaciones
estandars de los valores de FOXP2y RPII, siguiendo las siguientes férmulas:

— 2 2
CVNorM — /\/ Vroxps + CVgprf

S Desviacion estandar
V= —=
X Media

Desviacion estandaryopy ——=  (CViorm) (Mediayogy)

= Designacién de una de las muestras como calibrador.

= Division del valor de cada muestra normalizada entre el valor de la muestra
normalizada utilizada como calibrador.
En este caso se trata de una divisidon por una constante arbitraria, por lo
que el valor cv de este resultado es el mismo que el valor cvyorw. Para
obtener la desviacion tipica se multiplica por el nuevo valor de media.
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II1. Herramientas informaticas y bases de datos

II1.1 Programas informaticos
111.1.1 Programas utilizados en el estudio de asociacion

Para el estudio de asociacién se ha utilizado una amplia variedad de programas
informaticos.

A continuacion se muestran todos ellos, junto con un breve resumen de para qué
fueron empleados:

= SPSS

Los datos originales de la genotipacion fueron introducidos en una base de datos de
SPSS, en la que se encuentran también una larga serie de variables demograficas y
clinicas de todos los individuos.

El SPSS permitid llevar a cabo tablas de contingencia de los SNPs con diferentes
variables y obtener los valores de x* y valores P asociados al correspondiente test
exacto de Fisher.

»  Haploview

Este programa se utilizd para determinar si las distribuciones de alelos para cada uno
de los SNPs estudiados se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

También permitié obtener valores de desequilibrio de ligamiento entre marcadores
moleculares bialélicos y realizar representaciones graficas con ellos.

Ademas, este programa tiene implementada la herramienta tagger. Esta herramienta
permite la seleccidn y evaluacion de tagSNPs de datos genotipicos como los presentes
en el International HapMap Project. Los usuarios pueden especificar regiones
gendmicas de interés en las que el programa elige los tagSNPs que capturan todas las
variantes de interés (Barrett et a/.,, 2005).

» SNPstats (http:/ /bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm)

Este programa permitid realizar analisis de asociacion entre polimorfismos bialélicos y
la esquizofrenia u otras variables clinicas (Sole et al., 2006).

Si la variable respuesta es dicotdmica, aplica el método estadistico de regresién
logistica, y proporciona una estimacion de la OR (odds ratio) para cada genotipo
respecto al de referencia, que sirve como medida de asociaciéon al cuantificar cuanto
mas probable es la aparicion de una determinada enfermedad en presencia de un
genotipo dado respecto a cuando no esta presente.

En el caso de variables con mas de dos niveles ¢ estados, el programa utiliza el
método estadistico de regresion lineal y proporciona un valor medio junto con el error
estandar para la variable respuesta en cada clase, segun el modelo de herencia. El
valor medio para la clase mas frecuente se asume como valor de referencia y se
calcula su diferencia con las medias de las otras clases.

Al mismo tiempo que lleva a cabo el analisis de asociacion, este programa prueba qué
modelo de herencia se ajusta mas a las proporciones observadas en los grupos
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comparados partiendo de la base de que cada genotipo esta formado por dos alelos y
el riesgo del genotipo depende del numero de copias de determinado alelo que
contiene. Asi, en funcién del nimero de copias que se necesitan para modificar el
riesgo, los modelos disponibles son los siguientes:

= modelo codominante. modelo general en el que cada genotipo tiene un
riesgo diferente y no aditivo, donde se compara el heterocigoto y el
homocigoto para el alelo de menor frecuencia con el homocigoto para el
alelo mas frecuente,

= modelo dominante: modelo en el una copia de un alelo es suficiente para
modificar el riesgo, y por tanto, genotipos homocigotos y heterocigdticos
que la contienen tienen el mismo riesgo

» modelo recesivo: en el que se necesitan dos copias para cambiar el riesgo

» modelo de sobredominancia. modelo en el que el heterocigoto tiene mayor
riesgo

= modelo aditivo. en el que cada copia de determinado alelo modifica el
riesgo de forma aditiva.

Para ayudar al usuario a seleccionar el mejor modelo, el programa calcula el criterio de
informacion akaike (AIC) vy el criterio de informacién bayesiano (BIC), de manera que el
modelo a seleccionar es aquel cuyos valores AIC y BIC son menores.

=  UNPHASED
El programa UNPHASED permite realizar andlisis de haplotipos. Implementa inferencias
de maxima probabilidad en el efecto de los haplotipos al tiempo que permite la
inclusién de datos perdidos, como aquellos con fase incierta y genotipos perdidos.
Proporciona tests de haplotipos tanto a nivel global, buscando diferencias entre los
grupos estudiados para todos los haplotipos, como a nivel individual, dando valores de

OR, % y significacién para cada haplotipo. Ademads, se pueden realizar permutaciones
que permiten validar la consistencia de los resultados (Dudbridge et al., 2008).

»  Quanto
Este programa se utilizd para calcular la medida de poder estadistico de nuestras

muestras, en funcion de las frecuencias alélicas obtenidas y el modelo determinado por
el programa SNPstats (Gauderman et al., 2002).

111.1.2 Programas de analisis de secuencias

Sequencher

Programa ampliamente utilizado para el anadlisis de las secuencias obtenidas las
reacciones de secuenciacion.

DNAstar

De este programa se utilizaron las herramientas SegManil v5.0y EditSeq v5.0 para el
analisis de las secuencias de los productos de secuenciacion del analisis de metilacion.
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GeneScan-v3.7
Utilizado para el andlisis del tamafio de fragmentos de DNA.
ClustalX 1.83 y ClustalW (este ultimo incluido en MEGA4)

El programa ClustalX 1.83 fue utilizado para el alineamiento inicial de las secuencias de
primates. Posteriormente se llevaron modificaciones manuales del alineamiento, en
aquellas posiciones no resueltas correctamente por el programa.

Al alineamiento de las secuencias de primates se afadieron las secuencias
correspondientes a las especies Mus musculus 'y Rattus norvegicus. Este paso se llevd
a cabo dentro del programa Clusta/lW implementado en el paquete MEGA4, con la
opcion de mantener los huecos existentes.

111.1.3 Programas de analisis evolutivo

111.1.3.1 Paquete informatico Genomatix

= FE/ Dorado

El programa de anotacidén gendémica £/ Dorado de Genomatix contiene informacion de
las secuencias gendmicas de diferentes organismos y utiliza informacion de diferentes
fuentes junto con datos generados con algoritmos propios de Genomatix. Ofrece
informacién, entre otros, de regiones promotoras y predicciones realizadas con el
programa Promoter Inspector, también incluido en el paquete Genomatix, para los
genes anotados.

Del programa £/ Dorado se extrajeron los promotores anotados situados en la region 5’
del gen FOXPZ, de las especies H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, M. musculus.

»  Promoter Inspector

Este programa se utilizd para obtener predicciones de regiones promotoras para las
especies analizadas en este trabajo no disponibles en £/ Dorado (Scherf et al., 2000).

» GEMSs Launcher y MatInspector

Con el fin de determinar la presencia de sitios de union a factores de transcripcién
conservados dentro de las secuencias estudiadas se utilizd la herramienta GEMs
Launcher de Genomatix, que proporciona un listado de estos sitios de unién presentes
en comparaciones de secuencias multiples. La busqueda la lleva a cabo Matinspector,
también herramienta de Genomatix, que utiliza una amplia biblioteca de descripciones
de matrices para los sitios de unidén a factores de transcripcion, para localizar los
complementarios de DNA. Proporciona datos de similitud de la secuencia problema con
la matriz para el sitio de unién al factor de transcripcion asi como similitud con
Unicamente el nucleo o core de ese mismo sitio. Ademas, asigna un indice de calidad a
los aciertos, permitiendo su filtrado y seleccion en funcion de la similitud de la matriz
con la secuencia testada (Quandt et a/,, 1995).
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I11.1.3.2 Otros programas de analisis evolutivo

= F-Shadows

Este programa es una herramienta para llevar a cabo andlisis comparativo de
secuencias cercanas. Estd basado en la consideracion de que mutaciones en los
diferentes linajes se acumulan independientemente en cada uno de ellos durante la
evolucion. Analiza alineamientos de secuencias multiples del programa Clustal/lV,
obtenidos de secuencias muy similares en comparaciones pareadas e identifica
aquellas regiones que han acumulado pequefias cantidades de mutaciones a través de
la evolucién. Para esto utiliza dos aproximaciones: Islas del Modelo Oculto de Harkov
(Hidden Harkov Model Islands, HMMI) y el Umbral de divergencia (Divergente
Threshold, DT) para distinguir entre regiones que evolucionan neutralmente y regiones
que lo hacen funcionalmente (Ovcharenko et al., 2004).

= Mulan

El programa Mulan detecta regiones conservadas evolutivamente en alineamientos y
permite implementar lo que se conoce como phylogenetic shadowing o
ensombrecimiento filogenético, estrategia utilizadas para identificar elementos génicos
con baja tasa de mutacion en comparaciones de secuencias multiples de especies muy
cercanas (Ovcharenko et al., 2005).

= PaupUp

Programa utilizado para obtener las relaciones filogenéticas entre las secuencias de las
especies analizadas. Incorpora herramienta para llevar a cabo el mode/ test, que
permite determinar el modelo evolutivo mas adecuado cuando se lleva a cabo un
analisis por maxima verosimilitud.

=  PhymlL online (http://atgc.lirmm.fr/phyml/)

Programa filogenético basado en el principio de maxima verosimilitud (Guindon and
Gascuel, 2003).

= MEGA4

Programa que integra herramientas para llevar a cabo alineamientos manuales y
automaticos de secuencias, inferencia de arboles filogenéticos y estima de tasas
evolutivas. MEGA is an integrated tool for conducting automatic and manual sequence
alignment.

111.1.4 Otros programas

= Perlprimer
Programa utilizado para el disefio de cebadores especificos de cDNA.

»  CpG Island Searcher (http:/ /www.cpgislands.com/)
Este programa permite definir islas CG a partir de secuencias proporcionadas por el
usuario asi como representar de forma grafica todos los dinucledtidos presentes en la
secuencia.
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= Excel (Microsoft)

II1.2 Bases de datos y direcciones de Internet

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/)

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Human Genome Duplication Database (http://projects.tcag.ca/humandup/)

Hapmap Genome Browser (http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap_B36/)
SymAltias (http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/)
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Resultados

I. Variaciones estructurales en el gen FOXP2y en
HAR1A

La primera parte de los resultados incluye un analisis de variaciones estructurales de
los genes FOXP2y HARIA en relacion con el desarrollo de alucinaciones auditivas en
pacientes psicoticos, asi como con otras alteraciones del lenguaje.

Este analisis esta centrado principalmente en el gen FOXPZ2, debido a que es el primer
gen relacionado directamente con una alteracion del lenguaje (Lai et al., 2001). Asi,
para este gen se ha llevado a cabo un estudio de asociacion caso-control en el que se
compararon las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de diferentes
polimorfismos, entre pacientes y controles, asi como en diferentes variables clinicas del
espectro psicético.

Continuando con el andlisis del gen, se han buscado posibles expansiones de los
tramos de poliglutaminas, ya que expansiones de este tipo de trinucledtidos se
encuentran asociadas a diferentes enfermedades mentales.

Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio del gen FOXP2 en nifos con Trastorno
Especifico del Lenguaje (TEL), en el que se realizd la busqueda de las mutaciones
descritas en regién codificante, asi como un analisis de la regidon promotora.

En cuanto al gen HARIA, este gen se caracteriza por incluir una regién con evolucién
acelerada en el linaje humano (Pollard et a/, 2006). Dada la propuesta de que la
esquizofrenia constituye un desorden especificamente humano (Crow, 2000) y
teniendo en cuenta que la evolucidn acelerada de genes implicados en desarrollo del
sistema nervioso podria estar relacionada con el origen del H. sapiens, se considero
que un gen de las caracteristicas del gen HARIA podria constituir un buen gen
candidato para la esquizofrenia.

1.1 Estudio de asociacion caso control con polimorfismos del
gen FOXP2

El gen FOXPZ2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (7g31) como se muestra
en la figura R1.

‘Chr\? a3t 1) (1]

chr7: 113668600] 1137660606] 113500606] 1130060008] 1146068008] 114106068] 114206068
UCSC Gene Predictions Based on RefSeq, Unifrot, GenBank, and Comparative Genomics

ganre uis b3 .:;|.|......{

FOXP2 k4 t + Hi--1

FOXF2 HE--1

FOXF2 4 t H--
F i

Figura R1. Contexto gendmico en el que se localiza el gen FOXPZ2. Figura extraida del UCSC Genome
Browser.
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Los SNPs estudiados se distribuyen a lo largo de una regién de unas 605 Kb, donde se
encuentra el gen, desde las posiciones -4282 hasta +601779 tomando como sitio +1
el primer nucledtido del exon s1. Estas posiciones se basan en la secuencia del gen
FOXPZ2 denominada “Homo sapiens full length insert cDNA clone YX52EQ0/', procedente
del UCSC Genome Browser (Figura R2). Los SNPs se localizan aguas arriba del gen y
en las regiones intrénicas de los 26 exones que lo componen, encontrandose la
mayoria de ellos en la region reguladora en 5’y cercanias del exdn s1, asi como en los
intrones de exones no codificantes.

El estudio de asociacidon se aplico a una muestra de 293 pacientes (215 con
alucinaciones auditivas, AA) y 340 controles. Se analizd un total de 32 SNPs de los
cuales 6 resultaron monomoérficos en nuestra muestra. En la tabla R1, se muestran
estos polimorfismos, asi como el nimero de individuos analizados para confirmar la
ausencia de variacion. Puesto que los polimorfismos rs1358278 y rs2396722 se
encontraron en completo desequilibrio de ligamiento en estudios previos, se decidid
genotipar unicamente el segundo de ellos.

P s s Individuos
SNP Método genotipacion analizados
rs6466478 RFLPs 50 controles, 42 pacientes
rs13308496 iPLEX™-MassArray 333 controles, 276 pacientes
rs7784307 RFLPs 18 controles, 46 pacientes
rs10276237 RFLPs 20 controles, 48 pacientes
rs7798050 RFLPs 48 controles, 48 pacientes
rs10254225 iPLEX™-MassArray 333 controles, 276 pacientes

Tabla R1. SNPs monomorficos en la muestra analizada.

Las frecuencias alélicas y genotipicas para el resto de polimorfismos se muestran en las
tablas R4 y R5. Todos los polimorfismos, con excepcidon de rs717233 se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Los valores de P asociados al test de equilibrio de
Hardy-Weinberg se muestran en la tabla R2. Las frecuencias genotipicas del
polimorfismo rs717233 no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo que
este polimorfismo no se tuvo en cuenta a la hora de realizar los analisis de asociacion.

Valores P del test de equilibrio SNPs Valores P del test de equilibrio
Hardy-Weinberg Hardy-Weinberg
Controles Pacientes Controles Pacientes

rs7803667 1.0 0.3744 rs2694941 0.215 0.6228
rs10447760 0.7394 0.2217 rs1852469 0.3018 0.7478
rs6961558 1.0 1.0 rs10255943 1.0 0.7105

rs923875 1.0 0.2088 rs10486026 0.3348 0.9273
rs1597548 1.0 0.9671 rs2396753 0.0638 0.9787
rs10500038 0.3499 1.0 rs17137124 0.0596 0.4863
rs4730626 0.204 0.8688 rs7799652 0.7255 0.5769

rs717233 0.0391 0.4304 rs1456029 0.3627 0.9972
rs1668335 0.7392 0.3942 rs12670585 0.7125 0.5963
rs11771168 0.9577 0.8903 rs1456031 0.3718 1.0
rs1916977 0.1774 0.7229 rs2396765 0.7525 0.5808
rs2396722 0.6377 1.0 rs1456021 0.6308 0.7897
rs2253478 0.7714 0.5998

Tabla R2. Polimorfismos estudiados y resultados del test de equilibrio de Hardy-Weinberg en los grupos analizados.
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Figura R2. Distribucion de todos los polimorfismos estudiados en la region del gen FOXP2. Las distancias reflejadas
corresponden al nimero de pares de bases respecto a la primera base del exdn s1, tomada como sitio +1. Se incluyen
en la figura los dominios conocidos del gen.

101



Resultados

1.1.1 Analisis del desequilibrio de ligamiento

En las figuras R3 y R4 se muestran los esquemas del desequilibrio de ligamiento (LD)
obtenido para controles y pacientes respectivamente. Los valores de LD de r* se
calcularon mediante el programa Haploview v4.1 (ver Material y Métodos, epigrafe
III.1). Para cada SNP se puede observar este parametro respecto al resto de los
polimorfismos genotipados del gen, siguiendo la diagonal a partir de una de las
esquinas de cada caja. Los colores de las cajas indican los siguientes valores de r*:
r> = 0, blanco; 0 < r* < 1, distintos tonos de gris; r* = 1, negro. En la parte superior de
cada diagrama se indica la posicién relativa de cada uno de los polimorfismos
genotipados sobre la regién analizada de cada gen.

Como puede observarse, los valores de LD obtenidos en este estudio varian a lo largo
de la amplia regién analizada. El rango de valores r? se encuentra entre valores de 0 y
0.968, tanto para controles como para pacientes.
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Figura R3. Representacion de los valores de desequilibrio de ligamiento (LD) entre los polimorfismos analizados para
el grupo de controles. En el grafico aparecen representados los valores de r? sobre 100. El cddigo de color es el
siguiente r’= 0 blanco, r’=1 negro, valores intermedios en grados de color gris, estimados por el programa
Haploview v4. 1. Las barras rojas representas posibles bloques de LD.

No se observan grandes bloques de LD. Unicamente destacan como posibles bloques
los conjuntos formados por los polimorfismos rs7803667/rs10447760/rs6961558/
rs923875, que abarcan 12 Kb, rs1916977/rs2396722/ rs2253478/rs2694941, de 50 Kb,
y rs1456031/rs2396765/ rs1456021 de 31 Kb (Figuras R3 y R4). Estos patrones de LD
son similares entre pacientes y controles, indicando ausencia de grandes diferencias en
las frecuencias de recombinacion entre los diferentes polimorfismos en ambos grupos
muestrales.
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En la figura R5 se muestra un grafico de la misma region extraido del HapMap,
correspondiente a la poblacién CEU, que es la mas cercana a la poblacién muestral
utilizada en este estudio. Aunque no se puede hacer una comparacion precisa de los
resultados obtenidos en este estudio con los obtenidos en el HapMap, si se observa en
los esquemas que en ambos casos, en la regidon cromosdmica analizada, los mayores
valores de LD se encuentran en los extremos y fragmento central, con zonas de bajo
LD que separan esas areas.
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Figura R4. Representacion de los valores de LD entre los polimorfismos analizados para el grupo de pacientes. En
el gréfico aparecen representados los valores de r? sobre 100. El cddigo de color es el siguiente r?= 0 blanco, r’=1
negro, valores intermedios en grados de color gris, estimados por el programa Haploview v4.1. Las barras rojas
representas posibles bloques de LD.
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Figura R5. Esquema de los valores r* de LD disponibles para la region analizada obtenidos a partir de la base de
datos del HapMap (HapMap Data Rel 23a/ phasell Mar 2008).
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1.1.2 Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en
pacientes y controles

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos del andlisis de la distribucion de
frecuencias genotipicas y alélicas en los grupos estudiados. Como se hace mencion en
el apartado de Material y Métodos (apartado I1.2.2), algunos de los polimorfismos ya
han sido analizados en otros estudios. Sin embargo, Unicamente hay dos estudios de
asociacién de SNPs del gen FOXP2 en relacion con esquizofrenia, ambos de nuestro
grupo y con una muestra mas pequeia, submuestra del presente estudio (Sanjuan et
al., 2005; Sanjuan et al., 2006b).

El estudio de asociacion se ha realizado en distintos grupos muestrales, tal y como se
indica en la tabla R3 y se especifica en el epigrafe 1.1.1 del Material y Métodos. El
nimero de individuos corresponde al numero de muestras obtenidas en la
genotipacion por RFLPs (con excepcion de rs6169558). En el caso de muestras
genotipadas por iPLEX™-MassArray, los valores pueden ser menores debidos a fallos
en la genotipacion (las muestras que fallaban en la genotipacion por RFLPs se repetian
hasta obtener el genotipo). Si es asi, el nimero de individuos aparecera reflejado en la
tabla del correspondiente analisis.

Grupos comparados en el test de asociacion Nuamero de individuos
. 340
Control/Paciente

/ 293
Control/Paciente con AA 340
215
. . . 340
Control/Paciente con esquizofrenia 14

Tabla R3. Grupos muestrales comparados en el test de asociacion y numero de individuos en cada

comparacion.

Por claridad, sblo se presentaran en las tablas resultados correspondientes a las
comparaciones controles-pacientes y controles-pacientes con AA.

En las tablas R4 y R5 se muestran, las frecuencias genotipicas y alélicas de cada
grupo. Ademas se incluyen los valores % y valores P asociados a los correspondientes
tests de asociacion mediante test exacto de Fisher. Los valores MAF (Minor Allele
Freqguency) fueron mayores de 0.02 en todos los polimorfismos analizados.

Al comparar pacientes frente a controles no se encontraron diferencias significativas en
las frecuencias genotipicas para ninguno de los SNPs. Respecto a las frecuencias
alélicas, se encontraron diferencias significativas Unicamente en rs10447760 (x’=
3.993, P=0.046), aunque este valor no se mantiene significativo al corregir por
Bonferroni (P=1).
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Frecuencias 2 Frecuencias 2 P
SNP genotipicas x P alélicas x (*)
rs7803667 TT TA AA T A
Controles (%)659) (01 122) (0239) 0.71 0.29
: : : 3.145 | 0.208 2.587 0.108
Pacientes 125 139 29 0.66 0.34
(0.43) (0.47) (0.1) ' '
rs10447760 CC CT T C T
193 125 22
Controles 0.57) | (0.37) | (0.06) s.506 | 0.061 0.75 0.25 3.093 0.046
Pacientes 139 133 21 0.70 0.30 (1.00)
(0.47) (0.45) | (0.07) ’ ’
rs6961558 GG GA AA G A
Controles 323 16
0 0.98 0.02
(N = 339) (0.95) 1(0.05) 0.666 | 0.431 0.652 | 0.419
Pacientes 282 10 0 0.98 0.02
(N = 292) (0.97) (0.03) ) )
rs923875 AA AC CC A C
Controles (323‘:;) ((}Z‘;) (05115) 061 | 039
: : : 1.597 | 0.455 0.831 0.362
Pacientes 94 154 45 0.58 0.42
(0.32) (0.53) | (0.15) ) )
rs1597548 CC CG GG C G
300 39 1
Controles 0.94 0.06
(088) | (0.11) | (0.002) |4 455 | 0.840 0.492 | 0.483
Pacientes 263 30 0 0.95 0.05
(0.9) (0.1) ) ’
rs10500038 CC CT T G A
Controles 213 99 7
0.82 0.18
(N=319) | (067) |(0.31) | (0.02) |4 374|510 0.7 | 0.403
Pacientes 171 84 10 0.80 0.20
(N = 265) (0.65) (0.32) | (0.04) ’ )
rs4730626 GG GA AA G A
Controles 201 96 18
0.79 0.21
(N = 315) (0.64) (0.3) (0.06) 2.124 | 0.349 1.871 0.171
Pacientes 178 75 9 0.82 0.18
(N = 262) (0.68) (0.29) | (0.03) ) )
rs1668335 GG GA AA G A
Controles 163 125 27
0.72 0.28
(N=315) | (0.52) | (04) | (0.09) | q4g5 | 0.913 0.011 | 0.917
Pacientes 139 100 24 0.72 0.28
(N = 263) (0.53) (0.38) | (0.09) ) '
rs11771168 CC CT T C T
Controles 192 112 15
0.78 0.22
(N=319) | (06) |(035)] (0.05) |g334 | 0.897 0.095 | 0.789
Pacientes 164 88 13 0.78 0.22
(N = 265) (0.62) (0.33) | (0.05) ) i
rs1916977 AA AG GG A G
Controles 183 107 24
0.75 0.25
(N=314) | (0.58) |(0.34)] (0.08) | 400 | 0.824 0.019 | 0.892
Pacientes 152 94 17 0.76 0.24
(N = 263) (0.58) (0.36) | (0.06) ) )
rs2396722 T TC CC T C
Controles (3 122) (01 ‘2}) (043 4) 0.64 0.36
- - - 0.375 | 0.838 0.032 0.857
Pacientes 121 134 38 0.64 0.36
(0.41) (0.46) | (0.13) ) )
rs2253478 GG GA AA G A
Controles (})2;3) ( 01?:& ) (05116) 0.62 0.38
- - - : 1.900 | 0.402 0.003 0.954
Pacientes 100 129 35 0.62 0.38
(0.38) (0.49) | (0.13) ) )

Tabla R4. Frecuencias genotipicas y alélicas en controles y pacientes con los valores de x y P asociados.
Se indican los valores de N en aquellos SNPs en los que N<340 en controles y N<293 en pacientes.

2 corresponden a tests en los que en mas de una de las clases los valores esperados son menores de 5.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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SNP Frecuencias genotipicas xz P Frecuencias alélicas xz (z)
rs2694941 T TA AA T A
Controles 144
(N = 315) 110 (0.35) (0.46) 61 (0.19) 0.58 0.42
bacientes 154 0.198 | 0.909 0.001 | 0.979
(N = 261) 89 (0.34) (0.48) 48 (0.18) 0.58 0.42
rs1852469 AA AT T A T
Controles | 319 (0.94) (0236) 0 0.97 0.03
é3 1 1.863° | 0.388 1.247 | 0.264
Pacientes 269 (0.92) (0.08) | (0.003) 0.96 0.04
rs10255943 GG GA AA G A
Controles 154 126 34
(N = 314) (049) | (04) | (O.11) | gg37 |0.672 009 o3t 0.001 | 0.973
Pacientes 125 114 24 0.69 031
(N = 263) (0.48) (0.43) (0.09) ) )
rs10486026 TT TC CC T C
Controles 196 97 22
(N = 315) (062) |(031) | (0.07) | ;385 |0.305 078 022 0.275 | 0.600
Pacientes 163 89 11 0.79 0.21
(N = 263) (0.62) (0.34) (0.04) ) )
rs2396753 AA AC CC A C
Controles (09;9) (3 8565) (0556) 0.56 0.44
: : : 4.860 | 0.089 3.759 | 0.053
Pacientes /3 153 6/ 0.51 0.49
(0.25) (0.52) (0.23) ) )
rs17137124 T TC CC T C
Controles (08;5) (3 379) (0836) 0.49 0.51
- . : 1.915 | 0.383 1.825 | 0.177
Pacientes 86 139 68 0.53 0.47
(0.29) | (0.47) | (0.23)
rs7799652 T TG GG T G
Controles 87 168 64
(N = 319) ©.27) 1(053) 1 (02 | 5437 |0.346 il o 1.488 | 0.223
Pacientes 87 129 49 0.57 0.43
(N = 265) (0.33) (0.49) (0.18) ) )
rs1456029 AA AG GG A G
Controles 192 109 18
(=319 | (©6) |(039| 006) |,ee5 o427 | "2 11728 089
Pacientes 147 98 20 0.74 0.26
(N = 265) (0.55) (0.37) (0.08) ) )
rs12670585 CC CT TT C T
Controles 156 126 33
(=315 | ©5) | 04| ©1 |45 o608 | 2 | o573 | 0.4
Pacientes 134 107 21 0.72 0.28
(N = 262) (0.51) (0.41) (0.08) ) )
rs1456031 T TC CC T C
Controles (0959) (3 359) (07273) 0.53 0.47
: : : 2.387 | 0.308 2.116 | 0.146
Pacientes 101 133 29 0.57 0.43
(0.34) (0.45) (0.2) ) )
rs2396765 T TC CC T C
Controles 111 149 57
(N = 317) (035 |(047)] (018) | 5059 | 0.356 o o 1.598 | 0.206
Pacientes 100 127 36 0.62 0.38
(N = 263) (0.38) (0.48) (0.14) ) )
rs1456021 T TG GG T G
Controles 116 158 60
(N = 334) (0.35) (0.47) (0.18) 3.676 | 0.157 0.58 0.42 2.085 | 0.079
Pacientes 109 134 35 0.63 0.37
(N = 278) (0.39) (0.48) (0.13) ) )

Tabla R4. Continuacion.
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SNP Frecuencias 2 P Frecuencias 2 P
genotipicas x (*) alélicas x (*)
rs7803667 T TA AA T A
Controles (%)659) (3 122) (0239) 0.71 0.29
v - . 2.240 0.328 2.047 0.153
Pacientes con AA 3 100 22 0.67 0.33
(0.43) (0.47) (0.1) ) ’
rs10447760 CcC CT T C T
Controles ((}953;) ((}%,3) (0236) 0.75 0.25
. . . 3.842 0.148 2.673 0.102
Pacientes con AA 104 96 15 0.71 0.29
(0.48) (0.45) (0.07) ) )
rs6961558 GG GA AA G A
Controles 323 16
— 0 0.98 0.02
.(N = 339) (0.95) (0.05) 0.317° | 0.369 0.310 | 0.578
Pacientes con AA 207 8 0 0.98 0.02
(N =215) (0.96) (0.04) ) )
rs923875 AA AC CC A C
Controles (52357) (53‘;) (05115) 061 | 039
: : : 0.465 0.784 0.275 0.600
Pacientes con AA /3 109 33 0.59 0.41
(0.34) (0.51) (0.15) ) )
rs1597548 CC CG GG C G
300 39 1
Controles 0.94 0.06
(2'598) (0;61) (0.002) | 4.094° | 0.956 0.0001 | 0.991
Pacientes con AA (0.88) (0.12) 0 0.94 0.06
rs10500038 CcC CT T G A
Controles 213 99 7
_ 0.82 0.18
(N = 319) (067) | (031) | (0.02) | 358 | 0.206 1.720 | 0.189
Pacientes con AA 126 64 10 0.79 0.21
(N = 200) (0.63) (0.32) (0.05) ) )
rs4730626 GG GA AA G A
Controles 201 96 18
— 0.79 0.21
(N = 315) (064) | (03) | (0.06) | 4495 | 0.404 1.586 | 0.208
Pacientes con AA 137 55 8 0.82 0.18
(N = 200) (0.68) (0.28) (0.04) ) )
rs1668335 GG GA AA G A
Controles 163 125 27
" 072 | 0.28
(N = 315) (052) | (04) | (0.09) | ¢85 | 0.867 0.003 | 0.955
Pacientes con AA 102 83 15 0.72 0.28
(N =200) (0.51) (0.42) (0.08) i )
rs11771168 CC CT T C T
Controles 192 112 15
_ 0.78 0.22
.(N = 319) (0.6) (0.35) (0.05) 0.415 0.822 0.329 0.566
Pacientes con AA 126 65 9 0.79 0.21
(N = 200) (0.63) (0.32) (0.04) i )
rs1916977 AA AG GG A G
Controles 183 107 24
_ 0.75 0.25
(N = 314) (058) | (034) | (0.08) | ¢693 | 0.740 0.062 | 0.804
Pacientes con AA 116 72 12 0.76 0.24
(N = 200) (0.58) (0.36) (0.06) ) )
rs2396722 T TC CcC T C
Controles ((}122) (g‘ﬂ) (01;1 " 064 | 036
: : : 0.094 0.956 0.063 0.802
Pacientes con AA o1 9> 29 0.64 0.36
(0.42) (0.44) (0.13) ) )
rs2253478 GG GA AA G A
Controles 128 138 51
_ 0.62 0.38
(N = 317) 04) | (044) | (016) | ¢545 | 0.904 0.143 | 0.705
Pacientes con AA 82 88 29 0.63 0.37
(N = 199) 0.41) | (0.44) | (0.15) : ’

Tabla R5. Frecuencias genotipicas y alélicas en controles y pacientes con AA con los valores de ¥ y P asociados.
Se indican los valores de N en aquellos SNPs en los que N<340 en controles y N<215 en pacientes con AA.

@ corresponde a tests en los que en mas de una de las clases los valores esperados son menores de 5.

b corresponde a tests en los que debido a la falta de clases, el test se realizé a partir de una tabla 2x2 en lugar de 3x2.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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SNP Frecugncias xz P Frecyencias xz P
genotipicas (*) alélicas (*)
rs2694941 T TA AA T A
Controles 110 144 61
0.58 0.42
(N = 315) (0.35) | (046) | (019) | 4475 | o.915 0.049 | 0.824
Pacientes con AA 66 94 38 0.57 0.43
(N = 198) (0.33) (0.47) (0.19) ) )
rs1852469 AA AT T A T
Controles (03193) (0236) 0 097 | 0.03
. . 2.226° 0.329 1.342 0.246
Pacientes con AA 197 17 1 0.96 0.04
(0.92) (0.08) | (0.005)
rs10255943 GG GA AA G A
Controles 154 126 34
0.69 0.31
(N = 314) (049) | (04) | (1) | o650 | 0.730 0.015 | 0.904
Pacientes con AA 94 87 19 0.69 031
(N = 200) (0.47) | (0.44) | (0.1) : '
rs10486026 TT TC CC T C
Controles 196 97 22
0.78 0.22
(N = 315) (062) | (031) | (0.07) | 5930 | 0.234 0.657 | 0.418
Pacientes con AA 126 67 7 0.79 0.21
(N = 200) (0.63) (0.34) (0.04) ) ’
rs2396753 AA AC CC A C
99 186 55
Controles (029) | (0.55) | (016) | ¢,c0 | 0.010 056 | 044 g.1g3 | 0:004
Pacientes con AA 4 115 >> (0.24) 0.48 0.52 (0.096)
(0.21) (0.53) (0.26) ) )
rs17137124 T TC CC T C
84 167 89
Controles (025) | (049) | 026) | 4430 | 0124 0 | %t |, 209 | 0:040
Pacientes con AA 68 103 44 0.56 0.44 (0.96)
(0.32) (0.48) (0.2) ) )
rs7799652 TT TG GG T G
Controles 87 168 64
0.54 0.46
(N = 319) (027) | (033) | (02) | 3539 | 0.203 2.385 | 0.123
Pacientes con AA 66 102 32 0.58 0.42
(N =200) (0.33) (0.51) (0.16) ) )
rs1456029 AA AG GG A G
Controles 192 109 18
0.77 0.23
(N = 319) 06) | (034) | (0.06) | 5547 | 0.325 2.164 | 0.141
Pacientes con AA 110 73 17 0.73 0.27
(N = 200) (0.55) (0.36) (0.08) ) ’
rs12670585 CC CT TT C T
Controles 156 126 33
0.70 0.30
.(N = 315) (0.5) (04) 0.1) 1.244 0.553 0.639 0.424
Pacientes con AA 102 82 15 0.72 0.28
(N = 199) (0.51) (0.41) (0.08) ) )
rs1456031 TT TC CC T C
Controles (09289) ((} ig) (07273) 0.53 0.47
. . . 3.842 0.148 3.242 0.072
Pacientes con AA /3 106 36 0.59 0.41
(0.34) (0.49) (0.17) ) )
rs2396765 TT TC CC T C
Controles 111 149 57
0.59 0.41
(N = 317) (035) | (047) | (018) | 3549 | 0.203 1.716 | 0.192
Pacientes con AA 74 100 24 0.63 0.37
(N = 198) (0.37) (0.51) (0.12) ) )
rs1456021 T TG GG T G
Controles 116 158 60
0.58 0.42
(N = 334) (035) | (047) | (018) | 4473 | 0.104 3.043 | 0.081
Pacientes con AA 82 106 24 0.64 0.36
(N = 212) (0.39) (0.5) (0.11) ) ’
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Resultados

Cuando se comparan controles frente a pacientes con AA se obtuvieron diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas para el polimorfismo rs2396753 (x*=9.269,
P=0.010). Al comparar frecuencias alélicas, ademas de este polimorfismo (x*=8.183,
P=0.004), se encontraron diferencias para rs17137124 (x?=4.209, P=0.040). Sin
embargo, al igual que en el caso anterior, estos valores no se mantienen significativos
tras la correccién multiple obteniéndose como valores P corregidos P=0.24 y P=0.096
al comparar frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2396753, y P=0.96
para frecuencias alélicas del polimorfismo rs17137124.

Cuando se compararon controles con pacientes con esquizofrenia (datos no
mostrados), los resultados fueron similares. Se obtuvieron diferencias en las
frecuencias genotipicas para los polimorfismos rs2396753 (x°=6.163, P=0.047) y
rs10447760 (x*=7.164, P=0.029), aunque estas diferencias dejan de ser significativas
al realizar la correccion de Bonferroni (P=1 y P=0.696, respectivamente). Respecto a
las frecuencias alélicas, se obtuvieron diferencias significativas nuevamente para el
polimorfismo rs2396753 (x*=5.434, P=0.020), y una tendencia para el polimorfismo
rs10447760 (x*=3.705, P=0.054), aunque tras corregir por Bonferroni, se pierde la
significacion (P=0.474 y P=1 respectivamente).

El programa SNVPStats permitid, mediante regresion logistica testar qué modelo de
herencia se ajustaba mas a las proporciones observadas en casos y controles. Al
mismo tiempo este programa proporciona una medida de asociacion basada en la
estimacion de la odds ratio (OR), al cuantificar cuanto mas probable es la aparicion de
la enfermedad en presencia de determinado genotipo respecto a cuando no esta
presente.

A continuacion se muestra para cada polimorfismo, qué modelo se ajusté mas en las
comparaciones realizadas, esto es, qué modelo obtuvo un menor valor para el BIC
(Criterio de Informacidn Bayesiana), junto con los valores de OR y valor P asociado
(Tablas R6 y R7).

Al comparar pacientes con controles mediante regresion logistica con el programa
SNPstats se observa que hay diferencias significativas para el polimorfismo rs10447760
(P=0.02), coincidente con los resultados obtenidos mediante el test exacto de Fisher
mediante tablas de contingencia, y también para rs2396753 (P=0.03). No obstante, la
significacién se pierde al llevar a cabo la correccion mlltiple (P=0.48 y P=0.72,
respectivamente).

Al comparar controles con pacientes con AA mediante regresion logistica se observa
que hay diferencias significativas para los polimorfismos rs10447760 (P=0.05),
rs2396753 (P=0.003), rs17137124 (P=0.04) y rs1456021 (P=0.03). Al igual que en
casos anteriores la significacion se pierde al llevar a cabo la correccion multiple (P=1,
P=0.072, P=0.96 y P=0.72, respectivamente). Los polimorfismos rs2396753 vy
rs17137124 también mostraron diferencias significativas en el andlisis mediante el test
exacto de Fisher, aunque no se mantenian tampoco tras las correcciones multiples.
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SNPs N::;?_:::::id: Genotipos Controles Pacientes OR (:)
rs7803667 Dominante ATAA 13? Eg:gg; i(zsg Eg:gg; 1.33 (0.;7-1.82) 0.08
el DL C'I(':(':I'I' i?}; Egiﬁg 133 Eg:gg 1.45 (1.%)6-1.99) (3125)
16961558 | No determinado os 3 ((00_'0955)) 28 ((00_'0937)) o (0%32_1'6) 0.41

rs923875 Dominante A&C ﬁg Eg:gg 199‘:9((00..3628)) 1.23 (0.:139-1.71) 0.22
rs1597548 Recesivo C%'é:G 3?%%33)7) 293 él'o) 0.00 (10_N » 0.26
rs10500038 Recesivo o 3;2(5962? 21505((00.695) 1.75 (0.166-4.66) 0.26
154730626 Aditivo 0.82 (0.62-1.10) | 0.18
rs1668335 | Sobredominancia | O 125 E3138§ 160 ESZ% 0.93 (0.167-1.30) 0.68
511771168 | Sobredominancia | “ZTT v Eg:ggg 18787((09'3637)) 0.2 (0_165_1_30) 0.63
rs1916977 Recesivo oy 5 ((00.6982)) 21‘;6(%96973)) 0.84 (0 .114-1.59) 0.58
2396722 Recesivo T 24991((00.'185) 23585((00.'1837)) 0.88 (0.156-1.40) 06

Sobredominancia Sl 191 (0.56) 159 (0.54) L 0.63
cT 149 (0.44) | 134(0.46) | 1.08 (0.79-1.48)

52253478 | Sobredominancia | CZM 128 81353 15 8133 1.24 (0.}39-1.72) 0.2
52694941 | Sobredominancia | 2" 144 E313‘8 >4 E313§§ 1.07 (0.177-1.49) 0.67
51852469 Recesivo gaily 340 .0) zslaz(é%gg;) NA (0 o | 02
510255943 | Sobredominancia | ©% A o8 Eg:ig; o Eg:zg L 14 (0'}32_1'59) 0.43
rs10486026 Recesivo T > ((00.6973)) 21512((09698) 0.58 (0.128-1.22) 0-14
[Eees Reesio = 25855(%0.'185) 26276((00..2737)) 1.54 (1.%)3-2.29) (8133)
rs17137124 Dominante CT-IIZC 28;6((00..2755)) 28067((()6.2;1)) 0.79 (0.156-1.12) 0.1

Aditivo 0.86 (0.69-1.07) | 0.18

rs7739652 Dominante . 28372(2)6.2773)) 18778(?(5.3637)) 0.77 (0..}54-1.09) 0.14
rs1456029 Aditivo 1.19 (0.91-1.55) | 0.2
rs12670585 Recesivo C%CT 23832((c)().i90(;) 22411(5)0.6982)) 0.74 (0.112-1.32) 0.31
rs1456031 Dominante . 29‘:32(?6.2791)) 190 812‘8 0.77 (0.155-1.08) 0.13
rs2396765 Recesivo TECCT 25670 ((00..1882)) 23267(%0..18‘8) 0.72 (0.116-1.14) 0.16
rs1456021 Recesivo T 26704((00.'1882)) e ((00.'1837)) 0.66 (0 .22-1.03) 0.07

Tabla R6. Resultados de los andlisis de regresion para el test de asociacion entre controles y pacientes. En el valor
de la OR con intervalo de confianza del 95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo
indica genotipos de riesgo. En aquellos casos en los que el menor valor BIC estimado es el mismo para diferentes
modelos de herencia se incluyen los resultados correspondientes a dichos modelos.

(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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SNPs I\:‘:crlz::::g N Genotipos | Controles Pzgine:t:s OR (:)
rs7803667 Dominante ATAA 71 81383 19232((06?537)) 1.30 (0.}32-1.83) 0-14
rs10447760 |  Dominante T 147 Eg:ig 111 Egi‘% 1.40 (0.339-1.97) 0('i))5
16961558 | No determinado o 3 ((00.6955)) 227((5%25) 078 (0}5_1_86) 0.57

rs923875 Dominante A(?-/éc ﬁg Eg:gg 17432((0(5.36‘2) 1.13 (0.179-1.62) 0.5
rs1507548 Recesivo C%'gG 3;39(5%82)7) 215 51.0) 0.00 (01.00-N N | 032
rs10500038 Recesivo GCZ/SA 3;2((90'2?) 11900(%96955)) 2.35 (0.138-6.27) 0.09
14730626 Aditivo 0.83 (0.61-1.13) | 0.22
rs1668335 Recesivo GCZ/SA 22878 ((00.6991)) 11855 (8697255)) 0.86 (0.115-1.67) 0.66
Dominante cﬁ‘r igi Eg:ig; 17%46(%0.'3673)) 0.89 (0.132-1.28) 0.52
SH7THES | sobredominancia | - T 119 8123 o5 ((é).'362755)) 0.89 (0.161-1.29) 0.54
Aditivo 0.91 (0.67-1.24) | 0.56
51916977 Recesivo s % ((00.6982)) Ery ((()0.696‘;) 0.77 (0.138-1.58) 0.47
rs2396722 Recesivo TECCT 24991((09'1846)) 12896(%9'1837)) 0.93 (0.156-1.52) 0.76
rs2253478 Recesivo G(/;x_/:\G 25616 (%0..186‘;) 12790((c)().i855)) 0.89 (0.154-1.46) 0.64
604941 Dominante A'-I!TAA 53(5) Egigg 16362((00'.3637)) 1.07 (0.174-1.56) 0.71
cobredommanca | TTAA 171 (0.54) | 104 (52.5%) 1 "~
TA 144 (0.46) | 94 (47.5%) | 1.07 (0.75-1.53)
51852469 Recesivo ATA 34000 214(5%825) \A ((1)_N ) 0.17
1510255943 | Sobredominancia | %A o8 Eg:ﬁgg e (g’_f3655)) 15 (0;0_1_65) 0.45
rs10486026 Recesivo i > ((00.6973)) 133((%22?) 0.48 (0.120-1.15) 0.09
rs2396753 Aditivo 1.48 (1.14-1.91) (g:ggg)
117137124 Aditivo 0.78 (0.61-0.99) (g:gg)
57799652 Aditivo 0.81 (0.62-1.05) | _ 0.1
rs1456029 Aditivo 1.23 (0.93-1.63) | 0.15
512670585 Recesivo T 23832((00.'1900)) Y ((00.6982)) 0.70 (o.g7-1.32) 0.26
rs1456031 Aditivo 0.80 (0.63-1.02) | 0.07
52396765 Recesivo s P ((00.'1882)) 127:(5)0.'1828)) 0.63 (0.138-1.05) 0.07
rs1456021 Recesivo Ve = (E)().i882)) 12%3(%0.'1819)) 0.58 (0.135-0.97) (gi%

Tabla R7. Resultados de los analisis de regresion para el test de asociacion entre controles y pacientes con AA. En el
valor de la OR con intervalo de confianza del 95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo
indica genotipos de riesgo. En aquellos casos en los que el menor valor BIC estimado es el mismo para diferentes

modelos de herencia se incluyen los resultados correspondientes a dichos modelos.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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Resultados

En cuanto a la comparacion mediante regresion logistica de las frecuencias genotipicas
de controles y pacientes con esquizofrenia (datos no mostrados), al igual que en el
caso de las tablas de contingencia, se obtuvieron diferencias significativas para los
polimorfismos rs10447760 (modelo aditivo, P=0.008) y rs2396753 (modelo de
sobredominancia, P=0.014), aunque tras la correccion multiple se pierde Ila
significacién (P=0.192 y P=0.336, respectivamente).

Con el programa SNPStats también se analizd la existencia de diferencias en las
frecuencias genotipicas de los diferentes polimorfismos entre mujeres y varones, tanto
en el grupo control, como en la muestra de pacientes con AA y la muestra total de
pacientes. En algunos casos se han encontrado diferencias significativas (valores de P<
0.05), pero estas diferencias desaparecen al aplicar la correccién de Bonferroni.

1.1.3 Analisis de haplotipos en pacientes y controles

Debido al elevado nimero de polimorfismos analizados, la estima de haplotipos con
todos ellos no se podia aplicar de una forma que permitiera obtener resultados
robustos. Por esta razon, se recurrié al andlisis por medio de ventanas de 4 SNPs
consecutivos, con el programa UNPHASED v3.12. No se tuvieron en cuenta los
haplotipos con frecuencia menor a 0.03 y se eliminaron del analisis los polimorfismos
con MAF<0.05 en la muestra utilizada: los SNPs rs6169558, rs1597548, y rs1852469.

De manera excepcional, se analizaron dos haplotipos compuestos por 5y 7 SNPs, para
los que se habian encontrado diferencias significativas entre pacientes con AA vy
controles un estudio anterior con menor tamafo muestral (Sanjuan et al, 2006b).
Estos haplotipos fueron: rs7803667/ rs10447760/ rs923875/ rs2396722/ rs2396753 y
rs7803667/ rs10447760/ rs923875/ rs2396722/ rs2396753/ rs17137124/ rs1456031.
En el estudio anterior se utilizd el polimorfismo rs1358278 en lugar de rs2396722.
Puesto que ambos polimorfismos se encuentran en completo LD, la utilizacién de
rs2396722 no afecta a los resultados.

En el analisis por ventanas, al comparar tanto pacientes frente a controles, pacientes
con AA frente a controles como pacientes con esquizofrenia frente a controles, no se
obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los test globales aplicados a las
combinaciones de 4 SNPs consecutivos.

Considerados los test individuales, se obtuvieron diferencias significativas en algunos
de ellos, mostrados en las tablas R8 y R9 (datos de comparacién entre pacientes con
esquizofrenia y controles no mostrados). Sin embargo, la significacion no se mantuvo
al corregir por Bonferroni dentro de los haplotipos obtenidos de la combinacién de 4
SNPs correspondiente.



Resultados

SNPs del Test Global Test individual
haplotipo 2 - Frec. Frec. 2 P
df x P Haplotipo Pacientes controles x (*)
rs7803667
rs10447760 0.0420
15923875 4 | 4.153 | 0.3857 T-C-A-G 0.373 0.434 4.136 (0.21)
rs10500038
rs7799652
rs1456029 0.0310
1512670585 6 | 11.36 | 0.0779 G-G-T-C 0.030 0.008 4.651 (0.22)
rs1456031
rs12670585
rs1456031 0.0354
152396765 4 | 7.869 | 0.0965 C-T-T-T 0.550 0.484 4.426 (0.177)
rs1456021

Tabla R8. Andlisis de haplotipos de pacientes respecto a controles. Limite para la frecuencia de haplotipos raros =
0.03. Haplotipos obtenidos en ventanas de 4 SNPs.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni para el nimero de haplotipos.

Test Global Test individual
SNPs del haplotipo Frec. Frec P
df | 2 P Haplotipo Pacientes ’ e %

con AA Controles (*)

rs10255943

rs10486026 0.0450

rs2396753 5 | 8.061 | 0.1529 G-T-C-T 0.166 0.129 4.018 (0.27)

rs17137124

rs10486026

rs2396753 0.0405

rs17137124 6 | 7495 | 0.2775 T-C-T-T 0.414 0.355 4.195 (0.28)

rs7799652

rs2396753

rs17137124 0.0170

157799652 8 | 11.12 | 0.1952 A-C-G-A 0.271 0.351 5.7 (0.15)

rs1456029

rs12670585

rs1456031 0.0485

r$2396765 4 | 5.25 | 0.2626 C-T-T-T 0.550 0.4836 3.892 (0.24)

rs1456021

Tabla R9. Andlisis de haplotipos de pacientes con alucinaciones auditivas respecto a controles. Limite para la
frecuencia de haplotipos raros = 0.03. Haplotipos obtenidos en ventanas de 4 SNPs.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni para el nimero de haplotipos.

En cuanto al analisis de haplotipos de la combinacién de SNPs anteriormente
especificada, en las tablas R10 y R11 se muestran los resultados obtenidos para la
comparacion pacientes con AA frente a controles. Sombreados en color azul se
muestran los haplotipos para los que se obtenia diferencias significativas en el estudio
anterior (Sanjuan et al., 2006b).

Tanto para los haplotipos de 5 SNPs como los de 7, se obtuvieron diferencias
significativas para los tests globales: P=0.00678 y P=0.0064 respectivamente. En los
tests individuales, se observaron diferencias entre pacientes con AA y controles para
los mismos haplotipos que en el estudio realizado con menor nimero de muestras: el
haplotipo  rs7803667T/ rs10447760C/ rs923875A/ rs2396722C/ rs2396753C
(P=0.0059), el haplotipo rs7803667T/ rs10447760C/ rs923875A/ rs2396722C/
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rs2396753A (P=0.0109), y el haplotipo rs7803667T/ rs10447760C/ rs923875A/
rs2396722C/ rs2396753C/ rs17137124T/ rs1456031T (P=0.0249) aunque al corregir
por Bonferroni no se mantenian (P=0.059, P=0.0981, P= 0.149, respectivamente). Asi,
pues, aunque estos resultados muestran la misma tendencia que los obtenidos
anteriormente, no mantienen la significacién obtenida.

g 2N § § 21 8 | controles Pacientes OddS-R?tIO 2 I:
213/8/g|g/3|8 con AA (IC 95%) )
N[([8|vY| N[ |R |*®

Tlclalc|alcl|lc| o 0.153 1 2.868 | 0.0904
AlT|c|Tlc|T|T]| o114 0.135 | 1.441(0.875-2.373) | 2.835 | 0.0922
Tlclal|lT|c|T|[T]| 0117 0130 | 1.465(0.885-2.423) | 0.9728 | 0.324
TlclalT|[Aalc|c]| o053 0.034 | 0.789(0.341-1.832) | 1.801 | 0.1795
Tlclalclalc|T]| o054 0.030 | 0.689 (0.254-1.868) | 0.861 | 0.3536
Tlc|lAa|T|c|T|c| o034 0.028 | 1.019(0.402-2.582) | 0.014 | 0.9068
AlT|c|T|A|lcC|c]| oo3 0.006 | 0.205(0.025-1.654) | 4.361 | 0.0368
Tlclalclc|T]|T| o002 0.068 | 3.838(1.606-9.17) | 5.025 (06922242)
Tlc|alT|A|T]c| oo 0.032 | 1.383(0.552-3.463) | 0.036 | 0.849

Otros haplotipos 0.355 0.375

Tabla R10. Analisis de haplotipos al comparar pacientes con AA con controles. Limite para la frecuencia de haplotipos
raros = 0.03. Test de asociacion global: x>=21.3, df=8, P=0.0064.
(*) Valor de P corregido por Bonferroni para el nimero de haplotipos comparados.

- a = =
17 ey a "] "]
2 1N Q8 Pacientes Odds-Ratio P
o o | © - 2
O | & |8 |a|q | Contoles| " onaa (IC 95%) X *)
o oa|lad|IN|w
N o N w
0.0109
T|C|A|C]|A 0.269 0.174 1 6.479 (0.098)
T|C|A]|]T]|C 0.173 0.193 1.718 (1.088-2.713) | 0.491 | 0.4833
A|lT|C]|T]|C 0.150 0.170 1.752 (1.137-2.698) | 2.287 | 0.1305
T|C|A|T]|A 0.130 0.130 1.549 (0.925-2.595) | 0.576 | 0.4479
A|T|C|T]|A 0.067 0.036 0.844 (0.373-1.911) | 2.789 | 0.0949
T|C|C|T]|A 0.039 0.036 1.427 (0.612-3.327) | 0.955 | 0.3285
0.0059
T|C|[A]|]C]|C 0.034 0.079 3.583 (1.703-7.54) | 7.579 (0.053)
T|C|[C]|T]|C 0.033 0.017 0.791 (0.236-2.653) | 0.551 | 0.4562
A|lT|C|C]|A 0.016 0.046 4.505 (1.445-14.05) | 2.809 | 0.0937
Otros haplotipos 0.089 0.119

Tabla R11. Analisis de haplotipos al comparar pacientes con AA con controles. Limite para la frecuencia de
haplotipos raros = 0.03. Test de asociacién global: x>=21.14, df=8, P=0.00678.
(*) Valor de P corregido por Bonferroni para el nimero de haplotipos comparados.
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Los resultados de la comparacion de la distribuciéon de frecuencias alélicas y
genotipicas en los grupos muestrales analizados no muestran evidencias de diferencias
significativas entre ambos grupos cuando se aplican las correcciones multiples mas
conservativas (correccién de Bonferroni). Sin embargo, a lo largo de los analisis hay un
dato que conviene recalcar, que consiste en la asociacion del polimorfismo rs2396753
con las AA. Al comparar pacientes con controles, este polimorfismo no mostraba
diferencias significativas entre ambos grupos, lo cual probablemente se debiera a la
presencia de no alucinadores en la muestra, sin embargo, al comparar Unicamente
pacientes con AA frente a controles, se obtienen diferencias significativas, con una
distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas claramente diferentes entre ambos
grupos, a pesar de no soportar la correccién por Bonferroni (figura R6).

Respecto a los resultados obtenidos para el analisis de haplotipos en pacientes o
pacientes con AA frente a controles, el analisis por ventanas de SNPs no mostrd
presencia de diferencias significativas entre los grupos estudiados. Este tipo de analisis
permite que los haplotipos que se obtienen sean mas robustos, pero también supone
una pérdida de informacidon sobre los haplotipos compuestos por SNPs que no se
encuentran en una misma ventana. Esto se ve reflejado en el analisis de un haplotipo
especifico para el que se habia obtenido diferencias significativas en un estudio
anterior, que se analizé de forma independiente debido a que la combinaciéon de SNPs
utilizados no se encontraba en una ventana comun. Para estos haplotipos, las
diferencias globales de haplotipos entre pacientes con AA y controles resultaron
significativas, y en el caso de haplotipos individuales se mantuvo la tendencia, si bien
no la significacion.

B Controles B Controles
@ Pacientes @ Pacientes
O Pacientes con AA O Pacientes con AA

60

50

S
o

30 1

%o individuos

20 A
10 +

AA AC cC Alelo A Alelo C
Genotipos rs2396753 Alelos rs2396753

Figura R6. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2396753 en pacientes, pacientes con AA y controles.
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1.1.4 Medida del poder estadistico

En un estudio de asociacidn, es importante conocer el poder estadistico de los datos
que se utilizan. La estima del poder estadistico depende de diferentes factores: el
tamafo muestral, el modelo de herencia, la frecuencia de la enfermedad en la
poblacidn, las frecuencias alélicas y la OR obtenida. Esta estima debe realizarse antes
del inicio de la genotipacién para ver el poder de prediccion que tienen los SNPs que se
van a utilizar. Sin embargo, en nuestro caso, puesto que para gran parte de los SNPs
se desconocian datos de frecuencias genotipicas en poblaciones similiares o no habia
ninguna informacion al respecto, este analisis se llevo a cabo después, encaminado a
obtener el poder estadistico de los SNPs seleccionados en lugar de tomarlo como base
para la seleccion de los mismos.

Para cuantificar el poder estadistico, se utilizé el programa Quanto v1.2.3.

En las siguientes tablas se observa para cada polimorfismo el poder estadistico
asociado al test, teniendo en cuenta las frecuencias alélicas y el modelo de herencia
seleccionado con el programa SNPStats. Para determinar el poder estadistico se
consideraron los valores de OR obtenidos con el mismo programa.

Poder estadistico en el
SNPs h:\:?-::\(::idae test controles (N=340)
/pacientes (N=293)
rs7803667 Dominante 0.4312
rs10447760 Dominante 0.6422
Aditivo 0.1282
rs6961558 Dominante 0.1262
Recesivo 0.0508
rs923875 Dominante 0.22
rs1597548 Recesivo nd
rs10500038 Recesivo 0.2927
rs4730626 Aditivo 0.2850
rs1668335 Sobredominancia 0.0884
rs11771168 Sobredominancia 0.0929
rs1916977 Recesivo 0.0802
Recesivo 0.0822
152396722 Sobredominancia 0.1010
rs2253478 Sobredominancia 0.4647
rs2694941 Sobredominancia 0.0913
rs1852469 Recesivo nd
rs10255943 Sobredominancia 0.1626
rs10486026 Recesivo 0.2528
rs2396753 Recesivo 0.6230
Dominante 0.2654
rs17137124 Aditivo 0.2664
rs7799652 Dominante 0.3328
rs1456029 Aditivo 0.2641
rs12670585 Recesivo 0.1737
rs1456031 Dominante 0.3275
rs2396765 Recesivo 0.3070
rs1456021 Recesivo 0.4557

Tabla R12. Estimas del poder estadistico de la comparacion de
controles frente a pacientes, para las OR obtenidas mediante el
programa SNPStats. Aquellos casos en los que no se pudo calcular
el poder estadistico debido a no disponer de OR se muestran como

nd.



Poder estadistico en el
SNPs Modelo _de test cor_|troles (N=340)
herencia /pacientes con AA
(N=215)

rs7803667 Dominante 0.3234

rs10447760 Dominante 0.4864

Aditivo 0.1022

rs6961558 Dominante 0.1009

Recesivo 0.050

rs923875 Dominante 0.1031
rs1597548 Recesivo nd

rs10500038 Recesivo 0.5663

rs4730626 Aditivo 0.2230

rs1668335 Recesivo 0.0642

Dominante 0.0992

rs11771168 | Sobredominancia 0.1201

Aditivo 0.0951

rs1916977 Recesivo 0.1049

rs2396722 Recesivo 0.0588

rs2253478 Recesivo 0.0745

Dominante 0.0654

rs2694941 Sobredominancia 0.0844
rs1852469 Recesivo nd

rs10255943 | Sobredominancia 0.1860

rs10486026 Recesivo 0.3270

rs2396753 Aditivo 0.8860

rs17137124 Aditivo 0.5179

rs7799652 Aditivo 0.3944

rs1456029 Aditivo 0.3069

rs12670585 Recesivo 0.1912

rs1456031 Aditivo 0.4346

rs2396765 Recesivo 0.4438

rs1456021 Recesivo 0.5769

Tabla R13. Estimas del poder estadistico de la comparacion de
controles frente a pacientes con AA, para OR obtenidos mediante el
programa SNPStats. Aquellos casos en los que no se pudo calcular
el poder estadistico debido a no disponer de OR se muestran como

nd.

Resultados

El poder estadistico de nuestro estudio varia considerablemente en el rango de ORs
estimadas para los SNPs. En general, la mayoria de los valores obtenidos son bajos,
por lo que la potencia de detectar asociacion en nuestra muestra es relativamente
baja. Cabe destacar que el polimorfismo para el cual se detectaron mayores diferencias
entre los grupos estudiados, el SNP rs2396753, es uno de los cuales para los que se
obtiene mayor poder estadistico.
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1.1.5 Analisis de variables clinicas

Como se especifica en el apartado I1.1.1.1.3 de la seccion de Material y Métodos,
ademas de analizar las frecuencias alélicas y genotipicas de los grupos muestrales ya
mencionados, se analizaron otras variables clinicas relacionadas, tanto con las
alucinaciones auditivas, en las que se centra este trabajo, como en otros aspectos del
desarrollo de la esquizofrenia.

1.1.5.1 Variables clinicas con dos estados

El andlisis de estas variables se llevd a cabo del mismo modo que para las
comparaciones entre controles-pacientes con AA, controles-pacientes y controles-
esquizofrénicos.

A continuacion se muestran los analisis relativos a las variables con dos estados:

Variable Estado de la variable Numero de individuos

. Con historia de AA 215
Presencia de AA Sin historia de AA 77
- Presencia de cronicidad 80
Cronicidad de las AA Ausencia de cronicidad 135
Inicio temprano 110

Inicio de la (hasta los 20 afnos)
enfermedad Inicio tardio 89

(a partir de los 28 afos)

Tabla R14. Variables clinicas dicotdmicas analizadas.

Con el fin de proporcionar mayor claridad a la exposicion de resultados, Unicamente se
presentan en formato de tabla los resultados correspondientes a la presencia o
ausencia de AA, debido al interés central de este trabajo en las mismas y en su
relacion con el lenguaje (Tabla R15).

Al comparar pacientes con AA, con pacientes sin éste sintoma mediante la obtencion
de tablas de contingencia, se encontraron diferencias significativas en ambos grupos
para las frecuencias de los polimorfismos rs2253478 (x*=6.487, P=0.039), rs2396753
(x*=6.611, P=0.037) y rs1456031 (x°=6.611, P=0.037), aunque estas diferencias se
pierden al llevar acabo la correccion por Bonferroni (P=0.936, P=0.888, P=0.888,
respectivamente). Respecto a las frecuencias alélicas, Unicamente se encontraron
diferencias en el segundo de ellos, rs2396753 (x°=6.605, P=0.010). Nuevamente, al
corregir por Bonferroni se pierde la significacién (P=0.24).

Este polimorfismo es el mismo para el que se habia obtenido diferencias al comparar
pacientes con AA frente a controles. En este caso se observa que los valores obtenidos
para los pacientes sin AA (frecuencias alélicas de 0.60 para el alelo A y 0.40 para el
alelo C), se acercan mas a los obtenidos en controles (0.56 y 0.44) que a los obtenidos
en el conjunto de los pacientes (0.51 y 0.49) o pacientes con AA (0.48 y 0.52). Sin
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embargo, debido al pequefio nimero de individuos incluido en el grupo de pacientes
sin AA, los resultados obtenidos de esta comparacién deben manejarse con precaucién.

Respecto a la cronicidad de las AA (datos no mostrados), al llevar a cabo la
comparacion mediante tablas de contingencia se obtuvieron diferencias significativas
en las frecuencias genotipicas en los polimorfismos rs1456031 (x*=9.824, P=0.007),
rs2396765 (x°=7.484, P=0.023) y rs1456021 (x°=9.748, P=0.007). Al corregir por
Bonferroni, estas diferencias dejan de ser significativas (P=0.168, P=0.552 y P=0.168,
respectivamente. Estos tres polimorfismos también muestran diferencias significativas
al comparar las frecuencias alélicas: rs1456031 (x>=8.948, P=0.0028), rs2396765
(x>=5.487, P=0.0191) y rs1456021 (x°=8.083, P=0.0045), a los que se afiade
rs6961558 (x°=4.831, P=0.0279). Sin embargo, nuevamente, al corregir por
Bonferroni se pierde la significacion (P=0.067, P=0.459, P=0.107 y P=0.669,
respectivamente).

Al comparar pacientes con inicio temprano de la enfermedad (primer episodio antes de
los 20 afios) con pacientes con inicio tardio (primer episodio después de cumplir los 28
anos), no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los polimorfismos
en las frecuencias genotipicas o alélicas (datos no mostrados).

Al igual que en las comparaciones entre los diferentes grupos estudiados, para las
variables clinicas con dos estados el programa SNPStats permitid también, mediante
regresion logistica, testar qué modelo de herencia se ajustaba mas a las proporciones
observadas en los grupos.

En la tabla R16 se muestra para cada polimorfismo qué modelo se ajustd mas en las
comparaciones realizadas, esto es, qué modelo obtiene un menor valor para BIC, con
las OR y valores de P asociados.

Al comparar pacientes con AA frente a pacientes sin este sintoma por regresion
logistica, se obtuvieron diferencias significativas tanto para los polimorfismos que ya
presentaban tendencias en el estudio mediante tablas de contingencia, rs2253478
(P=0.01), rs2396753 (P=0.008) y rs1456031 (P=0.03), como para los polimorfismos
rs10500038 (P=0.02) y rs1668335 (P=0.04). No obstante la significacion se pierde al
aplicar la correccion por Bonferroni (P=0.24, P=0.19, P=0.72, P=0.48 y P=0.96,
respectivamente).

Respecto a la cronicidad de las AA (datos no mostrados), cuando se compararon
pacientes con AA crénicos respecto a pacientes con AA no crénicos se obtuvo
diferencias significativas para los polimorfismos para los cuales se obtuvieron también
en las tablas de contingencia, rs2396765 (modelo dominante P=0.0056), rs1456031
(modelo dominante P=0.002) y rs1456021 (modelo dominante P=0.0018), asi como
para el polimorfismo rs10500038 (modelo recesivo P=0.035). Al corregir por
Bonferroni, Unicamente rs1456031 (P=0.048) y rs1456021 (P=0.043) mantienen las
diferencias significativas. Para rs2396765 y rs10500038, los valores corregidos son
P=0.134 y P=0.84, respectivamente.

En cuanto a la comparacién mediante regresion logistica entre pacientes con inicio

temprano e inicio tardio de la enfermedad (datos no mostrados), no se obtuvieron
diferencias significativas para ninguno de los polimorfismos analizados.
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Frecuencias

Frecuencias

SNP genotipicas X (*) alélicas X P
rs7803667 TT TA AA T A
. . 31 39 7
Pacientes sin AA 0.66 0.34
04) | (051) | (0.09) | g398 | 0.839 0.044 | 0.835
Pacientes con AA 93 100 22 0.67 0.33
(0.43) (0.47) (0.1) ) )
rs10447760 CC CT TT C T
. . 34 37 6
Pacientes sin AA 0.68 0.31
(044) | (048) | (0.08) | 4449 | o0.836 0.342 | 0.559
Pacientes con AA 104 96 15 0.71 0.29
(0.48) (0.45) (0.07) ) ’
rs6961558 GG GA AA G A
Pac'f,\r“tjsfé;‘ AA (07;‘7) © %3) 0 099 | o0.01
- - : 0.201°¢ 0.738 0.197 | 0.657
Pacientes con AA 207 8 0 0.98 0.02
(N = 215) (0.96) (0.04) ) ’
rs923875 AA AC CC A C
) . 21 44 12
Pacientes sin AA 0.56 0.44
(027) | (0.57) | (0.16) | 4538 | o.546 0.558 | 0.455
Pacientes con AA /3 109 33 0.59 0.41
(0.34) (0.51) (0.15) ) )
rs1597548 CC CG GG C G
Pacientes sin AA (0735) © ‘(‘)5) 0 0.97 0.03
1.89 2 6 2.927¢ 0.062 2.768 | 0.096
Pacientes con AA (0.88) (0.12) 0 0.94 0.06
rs10500038 CC CT TT G A
Pac'(e,\r“t_eSGﬂ;‘ AA (0429) (0231) 0 084 | 0.16
~—— : : 3.458° 0.196 1.771 | 0.183
Pacientes con AA 126 64 10 0.79 0.21
(N = 200) (0.63) (0.32) (0.05) ) )
rs4730626 GG GA AA G A
Pacientes sin AA 41 19 1
— 0.83 0.17
(N = 61) (067) | (031) | (0.02) | 49g6° | 0.599 0.019 | 0.892
Pacientes con AA 137 55 8 0.82 0.18
(N = 200) (0.68) (0.28) (0.04) ) )
rs1668335 GG GA AA G A
Pacientes sin AA 37 17 8
_ 0.73 0.27
(N = 62) (06) | (027) | (013) | 4704 | 0.007 0.126 | 0.722
Pacientes con AA 102 83 15 0.72 0.28
(N =200) (0.51) (0.42) (0.08) ) )
rs11771168 CcC CT TT C T
Pacientes sin AA 38 22 4
~ 0.77 0.23
.(N = 64) (0.59) (034) | (0.06) | g456* | 0.804 0.416 | 0.519
Pacientes con AA 126 65 9 0.79 0.21
(N = 200) (0.63) (0.32) (0.04) ) )
rs1916977 AA AG GG A G
Pacientes sin AA 36 21 5
~ 0.75 0.25
(N = 62) (058) | (034) | (0.08) | g 3742 | o.895 0.052 | 0.820
Pacientes con AA 116 72 12 0.76 0.24
(N = 200) (0.58) (0.36) (0.06) ) )
rs2396722 TT TC CC T C
) . 30 38 9
Pacientes sin AA 0.64 0.36
(039) | (049) | (0.12) | 4628 | 0.781 0.03 | 0.862
Pacientes con AA o1 9> 29 0.64 0.36
(0.42) (0.44) (0.13) ) )
rs2253478 GG GA AA G A
Pacientes sin AA 18 40 6 0.59 0.41
(N = 64) (0.28) (0.62) (0.09) 0.039 ) ’
Pacientes con AA 82 88 29 6.487 (0.936) 0.63 0.37 0.641 | 0.423
(N = 199) (0.41) (0.44) (0.15) ) )
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Tabla R15. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con AA y pacientes sin AA con los valores de x*> y P

asociados. ? corresponden a tests en los que una de las clases los valores esperados son menores a 5.

b corresponden a tests en los que una de las clases los valores esperados son menores a 2.
¢ corresponde a tests en los que debido a la falta de clases, el test * se realizd sobre una tabla 2x2 en lugar de 3x2.
(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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SNP Frecuencias 2 P Frecuencias 2 P
genotipicas x (*) alélicas X (*)
rs2694941 TT TA AA T A
Pacientes sin AA 23 29 10
~ 0.60 0.40
(N = 62) (037) | (047) | (0.16) | 440 | 0.809 0.451 | 0.502
Pacientes con AA 66 94 38 0.57 0.43
(N = 198) (0.33) (0.47) (0.19) ) )
rs1852469 AA AT TT A T
. . 71 6
Pacientes sin AA 0 0.96 0.04
(092) | (0.08) 0.361° | 1.000 0.076 | 0.783
Pacientes con AA 197 17 1 0.96 0.04
(0.92) (0.08) | (0.005) ) )
rs10255943 GG GA AA G A
Pacientes sin AA 30 27 5
- 0.70 0.30
(N = 62) (048) | (044) | (0.08) | 4456 | 0.954 0.088 | 0.766
Pacientes con AA 94 87 19 0.69 0.31
(N = 200) (0.47) (0.44) (0.1) ) ’
rs10486026 TT TC CcC T C
Pacientes sin AA 37 21 4
~ 0.77 0.23
.(N = 62) (0.6) (0.34) (0.6) 1.068* | 0.636 0.562 | 0.454
Pacientes con AA 126 67 7 0.79 021
(N = 200) (0.63) (0.34) (0.04) ’ )
rs2396753 AA AC CcC A C
. . 27 38 12
Pacientes sin AA (0.35) (0.49) (0.16) 6.611 0.037 0.60 0.40 6.605 0.010
Pacientes con AA 4> 115 2> . (0.888) 0.48 0.52 . (0.24)
(0.21) (0.53) (0.26) ) ’
rs17137124 TT TC CcC T C
Pacientes sin AA (01283) (0327) (5 3;) 0.47 0.53
: : : 3.512 0.169 3.55 0.059
Pacientes con AA 68 103 44 0.56 0.44
(0.32) (0.48) (0.2) ) ’
rs7799652 TT TG GG T G
Pacientes sin AA 21 27 16
— 0.54 0.46
(N = 64) (033) | (042) | (025) | 3921 | 0.222 0.837 | 0.360
Pacientes con AA 66 102 32 0.58 0.42
(N =200) (0.33) (0.51) (0.16) ) )
rs1456029 AA AG GG A G
Pacientes sin AA 36 25 3
_ 0.76 0.24
(N = 64) (056) | (039) | (0.05) | 4030° | 0.630 0.322 | 0.571
Pacientes con AA 110 73 17 0.73 0.27
(N = 200) (0.55) (0.36) (0.08) ’ ’
rs12670585 CC CT TT C T
Pacientes sin AA 32 24 6
~ 0.71 0.29
.(N = 62) (0-52) (0.39) (0.1) 0.343? 0.837 0.037 | 0.848
Pacientes con AA 102 82 15 0.72 0.28
(N = 199) (0.51) (0.41) (0.08) ) )
rs1456031 TT TC CcC T C
. . 28 27 22
Pacientes sin AA (0.36) (0.35) (0.29) 0.037 0.54 0.46
) 106 36 6.611 (0.888) 1.028 | 0.311
Pacientes con AA (0.34) (0.49) (0.17) 0.59 0.41
rs2396765 TT TC CcC T C
Pacientes sin AA 26 27 11
— 0.62 0.38
(N = 64) (041) | (042) | (O17) | 4254 | 0.435 0.033 | 0.854
Pacientes con AA 74 100 24 0.63 0.37
(N = 198) (0.37) (0.51) (0.12) ) ’
rs1456021 T TG GG T G
Pacientes sin AA 27 28 10
_ 0.63 0.37
(N = 65) (042) | (043) | (015 | 4566 | 0.536 0.016 | 0.901
Pacientes con AA 82 106 24 0.64 0.36
(N =212) (0.39) (0.5) (0.11) ’ ’

Tabla R15. Continuacion.
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e | TS | o | P | P | o |
rs7803667 Dominante AT 19232((05537)) 3 231233 1.13 (0.167-1.92) 0-65
rs10447760 |  Deminante T T E31§§§ 7 8138 1.18 (0.170-2.00) 0-52

Aditivo 1.14 (0.75-1.73) | _0.54

16961558 | No determinado os 23%%2)6) A ((0%937)) 070 (0'115_3'37) 0.65
rs923875 Dominante portc 17432((00..3646)) Eé 23153 1.37 (0.177-2.44) 0.28
rs1507548 | No determinado gg 12869 ((00_'182%) 743 ((0%955)) 0.40 (0'113_1'18) 0.07
5 BALUE eEs o 11900(%96955)) o %1'0) 0.00 (01.00-NA) (g:gg)
rs4730626 Recesivo o 132(5%3? 610((096928)) 0.40 (0.%)5-3.26) 0.34
rs717233 | Sobredominancia T;CCC 17236((09'3673)) ‘l‘g Eg:;gg 0.68 (0'136_1'25) 0.21

rs1663335 | Sobredominancia | 2" 18137((00.;;51855)) I Egigi 0.53 (0.129-0.99) (8:82)
rs11771168 Aditivo 1.17 (0.73-1.87) | 0.53
rs1916977 Recesivo s © 11828 (%9696‘;) 557((00.6982)) 1.37 (0.116-4.07) 0.57
rs2396722 | Sobredominancia ngc 1925? ((00_;}546)) ;g ng}g 193 (0_173_2_07) 0.44
152253478 | Sobredominancia | ;" 18181((00.;}546)) W 833?3 2.10 (1.118-3.75) (8131)
12694941 Aditivo 0.87 (0.58-1.31) | 0.51
rs1852469 Recesivo AA# A 214((%83? 77 %1'0) 0.00 (O%OO-N | 09
rs10255943 Recesivo | ((é).bggss)) 557((00.6982)) 0.84 (0.130-2.34) 0.73
rs10486026 Recesivo s 133((%2(555)5) 548((00.696355)) 1.90 (0.154-6.72) 0.33
152396753 Aditivo 0.60 (0.40-0.88) ?691098)
rs17137124 Aditivo 1.41 (0.98-2.03) | 0.07
rs7799652 Recesivo T(r;g T 13628 (%0..186‘;) ‘1}2 8133 1.75 (0.%39-3.46) 0.11
rs1456029

rs12670585 Recesivo C%CT 11854 (8697255)) 566(%9'9970)) 131 (0.119-3.55) 0.6

ehB0eT REGRID i 13769(%9'1873)) > Egizéi 1.99 (1.%)8-3.66) (8293)
rs2396765 | Sobredominancia ngc 19080%19055)) g; ng}gg o (0_20_1_26) 0.25
rs1456021 Sobredominancia TI_-I_SG 132 Eggg; g; Egzg 0.76 (0'23_1'32) 0.33

Tabla R16. Resultados de los andlisis de regresion para el test de asociacién de pacientes con AA y pacientes sin
AA. En el valor de la OR con intervalo de confianza del 95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y
el color rojo indica genotipos de riesgo. En aquellos casos en los que el menor valor BIC estimado es el mismo
para diferentes modelos de herencia se incluyen los resultados correspondientes a dichos modelos.

(*) corresponde al valor P corregido por Bonferroni.
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1.1.5.2 Analisis de haplotipos de variables clinicas con dos estados

Al comparar pacientes con AA frente a pacientes sin AA, se obtuvieron diferencias
significativas para el test global correspondiente a la combinacion de los polimorfismos
rs10447760/rs923875/rs10500038/rs4730626 (P=0.0357).

Respecto a los test individuales, se obtuvieron diferencias significativas en algunos de
ellos, mostrados en la tabla R17. Al corregir por Bonferroni dentro de los haplotipos
obtenidos de la combinacién de 4 SNPs correspondiente, la significacion se mantuvo
para dos de ellos: rs923875C/rs10500038G/rs4730626A/rs1668335G (P=0.037) vy
rs10255943A/rs10486026T/rs2396753A/rs17137124C (P=0.018), a pesar de que los
test globales de estas combinaciones no resultaron significativos.

Al comparar pacientes con AA cronicos frente a pacientes con AA no cronicos, se
obtuvieron diferencias significativas para el test global correspondiente a la
combinacion de los polimorfismos rs12670585/rs1456031/rs2396765/rs1456021
(P=0.004).

Respecto a los test individuales, se obtuvieron diferencias significativas en algunos de
ellos. Sin embargo, la significacién no se mantuvo al corregir por Bonferroni dentro de
los haplotipos obtenidos de la combinacion de 4 SNPs correspondiente.

Al comparar pacientes con inicio temprano de la enfermedad frente a pacientes con
inicio tardio no se obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los test
globales aplicados a las combinaciones de 4 SNPs consecutivos.

Ademas, al igual que en los casos anteriores, respecto a los test individuales, aunque
se obtuvieron diferencias significativas en algunos, la significacion no se mantuvo al
corregir por Bonferroni.

Test Global Test individual
SNPs del haplotipo Frec. Frec. P
df | o2 P Haplotipo | Pacientes | Pacientes | ¥ O
con AA sin AA

rs10447760
rs923875

rs10500038 5 | 11.94 | 0.0357 C-C-G-A 0.017 0.062 5.288 | 0.0215
rs4730626
rs923875

rs10500038 0.0046

154730626 8 | 15.32 | 0.0531 C-G-A-G 0.009 0.032 8.012 (0.037)
rs1668335
rs10500038
rs4730626

rs1668335 6 | 11.57 | 0.0722 | A-G-G-C 0.1577 0.0436 5.475 | 0.0193
rs11771168
rs10255943

rs10486026 0.003

152396753 6 | 8.62 | 0.1961 A-T-A-C 0.0145 0.0727 8.797 (0.018)
rs17137124

Tabla R17. Andlisis de haplotipos al comparar pacientes con AA y pacientes sin AA. Limite para la frecuencia
de haplotipos raros = 0.03. Haplotipos obtenidos en ventanas de 4 SNPs.

(*) Valores de P que se mantienen significativos después de la correccion por Bonferroni para el nimero de
haplotipos analizados.
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1.1.5.3 Variables clinicas con mas de dos estados

Como se menciona en el apartado 1.1.1.1.4 del Material y Métodos el analisis de
asociacion también se llevd a cabo con los items comprendidos en la escala PSYRATS,
asi como la puntuacion total de esta escala, y dos items de la escala Manchester.

Los items a los que nos referimos son los siguientes:

Escala PSYRATS de AA Escala Manchester

=  Frecuencia de aparicion de las voces

= Duracién

=  Localizacién de las voces

= Intensidad (volumen)

=  Grado de conviccidn del origen de las
voces

= Cantidad de contenido negativo de las
voces

=  Frecuencia de contenido negativo

=  Frecuencia con la que producen ansiedad

= Repercusion en la vida diaria de las voces

= Control sobre las voces

*= Incoherencia del lenguaje
=  Pobreza del lenguaje

Al tratarse de variables clinicas con multiples estados (Valores de 0 a 4 para los items
de las escalas, y suma de los correspondientes a la escala PSYRATS para la puntuacién
total de ésta), se utilizd la regresidn lineal como método estadistico de analisis.

En las tablas R18, R19 y R20 se muestran Unicamente los polimorfismos que resultaron
significativos (P < 0.05) para cada una de las variables estudiadas.

Los resultados correspondientes a la puntuacion total de la escala PSYRATs
muestran que Unicamente se encontrd asociacion de esta variable con 4 SNPs:
rs6961558, rs10500038, rs2396765 y rs1456021, aunque la significacién se pierde al
corregir por Bonferroni (tabla R18). En el caso del polimorfismo rs6961558, la
obtencion de OR significativas probablemente sea debida a la baja frecuencia del alelo
menor y ausencia de uno de los genotipos.

Respuesta
Modelo de . Frecuencia Media Diferencias
SNP herencia Genotipos absoluta (error (IC 95%) P
estandar)
GG 207 16.76 (1.08) 0
rs6961558 nd GA 8 0.75 (0.75) | -16.01 (-26.82- -5.21) | 2-0041
rs10500038 aditivo - - - 4.19 (0.50-7.88) 0.027
rs2396765 aditivo - - - 3.44 (0.12-6.76) 0.043
rs1456021 aditivo - - - 3.21 (0.01-6.40) 0.05

Tabla R18. Anadlisis de asociacién entre genotipos y la puntuacion total de la escala PSYRATS para las alucinaciones
auditivas.

En los casos en los que el programa no determina el modelo de herencia debido a que sélo hay presentes dos de los
tres posibles genotipos, esto aparece indicado como nd. En el valor de las diferencias con intervalo de confianza del
95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo indica genotipos de riesgo.
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En el caso de las variables de la escala PSYRATS, los polimorfismos para los que se
obtuvo una tendencia en la puntuacion total vuelven a encontrarse asociados con
algunas de las variables (tabla R20). En concreto, rs6961558 se encuentra asociado
con todos los items, aunque nuevamente es probable que esto se deba a la baja
frecuencia de uno de los dos alelos. rs10500038 muestra tendencia de diferencias
significativas en los items de Frecuencia, Duracion, Intensidad, Contenido Negativo,
Frecuencia de Negativo, Repercusion y Control. Los SNPs rs1456021 y rs239665
muestran tendencia para los items de Frecuencia de Contenido Negativo, Frecuencia
de Ansiedad e Intensidad de la Ansiedad. Ademas de estos SNPs, rs1668335 mostro
algunos valores significativos para los items Frecuencia de Ansiedad y Repercusion vy el
SNP rs17137124 para el item Repercusion. Sin embargo, para todos ellos tras la
correccion por Bonferroni no se obtiene ningin polimorfismo con diferencias
significativas.

En el caso de las variables de la escala Manchester analizadas, los polimorfismos
rs7803667, rs10447760, rs923875, rs4730626, rs2253478 y rs1456021 resultaron
significativos para el item Incoherencia del Lenguaje, y rs2396722, rs2253478 y
rs4730676 significativos para el item Pobreza del Lenguaje. Es de destacar que tras la
correccion por Bonferroni se mantiene la significacion para el polimorfismo rs2253478
con la variable Pobreza del lenguaje (P corregida =0.038).

Respuesta
Modelo de - Frecuencia Media Diferencias P
SNP herencia Genotipos absoluta (error (IC 95%) (*)
estandar)
Incoherencia del lenguaje

. TT 113 0.45 (0.08) 0.00

rs7803667 Dominante AT-AA 150 0.83(0.09) | 0.38(0.13-0.64) | %0034

rs10447760 Aditivo - - - 0.23 (0.03-0.44) 0.027
. AA 84 0.44 (0.09) 0.00

923875 Dominante AC-CC 179 0.78 (0.08) | 0.34 (0.07-0.61) | 9016
. . GG-AA 171 0.82 (0.09) 0.00

rs4730626 Sobredominancia AG 72 0.47 (0.12) -0.35 (-0.65- - 0.05) 0.022
. . GG-AA 129 0.86 (0.1) 0.00

rs2253478 Sobredominancia AG 115 0.57 (0.1) -0.29 (-0.56- -0.01) 0.044
. AA-AG 227 0.68 (0.07) 0.00

rs1456021 Recesivo GG 18 122 (0.36) | 0.54(0.01-1.07) | %04

Pobreza del lenguaje

. . TT-CC 143 0.93 (0.09) 0.00

rs2396722 Sobredominancia TC 120 0.64 (0.08) -0.29 (-0.54- -0.04) 0.024

. . GG-AA 129 1.08 (0.1) 0.00 0.0016

2SN | eebiesinane GA 115 0.65 (0.08) | -0.43 (-0.69- -0.16) | (0.038)
. . GG-AA 171 0.99 (0.08) 0.00

rs4730676 Sobredominancia GA 72 0.6 (0.11) -0.40 (-0.68- - 0.11) 0.0068

Tabla R19. Resultados del andlisis de asociacidn genotipos-variables de la escala Manchester en los casos en los que el
valor de P<0.05.

En los casos en los que el programa no determina el modelo de herencia debido a que sdlo hay presentes dos de los
tres posibles genotipos, esto aparece indicado como nd. En el valor de las diferencias con intervalo de confianza del
95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo indica genotipos de riesgo.

(*) Valores de P que se mantienen significativos después de la correccién por Bonferroni para el nimero de
polimorfismos analizados.
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. Respuesta . .
Modelo de . Frecuencia . Diferencias
SNP herencia Genotipos absoluta Med'? (error (IC 95%) P
estandar)
Frecuencia
GG 207 1.69 (0.12) 0
rs6961558 nd oA 8 0(0) 1,60 (-2.87- -0.50) | 0057
rs10500038 Aditivo - - - 0.45 (0.05-0.85) 0.03
Duracion
GG 207 1.65 (0.12) 0
rs6961558 nd Y 8 0 (0) 165 (-2.83- -0.4g) | 0-0063
rs10500038 Aditivo - - - 0.59 (0.19-0.98) 0.0041
Localizacion
GG 207 1.48 (0.11) 0
rs6961558 nd GA 8 0 (0) -1.48 (-2.60--0.36) | 201
Intensidad
GG 207 1.23 (0.09) 0
rs6961558 nd GA 8 0.25 (0.25) -0.98 (-1.87--0.09) | %932
. GG-AG 190 1.15 (0.09) 0
rs10500038 Recesivo AA 10 2.1 (0.43) 0.95 (0.13-1.76) 0.023
Conviccion
GG 207 1.72 (0.12) 0
rs6961558 nd GA 8 0.2 (0.12) | -1.59 (-2.79- -0.40) | 20097
Negativo
GG 207 1.53 (0.11) 0
rs6961558 nd GA 8 0.12 (0.12) -1.40 (-2.55- -0.25) | 0-018
rs10500038 Aditivo - - - 0.42 (0.03-0.80) 0.036
Frecuencia negativo
GG 207 1.56 (0.11) 0.00
rs6961558 nd GA 8 0.12 (0.12) -1.44 (-2.58--0.29) | 901>
rs10500038 Aditivo - - - 0.53 (0.15-0.91) 0.0071
rs2396765 Aditivo - - - 0.42 (0.08-0.77) 0.018
rs1456021 Aditivo - - - 0.38 (0.04-0.72) 0.029
Frecuencia ansiedad
GG 207 1.35(0.11) 0.00
r$6961558 nd GA 8 0 (0) -1.35 (-2.45- 0.25) | 9017
o GG-AA 117 1.54 (0.16) 0
rs1668335 | Sobredominancia GA 83 1.05 (0.16) -0.49 (-0.93- -0.05) 0.032
rs2396765 Aditivo - - - 0.43 (0.09-0.76) 0.014
rs1456021 Aditivo - - - 0.43 (0.11-0.75) 0.0094
Intensidad ansiedad
GG 207 1.33 (0.11) 0.00
rs6961558 nd GA 8 0 (0) 133 (-2.41--0.26) | 0016
rs2396765 Aditivo - - - 0.43 (0.10-0.76) 0.011
rs1456021 Aditivo - - - 0.43 (0.12-0.75) 0.0077
Repercusion
GG 206 1.43 (0.1) 0.00
rs6961558 nd GA 8 0(0) -1.43 (-2.45- -0.41) | 0000
rs10500038 Aditivo - - - 0.39 (0.05-0.73) 0.026
. GG-AA 116 1.56 (0.14) 0
rs1668335 | Sobredominancia GA 83 1.11 (0.15) -0.45 (-0.86- -0.05) 0.03
. TT-CC 112 1.57 (0.14) 0
rs17137124 | Sobredominancia TC 102 1.16 (0.14) -0.41 (-0.80- -0.03) 0.038
Control
GG 207 1.82 (0.13) 0.00
rs6961558 nd GA 8 0.12 (0.12) -1.70 (-2.96- -0.44) | 00089
. GG-AG 190 1.68 (0.13) 0.00
rs10500038 Recesivo AA 10 3.1 (0.53) 1.42 (0.27-2.56) 0.016

Tabla R20. Resultados del andlisis de asociacién genotipos-variables de la escala PSYRATS para las alucinaciones
auditivas en los casos en los que los valores de P<0.05.
En los casos en los que el programa no determina el modelo de herencia debido a que sélo hay presentes dos de los
tres posibles genotipos, esto aparece indicado como nd. En el valor de las diferencias con intervalo de confianza del
95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo indica genotipos de riesgo.
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Al comparar la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos
definidos por variables de dos estados, Unicamente se encontraron evidencias de
diferencias significativas para la comparacion entre pacientes crénicos y no crénicos de
los polimorfismos rs1456031 y rs1456021. En estos SNPs se mantuvo la significacion
para el analisis mediante regresién logistica tras llevar a cabo la correccion multiple. No
obstante, este resultado debe ser tomado con prudencia, ya que los resultados no son
iguales respecto a los obtenidos por test de Fisher, en cuyo caso no se mantenia
significacion tras correccion multiple, y ademas, los tamanos muestrales comparados
son pequefios. Un dato a favor de la consistencia de estos datos es que en el andlisis
de haplotipos se obtuvo diferencias significativas para el haplotipo que contiene ambos
SNPs: rs12670585/rs1456031/ rs2396765/ rs1456021 (P=0.004).

Para la presencia o ausencia de AA y el inicio temprano o tardio de la enfermedad no
se obtuvieron diferencias significativas en la distribucion de frecuencias alélicas, o
genotipicas.

En el caso de los haplotipos, ademas del ya mencionado, se obtuvieron diferencias
significativas después de la correccion de Bonferroni entre pacientes con AA y
pacientes sin AA en los tests individuales correspondientes a rs923875C/
rs10500038G/rs4730626A/rs1668335G y rs10255943A/ rs10486026T/rs2396753A/
rs17137124C (P corregidas = 0.037 y 0.018, respectivamente), a pesar de que los test
globales de estas combinaciones no resultaron significativos.

El andlisis de la distribucion de frecuencias genotipicas respecto a variables de las
escalas PSYRATS y Manchester mostrd diferencias significativas tras la correccién
mdultiple para el polimorfismo rs2253478 con la variable Pobreza del lenguaje (P
corregida =0.0384).

1.2 Estudio de asociacion caso-control con polimorfismos del
gen HARIA

El gen HARIA se localiza en el extremo del brazo largo del cromosoma 20 (20gq13.33)
como se muestra en la figura R7. Se encuentra organizado en dos exones. El exén 1
incluye una region de 118 pb con 18 cambios especificos de la especie humana que
constituye el elemento con tasa de sustitucion mas acelerada del linaje humano,
denominado elemento HAR1, de Human Accelerated Region 1 (Pollard et al., 2006).
Este exon solapa con parte del gen HARIR.

R e = i - — e i m)

chrae: 611956864 Elzeaaaa] 61265606
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
20913.33
UCEC Gene Fredictions Based on RefSed, UniProt, GenBank, and Comparative Genomics
MR _E 45 - 1 HARIR

t £ 44 I HAR1A
Vertebrate MUltiz Alignment & FhastCons Conservation (28 Species)

Mammal Cons
L i [T o ba |

Figura R7. Contexto gendmico en el que se localiza el gen HARI1A. En la parte inferior de la figura aparece reflejado el
grado de conservacién con otros mamiferos. Figura extraida del UCSC Genome Browser, con modificaciones.
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Los SNPs estudiados se distribuyen a lo largo de la regiéon donde se encuentra el gen,
cubriendo desde la posicion -1017 hasta +4068, respecto del inicio del exén 1, como
se puede ver en la figura R8. No se encontrd ningln polimorfismo descrito en la regién
acelerada descrita como HAR1 (Pollard et a/., 2006).

rs6011613 rs2427496 rs6122371 rs750696 rs750697 rs2427498
-1017 pb -106 pb 619 pb 2660 pb 2776 pb 4068 pb

Lol § l
— T

Exdn 1 Exdn 2

Figura R8. Distribucion de los polimorfismos estudiados en la region del gen HARIA. Las distancias reflejadas
corresponden al nimero de pares de bases respecto a la primera posicion en el exon 1. La region HAR1 aparece en
color gris sobre el exén 1.

Después de eliminar las muestras que fallaron en la genotipacion, se analizaron un
total de 333 controles y 276 pacientes.

Tanto en el grupo de controles como en el de pacientes, las frecuencias genotipicas se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, cuyos valores aparecen reflejados en la
tabla R21.

Valores P del test de
SNPs equilibrio Hardy-Weinberg
Controles Pacientes
rs6011613 0.72 0.19
rs2427496 0.55 0.8
rs6122371 0.44 0.4
rs750696 0.65 1
rs750697 0.14 0.22
rs2427498 0.27 0.18

Tabla R21. Resultados del test de equilibrio de Hardy-
Weinberg para los SNPs estudiados en controles vy
pacientes.

1.2.1 Analisis del desequilibrio de ligamiento

A pesar de estar distribuidos a lo largo de poco mas de 5 kilobases, no se encontrd un
elevado desequilibrio de ligamiento entre los SNPs (rango r* desde 0.018 a 0.538).
Esto se observa en la figura R9, donde se muestran diagramas con los valores r* para
los principales grupos analizados. De los SNPs analizados, Unicamente rs750696
constituye un tagSNP. Los tagSNPs son SNPs que se caracterizan por ser capaces de
capturar la mayor parte de la variabilidad de una region.
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Figura R9. Diagramas de desequilibrio de ligamiento para los grupos de controles y
pacientes. Los valores de r?, aparecen reflejados sobre 100.

En la figura R10 se muestra un grafico de la misma region extraido del HapMap,
correspondiente a la poblacion CEU. En la regién, Unicamente hay disponible
informacion de 4 SNPs, 3 de los cuales (rs6011613, rs750696 y rs2427498) se
analizaron en este estudio. Para estos, los valores de LD de la base de datos son
similares a los obtenidos en las poblaciones de este trabajo.

CEUzrsquare

Figura R10. Esquema de los valores r* de LD disponibles para la
region analizada obtenidos a partir de la base de datos del HapMap
(HapMap Data Rel 23a/ phasell Mar 2008).

1.2.2 Andlisis de frecuencias genotipicas y alélicas de
polimorfismos del gen HAR1A en pacientes y controles

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para el andlisis de frecuencias
genotipicas y alélicas en los grupos estudiados. Al tratarse del primer estudio de
asociacion caso-control realizado con polimorfismos de este gen, no hay datos previos
de otros estudios con los que comparar, a excepcion del publicado por nuestro grupo
de investigacion (Tolosa et a/, 2008).

Al igual que en el caso del gen FOXPZ, las comparaciones realizadas en este estudio y
el nimero de individuos en cada uno de los grupos son las siguientes:
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Grupos comparados en el test de Nuamero de
asociacion individuos
Control/Paciente 333
276
. 333
Control/Paciente con AA 512
. . . 333
Control/Paciente con esquizofrenia 509

Tabla R22. Grupos muestrales comparados en el test de asociacion y numero de
individuos en cada comparacién.

Por claridad sélo se presentaran en este apartado los resultados correspondientes a las
comparaciones controles-pacientes y controles-pacientes con AA.

En las tablas R23 y R24, se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de cada
grupo, asi como los valores de y* y P asociada a éste mediante el test exacto de Fisher.
Los SNPs estudiados mostraron valores de MAF >10%. Para aquellos polimorfismos de
los que habia informacidén en las bases de datos de las frecuencias genotipicas o
alélicas (rs6011613, rs2427498, rs750696, rs750697), éstas no mostraron diferencias
significativas respecto a las obtenidas en el grupo de controles de nuestro estudio.

Frecuencias

SNP Frecuencias genotipicas X P alélicas X P
rs6011613 CcC CT T C T
Controles (526%) (0103%) (01034) 0.81 0.19
- - - 0.808 | 0.673 0.361 | 0.541
Pacientes 179 82 15 0.8 0.2
(0.65) (0.30) (0.05) ) )
rs2427496 CcC CT T C T
Controles (g 3;51) (08286) (0183) 0.84 0.16
: : : 2.307 | 0.314 1.876 | 0.171
Pacientes 206 66 4 0.87 0.13
(0.75) (0.24) (0.01) ) )
rs6122371 AA AC CcC A C
Controles (09238) ((} 75?5) (06270) 0.54 0.46
: : : 0.021 0.994 0.001 | 0.972
Pacientes 76 145 2> 0.54 0.46
(0.28) (0.52%) (0.20) ) )
rs750696 CcC CT T C T
Controles (3 203) (01 653) (05167) 0.58 0.42
: : : 0.610 | 0.734 0.468 | 0.494
Pacientes 87 136 >3 0.56 0.44
(31.5%) | (49.3%) | (19.2%) ) )
rs750697 GG GA AA G A
Controles (3 9528) (01 13i) (0288) 0.75 0.25
- - - 0.447 | 0.808 0.475 | 0.491
Pacientes 152 100 24 0.73 0.27
(0.55) (0.36) (0.09) ’ )
rs2427498 CcC CT T C T
241 88 4
Controles 0.86 0.14
072) | (026) | (0.01) | 4002 | 0.127 0.615 | 0.433
Pacientes 212 >/ U 0.87 0.13
(0.77) (0.21) (0.02) ’ )

Tabla R23. Frecuencias genotipicas y alélicas en controles y pacientes con los valores de x? y P asociados.
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No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y alélicas de
ninguno de los SNPs estudiados al realizar las tres comparaciones entre grupos,
controles frente a pacientes, controles frente a pacientes con alucinaciones y controles
frente a pacientes con esquizofrenia.

También se analizd la existencia de diferencias en las frecuencias genotipicas de los
diferentes polimorfismos entre mujeres y varones, tanto en el grupo control, como en
la muestra de pacientes con AA y la muestra total de pacientes. En algunos casos se
han encontrado diferencias significativas (valores de P< 0.05), pero estas diferencias
desaparecen al aplicar la correccion de Bonferroni.

SNP Frecuencias genotipicas %> P Fr:cl:zlei:::;as 1 P
rs6011613 CC CT T C T
Controles (526%) (0103%) (0134) 0.81 0.19
- - - - 0.575 0.7510 0.422 0.516
Pacientes 136 65 11 0.79 021
con AA (0.64) (0.31) (0.05) ) )
rs2427496 CC CT T C T
Controles 235 88 10 0.84 0.16
(071) | (0.26) | (0.03) | 5,852 | 0.073 3.647 | 0.056
Pacientes 162 49 1 0.88 0.12
con AA (0.76) (0.23) (0.01) ) )
rs6122371 AA AC CC A C
Controles (09238) ((} g) (06270) 0.54 0.46
- - : : 0.348 0.848 0.330 0.566
Pacientes 55 111 46 0.52 0.48
con AA (0.26) (0.52) (0.22) ' :
rs750696 CC CT T C T
Controles (3 %,)03) (01 653) (0557) 0.58 0.42
- - - - 0.539 0.776 0.518 0.472
Pacientes 65 107 40 0.56 0.44
con AA (0.31) (0.50) (0.19) ) )
rs750697 GG GA AA G A
Controles (3 ?328) (01 13i) (02(?8) 0.75 0.25
- - - - 0.580 0.756 0.003 0.950
Pacientes 119 79 14 0.75 0.25
con AA (0.56) (0.37) (0.07) ) )
rs2427498 CC CT T C T
241 88 4
Controles 0.86 0.14
(072) | (026) | (0.01) | 53722 | o.281 0.453 | 0.502
Pacientes 162 45 5 0.87 0.13
con AA (0.76) (0.21) (0.02) ) )

Tabla R24. Frecuencias genotipicas y alélicas en controles y pacientes con AA con los valores de x? y P asociados.
2 corresponden a tests en los que en una de las clases los valores esperados son menores de 5.

El programa SNPStats ademas, permitid, mediante regresion logistica testar qué
modelo de herencia se ajustaba mas a las proporciones observadas en los grupos. En
las siguientes tablas se muestra para cada polimorfismo qué modelo se ajusté mas en
las comparaciones realizadas, esto es, qué modelo obtiene un menor valor para BIC
(Criterio de informacion Bayesiana), con las OR y valores de P asociados.

Los resultados obtenidos mediante regresion logistica coinciden con los observados a
partir de los test exactos de Fisher, no obteniéndose diferencias significativas para las
frecuencias de ninguno de los polimorfismos analizados tras corregir por Bonferroni.
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SNPs I\;I10delo d e Genotipos Controles Pacientes OR P
erencia
) cecT 320 (0.96) 261 (0.95) 1
rs6011613 Recesivo T 13 (0.04) 15(0.05) | 1.41(0.66-3.03) | 937
) et 323 (0.97) 272 (0.99) 1
rs2427496 Recesivo T 10 (0.03) 4 (0.01) 0.48 (0.15-1.53) | %19
) AA 93 (0.28) 76 (0.275) 1
Dominante AC-CC 240 (0.72) | 200(0.725) | 1.02 (0.71-1.46) | -1
Recosivo AA-AC 266 (0.80) 221 (0.80) 1 005
rs6122371 cC 67 (0.20) 55(0.20) | 0.99 (0.66-1.47) | ©
— AA-CC 160 (0.48) | 131 (0.475) 1
Sobredominancia AC 173 (0.52) 145 (0.525) | 1.02 (0.74-1.41) | %87
Aditivo 1(0.80-1.27) | 0.97
. cccT 277 (0.83) 223 (0.81) 1
rs750696 Recesivo T 56 (0.17) 53(0.19) | 1.18(0.78-1.78) | %%
) GG 192 (0.58) 152 (0.55) 1
rs750697 Dominante AG-AA 141 (0.42) 124 (0.45) | 1.11(0.81-1.53) | 22
Aditivo 1.09 (0.85-1.39) | 0.51
— cCTT 245 (0.74) 219 (0.79) 1
rs2427498 | Sobredominancia cT 92 (0.26) 57 (0.21) 0.72 (0.50-1.06) 0.09

Tabla R25. Resultados de los analisis de regresion para el test de asociacion de controles y pacientes. En aquellos
casos en los que el menor valor BIC estimado es el mismo para diferentes modelos de herencia se incluyen los
resultados correspondientes a dichos modelos.

Modelo de . Pacientes P
SNPs herencia Genotipos Controles con AA OR *)
) cccT 320 (0.96) 201 (0.95) 1
rs6011613 Recesivo T 13 (0.04) 11 (0.05) | 1.35(0.59-3.07) | 948
) Ge<ar 323(0.97) | 211 (0.995) 1 0.02
R0 Recealio T 10 (0.03) 1(0.005) | 0.15(0.02-1.20) | (0.12)
rs6122371 Aditivo 1.08 (0.84-1.38) | 0.56
rs750696 Aditivo 1.10 (0.86-1.41) | 0.47
— GG-AA 218 (0.655) | 133 (0.67) 1
rs750697 | Sobredominancia GA 115 (0.345) 79(0.37) | 1.13(0.79-1.61) | *°?
— cCTT 245 (0.74) 167 (0.79) 1
rs2427498 | Sobredominancia cT 88 (0.26) 45 (0.21) 0.75 (0.50-1.13) 0.17

Tabla R26. Resultados de los analisis de regresion para el test de asociacion de controles y pacientes con AA.
Los SNPs cuyas frecuencias genotipicas difieren significativamente entre grupos se encuentran sombreados.
(*) Valor de P corregido por Bonferroni.

1.2.3 Analisis de haplotipos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del analisis de haplotipos. En este
caso, a diferencia del gen FOXPZ2, al estudiar 6 SNPs, si se pudo obtener el haplotipo
completo. Al igual que en el caso de frecuencias genotipicas y alélicas, se presentan en
este apartado Unicamente las comparaciones controles-pacientes y controles-pacientes
con AA. En todos los casos, la frecuencia minima de un haplotipo necesaria para
considerarlo en el test fue de 0.03 para alguno de los dos grupos comparados.

Al comparar pacientes con controles (tablas R27 Y R28) no se obtuvieron diferencias
significativas ni para el test global ni para ninguno de los haplotipos individuales.

Cuando se compararon controles frente a pacientes con AA, no se obtuvieron
diferencias globales, aunque si para uno de los haplotipos individuales. Sin embargo,
esta diferencia (P=0.022) no se mantuvo al llevar a cabo la correccion por el nimero
de haplotipos (P=0.198).
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218|383 (3|8
S| A|lr ([N & _Rati
BININ § § N | Controles | Pacientes (ﬁlgsg;?/:;o X’ P
[<)] Y W ) © H
ko | N |89 |@
w (<)} = (-~}
0.936
clclalT|6|c 0.371 0.377 (0486.1706) | 0184 | 0668
0.915
clclclc|alc 0.185 0.184 (04501 824) | 0-000L | 0.989
0.8047
clcl|lclclae|c 0.119 0.104 (0351 634) | 0767 | 0381
0.776
T|T|lAalc|e|T 0.079 0.067 (03641654 | 1434 | 0231
1.157
clclcl|lT|6|c 0.047 0.059 (05195 52) | 0350 | 0554
clclalclalc 0.036 0.039 1 0.041 | 0.840
0.720
clTt|clcl|lae|c 0.034 0.027 (0.296.1.705) | 0707 | 0:400
1.159
Tl lclclc|aol|T 0.033 0.042 (04stara1) | 0773 | 0379
Otros haplotipos 0.096 0.101
Tabla R27. Andlisis de haplotipos al comparar controles (N=333) y pacientes (N=276).
Test de asociacion global: ¥?=3.157, df=7, P=0.8701
218|333 |8
SR | kB | H|a|s Pacientes Odds-Ratio P
B N | N| Q|8 || Controles |~ an (acosw) | * *)
[+)] Y W ) ) H
B |lo | N |89 |©
w [<)} = (-~}
1.091
clc|lalT|6|c 0.371 0.371 (05222278 | 0075 | 0.784
clclclc|alcl| oiss 0.172 © 4é'79;7215) 0.219 | 0.639
clclclc|e|c| oo 0.121 © 5(1)'51_29438) 0.004 | 0.948
TlT|Aalc|G|T]| o007 0.063 © 3(7"527051) 1.876 | 0.181
clclcl|lT|6|c 0.047 0.067 o 615'5?3978) 0.948 | 0.330
clclalclalc 0.036 0.033 1 0.133 | 0.716
clTt|clc|lae|c 0.034 0.026 © 28'5%9276) 0.944 | 0.331
Tlc|lcl|lc|lae|T]| o003 0.048 o 611'2_53192) 1.672 | 0.196
2.681 0.022
T|lclclc|lalc 0.015 0.037 osog ] B2 i
Otros haplotipos 0.096 0.062

Tabla R28. Analisis de haplotipos al comparar controles (N=333) y pacientes con AA (N=212).
Test de asociacion global: x*=9.303, df=8, P=0.317
Los haplotipos cuyas frecuencias difieren significativamente entre grupos se encuentran sombreados.
(*) Valor de P corregido por el nimero de haplotipos.
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No se encontraron diferencias significativas al comparar controles con pacientes con
esquizofrenia.

En resumen, los resultados de la comparacion de la distribucién de frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipicas en los grupos muestrales analizados (controles, pacientes,
pacientes con AA y pacientes con esquizofrenia) no muestran evidencias de diferencias
significativas entre ambos grupos cuando se aplican las correcciones multiples mas
conservativas.

1.2.4 Medida del poder estadistico

Para el estudio de asociacion del gen HARI1A también se utilizb el programa Quanto,
para calcular el poder estadistico de los datos obtenidos. En las tablas R29 y R30 se
observa para cada polimorfismo el poder estadistico asociado al test, teniendo en
cuenta las frecuencias alélicas y el modelo de herencia seleccionado con el programa
SIPStats.

Poder estadistico en
- el test controles
SNPs Modelo de herencia (N=333)/pacientes
(N=276)
rs6011613 Recesivo 0.1363
rs2427496 Recesivo 0.2219
Dominante 0.0514
Recesivo 0.0503
rs6122371 Sobredominancia 0.05
Aditivo 0.05
rs750696 Recesivo 0.1252
Dominante 0.0978
7 7
rs75069 Aditivo 0.1005
rs2427498 Sobredominancia 0.4605

Tabla R29. Estimas del poder estadistico de la comparacion de
controles frente a pacientes, para OR genéticas del intervalo de
confianza 95%.

Poder estadistico en
SNPs Modelo de herencia (|\Je|=;§s::)7‘;gt¢:l;zl:tses
con AA (N=212)

rs6011613 Recesivo 0.1052
rs2427496 Recesivo 0.5599
rs6122371 Aditivo 0.0948
rs750696 Aditivo 0.1183
rs750697 Sobredominancia 0.1391
rs2427498 Sobredominancia 0.3293

Tabla R30. Estimas del poder estadistico de la comparacion de
controles frente a pacientes con AA, para OR genéticas del intervalo de
confianza 95%.

Al igual que en el estudio con el gen FOXPZ2, el poder estadistico varia
considerablemente en el rango de ORs estimadas para los SNPs. La mayoria de los
valores obtenidos son bajos, por lo que la capacidad de detectar asociacion en nuestra
muestra es baja. Asi, no es de extrafnar que no se hayan obtenido resultados positivos.
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1.2.5 Analisis de variables clinicas

1.2.5.1 Variables clinicas de dos estados

Al igual que en el caso del gen FOXP2, las variables clinicas con dos estados para las
cuales se analizaron las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
estudiados son las que se muestran en la tabla R31.

El andlisis de estas variables se llevd a cabo del mismo modo que para las
comparaciones entre controles-pacientes, controles-esquizofrénicos y controles-
pacientes con AA. Con el fin de proporcionar mayor claridad a la exposicion de
resultados, Unicamente se presentan en formato de tabla los resultados
correspondientes a la presencia o ausencia de alucinaciones auditivas (Tabla R32).

Variable Estado de la variable Numero de individuos
Con historia de alucinaciones

. o 212

Presencia de auditivas
alucinaciones auditivas Sin historia de alucinaciones 63

auditivas
Cronicidad de las Presencia de cronicidad 79
alucinaciones auditivas Ausencia de cronicidad 133
Inicio temprano 104

. (hasta los 20 afos)

Inicio de la enfermedad — Z

Inicio tardio 85
(a partir de los 28 aiios)

Tabla R31. Variables clinicas dicotdmicas analizadas.

Al comparar pacientes con AA y pacientes sin AA, no se encontraron diferencias
significativas para las frecuencias genotipicas y alélicas.

Respecto a la cronicidad de las alucinaciones, no se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas. Para las frecuencias alélicas, Unicamente
se encontraron diferencias significativas en el polimorfismo rs6011613 (P=0.036). Sin
embargo, el valor de P no se mantiene significativo tras la correccién por Bonferroni
(P=0.216).

Por Ultimo, al comparar pacientes con inicio temprano de la enfermedad con pacientes
con inicio tardio, no se encontraron diferencias significativas para las frecuencias
genotipicas ni para las alélicas.

Los modelos de herencia que mas se ajustan a las proporciones observadas se
calcularon mediante el programa SNPStats, y los correspondientes a la comparacion
entre pacientes con AA y pacientes sin AA se muestran en la tabla R33. Para estos, no
se detectaron diferencias significativas en las frecuencias de ninguno de los
polimorfismos mediante el andlisis por regresion logistica, resultado coincidente con el
obtenido mediante los test exactos de Fisher.

Los mismos resultados se obtuvieron al tener en cuenta la cronicidad de las
alucinaciones auditivas y el inicio temprano o tardio de la enfermedad.
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SNP Frecuencias genotipicas %> P Frzf;?::;as %> P
rs6011613 CC CT T C T
Pacientes 42 17 4 0.8 0.2
sin AA (067) | (0.27) | (0.06) | o388 | 0.830 : : 0.023 | 0.868
Pacientes 136 65 11 0.79 0.21
con AA (0.64) (0.31) (0.05) i )
rs2427496 CC CT T C T
Pacientes 43 17 3
sin AA (068) | (027) | (0.05) | ggg3» | 0.037 052 | o8 3.233 | 0.072
Pacientes 162 49 1 0.88 0.12
con AA 0.76) | (0.23) | (0.005) : :
rs6122371 AA AC CC A C
Pacientes 21 33 9 0.6 0.4
sin AA (033) | (052) | (O14) | 5594 | 0.317 : : 2141 | 0.143
Pacientes 55 111 46 0.52 0.48
con AA 0.26) | (052) | (0.22) : :
rs750696 CC CT TT C T
Pacientes 21 29 13
sin AA (033) | (046) | (021) | 4383 | o.828 0% | o 0.008 | 0.928
Pacientes 65 107 40 0.56 0.44
con AA (0.31) (0.50) (0.19) ) )
rs750697 GG GA AA G A
Pacientes 33 21 9
sin AA (052) | (0.33) | (014) | 3257 | g.150 o0 | O 1.628 | 0.202
Pacientes 119 79 14 0.75 0.25
con AA (0.56) | (0.37) | (0.07) : :
rs2427498 CC CT T C T
Pacientes 49 12 2
sin AA (078) | (019) | (0.03) | g250° | o0.957 087 | OB 0.006 | 0.936
Pacientes 162 45 5 0.87 0.13
con AA 0.76) | (021) | (0.02) : :

Tabla R32. Frecuencias genotipicas y alélicas pacientes con AA y pacientes sin AA con los valores de %? y P asociados.
2 corresponden a tests en los que en una de las clases los valores esperados son menores a 5.
® corresponden a tests en los que en una de las clases los valores esperados son menores a 2.

Modelo de . Pacientes Pacientes P
SNPs herencia Genotipos con AA sin AA OR *)
- cCTT 147 (0.69) 46 (0.73) 1
rs6011613 | Sobredominancia cT 65 (0.31) 17 (0.27) 0.84 (0.45-1.57) 0.57
. ccCcT 211 (0.995) | 60 (0.95) 1 0.03
R0 Receali T 1 (0.005) 3 (0.05) 10.55 (1.08-103.28) | (0.18)
rs6122371 Aditivo 0.73 (0.48-1.10) | 0.13
- cCTT 105 (0.495) | 34 (0.54) 1
rs750696 | Sobredominancia cT 107 (0.505) | 29(0.46) | 0.84(0.48-1.47) | °>*
. GG-AG 198 (0.93) 54 (0.86) 1
rs750697 Recesivo AA 14 (0.07) 9(0.14) 0.84 (0.47-1.52) | %°7
. ccCcT 207 (0.98) 61 (0.97) 1
2427298 Recesivo T 5 (0.02) 2 (0.03) 136 (0.26-7.17) | 072
Sobredominancia T 167(0.79) >1(0.81) 1 0.71
cT 45 (0.21) 12(0.19) | 0.87 (0.43-1.78) :

Tabla R33. Resultados de los analisis de regresion para el test de asociacion de pacientes con AA y pacientes sin AA.

Los SNPs cuyas frecuencias genotipicas difieren significativamente entre grupos se encuentran sombreados.

(*) Valor de P corregido por Bonferroni.
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1.2.5.2 Analisis de haplotipos de variables clinicas con dos estados

Al comparar pacientes con AA frente a pacientes sin AA, se obtuvo diferencias globales
con un valor P=0.0104. En esta comparacion surgen dos haplotipos con frecuencias
significativamente diferentes en ambos grupos: rs6011613-C/rs2427496-C/rs6122371-
C/rs750696-C/rs750697-G/rs2427498-C con una P asociada de 0.016 y rs6011613-
T/rs2427496-T/rs6122371-C/rs750696-C/rs750697-G/rs2427498-C con una P asociada
de 0.003. El primero de ellos podria constituir un haplotipo de riesgo para la presencia
de AA en pacientes psicéticos, sin embargo, el hecho de que no existan diferencias
significativas para este haplotipo entre controles y pacientes con AA sugiere que la
vulnerabilidad se daria dentro del contexto psicotico.

Este haplotipo en concreto fue el que dio lugar a diferencias significativas (P= 0.002)
en un estudio previo realizado en nuestro grupo, con practicamente la misma muestra
(Tolosa et al., 2008). Las diferencias entre los valores de P de ambos estudios deben
ser debidas a la pequefia variacion en el tamafio muestral, porque las frecuencias
obtenidas para el haplotipo en los dos grupos son las mismas o a la modificacion del
valor umbral para haplotipos raros (0.05 en el articulo y 0.03 en la presente tesis). En
cualquier caso, en este estudio no resiste la correccién por Bonferroni. Respecto al
segundo haplotipo, las frecuencias en ambos grupos podrian indicar que se trata de un
haplotipo protector. No obstante, debido al pequefio tamafio de la muestra de
pacientes sin AA, y a la baja frecuencia del haplotipo en cuestién, es mas probable que
se trate de un error de tipo I.

Respecto a la cronicidad de las AA y el inicio temprano o tardio de la enfermedad, no
se obtuvieron diferencias significativas al realizar las comparaciones correspondientes.

2188|338

2 (83 IkR E E » | Pacientes Pacientes | Odds-Ratio 2 P

BEIyIN|g@|a |} con AA sin AA (IC 95%) x (*)

O O

R |lo | N |8 9|0

w ()} = @0

clclalT|ae|c 0.367 0401 | o o s 5 4 | 0338 | 0561

clclclc|alc 0.173 0217 | ey 671) | 1:216 | 0.270
3.975 0.016

clc|lc|lc|e]|c 0.123 0.048 | (1 0051943) | 5765 | (oude)

TlT|Aalc|G|T 0.063 0079 | B 4 | 0425 | 0515

clc|lc|T|6|c 0.068 0035 | 4 S 33 | 1:466 | 0.226

Tlc|lclc|lal|T 0.048 0024 | g ol 26 | 1428 | 0232

Tlclclc|alc 0.036 0007 | o o3 32 | 247 | 0116

clclalclalc 0.033 0.052 1 0972 | 0324

clTtlclc|ae]|c 0.026 0.032 © o 63 | 0357 | 0550
0.099 0.003

TlT|clcl|la]|c 0.003 002 | g oorasray | %96 | (.03

Otros haplotipos 0.06 0.063

Tabla R34. Analisis de haplotipos al comparar pacientes con AA (N=212) frente a pacientes sin AA (N=63). Test de
asociacion global: x?=21.55, df=9, P=0.0104. (*) Valor de P corregido por el nimero de haplotipos.
Los haplotipos cuyas frecuencias difieren significativamente entre grupos se encuentran sombreados.
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1.2.5.3 Variables clinicas con mas de dos estados

Al igual que para el gen FOXP2 el andlisis de las variables de las escalas PSYRATS y
Manchester, previamente indicadas en la tabla 1.1.1.1.4 de la seccién de Material y
Métodos se llevd a cabo mediante el programa SNPStats, por medio de regresion
lineal. Ninguno de los polimorfismos estudiados del gen HAR1A resultd significativo en
los andlisis de los diferentes items de la escala PSYRATS, incluido el de puntuacion
total de la escala. En cuanto a los dos items estudiados de la escala Manchester, se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de genotipos del SNP rs750697
con el item de Incoherencia del Lenguaje.

Respuesta
Modelo de . Frecuencia Media Diferencias P
SNP herencia Genotipos absoluta (error (IC 95%) (*)
estandar)
. . GG-AA 155 0.84 (0.09) 0.00 0.0059
fEEsEey | sehEa Tl GA 91 0.45 (0.1) | -0.39 (-0.66--0.11) | (0.035)

Tabla R35. Resultados del analisis de asociacion genotipos-variables de la escala Manchester en los casos en los que el
valor de P<0.05. Resultados correspondientes al item Incoherencia del Lenguaje. En el valor de las diferencias con
intervalo de confianza del 95%, el color verde indica que el genotipo es protector, y el color rojo indica genotipos de
riesgo. (*) Valores de P que se mantienen significativos después de la correccion por Bonferroni para el nimero de
polimorfismos analizados.

En resumen, para el gen HARI1A, el andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas
frente a variables clinicas con dos estados no reveld diferencias significativas para la
presencia o ausencia de alucinaciones, cronicidad de las AA o inicio temprano o tardio
de la enfermedad. En cambio, el analisis de haplotipos indicé diferencias globales entre
las frecuencias haplotipicas de pacientes con AA y pacientes sin AA, aunque no se
pudo replicar la significacion obtenida en un estudio previo para la presencia de un
posible haplotipo de riesgo dentro del fenotipo psicético (rs6011613C/rs2427496C/
rs6122371C/ rs750696C/rs750697G/rs2427498C).

El analisis de frecuencias genotipicas frente a variables de las escalas PSYRATs vy
Manchester, Unicamente mostro diferencias significativas para el SNP rs750967 con el
item de Incoherencia en el Lenguaje (P corregida = 0.035).

1.3 Cambio en el nimero de repeticiones de trinucleétidos
en el gen FOXP2

Debido a la ausencia de resultados positivos que tuvieran un fuerte impacto en la
vulnerabilidad a psicosis, y especialmente a AA, dentro del estudio de asociacion con
polimorfismos del gen FOXP2, se decidid analizar otro tipo de variante estructural,
como son las repeticiones de trinucledtidos. Como se ha mencionado en la
introduccién, uno de los dominios caracteristicos del gen FOXPZ2 es la presencia de dos
tramos de poliglutaminas de 40 y 10 residuos, localizados en los exones 5 y 6,
respectivamente (Figura R11). Expansiones en este tipo de repeticiones estan
asociadas a diferentes enfermedades, fundamentalmente de tipo neuroldgico por lo
que el analisis de la variacién de las repeticiones de poliglutaminas en el gen FOXP2 en
controles frente a pacientes psicoticos constituia un complemento al estudio de
asociacion.
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Durante la genotipaciéon del polimorfismo rs6961558 encontramos una delecion de
nueve nucledtidos en un tramo con repeticiones CGG localizado en el intron s1, y
cercano al inicio de transcripcion del exon sl (Figura R11). Se decidid analizar esta
region también, debido a la posible variabilidad en repeticiones entre pacientes y
controles.

Exdn 6

CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAATTGGCAGCCCAGCAG

CTTGTCTTCCAGCAGCAGCTTCTCCAGATGCAACAACTCCAGCAGC

AGCAGCATCTGCTCAGCCTTCAGCGTCAGGGACTCATCTCCATTCC
Exén 5 ACCTGGCCAGGCAGCACTTCCTGTCCAATCGCTGCCTCAAG

CAACAACTACAAGAGTTTTACAAGAAACAGCAAGAGCAGTTACATCTTCAG
CTTTTGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAACAGCAGCAACA
ACAGCAGCAGCAACAACAACAACAACAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAGCA
GCAACAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCATCCTGGAAAGCAAGCGAAAGAG

ATG ATG TAG 1GA

s1 52 s3 1 1b 2 2a 2b 3 3a 3b 4405 6 78 910 111213141516 17

- — — -
A Q40Q10 Zn LeuZ FOX Ac C-t

CGGCGGCGCACGTGCGGCGGCGGCGG
CGGCGCCGGCGGCGCGGGCGGGACCC

Figura R11. Localizacion de los tramos de repeticiones de trinucledtidos analizados en el gen FOXP2. En color naranja o
rojo se muestran los tramos de trinucledtidos de las glutaminas y en color azul las repeticiones analizadas en el intron
s1. El fragmento delecionado en uno de los pacientes se muestra subrayado.

La busqueda de posibles expansiones o deleciones en los dos tramos de poliglutaminas
se llevd a cabo mediante amplificacion por PCR con un cebador marcado con un
fluorocromo y posterior andlisis de los fragmentos de DNA amplificados por
electroforesis capilar (ver apartado I1.4 de la seccion de Material y Métodos). En las
figuras R12 y R13 se muestran ejemplos de los resultados obtenidos para las regiones
analizadas.

18000 |
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0 w0 %0 12 150 180 210 20 m 20 30 380 30 a2 0 0 510
o ]
e 213 pb
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eIl
m: 4 ul\__.,J - e PG40

Figura R12. Andlisis de fragmentos de los tramos de poliglutaminas. El tamafio de los fragmentos
obtenidos por PCR se muestra en el pico correspondiente.
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Figura R13. Andlisis de fragmentos del tramo de repeticiones localizado en el intrdén s1. La muestra A
corresponde a un individuo sin variacién en el tamafio del fragmento y la muestra B corresponde al
individuo en el que se detectd una delecion de 3 trinucledtidos CGG en heterocigosis.

Las muestras de pacientes psicéticos y de controles utilizadas fueron las siguientes:

Namero de muestras
Fragmento analizado
Controles Pacientes

Tramo de flO repepaones de 151 228
poliglutaminas

Tramo de _10 repe_t|C|ones de 147 122
poliglutaminas

Tramo de r_epe,tluones CGG 112 172

en intron sl

Tabla R36. Muestras analizadas en el andlisis de fragmentos de DNA por
electroforesis capilar.

Tras el andlisis detallado de los resultados obtenidos, no se encontrd variaciéon en la
longitud de los fragmentos obtenidos en ninguno de los individuos paciente o control
analizados, con excepcion del paciente en el que se habia identificado inicialmente la
delecion de 9 nucledtidos en el tramo de repeticiones localizado en el intron si.

1.4 Analisis del gen FOXPZ2 en niiios con TEL

El analisis del gen FOXP2 en nifos con Trastorno Especifico del Lenguaje (TEL) cubrid
dos partes. En primer lugar, se buscaron las tres mutaciones puntuales descritas hasta
el momento en regidn codificante, asi como posibles expansiones en los tramos de
poliglutaminas. En segundo lugar, y dada la baja presencia de mutaciones en region
codificante para este gen, se procedid a analizar la regiéon promotora, buscando
mutaciones no presentes en poblacion control.

1.4.1 Busqueda de mutaciones en region codificante

Se buscaron las mutaciones en region codificante del gen FOXP2 descritas hasta la
fecha: mutacién R553H en el exdn 14, directamente relacionada con alteraciones en el
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lenguaje en la familia KE (Lai et a/, 2001); un cambio no sindnimo en el exén 2 y la
mutacion R328X en exdn 7 encontradas en pacientes con dispraxia verbal (MacDermot
et al, 2005) y posibles expansiones del tramo de poliglutaminas en los exones 5y 6
(Figura R14).

La busqueda de la mutacion en el exdn 14 se llevo a cabo mediante analisis de RFLPs.
(apartado I1.3 de Material y Métodos). En el caso de los exones 2 y 7 se amplificd por
PCR, y se secuenciaron los productos obtenidos. La determinacion de posibles
expansiones de poliglutaminas se realizd tal y como se ha descrito en el apartado
anterior, por PCR con uno de los cebadores marcado con un fluorocromo y analisis de
los fragmentos marcados obtenidos por electroforesis capilar (ver apartado II.4 de
Material y Métodos).

Exdén 5y Exdn 6

Exdn 2 Tramos de Exdén 7 Exdn 14
Q17L poliglutaminas R328X R553H
A'ly ATG TAG 1GA
sl 52 s3 1 1b 2 2a 2b 3 3a 3b 4405 6 78 910 111213141516 17
Q40Q10 Zn Leuz FOX Ac C-t

Figura R14. Localizacién de los cambios analizados en region codificante del gen FOXP2.

En los 10 individuos con TEL analizados no se encontré ninguna de las mutaciones en
region codificante descritas hasta la fecha ni expansiones en los tramos de
poliglutaminas.

1.4.2 Busqueda de mutaciones en la region promotora

Utilizando la estrategia del paseo cromosdmico con cebadores se obtuvieron las
secuencias correspondientes a 6.4 kilobases de la region promotora del gen FOXP2
situada en los alrededores del exdn s1 de 10 nifios con TEL. En concreto se obtuvo el
fragmento incluido entre -4672 y +1619, respecto a la primera base del exdn s1.

En la tabla R37 se muestran los polimorfismos descritos en la base de datos dbSNP del
NCBI, su localizacién respecto al inicio de la transcripcion del gen FOXP2 y los
genotipos correspondientes para cada paciente estudiado.

En la tabla R38 se muestran las variaciones encontradas en los pacientes que no
aparecen en la base de datos del NCBI, asi como su presencia en una muestra
independiente de 10 controles.
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Localizacién
SNP '::::‘;tf genotipos [ N1 | N2 | N3 | N4 | N5 [ N6 | N7 | N8| N9 | N10
(pb)
rs6466478 - 4282 A/G A A A A A A A A A A
rs34578815 - 4093 -/A A A A A A A A A A A
rs7803667 - 3750 A/T A A T T/A T A T T/A | T/A T/A
rs10447760 - 3117 C/T C T C C/T C C/T C C/T C C/T
rs1845393 - 2418 A/C C C C C C C C C G C
rs34594627 - 2246 -/T T T T T T T T T T T
rs11305675 - 1745 -/G G G G G G G G G G G
rs36094980 - 1463 -/T T T T T T T T T T T
rs13308496 - 1043 G/T T T T T T T T T T T
rs13308163 - 989 C/T C C C C C C C C C C
rs7784307 - 456 A/C C C C C C C C C C C
rs10539256 -69 -/ACAC - ACAC | ACAC / AC_ AC ACAC - ACAC - ACAC / AC_ AC
rs13309866 + 315 A/C C C C C C C C C C C
rs13309912 + 355 C/G C C C C C C C C C C
rs13310148 + 666 C/G G G G G G G G G G G
rs35182478 + 1143 -/C C C - C/- - C - C C/- C/-
rs35017137 + 1145 G/T G G T G/T T G T G G/T G/T
rs6961558 + 1492 A/G G G G G G G G G G G
rs6961633 + 1616 C/T C C C C C C C C C C
Tabla R37. Estados de los polimorfismos presentes en la regién analizada en los nifios con TEL analizados.
Base Presencia
Localizacion de N1 |N2 | N3 | N4 | N5 |N6|N7| N8| N9 | N1O en
datos controles
- 3954 pb G G G |AIG|A/G|AG| G G G | A/IG| A/G Si
- 1048 pb C C/G| C C C C C C C C C No
+ 147 pb C |cg-lclclclclclclclc]c No

Tabla R38. Variaciones encontradas en los nifios con TEL ausentes en la base de datos.

El cambio localizado en posicion -3954 se encontrd en controles, por lo que
probablemente refleje un SNP presente en la poblacion, y no descrito todavia. En el
caso de los otros dos polimorfismos, debido a su ausencia en controles queda por
determinar si se trata de SNPs de baja frecuencia o cambios especificos del individuo

N1.

142




Resultados

I1. Analisis evolutivo de la region promotora del
gen FOXPZ2 en diferentes especies de primates

Se planted realizar un analisis evolutivo de la region promotora del gen FOXP2 por
varias razones. En primer lugar, nos propusimos analizar la variabilidad de la region 5’
por su posible incidencia en esquizofrenia, complementando el andlisis de los
polimorfismos de la regidon que se habian analizado en el estudio caso-control del
apartado anterior. Dada la alta conservacién de la regién codificante, estrictamente
sometida a seleccién purificadora, variaciones en la region reguladora del gen podria
afectar a su expresion. En segundo lugar, estudiar la variabilidad presente en primates,
con el fin de determinar la existencia de hechos diferenciales respecto a la especie
humana. Por Ultimo, se planted la busqueda de regiones conservadas que pudieran
constituir elementos funcionales, asi como la determinacién bioinformatica del
promotor. Este trabajo continua y complementa el trabajo presentado por Sirena
Soriano en su tesis de master (Soriano, 2007).

I1.1 Obtencion de las secuencias

Utilizando la estrategia del paseo cromosdmico con cebadores se obtuvieron las
secuencias correspondientes a aproximadamente 6.4 kilobases de la regién promotora
del gen FOXP2 situada en los alrededores del exdn s1 en 9 especies de primates:

Gorilla goriflla
Macaca mulatta
Macaca nigra
Macaca nemestrina
Macaca fascicularis
Macaca arctoides
Saguinus labiatus
Erythrocebus patas
Lagothrix lagotricha

Como se comentd en el apartado de Material y Métodos (epigrafe 1.2) el DNA de estas
especies procedia del Coriel Institute for Medical Research, con excepcion del de Gorilla
gorifla, que fue cedido por el Dr. Jaume Bertranpetit.

En el caso de Macaca mulatta, no se consiguié obtener un contig completo mediante
las amplificaciones de PCRs solapantes. El hueco de 157 pb se cerrd a partir de la
secuencia obtenida de la base de datos del UCSC Genome Browser (Chr3:151,448,158-
151,448,457 Jan 2006 Assembly).

También partir de bases de datos (NCBI, ver tabla M31 de la seccién de Material y
Métodos) se extrajeron las secuencias correspondientes a la misma region
cromosOmica de las siguientes especies:

Homo sapiens
Pan troglodytes
Mus musculus
Rattus norvegicus
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Con las secuencias de las 11 especies de primates se obtuvo un contig de 6394 pb que
cubria la secuencia correspondiente al fragmento comprendido entre las posiciones
-4640 y +1618 de la secuencia humana procedente de la base de datos del UCSC
Genome Browser (Figura R15). Dentro de este contig, las secuencias de todas las
especies estaban completas, con excepcion de la secuencia de Lagothrix lagotricha,
que solo llegaba a la posicion +1434.

-4640 pb Exdn sl +1618 pb

UFPS PGF-UPS PSR
UPS PSF-UPS P13R

UFPS P12F-Prom2R
PA3FP5-Pram3R
Prom7F-From2R
e
From1F-Prom1R
PramaF-Pram11R
Prom2F-From2R
Prom10F-UPS P3R
FPromaF-Prom4Rr
e
UPS P3F-FP2P12R
From4F- FFZF1ZR
FP2ZP1ZF-FromSR
FPZP12F-FPZPER1
FP2ZP2F1-FFZP2R2
—_—

Figura R15. Contig de la region promotora del gen FOXP2 obtenido por paseo cromosomico. Detalles sobre que
fragmentos son especificos de especie en el apartado 11.6 de Material y Métodos .

Las secuencias se alinearon inicialmente mediante el programa ClustalX 1.83.
Posteriormente, se realizaron modificaciones manuales del alineamiento, en aquellas
posiciones no resueltas correctamente por el programa.

Al alineamiento obtenido de las secuencias de primates se afiadieron las secuencias
correspondientes a las especies Mus musculus 'y Rattus norvegicus. Este paso se llevd
a cabo dentro del programa Clusta/lW implementado en el paquete MEGA4, con la
opcion de mantener los huecos existentes.

La composicion nucleotidica de las secuencias se muestra en la tabla R39. Entre
primates las proporciones entre los diferentes nucledtidos son similares. Respecto a las
especies de roedores analizadas se observa un ligero aumento en las bases TA y un
descenso en CG.

T C A G | Total
Homo sapiens 23.4 | 27.4 | 22.2 | 27.0 | 6074
Pan troglodytes | 23.5 | 27.5 | 22.2 | 26.8 | 6074
Gorilla gorilla 23.5 | 27.5 | 22.2 | 26.9 | 6102
Macaca fascicularis | 23.6 | 27.3 | 22.5 | 26.6 | 6064
Macaca arctoides | 23.6 | 27.3 | 22.5 | 26.7 | 6060
Macaca nigra 23.6 | 27.2 | 22.4 | 26.7 | 6046
Macaca nemestrina | 23.6 | 27.2 | 22.4 | 26.8 | 6040
Macaca mulatta 23.6 | 27.2 | 22.4 | 26.7 | 6050
Erythrocebus patas | 23.5 | 27.3 | 22.5 | 26.7 | 6050
Saguinus labiatus | 24.1 | 26.9 | 22.3 | 26.7 | 6033
Lagothrix lagotricha | 23.8 | 27.1 | 22.6 | 26.6 | 5988
Mus musculus 27.0 | 25.5 | 23.3 | 24.2 | 6200

Rattus norvegicus | 25.7 | 25.0 | 24.0 | 25.3 | 6057
Tabla R39. Composicién nucleotidica de las secuencias analizadas.
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I1.2 Analisis de los estados de los polimorfismos humanos
en la secuencias de primates analizadas

La mayoria de los polimorfismos de la region estudiada consisten en cambios de base,
el resto son inserciones o deleciones de una base, con la excepcion de rs10539256 que
se trata de una insercidn/delecion de 4 pb (tabla R40). El andlisis del estado de los
polimorfismos humanos en las secuencias de primates analizadas revelé que los SNPs
parecen fijados en primates y, en la mayoria de los casos, las especies de primates no
humanos comparten uno de los estados presentes en humanos, en concreto el
correspondiente al alelo de mayor frecuencia en humanos (en los SNPs de los que se
pudo obtener datos de frecuencia de bases de datos). Los casos en los que no
comparten uno de estos estados se encuentran en las especies mas alejadas
filogenéticamente de Homo sapiens (Saguinus labiatus 'y Lagothrix lagotricha) o, como
se observa para el polimorfismo rs11305675, se encuentran dentro de una misma
rama filogenética. Para este SNP, se observa una adenina en la rama que comparten
las especies del género Macaca con Erytrocebus, en lugar de la insercidon o delecion de
una guanina presente en Homo sapiens, lo que indica la existencia de una mutacion
producida tras la separacion de estas especies del resto de primates.

La mayor variabilidad se encuentra en el polimorfismo rs10539256, que en la especie
humana consiste en la delecién/insercién de la secuencia ACAC dentro de una
secuencia con 22 repeticiones AC seguidas interrumpidas por dos AG. El caracter de
microsatélite de esta regidn explica la elevada variabilidad observada entre las especies
de primates, donde se observa desde una repeticion AC menos en Gorilla gorilla que
en Homo sapiens hasta 8 repeticiones en Macaca fascicularis. El elevado grado de
polimorfismo también se observa a nivel intraespecifico, ya que trabajando con una
Unica muestra de DNA por especie de primate aparece polimdrfico en dos de las
especies analizadas, Macaca nemestrinay Saguinus labiatus.

I1.3 Busqueda de regiones conservadas

La busqueda de regiones conservadas en las secuencias analizadas se llevd a cabo
utilizando el método de phylogenetic shadowing, que permite identificar elementos
funcionales en especies cercanas, por ejemplo, en primates.

Las comparaciones estandar por pares de secuencias entre secuencias con el 95% o
mas de identidad no permiten la discriminacion entre regiones que evolucionan rapida
o lentamente debido a la baja densidad de mutaciones. El phylogenetic shadowing
compara varias secuencias cercanas al mismo tiempo y combina las mutaciones de
todas las secuencias en un unico perfil de conservacion. Si las mutaciones tienen lugar
independientemente en diferentes linajes, la distribucion sera diferente en las
secuencias. Al comparar estas secuencias muy cercanas, se considera que un
nucledtido de la secuencia de referencia, ha divergido (o ensombrecido, de donde
viene el concepto de shadowing) en el conjunto de secuencias, si ese nucledtido no
coincide con el que ocupa la misma posicion en el resto de especies del alineamiento
multiple. La densidad de nucledtidos divergidos se espera que sea menor en regiones
funcionales, con menor tasa de evolucién debido a la presion selectiva.
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6466478 | -4282 | AIG | AT A [ A [ A [ AT ATAlAlA]A
rs34578815 | -4093 | /A | A | A [ A [ A [ Al A[A[A]A]A
rs7803667 | -3750 | AT | T | T | T | 1T | T | T T[T T]|T
rs10447760 | -3117 [T | c | c [ c [ c [ c | clclc| -1]-
rs1845393 | -2418 | AC | c | c | c | c [ c | clclclcla
rs34594627 | -2246 | T | - | - | - - - - - -1
rs11305675 | -1745 | /G | G |G | A | A [ A [ A Al AlG |G
rs36094980 | - 1463 | /T | - | - | - - - - - T -1 -T-
rs133084% | -1043 [T | T | T T [T [T | Tttt T]|T
rs13308163 | -989 | T | c|c | c | c | c |l clclclac/|aA
rs7784307 | -456 | AC | c | c [ c | c [ c | clclclc]lc
rs10539256 -69 = AC -AC | ACAC | 6 ACs | 6 ACs | 8ACs | -/AC | AC -/AC | AC

/ACAC

rs13309866 | +315 |AIC | c [ c [ c | c [ c | c|clclc]|c
rs13309912 | +355 | /G | c | c | c | c [ c [ clclclclc
rs10276237 | +387 |GT | G| G| G | G | 6 | 6 |[c |G |G |G
rs13310148 | +666 | C/G | G | G| G | G | G | G | G| G| A | A
re35182478 | +1143| ) [ c [ c [ c [ c [ c [ c|clclc]|c
35017137 | +1145 | G/T | T | T | 7 | 1T | 7T | T | T[T T/[T
rs6961558 | +1492 | AIG | G |G | G | 6 [ 6 | G [ |G |G |G
rs6961633 | +1616 | /T | c | c | c | c [ c | c [ c | c| c|nd

Tabla R40. Estados de los polimorfismos presentes en Homo sapiens en los diferentes primates analizados.

eShadow y Mulan son dos herramientas que permiten implementar phylogenetic
shadowing.

La herramienta eShadow permite el andlisis detallado de la conservacion y la
optimizacion de los parametros de conservacion para la deteccion de elementos
funcionales en una filogenia dada. Analiza alineamientos de secuencias mudltiples
procedentes del ClustallW en comparaciones por pares de secuencias e identifica
regiones que acumulan pequefas cantidades de mutaciones a lo largo de la evolucién.
Para distinguir entre regiones funcionales y regiones que evolucionan neutralmente,
estd equipado con dos métodos de andlisis de la conservaciéon: el de Islas HMM
(Hidden Markov Model Islands), basadas en el modelo oculto de Markov, de
acumulacion de la distribucion de desapareamientos y el del Umbral de Divergencia
(Divergence Threshold), que utiliza parametros estandar de longitud/porcentaje de
identidad en el andlisis de la conservacién multiespecifico.

La extraccion de los elementos conservados se representa en un grafico donde se
muestran los patrones de conservacion (figuras R16 y R17).

Mediante la utilizacién de eShadow se identificaron las siguientes regiones con baja
tasa de mutacion al analizar el alineamiento mdltiple de las 13 especies estudiadas:
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Figura R16. Grado de conservacion relativo a la region promotora en las 13 especies analizadas mediante la
herramienta eShadow. Parametros por defecto del programa. Barras verdes: DT (umbral de divergencia 20%) Barras
naranjas: Islas HMM. Las posiciones del eje de abcisas muestran la distancia respecto al inicio del exon sl en H,
sapiens. En el eje de ordenadas se muestra el grado de variacién.

Si tenemos en cuenta la posiciéon de las islas HMM, método mas restrictivo de los dos
utilizados, respecto a la primera base del exon s1 de la secuencia humana se obtuvo
que las regiones con menor tasa de mutacion se localizan entre las posiciones: (-3050,
-2962), (-743, -486) y (-21, +35).

Las especies Rattus norvegicus y Mus musculus se encuentran muy alejadas de los
primates, por lo que para observar qué regiones representan mayor conservacion
dentro éstos, se repitid el andlisis sin estas especies. En este caso, al analizar el
alineamiento multiple con las 11 especies de primates, lo que se obtuvo fue:

-

Lol AL -

-4640 -3015 -1390 +1 +235 +1618

0%

Figura R17. Grado de conservacion relativo a la regién promotora en las 11 especies de primates analizadas mediante la
herramienta eShadow. Pardmetros por defecto del programa. Barras verdes: DT (umbral de divergencia 20%) Barras
naranjas: Islas HMM. Las posiciones del eje de abcisas muestran la distancia respecto al inicio del exon sl en H,
sapiens. En el eje de ordenadas se muestra el grado de variacion.

En este caso, como era de esperar dada la cercania de las especies a nivel evolutivo,
se obtiene un mayor numero de bloques de conservacion. La posicidn de las islas HMM
respecto a la primera base del exdn s1 en Homo sapiens fue la siguiente: (-4303,
-4025), (-3595, -2700), (-2440, -1401), (-936, -86), (-52, +70), (+183, +539), (+820,
+947), (+1390, +1434).

La herramienta Mulan permite detectar regiones conservadas evolutivamente (ECRs,
Evolutionary Conserved Regions) en los alineamientos que genera a partir de las
secuencias que se le incorporan, implementando también phylogenetic shadowing.
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Mediante este programa, en primer lugar, se compard individualmente la secuencia
humana con el resto de secuencias analizadas y se representd la similitud en modo
grafico (figura R18). En estas comparaciones, como era de esperar, se obtuvo mayor
grado de conservacion al comparar Homo sapiens con las secuencias de primates que
con las correspondientes a Mus musculusy Ratus norvegicus. En la region analizada, la
especie que mas se asemeja a nivel de identidad a Homo sapiens es Gorilla gorilla,
pese a que filogenéticamente la mas cercana sea Pan troglodytes.

100% | R. norvegicus

Vs
H. sapiens

50% e
100%

M. musculus
Vs
50% + H. sapiens

100%

S. labiatus
Vs

H. sapiens
50% /7
100%

L. lagotricha
Vs

- H. sapiens

100% e M. fascicularis

'S

H. sapiens
50%
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loo% M. arctoides
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100%
M E. patas

Vs

50% H. sapiens
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Figura R18. Comparacion por pares de secuencias de la secuencia de H. sapiens con el resto de especies analizadas. La
intensidad del color depende del nimero de especies que comparten la region (cuanto mas oscuro mayor nimero). Las
comparaciones aparecen por orden descendente de similitud. Parametros utilizados del programa Mular: Longitud minima
ECR 100 pb, similitud minima ECR 80%. Las posiciones del eje de abcisas muestran la distancia respecto al inicio del exén
sl en H. sapiens. En el eje de ordenadas se muestra la medida de la conservacion.
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En segundo lugar, se analizaron los alineamientos de las 13 especies y se obtuvieron
los blogques de conservacidon entre especies. La implementacién practica del
phylogenetic shadowing en Mulan estd basada en la diferenciacién de los nucleétidos
ensombrecidos respecto a los completamente conservados (que son exactamente los
mismos en todas las secuencias del alineamiento) y el tratamiento de ellos como un
conjunto de apareamientos 0 desapareamientos que se proyectan en la secuencia de
referencia (Ovcharenko et a/., 2005). Una ventana de 100 pb se desliza a lo largo del
conjunto de nucledtidos y permite la representacion de los nucledtidos conservados en
un eje vertical. Después de escanear todas las posiciones de la secuencia de
referencia, se crea un perfil en el que se muestran los ECR detectados con un limite
umbral determinado definido por el usuario (figuras R19, R20 y R21).

Al comparar las 13 especies analizadas (Figura R19) se encontraron los siguientes
bloques de conservacion entre especies: (-3127, -2930), (-775, -401) y (-59, +78).

Nuevamente, con el fin de buscar secuencias conservadas en el linaje de los primates
se eliminaron Rattus norvegicus y Mus musculus del anadlisis. En este caso se
obtuvieron bloques de conservacidn que ocupan practicamente la totalidad de la
longitud analizada (Figura R20).

Para poder delimitar bloques discretos en secuencias tan cercanas filogenéticamente,
se aumentd la similitud minima necesaria a un 90% (Figura R21). Con estas
condiciones se obtuvieron los siguientes bloques: (-4303, -4060), (-3562, -3427),
(-3336, -2922), (-2211, -1604), (-1526, -1395), (-957, -391), (-60, +78) y (+264,
+548).

De forma resumida, se obtienen tres regiones en las que el grado de similitud entre las
13 especies analizadas es mayor del 80%.

En cualquiera de los andlisis realizados por ambos métodos se observa un elevado
grado de conservacion en torno a (-3127, -2930), (-775, -401) y (-59, +78), por lo que
presumiblemente en esa region podria haber elementos reguladores importantes. Este
elevado grado de conservacion hace pensar que estas regiones deben de contener
elementos reguladores importantes, al menos en mamiferos. Este método se ha
utilizado otras veces para detectar elementos funcionales (Boffelli et a/., 2003).

En cuanto a las secuencias correspondientes a los primates, aumentado la similitud
minima de las regiones conservadas evolutivamente, se obtienen 8 bloques que
pueden contener regiones de interés.
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Figura R19. Phylogenetic Shadowing, implementado con el programa Mulan para el alineamiento mdltiple con las 13
especies estudiadas. Longitud minima ECR 100 pb, similitud minima ECR 80%. Las posiciones del eje de abcisas
muestran la distancia respecto al inicio del exon s1 en H. sapiens. En el eje de ordenadas se muestra la medida de la
conservacion.
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Figura R20. Phylogenetic Shadowing, implementado con el programa Mulan para el alineamiento mdltiple con las 11
especies de primates estudiadas. Longitud minima ECR 100 pb, similitud minima ECR 80%. Las posiciones del eje de
abcisas muestran la distancia respecto al inicio del exdn s1 en H. sapiens. En el eje de ordenadas se muestra la medida
de la conservacion.
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50%
-4640 -3040 -1540 +1 +1618

Figura R21 Phylogenetic Shadowing, implementado con el programa Mulan para el alineamiento multiple con las 11
especies de primates estudiadas. Longitud minima ECR 100 pb, similitud minima ECR 90%. Las posiciones del eje de
abcisas muestran la distancia respecto al inicio del exon s1 en H. sapiens. En el eje de ordenadas se muestra la medida
de la conservacion.

Ademas de los resultados obtenidos mediante los programas e-Shadow 'y Mulan, nos
parece importante destacar que dentro del mayor pico de conservacién obtenido por
ambos métodos (-775, -401), se observd en los alineamientos una region muy
conservada en la regidn situada entre -749 y -537 respecto a la primera posicion del
exon s1 de la secuencia humana. Esta region, que se muestra en la figura R22 llamé la
atencion debido a la existencia de un Unico cambio en los alineamientos de primates.
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Rattus norvegicus

Figura R22. Alineamiento de la secuencia comprendida entre las posiciones -749 y -537 respecto al inicio del exdn s1 de
la secuencia humana.

I1.4 Delimitacion de la region promotora

A partir del programa de anotacién genémica £/ Dorado de Genomatix se extrajeron
los promotores anotados situados en la regidon 5’ del gen FOXP2, de las especies H.
saplens, P. troglodytes, M. mulattay M. musculus.

Para el resto de las especies analizadas, no disponibles en £/ Dorado, se utilizo el
programa Promoterinspector, para obtener predicciones de regiones promotoras. Este
programa identifica regiones que contienen promotores, basandose en el contexto
genomico de los promotores para la RNA polimerasa II.

En la tabla R41 se muestran los promotores extraidos de F£/Dorado, asi como las
predicciones obtenidas para cada una de las especies. En todos los primates se
obtuvieron 3 predicciones dentro de la regidn analizada. En la figura R23 se muestra la
posicion de los promotores extraidos, asi como la de las predicciones obtenidas,
respecto al primer exon del gen.
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Promotores extraidos
Especie Promotor Tamano
en pb

H. sapiens -500 — 102 602

P. troglodytes -653 — 306 959

M. mulatta -500 — 102 602

M. musculus -628 — 301 929

Predicciones
Especie Prediccion 1 | 123N | pradiccion 2 | T@MaN0 | predicign 3 | Temano
en pb en pb en pb

H. sapiens -1480 — -1157 324 -184 — 508 692 1173 — 1444 272
P. troglodytes | -1488 — -1165 324 -248 — 508 756 1189 — 1444 256
G. gorilla -1488 — -1141 348 -116 — 488 604 1181 — 1396 216
M. mulatta -1476 — -1129 348 -160 — 488 647 1169 — 1440 216
M. arctoides -1484 — -1137 348 -288 — 488 716 1183 — 1398 216
M. fascicularis | -1488 — -1141 348 -116 — 488 604 1181 — 1396 216
M. nemestrina | -1471 — -1124 348 -211 — 489 700 1154 — 1397 244
M. nigra -1476 — -1129 348 -224 — 488 712 1177 — 1396 220
E. patas -1465 — -1098 368 -213 — 491 704 1156 — 1419 264
L. lagotricha -1452 — -1109 344 -156 — 500 656 997 — 1392 396
S. labiatus -1442 — -1207 236 -138 — 498 636 1135 — 1430 295

M. musculus 137 — 328 191

R. novergicus -29 — 213 242

Tabla R41. Predicciones de los promotores presentes en la region analizada para las diferentes especies. Las
posiciones que se muestran corresponden a aquellas respecto a la primera base del exdn s1 en la secuencia
humana. La denominacién de prediccion 1, prediccién 2 o prediccion 3 se hizo para diferenciarlas entre si.

De los datos de conservacion obtenidos en el apartado anterior, asi como de las
predicciones de promotores en la region cromosdmica analizada en las diferentes
especies, deducimos la existencia de una regiéon promotora central muy conservada en
mamiferos que podria constituir el nlcleo del promotor, constituida por un fragmento
de aproximadamente 1200 bases adyacente al exdn s1 (posiciones entre -749, +507).
Este fragmento incluiria la regién de elevado grado de conservacién (-749, -537) asi
como la prediccion 2 de las especies de primates y las Unicas predicciones de
promotores en M. musculusy R. norvegicus (figura R23). Las predicciones 1 y 3 que
se encuentran en primates podrian contener elementos reguladores especificos de este
linaje, que contribuyeran a la regulacién de la expresién. El hecho de que estas
regiones no muestren un grado de conservacion tan alto entre primates y roedores
como el mostrado en la regién cercana al exon s1 apoya esta hipdtesis.

11.4.1 Sitios de unidn de factores de transcripcion en la region
promotora

Para determinar la presencia de sitios conservados de union a factores de transcripcion
se llevé a cabo una busqueda de sitios de union a factores de transcripcion comunes
en secuencias multiples mediante la herramienta GEMs Launcher de Genomatix. La
busqueda se lleva a cabo con Matinspector, también herramienta de Genomatix, que
dispone de una genoteca con matrices para sitios de unidon de factores de
transcripcion.
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Inicialmente, se aplicd una busqueda en la secuencia completa de los sitios de unién
presentes en las 13 especies estudiadas. Para evitar falsos positivos en lo posible, se
aplicaron los limites mas restrictivos, como la presencia del sitio de unién en todas las
especies y el maximo filtrado de aciertos por similitud de la matriz del sitio de unién de
factor de transcripcion correspondiente. De este modo se obtuvo una representacion
de los sitios de union a factores de transcripcion a lo largo de la secuencia analizada,
mostrandose cada uno de ellos en diferente color en funciéon de la familia a la que
pertenecen (figura R24).
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Figura R24. Resultados de la busqueda de sitios de union a factores de transcripcion presentes en todas las especies en
el alineamiento completo. Parametros seleccionados: presencia en todas las especies, similitud de la matriz 0.05.

A continuacion, se analizd la regién que proponemos como nucleo del promotor del
gen FOXPZ, comprendida entre -749 y 507. Inicialmente, al igual que al considerar la
secuencia completa, se buscaron los sitios comunes presentes en todas las secuencias
con los limites mas restrictivos (tabla R42, figura R25).
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Figura R25. Resultados de la busqueda de sitios de unién a factores de transcripcion comunes para todas las especies
en el propuesto nucleo del promotor. Parametros seleccionados: presencia en todas las especies, similitud de la matriz
0.05

A continuacién se llevd a cabo la busqueda de todos los sitios de unién, aunque
Unicamente estuvieran presentes en una especie (Figura R26). Asi, se determind que
los sitios de unién a factores de transcripcion especificos de H. sapiens (con similitud
0.05) son los siguientes:

Dominio POU del factor de unién a octameros I (OCT-I), en la cadena +
Complejo heterodimérico E2F4/DP1, en la cadena +

Complejo heterodimérico E2F4/DP1, en la cadena -

Producto del gen de expresién temprana £gr-ij Krox-24) NGFI-A

En cuanto a los sitios especificos del linaje humano-chimpancé, son:
- Complejo heterodimérico E2F1/DP2
Y los sitios especificos del linaje humano-chimpancé-gorila:

- Proteina de unién a elementos de respuesta a Ras
- Factor Kruppel-like enriquecido en rifion KLF15
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- Represor transcripcional ZNF202.01, de unidn a elementos presentes
predominantemente en genes que participan en el metabolismo lipidico.
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Figura R26. Resultados de la busqueda de sitios de unién a factores de transcripcién comunes para todas las especies
en el propuesto nlcleo del promotor. Parametros seleccionados: presencia en una especie, similitud de la matriz 0.05.

En la tabla R42 se recogen los resultados detallados de la busqueda de sitios de unién
para factores de transcripcion para el propuesto ndcleo del promotor. Se muestra el
nombre de la matriz del factor de transcripcién segin la nomenclatura utilizada por
MatlInspector, asi como la descripcion de dicho factor, el valor optimizado para el
umbral minimo aceptado para la matriz, la posicidn respecto al exdn si, la cadena en
la que se encuentra el sitio de unidn, la similitud del ndcleo o posiciones mas
conservadas de la matriz y la similitud de la matriz completa.

Los resultados que se muestran corresponden a la secuencia humana. En sombreado
rojo se representan aquellos sitios de unidn que se encuentran presentes en las 13
especies analizadas, aunque puede diferir la posicién en cada una. El sombreado verde
indica la localizacion de sitios de unidn especificos en la especie humana.
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Posicion Core | Mat

Factor Descripcion de MatInspector Opt. | respecto . .

: sim sim
exon s1
Sitios de unién para homodimeros de
MARE.02 proteinas Maf 0.88 0.875 | 0.930
MZF1 Proteina de dedos de zinc mieloide MZ1 0.95 1.000 | 1.000
1.000 | 0.982
, . . 1.000 | 0.992
ZNF219.01 Proteina de dedos de zinc 219 Kruppel-like | 0.91 1000 | 0.993
1.000 | 0.974
. . . iy 1.000 | 0.960
KKLF.01 Factor /(ruppe/—//klfLeI::riréqueudo en rifon, 0.91 1.000 | 0.960
1.000 | 0.963
- L 1.000 | 0.819
Represor transcripcional de unién a

ZNF202.01 elementos presentes predominantemente en 0.73 1.000 | 0.838
genes que participan en el metabolismo 0.776 | 0.787

lipidico. : :
1.000 | 0.782
7BPg9.01 | Factor de transcnpaoggde dedos de zinc ZBP- 0.93 | -506, -484 1.000 | 0.976
1.000 | 0.997
1.000 | 0.984
WT1.01 Supresor del tumor de Wilms 0.92 1.000 | 0.987
1.000 [ 0.986
1.000 | 0.974
, L 1.000 | 0.876
RREB1.01 Proteina 1 de union aal Realgmento de respuesta 0.80 1.000 | 0.877
1.000 | 0.920
CP2.01 CP2 0.90 | -469, -462 0.909 | 0.9585
FKHRL1.01 Factor FKHRL1 de dominio Fkh (FOXO) 0.83 1.000 | 0.989
E4BP4.01 | Represor transcripcional E4BP4, dominio bZIP | 0.80 1.000 | 0.851
CREB1.01 Proteina de union aCI:I\I/IeFTento respuesta de 0.86 1.000 | 1.000
CREB.02 Proteina de union al elemento respuesta de 0.89 1.000 | 0.979

cAMP
Factor regulador del promotor E4 de 1.000 | 0.887
E4F.01 X ; 0.82
adenovirus, relacionado con GLI-Krueppe/
1.000 | 0.892
SOX5.01 Sox-5 0.87 | -400, -384 1.000 [ 0.988
OCT1P.01 Dominio POU del factor de unién a octameros 0.86 1.000 | 0.910
I (OCT-I)
DIIEDZZF(IH Complejo heterodimérico E2F-1/DP-2 0.78 | -390, -374 - | 0.795 | 0.837
HMX3.01 Factor de transcripcion HMX3/NKxS.1, | g 89 | 250,236 | + | 1.000 | 0.937
dominio H6
Gen adenoma pleomdrfico (PLAG) 1, proteina
PLAG1.01 de dedos de zinc C2H2 regulada en 0.88 | -206, -186 - 1.000 | 0.928
desarrollo

7F9.01 Proteina de union al nacleo del promotor 0.87 + | 1.000 | 0.926

) (CPBP) con tres dedos de zinc Krueppel-type. ) ) )
Proteina estimulante 1, factor de -199, -185 - 1.000 | 0.987

SP1.01 transcripcion con dedos de zinc, ubicuo 0.88
P ' ' +90, +104 | - | 1.000 | 0.976
Dedo de zinc de leucemia promielocitica
PLZ.01 (Factor de transcripcion con 9 dedos de zinc | 0.86 | -157, -143 + 1.000 | 0.913
Krueppel-like)

Tabla R42. Resultados del programa Matinspector para el nicleo del promotor. Similitud minima de la matriz 0.05. Los
resultados corresponden a la secuencia humana, indicandose su posicion en el contig. EI sombreado rojo representa
aquellos sitios de union que se encuentran presentes (aun en distinta posicion) en las 13 especies estudiadas. El
sombreado en verde en la posicion representa las posiciones especificas de humanos.
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Posicion

Factor Descripcion de MatInspector Opt. | respecto i?;‘e '::::
exon s1
0.750 | 0.846
Factor nuclear respiratorio 1 (NRF1), factor
NRF1.01 de transcripcion bZIP que actua sobre genes 0.78 1.000 | 0.864
nucleares que codifican para proteinas
mitocondriales. 1.000 | 0.836
0.750 | 0.831
HES1.01 Homodlogo a Drogoph//a hairyy enhancer of 0.92 0.944 | 0.969
split 1 (HES-1) 1.000 | 0.969
Factor de transcripciéon: Dedo de
ZF5.01 Zinc/dominio POZ 0.95 1.000 | 1.000
Proteina myb-like que interacciona con
DMP1.01 CiclinaD, factor de transcripcion myb-like 1 0.82 1.000 | 0.877
gue interacciona con DMTF1-CiclinaD
HSF1.03 Factor de choque térmico 1 0.76 1.000 | 0.863
e 0.782 | 0.78
NRSE.O01 Elemento neural restrictivo silenciador 0.67 0.782 | 0719

Proteina de dominio PaxI paired, que se
PAX1.01 expresa la columna vertebral del embriéon de | 0.62 +43, +61 + 0.750 | 0.729
raton en desarrollo.
Clase de proteinas Brn-5, POU-VI (también )
BRN5.01 conocida como emb y CNS-1) 0.74 | +98, +116 1.000 | 0.838
HOXA9.01 Sitio de union a PBX- HOXA9 0.79 | +100, +116 | + | 0.750 | 0.842
CTCF.01 Factor de union a CCCTC 0.80 | +140, +164 - 1.000 | 0.849
GC.01 Elementos de cajas GC 0.88 | +144, +158 - 0.819 | 0.935
(fam SP1)
CKROX.01 Proteina de colage.no krox (proteina de dedos 0.88 | +147, +163 ) 1.000 | 0.920
de zinc 67-zfp67)
MAZ.01 Proteina A de dedos de zinc asociada a Myc | 0.90 | +149, +161 - 1.000 [ 0.959
MYF5.01 Proteina bHLH miogénica Myf5 +180, +196 - 1.000 | 0.960
Producto del gen de respuesta temprana al + | 1.000 | 0.901
EGR3.01 imiento 3
crecimiento + | 1.000 [ 0.850
E2F4 . . - 1.000 | 0.969
DP1.01 Complejo heterodimérico E2F-4/DP1 N+ [ 1.000 | 0.963
Producto del gen de expresion temprana )
EGR1.01 inmediata Egr-I/Krox-24/NGFI-A 0.827 | 0.852
E2F, implicado en la regulacion del ciclo
E2F.02 celular, interacciona con proteina Rb p107 +397, +413 + 1.000 | 0.909
MYT1.02 Factor de transcripcion de dedos de zinc 0.88 + | 1.000 | 0.980

MyT1, implicado en neurogénesis primaria

Tabla R42. Continuacion.

I1.5 Analisis filogenético

Se llevaron a cabo reconstrucciones filogenéticas para diversos conjuntos de
secuencias, como son el alineamiento completo, que se corresponde con la secuencia
comprendida entre -4640 y +1618 en H. sapiens, las diversas predicciones de regiones
promotoras por separado (Prediccion 1, Prediccion 2 y Prediccién 3) obtenidas con el
programa Promoterinspector y la que hemos propuesto como regién promotora
nuclear en funcion de los resultados obtenidos.

Para la obtencion de los arboles de parsimonia se utilizd el programa PaupUp, mientras
que para los de maxima verosimilitud se utilizdé el programa PhyML Online

158



Resultados

(http://atgc.lirmm.fr/phyml/), seleccionando el modelo disponible mas cercano al
obtenido tras implementar la herramienta Modeltest.

Los arboles obtenidos por parsimonia mediante el programa PaupUp se muestran en
las figuras R27 y R28 (A: Secuencia completa, B: Prediccion 1, C: Predicciéon 2, D:
Prediccion 3, E: Promotor extraido de E/Dorado, F: Nucleo del promotor) y los
obtenidos por maxima verosimilitud mediante el programa PhyML Online en las figuras
R29 y R30 (A: Secuencia completa, B: Prediccion 1, C: Prediccion 2, D: Promotor
extraido de E/Dorado, E: Nucleo del promotor).
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Figura R27. Arboles filogenéticos obtenidos por parsimonia. Bootstrap 1000. A.
Secuencia completa (-4640, +1618). B. Prediccion 1. C. Prediccion 2.
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Figura R28. Arboles filogenéticos obtenidos por parsimonia. Bootstrap 1000.
Prediccion 3. E. Promotor. F. Nucleo del promotor.
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Figura R29. Arboles filogenéticos obtenidos por maxima verosimilitud. Bootstrap 500.

Secuencia completa. B. Prediccion 1. C. Prediccion 2.
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Figura R30. Arboles filogenéticos obtenidos por maxima verosimilitud. Bootstrap 500. D. Promotor.
E. Ndcleo del promotor.

Los arboles filogenéticos obtenidos se ajustan a los esperados segun la filogenia
aceptada para estas especies (Purvis, 1995; Goodman et al, 1998; Glazko y Nei,
2003).

La topologia de los arboles obtenidos por parsimonia y maxima verosimilitud es similar.
En el caso de lo arboles obtenidos por el segundo método destacan dos cosas. En
primer lugar, aunque los resultados coinciden con los obtenidos por parsimonia para la
secuencia completa y para las predicciones 1 y 2, en el caso de la prediccion 3 no se
pudo obtener un arbol robusto. Ademas, en los arboles obtenidos para el promotor
extraido de E/Dorado (Figura R30, D) y para el nlcleo del promotor (Figura R30, E), la
rama correspondiente a las especies de primates mas alejadas, S./abiatus y L.
lagotricha aparece junto a la correspondiente a G.gorilla, P. troglodytesy H. sapiens,
en lugar de su mostrarse como rama mas alejada. Sin embargo, los valores bajos de
bootstrap para esa diferente posicion indican que la posicion de esta rama no es
robusta.
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En segundo lugar, se observa que en funcién del fragmento analizado, y dentro de la
grupo formado por G. gorilla, P. troglodytesy H. sapiens, diferentes ramas muestran
aceleracion respecto a las otras. Con excepcion de la prediccion 1 (Figura R29, B) del
programa Promoterinspector, la rama correspondiente a A. troglodytes aparece
acelerada respecto a H.sapiens en el resto de arboles. Este efecto aumenta
especialmente al analizar la prediccion 2 (Figura R29, C), el promotor anotado de
Genomatix (Figura R30, D) y el que consideramos como nucleo del promotor (Figura
R30, E), siendo los tres fragmentos solapantes. Este efecto, podria reflejar las
consecuencias de diferentes procesos evolutivos a lo largo de la secuencia.
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II1. Delimitacion funcional del promotor

El primer exdn del gen FOXPZ2, el exoén s1, fue descrito por Bruce y Margolis en 2003,
quienes llevaron a cabo una primera aproximacién a la determinacion de la regién
promotora adyacente a éste. Sin embargo, en la actualidad no se dispone de un
promotor caracterizado, a pesar de los esfuerzos realizados hasta la fecha (Schroeder y
Myers, 2008).

En el andlisis evolutivo de la regién promotora del gen FOXP2 en primates, rata y
raton, se detectd una regidon de elevado grado de conservacién que podria tener
importancia a nivel funcional y formar parte de lo que propusimos como nucleo del
promotor. Para confirmar nuestra hipédtesis, se decidid testar esta regién mediante un
ensayo funcional. Este ensayo consistid en la construccion de vectores de expresion en
los que la obtencion de un producto cuantificable se ponia bajo el control del promotor
a testar, en nuestro caso, fragmentos de longitud decreciente de la regién promotora
del gen FOXPZ2. A continuacién se transfectaron células de mamifero con cada una de
las construcciones a probar por separado, con un vector de expresion independiente
cuyo producto servia para normalizar los resultados. Los niveles de producto
obtenidos, en nuestro caso Fosfatasa Alcalina Secretada, se normalizaron con los de la
B-galactosidasa producidos por el vector de expresion intacto. La comparacion de los
resultados de las diferentes construcciones respecto a un vector control carente de
promotor proporciona informacion sobre la actividad promotora de los fragmentos
analizados.

Para el ensayo funcional, tal como se especifica en el apartado II.7 de la seccion de
Material y Métodos, se prepararon tres construcciones a partir de la regién promotora
del gen FOXPZ2 situada en las cercanias del exdn sl. En concreto se prepard un
fragmento mayor, que incluia la region conservada, denominado Prom12, y dos
fragmentos de progresivamente menor tamafio, denominados Prom15 y Prom16
(figura R31).

111.1.1 Obtencion de las construcciones

Las tres construcciones con fragmentos del promotor del gen FOXPZ2 se obtuvieron tras
la amplificacion por PCR de dichos fragmentos, clonacién en vector pCR®2.1TOPO®, y
subclonacién en el vector de expresion pSEAP2-Basic. Los clones seleccionados para la
transfeccidon fueron amplificados y secuenciados con cebadores internos presentes en
los insertos y en el vector pSEAP2-basic para confirmar que la secuencia compartida
era la misma.

La secuencia final del fragmento de mayor tamafio, Prom12, corresponde a la que
aparece como referencia en el NCBI (NT_007933.14) con la particularidad de que 3
polimorfismos tienen diferente estado (rs10539256, rs35182478 y 35017137). En este
estudio no se evalla la posible funcionalidad de ninguno de los 10 polimorfismos
presentes en el fragmento existentes en las bases de datos. No obstante, esta
informacion podria resultar Gtil en el caso de comparar los resultados con resultados
obtenidos en otros estudios. Los estados de los polimorfismos localizados dentro de la
secuencia se muestran en la tabla R43.
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Exdn s1
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Nucleo del promotor
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Prom16
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Figura R31. Esquema de las construcciones utilizadas. Se muestran las tres regiones analizadas en el contexto
del exon sl1, asi como el diagrama de conservacion en mamiferos de la region obtenido del UCSC Genome
Browser, y el que proponemos como nucleo del promotor.

Localizacion . Secuencia
SNP P H. sapiens de Prom12
respecto exon S1 .

referencia
rs7784307 - 456 A/C C C
rs10539256 -69 -/ACAC ACAC -
rs13309866 + 315 A/C C C
rs13309912 + 355 C/G C C
rs10276237 +387 G/T G G
rs13310148 + 666 C/G G G
rs35182478 + 1143 -/C - C
rs35017137 + 1145 G/T T G
rs6961558 + 1492 A/G G G
rs6961633 + 1616 C/T C C

Tabla R43. Estado de los polimorfismos localizados en el fragmento Prom12.

Los fragmentos Prom15 y Prom16 fueron obtenidos a partir de Prom12, por lo que los
estados de los polimorfismos incluidos en ambos coincidian con los del fragmento de
mayor tamano.

111.1.2 Transfeccion

Se hicieron dos ensayos de transfeccién para cada uno de los tipos celulares utilizados:
células CHO-K1, procedentes de ovario de hamster y células H23, obtenidas de una
cepa de células tumorales de pulmén humano. Para cada ensayo de transfeccion, se
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hicieron 5 experimentos diferentes, con tres réplicas cada uno. En cada uno de ellos se
transfectaron los vectores y construcciones especificados en la figura R32:

Prom12

Prom15

Prom16

Control

Control
positivo

Control
negativo

Figura R32. Esquema de los experimentos de transfeccion realizados.

Como se ha mencionado anteriormente, el vector ppgal fue utilizado para normalizar la
actividad de la fosfatasa alcalina secretada (SEAP).

En cada ensayo se incluyd como control negativo de la transfeccion un experimento
con células sin transfectar.

1m1.1.3 Medidas de la actividad de la Fosfatasa Alcalina
Secretada y la f-galactosidasa

La actividad de la SEAP se midid en un luminémetro de placa (WALLAC Victor 1420
Multilabel HTS Counter) y la actividad de la B-galactosidasa en el lector de placas
Fluostar OPTIMA de BMG Labtech.

Una vez transformadas las medidas de actividad a las mismas unidades, se procedio a
normalizar los valores de actividad SEAP con los correspondientes a la actividad -
galactosidasa, segun la férmula:
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Actividad SEAP
normalizada

Actividad -

Actividad SEAP
galactosidasa

normalizada

En las tablas R44 y R45 se muestran los valores obtenidos para cada uno de los
experimentos de transfeccion en las células CHO-K1 y H23 respectivamente.

Células CHO-K1
Ensayo 1 Ensayo 2

SEAP Desviacion SEAP Desviacion

normalizada | estandar normalizada | estandar

pSEAP2-Control 2450,82 336,67 pSEAP2-Control 4953,84 1623,68
pSEAP2-Basic 15,78 4,53 pSEAP2-Basic 8,64 4,63
Prom12 16,24 3,59 Prom12 8,89 7,09
Prom15 10,66 4,63 Prom15 4,33 3,50
Prom16 10,87 6,35 Prom16 6,73 1,42

Tabla R44. Resultados del analisis funcional para los experimentos realizados con células CHO-K1.

Se puede comprobar que el sistema de transfeccion utilizado funciond a través de los
resultados obtenidos del control positivo, las células trasfectadas con pSEAP2-Control,
ya que se obtienen valores de actividad normalizada SEAP significativamente muy
superiores a los obtenidos con el resto de construcciones. Los controles negativos para
la transfeccion no mostraron valores de actividad para SEAP ni B-galactosidasa (datos
no mostrados).

Los resultados obtenidos al transfectar células CHO-K1 muestran una variabilidad
elevada tanto entre ensayos como entre las réplicas. Esta Ultima se ve reflejada en los
elevados valores de desviacion estandar (tabla R44, figura R33).

Los resultados no mostraron diferencias en la actividad SEAP normalizada de las tres
construcciones. Sorprendentemente ademas, ninguna de las construcciones mostro
mayor actividad que el control negativo para la actividad SEAP. Esto podria deberse al
origen de las células CHO-K1. La secuencia de las construcciones corresponde a la
secuencia promotora del gen FOXP2 humano vy las células CHO-K1, aunque constituyen
un buen sistema estandarizado, son de ovario de hamster. En nuestro cultivo
desconocemos si estas células expresan el gen Foxp2, puesto que los intentos de llevar
a cabo RT-PCR a partir de RNA extraido de las mismas no tuvieron éxito. Esto fue
debido no disponer de la secuencia del gen correspondiente a hamster y tener que
utilizar secuencias obtenidas de ratdn y rata. Respecto al tipo de tejido, en la base de
datos de expresion SymAtlas (http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/), se indica que el gen
FOXPZ2 se expresa en ovario en las especies analizadas, por lo que no es descartable la
expresion del gen en nuestras células. El hecho de obtenerse menor actividad en las
construcciones que en vector vacio, también podria deberse a que las secuencias
reguladoras presentes son represoras de la transcripcion o que en el caso de ser
activadoras necesitan de otros modulos mas alejados en la secuencia genémica y no
presentes en nuestras construcciones.

Las diferencias en el rango de actividad SEAP normalizada observadas en los dos
ensayos, probablemente se deban a diferentes factores experimentales no
controlables.
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Figura R33. Representacion de los resultados de andlisis funcional. Se representa la actividad SEAP normalizada con
actividad B-galactosidasa para el vector pSEAP2-Basic y las construcciones con insertos Prom12, Prom15 y Prom16.

Los resultados obtenidos con las células CHO-K1 nos llevaron a probar otro sistema
alternativo con el que comparar los resultados o determinar si las células CHO-K1 eran
las adecuadas. Las células H23 son células tumorales procedentes de pulmdn, en las
que se comprobd por RT-PCR la expresion del gen FOXP2. En este sentido, sabemos
que contienen toda la maquinaria enzimatica necesaria para la regulacion de la
expresion del gen, a diferencia de las células CHO-K1, en las que lo desconocemos.

Células H23
Ensayo 1 Ensayo 2
SEAP Desviacion SEAP Desviacion

normalizada | estandar normalizada | estandar
pSEAP2-Control 860,89 179,18 pSEAP2-Control 868,47 132,09
pSEAP2-Basic 8,66 2,14 pSEAP2-Basic 5,24 1,09
Prom12 6,13 2,36 Prom12 3,42 0,37
Prom15 11,64 4,41 Prom15 3,43 0,63
Prom16 17,43 4,59 Prom16 5,16 0,47

Tabla R45. Resultados del analisis funcional para los experimentos realizados con células H23.
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Al transfectar las células H23 también se observo variabilidad elevada tanto entre
ensayos como entre las diferentes medidas de actividad para una misma construccion
(tabla R45, figura R32). En el primer experimento se observa una tendencia hacia
menor actividad cuanto mayor es el fragmento, lo que podria indicar que la regién
conservada estaria enriquecida en elementos reguladores represores de la
transcripcion. Sin embargo, en el segundo experimento realizado se pierde parte de la
tendencia, aunque se mantiene la presencia de diferencias significativas entre la
actividad normalizada de la SEAP obtenida para transfeccion con el fragmento Prom12
que incorpora la region conservada y el fragmento Prom16, fragmento menor de los
testados, que se inicia 191 nucledtidos antes de la primera posicion del exén si
(P=0.032 en la Prueba T para muestras independientes en el experimento 1 y P=0.008
en el experimento 2).

Al comparar los dos sistemas celulares utilizados (células CHO-K1 y células H23), los
resultados obtenidos en el sistema de células humanas (células H23) aunque variables,
se muestran mas consistentes. El resultado replicado de diferencias entre las
construcciones Prom12 y Prom16 apunta a la presencia de secuencias represoras de la
transcripcion en la region presente en Prom12 y ausente en Prom16.
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IV. Variaciones funcionales

El andlisis de variaciones estructurales del gen FOXP2, a través del estudio de
asociacion y busqueda de expansiones de trinucledtidos no proporciond evidencias de
que este tipo de variaciones tuviera un elevado peso en la vulnerabilidad a
esquizofrenia, por lo que se planted iniciar un estudio de posibles variaciones
funcionales que nos permitiera obtener mas informacidon sobre su posible implicacién
en esta enfermedad. Se llevaron a cabo dos aproximaciones: el analisis del grado de
metilacién del promotor y la cuantificacion de los niveles de expresion en diferentes
areas de la corteza cerebral de pacientes esquizofrénicos y controles.

IV.1 Analisis de metilacion en la regidon promotora

Muchos genes de mamiferos contienen islas CpG en sus extremos 5’, promotores o
regiones 5 no traducidas cuya metilacion puede asociarse a una mayor o menor
expresion del gen en cuestiéon (Bird, 1986; Larsen et al., 1992). La regién promotora
del gen FOXP2 se habia descrito como una region rica en GC (Bruce y Margolis, 2002),
por lo que en este estudio se planted analizar el grado de metilacion de esta region
para intentar determinar su posible relacién con los niveles de expresion.

A través de las bases de datos UCSC Genome Browser (Human Mar. 2006 Assembly) y
Human Genome Segmental Duplication Database se localiz6 una isla CG en la region 5’
del gen FOXPZ, solapante con el primer exon transcrito, el exon sl (figura R34), que
ademas coincide con la regidon que habiamos propuesto como nucleo del promotor. La
isla CG cumple los tres requisitos necesarios establecidos para su denominacién como
tal: contenido en GC mayor del 50%, longitud mayor de 200 pb y razén de
dinucledtidos CG mayor de 0.6 respecto a los esperados segun el contenido en Cs y
Gs.

Exdn s1
Gen FOXP2 IR >

Isla CG

" YA T T TIEN N 1 WA

Grado de conservacion en mamiferos

Figura R34. Contexto gendmico de la Isla CG localizada en la regién promotora del gen FOXP2.

Para analizar el estado de metilacion de la isla CG se utilizaron dos estrategias:

= Patrones de digestion con enzimas de restriccidn sensibles a la metilacion
* Modificacion por bisulfito
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iv.1.1 Analisis de metilacion mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion sensibles a metilacion

Como se especifica en el apartado de Material y Métodos, para llevar a cabo el andlisis
de metilacion mediante enzimas de restriccion se utilizd DNA de diferentes areas de la
corteza cerebral procedente de cerebros postmortemn de pacientes con esquizofrenia y
controles. En concreto, el analisis se llevd a cabo con mezclas de DNAs de varios
individuos procedentes del centro SANE POWIC (SANE Prince of Wales Internacional
Centre) de Oxford (ver apartado II1.8.1 del Material y Métodos). Las areas cerebrales
analizadas fueron la circunvolucién temporal superior y circunvolucién del cingulo.

Para este estudio de metilacién se utilizaron dos enzimas de restriccion: Hpall que
digiere Unicamente cuando su secuencia diana no esta metilada y Mc/BC, la cual corta
el DNA cuando su secuencia diana se encuentra metilada. En la figura R35 se muestra
un esquema del funcionamiento de cada una de ellas.

Tras la digestién con cada uno de los enzimas, la amplificacion por PCR indicd la
existencia de dianas metiladas o no metiladas. En el caso de Hpadll, la obtenciéon de
producto de PCR tras la digestién seria indicativo de que las dianas presentes en el
fragmento amplificado estaban metiladas. En cuanto al enzima McBC, la obtencidn de
producto de PCR seria indicativo de la ausencia de metilacion en las dianas
correspondientes.

l Hpall l Hpall l McrBC l McrBC
= = = = - = —
V' Diana de restriccion para Hpall . Citosina metilada
V Diana de restriccion para McrBC ¥ Cebadores para amplificacién por PCR

Figura R35. Esquema del funcionamiento de las enzimas de restriccion Hpall y McBC. Tras la digestion individual con el
enzima, la obtencion de producto amplificado por PCR indica el estado de metilacion de la diana correspondiente.

Se analizaron 3 regiones cercanas al exon sl del gen FOXP2, que comprendian los
fragmentos correspondientes a las posiciones (-714, -133), (-233, +63) vy
(+1161,+1677) respecto a la primera posicion del exon s1 (figura R36).

Los resultados obtenidos, en funcién de la region analizada y del enzima de restriccion
dependiente de metilacion empleado se muestran en la tabla R46. Cuando la
intensidad de los productos de PCR obtenidos para el DNA digerido y DNA sin digerir
mostraban diferencias observables en geles de agarosa, se estimé que se trataba de
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metilacién parcial, es decir, que existian fragmentos con la diana metilada y
fragmentos con diana no metilada. Puesto que la cantidad de DNA molde para la
reaccion de PCR era la misma, las diferencias provenian de la digestion parcial del
DNA.

1 2 ] 3
— <« Exonsl
— - — -
(1) 3) )
1 2 ] 3
— <« Exonsl
1677pb
(12) (16) (34)
A Hpall> CCGG 1 — UPS P3F-UPS P3R (-714, -133)

2 — Prom4F-Prom4R (-233, +63)
3 — FP2P8F2-FP2P8R2  (+1161, +1677)

A McrBC— PuCmG (N4g.3000)PUCMG

Figura R36. Esquema del analisis de metilacion mediante la utilizacion de enzimas de restriccion
sensibles a metilacién. 1, 2 y 3 corresponden a las regiones analizadas en el contexto del exén s1.
Las dianas de restriccién se representan como tridngulos. Debajo de cada fragmento amplificado, y
entre paréntesis se muestra el nimero de dianas potenciales para cada uno de los enzimas utilizados.
Las distancias en pares de bases respecto al exdn sl se muestran junto a la descripcion de cada
fragmento.

Para el enzima de restriccion Hpall se observd que todas las dianas analizadas se
encontraban no metiladas, sin obtenerse diferencias entre pacientes con esquizofrenia
y controles, ni entre areas de la corteza cerebral. Esto quiere decir que no se obtuvo
producto amplificado después de la digestion con el enzima de restriccidn, frente a la
amplificacion del DNA sin digerir.

Area de la corteza . 1 2 3
bral Individuos
cerebra Hpdll | McBC | Hpall | McBC | Hpdall | McBC

Circunvolucién Controles PM M PM
temporal izquierda Pacientes PM M PM
Circunvolucion Controles PM M PM
temporal derecha Pacientes PM M PM
Circunvolucion del Controles M
cingulo izquierda Pacientes M
Circunvolucion del Controles M
cingulo derecha Pacientes M

Tabla R46. Resultados del analisis de metilacion mediante la utilizaciéon de los enzimas sensibles a metilacion
Hpall y McBC. M indica diana de restriccion metilada, NM, diana no metilada y PM diana parcialmente
metilada.
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En el caso del enzima McBC tampoco se obtuvieron diferencias entre pacientes y
controles, sin embargo si se observaron evidencias de diferente metilacion entre las
dos areas de la corteza cerebral analizadas, encontrandose evidencias de mayor
metilacién en la circunvolucion temporal superior respecto a la del cingulo. También se
observaron diferencias entre los tres fragmentos de DNA analizados, con evidencias de
metilacion en el fragmento localizado en intrén s1, en la circunvolucion del cingulo,
frente a ausencia de dianas metiladas en los dos fragmentos localizados aguas arriba
del primer exoén.

Al analizar los resultados correspondientes a este apartado es importante tener en
cuenta que la utilizacién de enzimas de restriccion sensibles a metilacién proporciona
una idea general del grado de metilaciébn sin ser muy sensible. Los resultados
obtenidos nos muestran que no hay diferencias en el grado de metilacién para las 6
dianas analizadas del enzima Hpall en las dos areas cerebrales estudiadas:
circunvoluciéon temporal superior y circunvolucion del cingulo. En cambio, si parece
haberlas para el caso de las dianas del enzima McBC con un mayor grado de
metilacién en la circunvolucién temporal superior. En este caso, sin embargo, el
elevado numero de dianas analizadas (12, 16 y 34 dianas en los tres fragmentos)
dificulta estimar cuantitativamente las diferencias puesto que soélo con que una de las
dianas se encontrara metilada, la reaccién de PCR no podria tener lugar. No se puede,
por tanto, diferenciar entre una o mas dianas metiladas.

1v.1.2 Analisis de metilacion mediante la técnica de bisulfito

Como se menciona en el apartado de Material y Métodos (epigrafe I1.8.2), la técnica
del bisulfito constituye un método sensible para analizar el estado de metilacion de un
DNA, ya que permite mostrar las 5'metilcitosinas en cadenas individuales. Tras la
modificacion del DNA gendmico con bisulfito, los residuos de citosina no metilados se
convierten en uracilo que sera amplificado en la posterior reaccion de PCR como
timina, mientras que los residuos de citosina metilados en dinucledtidos CG, se
mantendran como citosinas (esquema en la figura M5 de Material y Métodos). Los
productos de PCR obtenidos se clonan y se secuencian un minimo de 4 clones, de
forma que a partir de la secuencia se puede determinar la metilacion de las citosinas
en el DNA original.

Para llevar a cabo este andlisis se parti6 de DNA gendmico obtenido a partir de
muestras individuales de cerebro postmortem humano de diferentes regiones de la
corteza cerebral (circunvolucidn temporal superior, circunvolucién del cingulo y
circunvolucion del parahipocampo), procedentes de pacientes esquizofrénicos e
individuos control, asi como DNA gendmico procedente de leucocitos humanos y DNA
de una linea celular de gorila. Estas muestras habian sido donadas al centro SANE
POWIC (SANE Prince of Wales Internacional Centre) de Oxford. En la tabla M41 se
muestran los DNAs utilizados en este andlisis.

En la figura R37 se muestra un esquema en el que aparecen representados mediante
lineas verticales todos los dinuclétidos CG potencialmente metilables de la region
adyacente al exdn s1, asi como la localizacién de la isla CG y los fragmentos analizados
mediante la técnica del bisulfito en este estudio. Se analizaron dos fragmentos. El
primero de ellos, denominado Region bisulfito CG1 o abreviadamente, CGI, esta
localizado aguas arriba del primer exdn, comprende las posiciones -430 hasta -192
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respecto a la primera base del exén sl y contiene 14 dinucledtidos CG. El segundo
fragmento, denominado Region bisulfito CG2, o CGZ2, esta localizado en el intrdn si,
comprende las posiciones +1230 hasta +1455 respecto a la primera posicion del exdn
s1 y contiene 41 dinucledtidos CG (figura R37).

-3894 — : it e ——t—— f H——H H— H—HH H—+t -3095
-3094 +—+++ H—H—+—H —t++ ——t+——— } H—— } } } H -2295
-2204 # —t — ; ——t ——t — H——+——++— 1495
-1494 —H— T H—H— t —H - — - 695
|
— Region bisulfito CG1 - > +1
-694 —H——t— —H— - +106

+107 —HHHH—H——H—— i H—— - H— Het—t ——t } +906

—» Region bisulfito CG2 «
+907 H — +—t H——— HHHHHHHHHHH ——t— + - +2507

+1707 — b +2322

Figura R37. Representacion del mapa de dinucleétidos CG potencialmente metilables en el contexto de la isla CG
localizada en la regién promotora del gen FOXP2. La localizacién de cada dinucleétido CG aparece representada como
una linea vertical. En color verde se muestra la region que abarca la isla CG. Las dos regiones analizadas mediante la
técnica del bisulfito se encuentran acotadas por flechas.

Tras la modificacién con bisulfito, amplificacion por PCR, clonacién y secuenciacion de
los clones seleccionados para cada regién cerebral analizada, se estimé el estado de
metilacion de cada uno de los dinucledtidos CG comprendidos en los fragmentos, en
funcion de la conversién a uracilo (reflejado como timina en la secuencia) o
conservacion de la citosina. En las figuras R38-R41 se muestran los resultados. Las
posiciones de los dinucledtidos CG se identifican con circulos, negros, si estaban
metilados en la secuencia original y por tanto las Cs no habian sido modificadas por el
bisulfito y blancos, si no estaban metilados y por tanto las Cs fueron transformadas.

Leucocitos H. sapiens

—O0——0—0—=300 o0—=0 0—0 O——00——0C
—O0——00——=00 o0—=0 0—0 00, 00—
€61 —O0——0—0—=300 @ 0—0 O——00——0C
—O0——0-0—00 o0—=0 0—0 O——00——0C

—(0H0—0-0—C00—-0—00-00-0-0-0-00000000-00-—— 00— 00—0——00—0—-(00— 00—

—0-H0—0-0—00—0-0—00-00-0-0—-0000 00 00-0-0———0000—00—0——0—0-00—"0—
cG2

—0-H0—0-0—00—0-0—C00-00-0-0—0-0000 4 08 0-0-0———0000—00—0——0—0-0—"0—

—0-H0—0-0—00—0-0—C00-00-0-0—0-0000 0 08 0-0-0———0000—00—0——0—0-0—"0—

—0-H0—0-0—00—0-0—C00-00-0-0—0-0000 0 08 0-0-0———0000—00—0——0—0-0—"0—

Figura R38. Resultados del andlisis de metilacion mediante bisulfito de los clones obtenidos a partir
de DNA convertido procedente de leucocitos humanos.
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Linea celular Gorilla gorilla

—0—0-0—0 0—0 ©— 00
0 e & 0—0 © e O
CG1 _, o ¢ ¥ 0—0 © e O
—0— 80— 0—0 ©— 00

Figura R39. Resultados del analisis de metilacién mediante bisulfito de los clones obtenidos a partir de
DNA convertido procedente de una linea celular de gorila. Los dinucledtidos especificos de G. gorilla
aparecen representados como rectangulos en su correspondiente posicion. Las posiciones para las
cuales el estado de metilacién no se pudo determinar muestran el contorno de los évalos en gris.
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Controles Pacientes

Figura R40. Resultados del andlisis de metilacion mediante la utilizacion de bisulfito de todos los clones de la regién
CG1 obtenidos para cada regién cerebral estudiada. Las posiciones para las cuales el estado de metilaciéon no se pudo
determinar muestran el contorno de los circulos en gris.
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Figura R41 Resultados del andlisis de metilacion mediante la utilizacion de bisulfito de todos los clones de la region
CG2 obtenidos para cada region cerebral estudiada. Las posiciones para las cuales el estado de metilacién no se pudo
determinar muestran el contorno de los dvalos en gris.

En las figuras R38 y R39, se muestran los resultados de los clones obtenidos para las
muestras correspondientes a una linea celular de gorila y leucocitos humanos. La
muestra correspondiente a la linea celular de gorila nos sirvid como control positivo de
metilacién.

En las figuras R40 y R41 se muestran los resultados correspondientes a controles y
pacientes en cada una de las regiones cerebrales estudiadas.

Una vez obtenidos los clones de cada region analizada, se elabord un patron consenso
de cada una de ellas, en funcién del tanto por cien de clones que mostraban una
determinada posicidn CG como metilada. En la figura R42. se muestra un ejemplo de
cdmo se llevo a cabo este paso.
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Leucocitos H. sapiens

0 No metilado <33%
0 Parcialmente metilado 33-66%
0 Metilado >66%

Figura R42. Creacion de un patrén consenso para cada una de las regiones analizadas.

El patrén consenso permite determinar la presencia en un determinado tejido de
patrones de metilacion comunes, ya que estos se verian reflejados en el resultado
final, frente a la metilacion de dinucledtidos individuales en posiciones aleatorias.

Asi, después de crear el patron para cada una de las regiones en cada area cerebral
analizada, los resultados obtenidos se muestran en las figuras R43 y R44.

SI6(I) —O0O—0—0—00 O O O0—0 00 o0—=0
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ParaHg(I) —O——0—0—C0O O O 0—0 Q0 QO—0
ParaHg(D) —O0——0—0—-=C0 O O O0—0 00, o0—0
CingG (I) —O0—0—0—-=00 O O O0—=0 Q0 o0—0
CingG (D) —O0——0—-0—-=C_0 O O O0—0 00 o0—=0
SI6G(I) —O0—0—0—00 O O O0—=0 Q0 o0—0
STG (D) —O0—0—0—0 O O O0—0 0 o0—0
ParaHg(I) —O——0—0—-=00 O O O0—=0O 00 o0—=0
ParaHg(D) —O——0—0—C0O O O O0—=0 Q0 o0—0
CingG (I) —O0—0—0—-=00 O O 0—=0 Q0 o0—0
CingG (D) —O0—0—0—-=00 O O O0—=0 Q0 o0—0
Leucocitos—O——0—0—=C0 O O O0—0 00 O00——0

Figura R43. Patrones consenso de la region bisulfito CGI para cada una de las dreas cerebrales estudiadas, en
pacientes (sombreado en naranja), y controles (sombreado en verde), asi como para leucocitos (sombreado en

gris).

Respecto a la regién denominada Region bisulfito CG1, localizada aguas arriba del
inicio del primer exon del gen, el exdn s1, no se observan diferencias apreciables en
cuanto al estado de metilacidon entre pacientes y controles. Se encontraron posiciones
metiladas puntualmente, pero el patrén general es de ausencia de metilacion en
ambos grupos de muestras.

177



Resultados

STG (1)  — -~ — 0—00—-00—00-00-0-0—-0-00060000-00-0———0000—-C00—00——~00—0-0—"0—
STG (D) —(0-0-0-0—00—0-0—00-00-8-6—0-00000000-00-0———0000—-00—00——C0—0-00—0—

ParaHg(l)  —0-0—0-0—00~0-0—(0-C0-0-0~0-0000006-00-0————0800—000—00——0—0-00——0—
ParaHg(D)  —0-0—0-0—00-0-0—00-08-0-0~-0-00940000-00-0———0000-C00—00——0—0-0—0—

CingGy (1) —0-0~0-0—00~0-0—00-00-0-0~0-00000000-00-0———C000~000—00——C00—0~00——0—
€ingGy (B) —0-0—0-0—00—0-0—00-00-0-0-—-0-08000000-00-0———0000—00—00——0—0-00—0—

STG (1)  —0-0—0-0—00—-0-0—00-00-0-0—0-00000800-00-0————0000—-C00—C00——~00—0-0—"0—
STG (D) —0-0~0-0—00—0-0—00-00-0-0~0~00000000-00-0————C000—-000—00——00—0-0—0—

ParaHg(I) —0-0—0-0—C00—0-0—00-00-0-0—0-00040000-00-0——0000—000—0—00—0-—0—0—
ParaHg(D) 0-0—0-0—00—0-0—00-00-0-0—0-00000000-00-0 0000—000—0 0—0—00 0

CingGy (I) CHO—0-0—00—0-0—@0-00-0-0—0-00000000-00-0 (00—000—0 (0—0—00 0
CingGy (D) —0-0—(0-0—C00—0-0—00-00-0-0—0-00000000-00-0——0000—00—00—0—0--0—~0—

Leucocitos  —0-0—0-0——00—0-0—C0-00-0-0—0-00000000-0-0———0000—-00—0—0——0-0—0—

Figura R44. Patrones consenso de la regién bisulfito CG2 para cada una de las édreas cerebrales estudiadas, en
pacientes (sombreado en naranja), y controles (sombreado en verde), asi como para leucocitos (sombreado en
gris).

En cuanto a la regién denominada Region bisulfito CG2, localizada en el intrén si, se
observa que el grado de metilacion general es superior al correspondiente a la region
CGI1. Al tener en cuenta las diferentes areas de la corteza cerebral analizadas, se
encuentran evidencias de mayor metilacion en el area cerebral de la circunvolucion del
parahipocampo, tanto para pacientes como para controles. Ademas, en este caso se
observan diferencias en funcién del hemisferio. En la muestra de pacientes
perteneciente a la circunvolucién del parahipocampo derecho se encontré menor grado
de metilacién en general y ausencia de un patron especifico de metilacion repetido al
comparar con la misma area del hemisferio izquierdo. Ademas, la region de la
circunvolucién del parahipocampo derecho de controles muestra mayor metilacién que
la de la muestra de paciente.

Es de destacar la presencia en diferentes areas, y especialmente en la circunvolucion
del parahipocampo izquierdo, de un patron de metilacion que se mantiene en distintos
clones analizados. En la muestra de este area correspondiente a individuos control, se
observa un patrén muy similar al de pacientes pero en menor frecuencia.

En cuanto a la muestra obtenida de leucocitos, se observa también diferencias en
cuanto al grado de metilacion entre las regiones CGI y CGZ2, encontrandose mayor
nivel en CG2, al igual que en las muestras procedentes de cerebro. Ademas, en todos
los clones menos uno se observo un patron de metilacion muy similar, y diferente de
los observados en las areas cerebrales. Esto puede ser debido a que la muestra
procede de un mismo tipo celular y no de un tejido, como es el nervioso, que contiene
diferentes tipos celulares. Falta por determinar si el grado de metilacién observado
estd correlacionado con diferentes niveles de expresion del gen o si el patrén de
metilacion observado en el fragmento CG2 en leucocitos seria suficiente para explicar
la ausencia de expresion del gen en estas células. FOXP2 no se expresa en leucocitos
(reflejado como ausencia de producto de PCR sobre cDNA de leucocitos) y si en las
muestras de las areas cerebrales analizadas. Sin embargo, nuevamente hay que tener
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en cuenta que no se expresa en todos los tipos celulares presentes, por lo que la
existencia de diferentes patrones es coherente.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de modificacion del DNA con bisulfito son
consistentes con los obtenidos mediante enzimas de restriccion sensibles a metilacion,
puesto que en ambos casos se observd una mayor presencia de metilacion en las
regiones localizadas en el intrédn s1 frente a las localizadas aguas arriba del primer
exon del gen.

IV.2 Estudio de los niveles de mRNA en_diferentes areas
cerebrales en pacientes con esquizofrenia y controles

Dentro del andlisis de variaciones funcionales se llevd a cabo un estudio de los niveles
de mRNA en diferentes areas de la corteza cerebral. Con este estudio se pretendia, en
primer lugar, determinar si los niveles de expresion del gen FOXP2 eran diferentes
entre pacientes con esquizofrenia y controles, asi como entre diferentes areas de la
corteza cerebral y en segundo lugar, relacionar los resultados preliminares obtenidos
del analisis de metilacién con datos de expresion. La presencia de metilacion en islas
CG localizadas en promotores suele encontrarse asociada a una disminucion de la
expresion (revisado en Costello y Plass, 2001; Feinberg, 2007) por lo que lo que se
esperaria encontrar es que en aquellas areas que mostraron indicios de mayor
metilacion la expresién fuera menor.

Las muestras utilizadas para el analisis de expresion consistieron en cDNA obtenido a
partir de 1 ug de RNA extraido a partir de tejido cerebral postmortem. Las muestras de
tejido, de diferentes regiones de la corteza cerebral procedian de pacientes
esquizofrénicos e individuos control y habian sido donadas al centro SANE POWIC
(SANE Prince of Wales Internacional Centre) de Oxford. En la tabla M32 se muestran
los DNAs disponibles para este analisis.

El estudio de los niveles de expresion del gen FOXP2 se llevd a cabo en sucesivos
experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real. En todos ellos se normalizd el
resultado obtenido para el gen con los resultados obtenidos para el gen de expresion
constitutiva RPII. Ademas, puesto que la cantidad normalizada obtenida es un nimero
sin unidades, para comparar las cantidades relativas en diferentes muestras, se
designo en cada experimento una de ellas como calibrador.

Las muestras utilizadas varian entre experimentos, por lo que en cada uno de ellos se
especificara en detalle las que se utilizaron.

El primer experimento consistio en la comparacion general de la cantidad relativa de
cDNA del gen FOXP2 en una serie de mezclas compuestas por diferentes muestras,
agrupadas, bien en funcion de las diferentes areas cerebrales (Tabla R47), bien en
funcidon de la pertenencia al grupo de controles o pacientes (Tabla R48), o bien en
funcion del sexo (Tabla R48).

Las muestras estudiadas fueron las siguientes:
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Numero de muestras en cada
Area de la corteza cerebral — mezcla —
Hemisferio Hemisferio
Izquierdo Derecho
Circunvolucién del cingulo
(CingGy) 18 15
Paracingulado (Paracing) 19 17
Circunvolucién Temporal
Superior (STG) 22 15
Circunvolucion del 17 1
Parahipocampo (ParaHg)

Tabla R47. Caracteristicas de las mezclas de muestras agrupadas en funcién del drea de
la corteza cerebral y hemisferio utilizadas en el experimento de PCR cuantitativa.

Paciente o . . Namero de muestras
Sexo | Hemisferio
control en cada mezcla
Izquierdo
Izquierdo
Izquierdo
Derecho
Derecho
Derecho
Derecho
Izquierdo
Hombre | Izquierdo
Derecho
Derecho
Ambos
Izquierdo
Ambos
Ambos
Pacientes Izquierdo
Izquierdo
Hombre Ambos
Ambos
Ambos

Tabla R48. Caracteristicas de las mezclas de muestras agrupadas en funcién de la
pertenecia al grupo de controles o grupo de pacientes, del sexo o del hemisferio
utilizadas en el experimento de PCR cuantitativa.

Mujer

Controles

Mujer

(xR Koo (Vo) NNy I NY LN Ko o}t N oNg o o) BN (6, | I SN RSN R N N GV ) (YN [N AN [N

Los resultados obtenidos para el gen FOXPZ, una vez normalizados con los
correspondientes al gen RPII se muestran en las figuras R45 y R46.

En la comparacion de la cantidad relativa del gen FOXP2 en funcién de las diferentes
areas de la corteza cerebral analizadas, incluyendo en las mezclas tanto pacientes
como controles, no se observan diferencias apreciables entre hemisferios de una
misma area estudiada. En cuanto a la consideracién de las areas los resultados
apuntarian a una tendencia hacia menor expresion del paracingulado respecto a otras
areas, aunque dados los valores de desviacion estandar, no se observa claramente.
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Figura R45. Resultados normalizados utilizando como calibrador la muestra
correspondiente a la circunvolucion del cingulo, CingGy, del hemisferio izquierdo
de la PCR cuantitativa para las muestras agrupadas correspondientes a las
diferentes regiones cerebrales.

Al comparar los resultados obtenidos para pacientes frente a controles, o en funcién
del sexo, se observa una clara ausencia de diferencias globales entre ellos, sin ningun
tipo de tendencia observable en alguna direccion.
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Figura R46. Resultados normalizados de la PCR cuantitativa utilizando como calibrador la
primera muestra de controles del sexo femenino para las muestras agrupadas
correspondientes a las diferentes regiones cerebrales.

En un segundo experimento tratamos de determinar la posible existencia de
diferencias de expresion entre pacientes y controles en cada una de las areas
de la corteza cerebral analizadas, para lo cual se llevaron a dos aproximaciones.

En la primera se analizaron las areas cerebrales de pacientes y controles varones

indicadas en la tabla R49. El experimento se llevd a cabo en placas separadas para
controles y pacientes. Las muestras utilizadas son las siguientes:
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Numero de muestras
Region : Cpntroles S : chientes S
Hemisferio | Hemisferio | Hemisferio | Hemisferio
Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho
Cing Gy 6 4 4 3
STG 6 3 4 3
ParaHg 5 3 4 -

Tabla R49. Muestras de controles y pacientes de sexo masculino utilizadas para el
analisis en el experimento de comparacién de la expresién entre pacientes y controles.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

CONTROLES PACIENTES

B H. izquierdo
O H. derecho

N
»

otk 1N UwwvaW,

B H. izquierdo
O H. derecho

w
Eod

-

(=]

Cantidad relativa deFOXP2
N
o

Cantidad relativa deFOXP2
o o= 0N (Nn w o~ O,

Cing Gy STG ParaHg
Areas de la corteza cerebral analizadas

Cing Gy STG ParaHg
Areas de la corteza cerebral analizadas

Figura R47. Resultados de la PCR cuantitativa normalizados utilizando como calibrador la muestra correspondiente al
Cing Gy del hemisferio izquierdo, para las muestras agrupadas correspondientes a las diferentes regiones cerebrales.
Los resultados correspondientes a individuos varones control aparecen en color verde en la gréfica de la izquierda,
mientras que los individuos varones pacientes se muestran en naranja en la grafica de la derecha.

Los resultados apuntan hacia una mayor expresion del gen FOXPZ2 en la circunvolucion
del parahipocampo (ParaHg) izquierdo, respecto a la circunvolucién temporal superior
(STG) y la circunvoluciéon del cingulo (CingGy) en controles respecto a pacientes,
aunque el tamafo de las barras de error indica que los resultados deben tomarse con
precaucion.

En la segunda aproximacion, se volvieron a analizar las areas que mostraban indicios
de expresion diferencial del gen, esto es la circunvolucion temporal superior y la
circunvolucién del parahipocampo. Para minimizar la posible variabilidad tanto entre
experimentos como entre réplicas de una misma muestra, se analizaron todas las
muestras en una misma placa de reaccion, se llevaron a cabo tres réplicas de cada
muestra y en el andlisis de resultados se eliminé el valor obtenido mas alejado para
cada muestra.

Las muestras utilizadas se muestran en la tabla R50 y los resultados obtenidos en la
figura R48.

En este caso se obtiene ausencia de diferencias en el caso del area de la circunvolucién
temporal superior entre pacientes y controles, asi una tendencia hacia mayor expresion
en la circunvolucion del parahipocampo en pacientes respecto a controles. Las
diferencias respecto al estudio anterior podrian ser debidas en parte a la utilizacion de
muestras procedentes de individuos de ambos sexos en este caso.
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Area cerebral Hemisferio | Individuos | , \u™Mere
de muestras
Circunvolucién temporal | Izquierdo Controles 9
i Pacientes 10
superior (STG)
Controles 8
Derecho -
Pacientes 7
Tzquierdo Controles 6
Circunvolucién del Pacientes 9
P ;
arahipocampo (ParaHg) berecho Coqtroles 7
Pacientes 3

Tabla R50. Muestras de individuos pacientes y controles de ambos sexos utilizadas en el
experimento para determinar diferencias entre ambos grupos en las areas de la corteza

cerebral analizadas.
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Areas de la corteza cerebral analizadas

Figura R48. Resultados normalizados de la PCR cuantitativa utilizando como
calibrador la muestra correspondiente al STG del hemisferio izquierdo, para la
comparacion de niveles de expresion de FOXP2 en pacientes y controles.

En los experimentos anteriores se trabajé en todo momento con mezclas de individuos.
En un dltimo experimento nos planteamos analizar el grado de variacion individual
en la expresion del gen FOXP2 en un area determinada. Concretamente, tomamos
como area de estudio la circunvolucién del parahipocampo izquierdo.

Las muestras utilizadas en este experimento se muestran en la tabla R51.

Controles Pacientes
Muestra | Sexo Muestra Sexo

55 M 4 M
88 M 5 F
93 F 28 M
118 F 37 M
122 M 38 F
130 F 41 F

76 F

80 M

111 F

Tabla R51. Muestras utilizadas en el experimento de PCR
cuantitativa destinado a evaluar la variabilidad entre

muestras individuales.
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Los resultados obtenidos para la cuantificacion de niveles de mRNA de FOXP2 en
muestras individuales correspondientes al hemisferio izquierdo de la circunvolucién del
parahipocampo se muestran en la figura R49.
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Figura R49. Resultados de la reaccién de PCR cuantitativa normalizados utilizando como
calibrador la primera muestra analizada, para las muestras individuales correspondientes a la
region de la circunvalaciéon del parahipocampo izquierdo.

Se observd una elevada variabilidad en la cantidad relativa de FOXP2 en las diferentes
muestras analizadas, tanto en controles como especialmente en pacientes, donde se
observan algunas muestras con mas del doble que otras. Si se obtienen valores medios
para pacientes y controles, se obtiene una representacidn semejante a la observada
para la region del hipocampo izquierdo en el experimento anterior (figura R49). Sin
embargo, este efecto no refleja la variabilidad observada de las muestras.

Cantidad relativa deFOXP:

Controles Pacientes

Figura R50. Resultados promedio de la reaccién de
PCR cuantitativa para muestras de la region de la
circunvalacién del parahipocampo izquierdo.

La elevada variacion en los resultados obtenidos al analizar las muestras
independientes indica que las posibles diferencias observadas en anteriores
experimentos en los que se utilizaban mezclas podrian ser debidas al efecto de unas
pocas muestras en la mezcla. Esto refleja una de las desventajas de utilizar mezclas en
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este tipo de estudios, aunque esta utilizacién dependa de la limitacion del material de
partida. En este sentido, la utilizacion de una muestra mas amplia permitiria reducir el
efecto que el tamafio de la muestra puede ocasionar.

No se han obtenido por tanto unos resultados lo suficientemente robustos como para
poder correlacionar datos de expresidon con datos de metilacion.
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I. Variaciones estructurales de genes sometidos
a seleccion positiva y esquizofrenia

1.1 Estudio de asociacion con variantes de los genes FOXP2
y HAR1A

Durante los Ultimos afios, los estudios de asociacién han protagonizado una de las
etapas mas importantes en el estudio de las bases genéticas de las enfermedades
psiquiatricas. La imposibilidad de identificar mediante andlisis de ligamiento, /oc/
replicados de forma inequivoca en multiples muestras, impulsé el desarrollo de estos
estudios. Inicialmente, los estudios de asociacion estaban basados en genes
candidatos, bien en funcion de su localizacion gendmica, bien por su posible
participacion en rutas funcionales relacionadas con la enfermedad. Dentro del contexto
de la esquizofrenia se han analizado mas de 500 genes (Allen et al., 2008).

Sin embargo, los estudios de asociacién de genes candidatos con la esquizofrenia
tampoco han dado resultados consistentes. Esto ha propiciado la busqueda de vias
alternativas de estudio. Desde el punto de vista clinico se busca una mejor
caracterizacion del sindrome, o la utilizacion de endofenotipos o fenotipos alternativos
con los que llevar a cabo los estudios genéticos. Desde la perspectiva del analisis
genético, en primer lugar se ha producido la evolucién de los estudios de asociacién
hacia los conocidos como GWAs (Genome Wide Association Studies), basados en el
andlisis de variantes a lo largo de todo el genoma. En segundo lugar, han surgido
nuevas aproximaciones al estudio genético de la enfermedad, bien a través de los
recientes estudios sobre CNVs (Copy Number Variations), estudios de expresion o
estudios epigenéticos.

En esta tesis doctoral se han abordado dos de estas aproximaciones a través de
diferentes métodos. En primer lugar se ha utilizado un fenotipo alternativo a la
esquizofrenia para llevar a cabo un estudio de asociacién caso-control con genes
candidatos. En este sentido, en nuestro estudio se ha decidido abordar una
aproximacion mas simple a la de los estudios GWAs, donde no hace falta tener una
hipotesis previa sobre qué genes pueden conferir susceptibilidad a una determinada
enfermedad, y se consideraron unos genes candidatos especificos. Esta aproximacion
permite el analisis mas detallado de las regiones genémicas donde se encuentran los
genes estudiados aunque tiene la desventaja de que toda la variabilidad analizada se
ve limitada a estos /oci En segundo lugar, se llevd a cabo un estudio epigenético
destinado a identificar diferencias de metilacion en el promotor de un gen candidato,
entre pacientes con esquizofrenia y controles.

En el presente trabajo se han tomado las alucinaciones auditivas, como fenotipo
alternativo al sindrome psicético general. La utilizacion de las AA, que constituye uno
de los principales sintomas de la esquizofrenia, se basa en la hipdtesis de que las
bases genéticas de las mismas deben ser menos complejas que las de la enfermedad
global, o al menos es un fenotipo mejor definido que la esquizofrenia. En nuestro caso,
la utilizacion de las AA ha demostrado resultar mas robusta que la del sindrome
general como se explicara mas adelante.
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En el apartado de la Introduccién ya se describieron diferentes modelos de origen de
las AA (ver epigrafe II.2.3). Recordamos aqui que la presencia de alucinaciones
también tiene lugar en otros desdrdenes psiquiatricos, e incluso en la poblacion normal
(Brasic, 1998; David, 1999; Johns, 2005). Entonces, ¢(tienen lugar los mismos
mecanismos de presencia de AA en individuos normales e individuos psicéticos? ¢Es la
forma en la que reaccionan a sus experiencias lo que ocasiona que se conviertan en
pacientes psiquiatricos? (van Os et al, 2000; Bentall, 2003). Segun el modelo de
aparicion de las AA de nuestro grupo de investigacion, debe existir una vulnerabilidad
genética que acompafada de determinados factores ambientales del desarrollo, da
lugar a una tendencia a experimentar como ajeno determinados estimulos, en
definitiva, a tener alucinaciones. Dentro del contexto de la psicosis, donde el tipo de
alucinaciéon mas frecuente son las AA, la vulnerabilidad genética se desglosa en:
aquella que ocasiona la experiencia de voces, en la que intervendrian genes
relacionados con el lenguaje, y aquella que da lugar a un estado emocional anémalo.

Asi, utilizando las AA como fenotipo central, se ha llevado a cabo un estudio de
asociacién caso control en el que se compararon frecuencias genotipicas, alélicas y
haplotipicas entre controles y pacientes psicéticos, entre los que se encontraban
pacientes con y sin AA, asi como con diferentes variables clinicas.

Genes candidatos en este estudio

Es un hecho ampliamente admitido desde los primeros estudios de esta enfermedad,
que la esquizofrenia es una patologia especificamente humana (Crichton-Browne,
1879; Conrad, 1957, en la version espafiola, 1997). Esta importante caracteristica de la
esquizofrenia se basa en la constatacion clinica de que los aspectos nucleares de la
enfermedad tienen que ver con rasgos caracteristicos de nuestra especie: la conciencia
y el lenguaje (Sanjuan y Gonzalez, 2005). De este modo, dos cuestiones cientificas tan
importantes como la busqueda de los hechos diferenciales humanos y la busqueda del
origen de la esquizofrenia, se proponen como caminos compartidos. Asi, la
sintomatologia de esta enfermedad, junto con las paradojas de la universalidad y de la
persistencia en las poblaciones humanas, han permitido la elaboracion de
planteamientos evolutivos sobre el origen de la esquizofrenia. Un ejemplo de ello son
las aproximaciones llevadas a cabo por Crow o Crespi, sobre la implicacion de genes
que han sufrido seleccion positiva en el linaje humano en el desarrollo de la
esquizofrenia (Crow, 1997; Crespi et al, 2007). Esta aproximacion parte de que los
genes y regiones reguladoras que han evolucionado de forma adaptativa pueden haber
contribuido tanto al desarrollo de los rasgos fenotipicos caracteristicamente humanos,
como por ejemplo, el lenguaje, como de alguna forma, también a enfermedades
tipicamente humanas, como la esquizofrenia. Uno de los indicios que sugieren un
fuerte impacto de la seleccién darwiniana en el linaje humano es la extraordinaria
rapidez con la que han sido adquiridos algunos rasgos claves, como el tamafio del
cerebro, las avanzadas habilidades cognitivas, los érganos vocales o la bipedestacién
(Sanjuan y Gonzalez, 2005).

Para este estudio de asociacion se utilizaron polimorfismos de dos genes: FOXP2 y
HARIA. La seleccibn de estos genes vino propiciada principalmente por sus
importantes caracteristicas evolutivas, como se muestra a continuacion.

El gen FOXP2, constituye un paradigma de la accién de la seleccion positiva en el linaje

humano, como ya se menciond en el apartado de la Introduccién (epigrafe V.6).
Diferentes analisis muestran evidencias de la actuacion de la seleccion positiva en este
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locus en el linaje humano, siendo los candidatos mas probables los dos cambios
aminoacidicos ocurridos tras la separacion del ancestro comin con chimpancé (Enard
et al., 2002; Zhang et al., 2002) y sitian el tiempo de fijacién de estos cambios en un
momento compatible con la aparicién de un lenguaje humano eficiente. Ademas, este
gen es el primer y Unico gen descrito hasta la fecha relacionado directamente con una
alteracion del lenguaje (Lai et a/., 2001).

Las alteraciones del lenguaje son uno de los principales sintomas del sindrome
psicotico (McKenna y Oh, 2005) y tienen un claro componente en las AA. Como
avanzabamos antes, segin nuestro modelo etiopatogénico de las AA en psicosis, debe
existir en los pacientes con AA una vulnerabilidad a sufrir alteraciones del lenguaje que
ocasionen la experiencia de voces. Este hecho, junto con la hipdtesis de que la
vulnerabilidad genética a la esquizofrenia haya evolucionado como consecuencia de la
seleccion en rasgos cognitivos humanos (Crow, 1997), hace que la seleccién de un gen
relacionado con el lenguaje y sometido a seleccidn positiva en el linaje humano, como
gen candidato a la esquizofrenia y en especial a las AA, sea una buena aproximacion.

Por otra parte, el gen HARIA es un gen de RNA no codificante que contiene el
elemento HAR1, identificado como el elemento con tasa de sustitucion mas acelerada
del linaje humano (Pollard et a/, 2006). Existen dos transcritos alternativos en sentido
contrario a HARIA, HARIRa'y HARIRB que también contienen el elemento HAR1, y
que por su patrén temporal y espacial de expresion podrian regular a HAR1A mediante
inhibicion antisentido. El gen HAR1A coexpresa con la reelina, proteina importante en
la migracion de células del neuroblasto y para la especificacién de la estructura en
capas de la corteza cerebral humana. Los niveles de expresion de la reelina se ven
incrementados en la escala evolutiva del linaje de los primates y ademas, se ha
encontrado que la cantidad de RNA mensajero en cerebros postmortem de pacientes
esquizofrénicos se encuentra reducida en un 50% en todos los tejidos analizados
(revisién en Costa et al, 2001). Asi, las caracteristicas evolutivas del gen HARIA,
juntamente con su posible relacién con el gen de la reelina, permiten considerar a este
gen como un buen candidato para la esquizofrenia.

SNPs analizados

Para el analisis del gen FOXP2 se analizaron 25 SNPs, distribuidos a lo largo de las
600 Kb que cubre el gen.

El descubrimiento de los bloques de haplotipos en el genoma humano, que pueden
variar en tamafio desde pocas kilobases hasta mas de 100 kb (Wall et a/, 2003),
mostré que el LD se extiende usualmente a lo largo de distancias cromosdmicas mas
largas de lo esperado hasta el momento y permitié estimar que el andlisis de un SNP
dentro de cada bloque seria suficiente en los estudios de asociacion caso-control con
enfermedades. Esto ha llevado a intentar aprovechar estas propiedades para llevar a
cabo la seleccién de SNPs (tagSNPs) que capturen la variabilidad de una determinada
region cromosdmica. De este modo, se dispone de diferentes programas
bioinformaticos, que utilizan informacion de bases de datos para obtener valores de LD
entre SNPs ya analizados en poblacién general y permiten la seleccion de los tagSNPs,
como 7agger, o BNTagger (de Bakker et al, 2005: Lee y Shatkay, 2006). Asi, la
informacién del LD permite seleccionar los SNPs que se van a utilizar en un estudio de
asociacion.

En este trabajo se han utilizado dos formas de seleccién de SNPs: una en la que los
SNPs se seleccionaron por su localizacién, utilizacién en otros estudios o capacidad de
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ser genotipados por determinada técnica, y otra en la que se seleccionaron mediante
el programa 7agger. Las ventajas de la utilizacidon de un programa de seleccion de
SNPs en funcion del LD existente entre ellos, asi como la utilidad de bases de datos
como la del HapMap, de la que toma la informacion el programa 7agger, se ven
reflejadas al considerar varios factores. En primer lugar, como se menciona en el
apartado de Resultados (epigrafe 1.1.1), no se observan grandes bloques de LD entre
los 25 SNPs del gen FOXP2 analizados cuando se representan graficamente los valores
de r’, constituyendo una buena representacién de la variabilidad de la region.
Unicamente se pueden considerar como posibles bloques los formados por los
polimorfismos rs7803667/ rs10447760/ rs6961558/ rs923875, que abarcan 12 Kb,
rs1916977/rs2396722/ rs2253478/rs2694941, de 50 Kb, y rs1456031/rs2396765/
rs1456021 de 31 Kb (Figuras R3 y R4).

En segundo lugar, se observa en el hecho de que a pesar de que los polimorfismos
rs7799652, rs1456029, rs12670585 y rs1456031 se encuentran en una regidon de poco
mas de 5 Kb, los valores de LD entre ellos son bajos. Con excepcién de rs1456031,
estos polimorfismos fueron seleccionados con el programa 7agger. Asi, el bajo LD
encontrado entre estos polimorfismos refleja la causa por la que se seleccionaron
tantos SNPs para una region tan pequefa, que es la existencia de mayores valores de
la tasa de recombinacion que las regiones adyacentes.

La regiéon de 5 Kb en la que se localizan los polimorfismos mencionados se encuentra
localizada desde el intron 8 del gen FOXP2 hasta el intron 10, regidén que incluye el
dominio de cremallera de leucina, asi como la presencia de un exén 10 alternativo,
mas largo que da lugar a una proteina truncada con posibles implicaciones funcionales.

Los patrones de LD obtenidos son similares entre pacientes y controles, indicando
ausencia de grandes diferencias en las frecuencias de recombinacion entre los
diferentes polimorfismos en ambas muestras.

En el analisis de desequilibrio de ligamiento para los SNPs analizados del gen HAR1A
se observd que el rango de valores de r* no resultd ser muy elevado. De los SNPs
seleccionados, el rs750696, es un tagSNVP, o SNP capaz de capturar la mayor parte de
variabilidad de una regidon. Por esta razdn, se esperaria que el resto de los SNPs
seleccionados estuviera en relativo LD con este. Al no obtenerse elevados valores de
LD podemos concluir que el tagSNVP rs750696 probablemente no sea suficiente como
para capturar toda la variabilidad de la regién y que la utilizacién de los otros SNPs
analizados enriquece nuestro poder para estimarla.

Asi, a pesar de la gran utilidad de obtener informacidn sobre la variabilidad de una
region cromosomica mediante la genotipacion de unos pocos SNPs (fagSNPs), para
determinados fragmentos de genoma todavia no hay caracterizados los suficientes
tagSNPs como para proporcionar un conocimiento exhaustivo de la region. En todo
caso, siempre conviene llegar a un compromiso entre el nimero de SNPs a genotipar y
el objetivo a llevar a cabo. Para el gen HARI1A se seleccionaron 6 SNPs que cubren 5
Kb, mientras que para el caso del gen FOXPZ2, que cubre mas de 600 Kb se
seleccionaron 25. Obviamente, se habrian podido seleccionar mas SNPs para
caracterizar mejor la region del FOXPZ2, pero se decidid que con 25 se tendria una idea
aproximada de la variabilidad y que si se obtenian resultados interesantes para algun
polimorfismo, se podia genotipar nuevos SNPs.
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Meétodos de genotipacion

Para llevar a cabo la genotipacion de los SNPs analizados se utilizaron dos métodos,
uno tradicional, la genotipacion por RFLPs y otro utilizado por las plataformas de
genotipacién a gran escala, un ensayo iPLEX™ utilizando tecnologia MassArray de
Sequenom®.

Cuando se iniciaron los estudios de asociacion, la genotipacion por RFLPs surgié como
un método facil, rapido, reproducible y relativamente econémico de determinar los
alelos presentes de un determinado SNP. El método sencillo de amplificar por PCR un
fragmento de DNA que incluyera el polimorfismo en cuestion y posteriormente digerir
con un enzima de restriccion que cortara o no el fragmento en funcién del nucledtido
presente resultaba accesible a la mayoria de laboratorios interesados en llevar a cabo
este tipo de estudios, puesto que no era necesario un equipamiento especial.

Sin embargo este tipo de metodologia tiene una serie de limitaciones a tener en
cuenta:

*= En primer lugar, la posibilidad de genotipar un SNP por RFLPs viene determinada
por la presencia o no de un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccién
asi como de la capacidad para poder discriminar entre los diferentes alelos. En
ocasiones se puede solventar el problema creando cebadores con una
modificacién que cree una diana de enzima de restriccion al amplificar por PCR,
pero en estos casos la determinacion del genotipo se ve complicada por el
tamafno de los fragmentos generados, como fue el caso del polimorfismo
rs6961558. Para este SNP los fragmentos que permitian diferenciar los diferentes
alelos diferian Unicamente en 21 pb.

*= En segundo lugar, el creciente tamafo de las muestras utilizadas en los estudios
de asociacion, asi como el incremento en el nimero de SNPs analizados ha
convertido lo que era un método rapido en un método largo y tedioso en
comparacion con los que se utilizan en plataforma.

» Por ultimo, el coste econdmico puede ser alto, dependiendo del tipo de enzima
de restriccion utilizado.

De este modo, aunque la utilizacion de los RFLPs puede ser conveniente e incluso
ventajosa en algunos casos, en la actualidad, con la aparicion de plataformas y
servicios de genotipacion a gran escala, ya no es un método tan extendido.

El desarrollo de las técnicas de genotipacion automatizadas y de programas
informaticos necesarios para la interpretacion de resultados ha marcado el inicio de los
estudios de asociacion del genoma completo o GWAs. Sin estas tecnologias, el analisis
de cientos de miles de SNPs en miles de muestras habria conllevado una inversion en
tiempo y coste econdmico impensable con otro método de genotipacion. Aun asi, es
una tecnologia en continuo perfeccionamiento que todavia tiene algunos factores por
mejorar:

» Determinados SNPs son dificiles o imposibles de genotipar. Esto sucede
especialmente cuando el polimorfismo se localiza en regiones ricas en GC. Puesto
que una elevada proporcién de promotores de genes contiene islas GC, que
potencialmente pueden contener elementos reguladores afectados por SNPs, la
dificultad de genotipar estos SNPs que pudieran ser funcionales supone una
limitacion.

= Fallos en la genotipacion. En algunos casos un elevado % de las muestras fallan
en la genotipacion. Este hecho puede observarse en nuestro estudio, donde en
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muchos casos para algunos SNPs no se obtuvo informacion para el 10% de las
muestras analizadas. Esto puede redundar en considerar el SNP analizado como
un polimorfismo de calidad cuestionable. En algunos estudios como el de The
Wellcome Trust Case Control Consortium, los SNPs con frecuencia de pérdida
>3% se eliminan (WTCCC, 2007)

En este trabajo se han utilizado dos metodologias muy diferentes con un mismo
objetivo: la genotipacion de un total de 37 SNPs, 31 de los cuales resultaron
polimérficos en nuestra muestra. La obtencion de los resultados de la genotipacion de
10 SNPs por RFLPs conllevd un trabajo de mas de dos afos, mientras que la
genotipacion mediante un método de gran escala supuso tres meses. En este sentido
se puede observar que al comparar ambos métodos la genotipacion en plataforma es
mejor para la obtencion rapida de resultados. En cualquier caso, al iniciarse este
trabajo, no se disponia de las herramientas necesarias para llevar a cabo el analisis a
gran escala, y de las opciones disponibles (secuenciacion, hibridacién, etc.), la
genotipacidn por RFLPs era la mas ventajosa.

= Gen FOXP2

Estudio de asociacion

Desde su aislamiento y caracterizacion el gen FOXP2 ha sido ampliamente utilizado en
diferentes estudios de asociacion caso-control con patologias relacionadas con el
lenguaje, principalmente autismo (ver tabla I5 de la Introduccién). Sin embargo, hasta
la fecha existen Unicamente tres estudios de asociacion de este gen en relacion con la
esquizofrenia, dos de ellos llevados a cabo en nuestro grupo de investigacién, con una
submuestra del presente estudio (Sanjuan et a/., 2005; Sanjuan et al., 2006b) y un
tercero realizado recientemente en poblacion coreana (Jung et al., 2008).

En el primero de los estudios, en el que se analizaron 149 pacientes y 137 controles,
se encontrd ausencia de asociacion con los dos polimorfismos analizados: rs923875 y
rs17137124. En el segundo estudio, en el que se comparaban las frecuencias
genotipicas, alélicas y haplotipicas de 10 SNPs (rs7803667, rs10447760, rs923875,
rs1597548, rs2396722, rs1358278, rs1852469, rs2396753, rs17137124 y rs1456031)
en 186 pacientes y 160 controles se encontraron diferencias significativas para las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs2396753 al comparar entre
pacientes con AA y controles (P=0.0027 y P=0.007, respectivamente), aunque las
diferencias no se mantuvieron al corregir por Bonferroni secuencial. El analisis
haplotipico en este estudio proporciond evidencias de un haplotipo protector
(rs7803667T/rs10447760C/rs923875A/rs1358278A/rs2396753A P=0.009).

Todos los polimorfismos de este estudio estan incluidos en el analisis de la presente
tesis doctoral, con excepcién del polimorfismo rs1358278, para el que se habia
encontrado un desequilibrio de ligamiento completo con el polimorfismo rs2396722,
localizado 166 pb aguas arriba (Sanjuan et al., 2006b).

El estudio de asociacién realizado con los 25 SNPs en el presente trabajo no mostrd
evidencias de diferencias significativas en las frecuencias alélicas, genotipicas entre
pacientes y controles, pacientes con AA y controles o pacientes con esquizofrenia y
controles. Unicamente el polimorfismo rs2396753, el mismo para el que se habia
obtenido significacion en el estudio anterior (Sanjuan et al, 2006b), muestra una
tendencia hacia la significacién. Al comparar pacientes con controles se obtiene
diferencias significativas para las frecuencias genotipicas, aunque la significacion se
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pierde al llevar a cabo la correccion multiple. Cuando se comparan pacientes con AA
con controles, las diferencias son sustancialmente mayores, encontrandose un
aumento en las frecuencias del alelo C en pacientes (posible alelo de riesgo en nuestra
muestra) aunque nuevamente no resisten la correccion por Bonferroni.

Este polimorfismo, rs2396753, ha sido analizado previamente en relaciéon con autismo
en poblacion japonesa (Gong et al, 2004) aunque no se encontrd asociacion con él.
Posteriormente, también se analizd su relacion con AA dentro del sindrome psicético,
sin obtenerse tampoco diferencias significativas (Jung et a/., 2008).

Se encuentra localizado en el intrén 2b del gen FOXPZ2, aproximadamente 9 kilobases
aguas abajo del exdn 2b y 26 kilobases aguas arriba del exén 3, por lo que no parece
estar implicado directamente en la vulnerabilidad a las AA, si no mas bien a través del
desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos potencialmente funcionales. Nos
parece importante hacer notar que las frecuencias alélicas correspondientes a este
polimorfismo varian sustancialmente entre las poblaciones para las que se dispone de
esa informacién (tabla D1), por lo que cualquier susceptibilidad a las alucinaciones
conferida por uno de los alelos tendria que tenerse en cuenta Unicamente dentro de
dicha poblaciéon. Esto explicaria porqué en el estudio de Jung y colaboradores no
replicaron la asociacion encontrada por nuestro grupo.

Frecuencias alélicas del
Poblacion del HapMap SNP rs2396753
C A
CEU ( residentes en UTAH con ascendencia europea) 0.44 0.56
CHB (poblacion china de Beijing) 0.39 0.61
JPT (poblacién japonesa de Tokio) 0.54 0.46
YRI (poblacién de Yoruba, Nigeria) 0.16 0.84

Tabla D1. Frecuencias alélicas del SNP rs2396753 en poblaciones incluidas en el HapMap.

En el estudio de Jung y colaboradores, en el que se analizaron los polimorfismos
rs923875, rs2396753 y rs1456031 (todos incluidos en el presente trabajo) en 198
pacientes con AA y 196 controles, se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos para las frecuencias genotipicas del polimorfismo rs17137124, asi como
diferencias para este mismo SNP con el item correspondiente a Delirios de la escala
PANSS (Jung et al, 2008). Sin embargo, el polimorfismo rs17137124 no muestra
diferencias significativas en nuestra muestra.

En el articulo de Gong y colaboradores se encontré transmision preferente del alelo C
del polimorfismo rs1456031 en nifios con autismo, asi como asociacion con el
haplotipo rs1456031C/rs2396753C/rs1852469. En nuestro estudio no se ha encontrado
asociacion con dicho SNP ni con el haplotipo en cuestion.

En este sentido nos gustaria resaltar dos cosas en relacion al hecho de que la
utilizacion de pacientes con AA proporciona resultados mas significativos que la
utilizacién del grupo con todos los pacientes al compararse con los controles. Por una
parte, estos resultados reflejan la validez de la utilizacién de las AA como fenotipo
alternativo al sindrome psicotico en un estudio genético, constituyendo un fenotipo
mas acotado y homogéneo. Por otra parte, es necesario comparar los resultados
obtenidos con los correspondientes a la comparacidn entre pacientes con AA vy
pacientes sin AA, para poder diferenciar entre vulnerabilidad genética a las AA vy
vulnerabilidad a las AA dentro del sindrome psicético. Ademas, puesto que las AA
también tienen lugar entre poblacion normal (Johns y van Os, 2001), seria conveniente
comparar dentro de individuos sanos, dos grupos, uno con AA y otro sin AA.
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Los valores de poder estadistico obtenidos para las comparaciones pacientes-controles
y pacientes con AA-controles son muy bajos (en su mayoria menores del 0.7, que se
considera por consenso un valor aceptable), lo que indica que la capacidad para
detectar falsos negativos en nuestra muestra para los valores de OR estimados es
baja. No obstante, podemos considerar que este calculo es atipico, en el sentido de
que se obtuvo a posteriori, una vez obtenidos los valores de OR y no a priori, y
seleccionando valores de OR tipicos en enfermedades mentales, como se utiliza
normalmente. Ademas, los valores de OR no dejan de ser una estima, hecho agravado
por los amplios intervalos de confianza obtenidos. La determinacion del poder
estadistico se llevo a cabo de la forma indicada debido a la ausencia de informacion,
antes del inicio del estudio, de las frecuencias alélicas de algunos de los polimorfismos
utilizados, datos necesarios para el andlisis.

Respecto al analisis de haplotipos, al comparar tanto pacientes frente a controles,
pacientes con AA frente a controles como pacientes con esquizofrenia frente a
controles, no se obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los test globales
aplicados a las combinaciones de 4 SNPs consecutivos. Sin embargo, al analizar la
combinacion empleada en Sanjuan et a/., 2006 si se obtuvieron diferencias globales
entre controles y pacientes con AA y se reprodujo la tendencia hacia un posible
haplotipo de proteccidon: rs7803667T/ rs10447760C/ rs923875A/ rs2396722C/
rs2396753A. Este haplotipo incluye el polimorfismo rs2396753, el cual como se ha
comentado, presentaba tendencia a mostrar diferencias significativas entre controles e
individuos psicéticos con AA. En concreto, este potencial haplotipo protector, con
mayor frecuencia en controles, contiene el alelo A, que es el de menor frecuencia en
pacientes. Esto refuerza el resultado obtenido en las comparaciones de las frecuencias
genotipicas y alélicas, donde se encontré un aumento en las frecuencias del alelo C en
pacientes con AA.

La obtencién de resultados negativos para el andlisis por ventanas consecutivas y
positivos para una combinacion determinada de SNPs no consecutivos, es un indicador
de las limitaciones de los analisis de haplotipos por ventanas consecutivas.

Un paso crucial en el analisis de haplotipos es la seleccion de marcadores. Cuando se
trabaja con muchos SNPs, los haplotipos posibles pueden ser demasiados, bien para
poder estimar las frecuencias, especialmente si hay poco LD entre ellos, o bien para
poder ser analizados mediante los algoritmos disponibles (revisién en Zhao et al.,
2003). Ademas, el poder estadistico de los andlisis de haplotipos se reduce por el
elevado numero de haplotipos potenciales que necesitan ser estudiados. Ante la
imposibilidad de llevar a cabo el andlisis de haplotipos con todos los SNPs genotipados,
debido a que ante cada haplotipo diferente la muestra se fraccionaria cada vez mas, la
utilizacion de ventanas surge como una de las alternativas para reducir el nimero de
haplotipos considerados en el estudio de asociaciéon. Sin embargo en el proceso se
pierde informacion. Esto sucede debido a que se descarta la posible interaccion entre
variantes lejanas, bajo la base de que sera cerca de la variante causal o que confiera
vulnerabilidad a la enfermedad donde mayor probabilidad haya de encontrar un bloque
de SNPs o haplotipo de riesgo.

Anadlisis de variables clinicas
Como se indicd en la seccion de Resultados (epigrafe 1.1.5) nuestro andlisis se ha

centrado principalmente en variables relacionadas con las AA, variables relacionadas
con el lenguaje y variables relacionadas con el inicio de la enfermedad.
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En relacién con las AA se analizaron diferentes variables: presencia o ausencia de AA,
cronicidad y las variables incluidas en la escala PSYRATs de evaluacion de las AA.

No se han obtenido evidencias de diferencias significativas entre pacientes con AA y
pacientes sin AA. El polimorfismo rs2396753 anteriormente mencionado mostré una
tendencia, sin embargo tras la correccién multiple no se mantuvo la significacion. En
cuanto al analisis de haplotipos, se obtuvieron diferencias significativas después de la
correccion para algunos de los test individuales de haplotipos. No obstante, los tests
globales de estas combinaciones no resultaron significativos.

Del mismo modo, no se encontrd evidencia de que variaciones en los polimorfismos
analizados influyan en la vulnerabilidad a ninguno de los items de las AA incluidos en la
escala PSYRATSs. Esta escala, incluye tanto items relacionados con las caracteristicas
fisicas de las alucinaciones (frecuencia, duracién, localizacion, intensidad) como
relacionados con las caracteristicas emocionales (grado de conviccion, contenido
negativo, ansiedad, repercusion). En este sentido, no parece que el gen FOXP2 esté
relacionado con estas caracteristicas, sino mas bien con la aparicion en si de las AA,
como se presume a partir de los resultados de la comparacion de pacientes con AA y
controles.

Dada la relacion del gen FOXP2 con el lenguaje, se analizaron dos variables
relacionadas con este rasgo, ambas incluidas en la escala Manchester: Pobreza del
Lenguaje e Incoherencia del Lenguaje. Unicamente el polimorfismo rs2253478
mostrd diferencias significativas frente al item de Pobreza del Lenguaje tras la
correccion multiple. Este polimorfismo esta localizado en el intrédn s3. Se desconoce si
podria resultar ser funcional por si mismo o estar en desequilibrio de ligamiento con
algun otro.

El gen FOXPZ2 se ha relacionado con la dispraxia verbal del desarrollo, que consiste en
problemas en el aprendizaje y produccion de las secuencias de movimientos vocales
necesarias para el lenguaje, y que a menudo va acompafiado de problemas en
gramatica y lenguaje expresivo o receptivo (Watkins et al, 2002). En aves con
aprendizaje vocal en las que se ha provocado una disminucion de la expresion de
FoxP2 se observa una alteracion en la estructura del canto de forma que los individuos
jovenes no son capaces de imitar correctamente a los adultos (Haesler et a/., 2007). El
resultado de asociacién obtenido con el item de Pobreza del lenguaje resulta dificil de
encuadrar dentro de las alteraciones descritas, de no ser que los problemas
gramaticales y de lenguaje expresivo o receptivo desencadenaran una pobreza en el
lenguaje.

Pese a constituir un gen del neurodesarrollo y estar relacionado con fendmenos de
plasticidad (Haesler et al., 2007; Teramitsu et al., 2007), caracteristicos entre otros de
la transicion a la edad adulta, los analisis de asociacion relativos a la variable de inicio
temprano o tardio de la enfermedad indican que es poco probable que el gen
FOXP2 esté implicado en la aparicion temprana o tardia del primer episodio psicotico.

En cuanto a la cronicidad de las alucinaciones se encontraron evidencias de
diferencias significativas para los polimorfismos rs1456031 y rs1456021, apoyadas por
el hecho de que en el andlisis de haplotipos el haplotipo que contiene ambos SNPs
muestra diferencias globales entre ambos grupos. Este resultado sin embargo, debe
ser tomado con precaucidon y seria recomendable la repeticion del analisis con una
muestra mayor, para descartar que este resultado sea un falso positivo.
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= Gen HARIA

Estudio de asociacion caso-control

Hasta el momento, Unicamente se ha llevado a cabo un estudio de asociacién caso-
control con polimorfismos del gen HAR1A (Tolosa et al., 2008). En dicho estudio no se
encontraron diferencias en las frecuencias genotipicas, alélicas o haplotipicas al
comparar controles con pacientes con AA, aunque si se encontrd un haplotipo de
riesgo, rs6011613C /rs2427496C /rs6122371C /rs750696C /rs750697G /rs2427498C en
relacion con la aparicion de AA dentro del sindrome psicético. Las muestras empleadas
en ambos casos son practicamente idénticas, con excepcion de unos pocos pacientes y
controles, no incluidos en el presente trabajo.

No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias genotipicas, alélicas, o
haplotipicas al comparar controles, pacientes, pacientes con AA y pacientes con
esquizofrenia, por lo que no parece que el gen HARIA esté relacionado con la
vulnerabilidad al sindrome psicético. Como era de esperar, estos resultados coinciden
con los obtenidos en Tolosa et a/., 2008.

En cualquier caso, al igual que en el caso del analisis con el gen FOXPZ2, los bajos
valores de poder estadistico que se obtuvieron son bajos, lo que indica que la
capacidad para detectar asociacion de nuestra muestra es limitada.

Analisis de variables clinicas

Al tener en cuenta las variables clinicas relacionadas con las AA los resultados mas
relevantes se obtuvieron al comparar las frecuencias haplotipicas entre pacientes con
AA y pacientes sin AA. Estos resultados coinciden parcialmente con los obtenidos en
Tolosa et al, 2008, donde que se encontraron diferencias significativas para el
haplotipo rs6011613C /rs2427496C /rs6122371C /rs750696C /rs750697G /rs2427498C
entre ambos grupos. En la presente tesis, aunque se encontrd una tendencia para este
mismo haplotipo, las diferencias no se mantuvieron significativas tras la correccién por
el nimero de haplotipos. Esto, como se menciona en el apartado de Resultados
(epigrafe 1.2.5.2), puede ser debido, bien a la pequena variacion en el tamafio de la
muestras utilizadas en cada caso (las frecuencias obtenidas son practicamente las
mismas), o bien a la modificacion del parametro de valor umbral para haplotipos raros
(0.05 en el articulo y 0.03 en la presente tesis).

En cualquier caso, puesto que las frecuencias en pacientes con AA y controles no
difieren significativamente entre si, la implicacion funcional del haplotipo en cuestion se
daria dentro del contexto psicético.

I.2 Busqueda de expansiones de trinucledtidos en el gen
FOXP2

Una aproximacién al estudio genético de la esquizofrenia que estda cobrando
actualmente gran interés es el estudio de las variaciones en el nimero de copias
(CNVs): duplicaciones o deleciones de segmentos gendmicos entre 1 Kb y millones de
bases (Cantor y Geschwind, 2008; Feuk et a/, 2006). Un ejemplo lo constituyen los
dos primeros estudios a gran escala realizados, en los que se observa que el nimero
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de deleciones o duplicaciones de baja frecuencia aumenta en pacientes con
esquizofrenia (7he International Schizophrenia Consortium, 2008; Stefansson et al.,
2008).

Aunque no entran dentro de la definicion mas restrictiva de los CNVs (Feuk et al.,
2006), las expansiones de repeticiones de DNA constituyen otra fuente de variabilidad,
referida también al nimero de copias de determinados segmentos. Existen cerca de 20
trastornos neuroldgicos causados por expansiones inestables de repeticiones de DNA
(Gatchel y Zoghbi, 2005). Dentro de estas expansiones inestables destacan las
correspondientes a las repeticiones de trinucledtidos: CTGn en distrofia miotdnica y
ataxia espinocerebelar tipo 8 (SCA8); la cadena reversa complementaria, CAGn, en
SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y SCA12, en la enfermedad de Machado-Joseph y la
atrofia dentatorubral-palidoluisiana (DRPLA); AAG en ataxia de Friedreich y CGGn y su
cadena complementaria CCGn en el sindrome de X Fragil y retraso mental especifico
del cromosoma X (FRAXE) respectivamente (Wilmont y Warren, 1998; Koob et al,
1999; Holmes et al., 1999). Aunque las expansiones de repeticiones de trinucleétidos
son las mas frecuentes, también se conocen expansiones inestables de
tetranucledtidos y pentanucledtidos (Liquori et a/., 2001; Matsuura et a/., 2000)

En la expansién de repeticiones en estas enfermedades intervienen diferentes
trinucledtidos y diferentes rangos en la longitud patoldgica de las repeticiones. En
algunas, las repeticiones codifican para glutamina (Enfermedad de Parkinson, DRPLA,
SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7) mientras que en otras ocurren en la region 3’ no
traducida (distrofia miotonica y SCA8), en la regién 5’ no traducida (Sindrome del X
Fragil, FRAXE, SCA12) o en un intron (Ataxia de Friedreich). Los mecanismos
patogénicos en los trastornos producidos por repeticiones inestables incluyen pérdida
de funcion, ganancia de funcién (debido al aumento de la funcién o bien a adquisicion
de nueva funcién de la proteina), o funcion alterada como consecuencia de
interacciones RNA-proteina aberrantes (revisado en Gatchel y Zoghbi, 2005).

Ademas, mientras que muchas de estas enfermedades comparten rasgos clinicos
similares, los genes causales de la enfermedad codifican para proteinas de diversa
funcion.

Las repeticiones de DNA inestable estan relacionadas con el fendmeno de anticipacion
genética (el corea de Huntington constituye el ejemplo mas claro), en la que en
sucesivas generaciones el inicio de una enfermedad se produce de forma mas
temprana al tiempo que aumenta la severidad de los sintomas.

Desde el descubrimiento del DNA inestable, y ante la posibilidad de una relacion con la
anticipacion genética para explicar algunos factores de los trastornos psicéticos, se han
realizado diferentes estudios en los que se planteaba que la anticipacién genética
tuviera lugar en psicosis. Los estudios llevados a cabo al respecto proporcionaron
resultados sorprendentemente consistentes, aunque se ha cuestionado si la utilizacion
de los métodos estadisticos aplicados es la apropiada para una enfermedad compleja
como es la psicosis (revisado en Vincent et al., 2000). En cualquier caso, la idea de
anticipacion genética se mantiene en la actualidad, a través de los resultados
obtenidos de la observacion de casos familiares (Blinc-Pesek y Agius, 2007).

Se han llevado a cabo diferentes estudios buscando evidencias de expansiones en
repeticiones de trinucleétidos a nivel gendmico y en determinados genes, tanto en
esquizofrenia como en trastorno bipolar (revisado en Vincent et al., 2000; Glatt et a/.,
2003; Tsutsumi et al, 2004). Sin embargo, los métodos utilizados inicialmente no
tenian sensibilidad suficiente para detectar expansiones de menor longitud y aunque se
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obtuvieron algunos resultados positivos, no parece que grandes variaciones en la
longitud de fragmentos con repeticiones de trinucledtidos contribuyan de forma
importante a la vulnerabilidad en la esquizofrenia.

El gen FOXP2 contiene dos tramos de poliglutaminas de 40 y 10 repeticiones,
localizados en los exones 5 y 6 respectivamente. La repeticion de 40 glutaminas
constituye el tramo de glutaminas no patoldgico de mayor longitud observado en una
proteina. De hecho, mediante estudios /7 vitro se ha determinado que tramos de
poliglutaminas con mas 37 repeticiones forman agregados insolubles, de forma que la
longitud normal del tramo de FOXP2 se encontraria en el limite establecido para
expansiones patoldgicas (Scherzinger et al., 1999).

Diferentes estudios han llevado a cabo el analisis de estos tramos de poliglutaminas en
relacion con diversos trastornos motores o del lenguaje, principalmente autismo,
encontrandose poca o ninguna variacién en el nimero de glutaminas (Newbury et al.,
2002; Wassink et al., 2002; Bruce y Margolis, 2002; Gauthier et al, 2003; Li et al,
2005; MacDermot et al., 2005). Esto es coherente con las observaciones de Butland y
colaboradores, quienes, estimaron que debido a no tratarse de un tramo de
repeticiones CAG puras (y estar interrumpido con codones CAA), el nivel de
polimorfismo del tramo de 40 glutaminas debia ser bajo (Butland et a/., 2007).

Recientemente, durante la redaccién de esta tesis, se publicd la primera busqueda de
expansiones de glutaminas en pacientes esquizofrénicos (Laroche et al., 2008). Estos
autores no encontraron ninguna variante de riesgo en los tramos de poliglutaminas
asociada a la enfermedad, aunque si encontraron en pacientes con autismo dos
cambios, una delecion de 4 aminoacidos y una insercion de 4 aminoacidos.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo, es decir, la ausencia de expansiones en
los tramos de poliglutaminas del gen FOXP2 en pacientes esquizofrénicos, con y sin
AA, coinciden con los de Laroche y colaboradores. Este hecho, unido a la poca
variabilidad mostrada en estas repeticiones en otras patologias, indica, en primer lugar
una elevada estabilidad en la secuencia repetida, también mantenida a lo largo de la
evolucion (el tramo de 40 poliglutaminas se mantiene con pocas variaciones entre
especies, desde Xenopus hasta Homo sapiens). En segundo lugar, podemos concluir
que no es probable que expansiones en este gen tengan implicacion en enfermedades
neuroldgicas. De ambas observaciones se deduce la importancia que debe tener la
funcion de los tramos de poliglutaminas en la proteina FOXP2, para que la region
codificante correspondiente se mantenga estable.

En nuestro trabajo se analizé6 también la posible expansion de trinucledtidos en una
region rica en trinucleétidos CGG, localizada en el intron s1, unas 1280 pares de bases
aguas arriba del inicio de transcripcion. Este analisis se llevd a cabo debido a dos
razones. En primer lugar debido a la deteccion de una delecién de 9 pares de bases en
un paciente con esquizofrenia durante la genotipacion de un polimorfismo cercano. En
segundo lugar, la regién se localiza en el extremo de una isla CG que incluye el primer
exon del gen, y la inestabilidad en las repeticiones podrian dar lugar a alteraciones en
la expresion del gen, como se ha visto en el caso de otros trastornos neuroldgicos. Por
ejemplo, la expansion de trinucledtidos CGG en el extremo 5’ no traducido del gen
FMR1 causa el retraso mental del Sindrome del X Fragil (Verkerk et al., 1991) y la
expansion de CCG en extremo 5’ no traducido del gen FMR2 da lugar al Sindrome del X
Fragil E a través de la hipermetilacion de una isla CG y el silenciamiento transcripcional
del gen (Knight et al., 1993; Gecz et al., 1996; Gu et al., 1996).
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Nuestro andlisis, sin embargo, no reveld ninguna variaciéon en la longitud de la regién
en pacientes o controles, con excepcidon de la ya mencionada, por lo que no parece
que se produzcan expansiones en este tramo que puedan afectar a la expresion del
gen.

1.3 Busqueda de mutaciones en la region promotora

En el momento de iniciarse el proyecto de esta tesis, con excepcién de la mutacion
identificada en la familia KE (Lai et a/., 2001) y dos cambios sindnimos encontrados en
el exon 5, G247G y Q190Q, el primero en un paciente con autismo y el segundo en 2
pacientes con autismo y 4 controles (Wassink et al., 2002; Gauthier et a/., 2003), no se
habia identificado ningun cambio o mutacién en la regién codificante del gen FOXP2.
La mutacién encontrada en la familia KE fue analizada en nuestra muestra de controles
y pacientes con psicosis, sin encontrarse en ninguno de los casos. Esto concuerda con
el hecho de que se trate de una mutacién puntual familiar.

Durante el desarrollo de nuestro trabajo, se describieron dos nuevos cambios en
secuencia codificante: un cambio no sinénimo localizado en el exén 2 (Q17L), cerca del
extremo N-terminal y un coddn de parada en el exén 7 (R328X) que da lugar a una
proteina truncada. Ambos cambios se identificaron en una busqueda de mutaciones en
region codificante llevada a cabo en individuos con dispraxia verbal (McDermot et al.,
2005). Posteriores ensayos funcionales con las proteinas resultantes para ambos
cambios indican que el primero de ellos probablemente no sea una mutacién
patoldgica; el segundo, sin embargo si parece afectar a las funciones normales de la
proteina nuclear FOXP2 (Vernes et a/., 2006).

Esta ausencia de variabilidad en la secuencia de DNA y el elevado grado de
conservacion a lo largo la evolucién de la proteina para la cual codifica, nos hizo
centrar nuestro analisis en la regién promotora, concretamente en la regidon 5’ al exén
s1, bajo la hipdtesis de que cambios en esta regidon podrian afectar la expresién del
gen. De este modo, y aunque no constituia uno de los objetivos principales del trabajo,
se llevd a cabo una busqueda de variabilidad en la regién promotora en una muestra
de nifios con Trastorno Especifico del Lenguaje. La utilizacion de esta muestra y no de
los pacientes con psicosis de los que disponiamos se basé en el hecho de que en estos
individuos, la patologia asociada al lenguaje es mas especifica que en el caso de los
psicdticos.

Se identificaron 3 variantes no presentes en bases de datos, localizadas en las
posiciones -3954, -1048 y +147 respecto a la primera posicion del exon s1. La primera
de ellas, un cambio G/A en posiciébn -3954, encontrada en heterocigosis en 5
individuos, fue identificada también en controles, por lo que probablemente se trate de
un polimorfismo todavia no descrito.

En cuanto a las otras dos, ambas se encontraron en el mismo individuo, en
heterocigosis y no se detectd su presencia en controles. Esto plantea diferentes marcos
de actuacion de los cambios. En primer lugar, ambos podrian tratarse de polimorfismos
de baja frecuencia que no han sido identificados en las muestras control utilizadas,
debido al bajo nimero de controles analizados para ello. En segundo lugar, podrian
constituir cambios que afectaran a la expresion del gen. El cambio localizado aguas
arriba del inicio del gen se encuentra apenas una kilobase antes del inicio de la
transcripcion, por lo que no es descartable su aspecto funcional. Un cambio de base en
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esa posicion podria afectar dos potenciales dianas de factores de transcripcion
correspondientes a Elk-1 y la proteina de unidon a X-box. En cuanto al cambio
localizado en posicion +147, este se encuentra en el primer exdn del gen, aunque se
trata de un exdn no codificante. Esta regién ademas, constituye una regién de elevado
contenido en GC, en la que el cambio identificado podria afectar también a la unién de
potenciales dianas de factores de transcripcion como: WT1, el factor de union a
CCCTC, el factor tipo kruppel enriquecido en rifidn, o elementos de la caja GC, entre
otros. En cualquier caso, la presencia de ambos cambios en un mismo individuo podria
hacer que el pequeiio efecto sobre la expresiébn del gen que pudieran tener
individualmente, se viera amplificado. Aunque este hecho no deja de ser una
especulacion.

I1. Analisis del promotor del gen FOXP2

En el momento de iniciar el trabajo de esta tesis, la Unica aproximacion a la estructura
del promotor del gen FOXP2 habia sido llevada a cabo por Bruce y Margolis, quienes al
analizar las regiones 5’ de los exones s1, s2, s3 y 1, Unicamente identificaron una
potencial regidon promotora aguas arriba del exén sl1. Estos autores detectaron por
métodos bioinformaticos dos regiones prometedoras cerca de este exdn, una entre las
posiciones -235 y +220 y la otra entre -1531 y -1208, ambas coincidentes con la isla
CG (Bruce y Margolis, 2002).

Es por esta razdn que en nuestro estudio fue esa la regidon considerada como
promotora.

I1.1 Analisis evolutivo de la regidon promotora

El elevado grado de conservacion observado en las comparaciones gendmicas hombre-
chimpancé, especialmente pronunciado en las regiones codificantes, es insuficiente
para explicar las diferencias anatdémicas y de comportamiento entre ambas especies.
Por esta razon se ha propuesto que cambios en regiones reguladoras que den lugar a
diferencias en expresion podrian haber jugado un papel importante en la evolucion
(King y Wilson 1975; Carroll, 2005). Aunque las regiones promotoras poseen una
plasticidad ausente en regiones codificantes (Tirosh et a/., 2008), mas sensibles a las
variaciones en la secuencia, cambios en las regiones promotoras pueden influir en los
niveles de expresién, probablemente debido a la unién diferencial de factores
reguladores. Son por tanto sensibles también a la actuacién de seleccion positiva y
negativa (Kohn et al, 2004). Asi, son de especial interés observaciones como la de
Prabhakar y colaboradores, que encontraron un exceso de sustituciones especificas en
el hombre en secuencias no codificantes conservadas cerca de genes que se expresan
en cerebro (Prabhakar et al., 2006).

El ensombrecimiento filogenético (phylogenetic shadowing), ha sido utilizado con éxito
para identificar elementos reguladores funcionales, bajo el supuesto de que como
resultado de una seleccion purificadora, estas regiones se encuentran mas conservadas
que las secuencias que evolucionan de forma neutra. Con esta perspectiva, en este
estudio se analiz6 la region del gen FOXP2 localizada aguas arriba del primer exon
(exén s1) en diferentes especies. Del estudio comparativo de las secuencias de
primates, rata y ratén se han obtenido 3 regiones de elevada conservacion en las que
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podrian existir elementos reguladores importantes: (-3050, -2962), (-743, -401) y (-21,
+35).

Entre las especies de primates, como era de esperar dada la cercania filogenética entre
las mismas, los bloques de mayor conservacidon cubrian una mayor parte de la
secuencia analizada como puede verse en el apartado de Resultados (epigrafe I1.3).

Una vez determinadas qué regiones podrian contener elementos funcionales, teniendo
en cuenta su conservacion evolutiva, se procedié a intentar caracterizar por otros
métodos bioinformaticos la regién promotora. Asi, mediante programas de prediccion
de promotores se obtuvieron diferentes predicciones informaticas, alrededor de las
regiones (-1480, -1157), (-184,508) y (1173, 1444).

Sorprendentemente, las regiones asignadas como predicciones de secuencias
promotoras del gen no coinciden con las obtenidas como candidatas en funcion del
grado de conservacién. Se observa una discrepancia entre la asignacién basada en la
presencia de motivos reguladores, llevada a cabo especie por especie y el
ensombrecimiento filogenético, basado en evolucion a diferentes tasas. Sin embargo,
el hecho de que en la mayoria de los primates las posiciones de las predicciones sean
tan similares indica que deben estar presentes motivos similares o al menos la
distribucién de los mismos tiene que ser similar.

Las predicciones para las regiones promotoras de nuestro estudio no coinciden
exactamente con las obtenidas por Bruce y Margolis (2002), como puede verse en la
figura D1.

Promotor H. sapiens

_—

H. sapiens Prediccién 1 H. sapiens Prediccién 2 H. sapiens Prediccion 3
— —
Prediccion Bruce y Margolis Prediccion Bruce y Margolis
—_— —_—
Nucleo del promotor
-2000 -1500 -1000 -500 +1 +500 +1000 +1500

Figura D1. Localizacién del promotor extraido de £/ Dorado (marcado en azul), de las predicciones de promotores
obtenidas en nuestro estudio con el Promoterinspector de Genomatix (marcado en negro) y las obtenidas por Bruce y
Margolis (2002) por el mismo método (marcado en rojo). En verde se muestra la regién que se propuso como nucleo
del promotor. Las distancias respecto a la primera base del exén s1 se muestran en pares de bases.

Dado que en ambos casos el programa utilizado es el mismo, suponemos que las
diferencias podrian ser ocasionadas a la actualizacion de las bases de datos con las
que trabaja el programa Promoterinspector. Es de destacar que en nuestro caso
utilizamos como sitio +1 el correspondiente al extremo 5’ del gen FOXPZ2 obtenido de
la base de datos del UCSC browser y Bruce y Margolis utilizaron un extremo 5’
diferente, el identificado en su estudio, aunque por comparacidon con raton indicaron
que el exdn sl podria extenderse aguas arriba. Curiosamente, las predicciones
localizadas alrededor de -1500 tienen exactamente la misma longitud y la distancia
respecto a la prediccién que solapa con el primer exon es la misma. Bruce y Margolis
no analizaron la regién donde se encuentra la Prediccion 3.
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En funcion de los datos obtenidos en la blusqueda de regiones conservadas y de
prediccién bioinformatica de promotores nos planteamos la existencia de una region
promotora muy conservada en mamiferos que podria constituir el nicleo del promotor
entre las posiciones -749 y 507. Este fragmento reline dos caracteristicas importantes
que nos hacen pensar que contiene importantes secuencias reguladoras, ademas de su
cercana localizacién al sitio de inicio de la transcripcion. En primer lugar incluye una
region extremadamente conservada en las especies analizadas, con un Unico cambio
en los alineamientos de secuencias de primates (figura R22, epigrafe II.3 de
Resultados). Este grado de conservacion nos hizo pensar que debe haber una fuerza
selectiva que impida la aparicion de cambios en el fragmento. En segundo lugar, la que
proponemos como regién nicleo del promotor incluye los promotores extraidos de
bases de datos para H. sapiens, P. troglodytes, M. mulattay M.musculus, asi como las
predicciones 2 de las especies de primates y las Unicas predicciones obtenidas de M.
musculusy R. norvegicus.

El andlisis de los sitios de unidn de factores de transcripcion en la regién analizada,
revel6 nuevamente patrones similares para todas las especies, especialmente en
primates. Se observan areas donde la concentracion de sitios de unidon es mayor que
en otras, lo que es compatible con una estructura modular como la utilizada en
algunos programas bioinformaticos de prediccién (Frech et al., 1997). En el caso de la
region considerada como nucleo del promotor se encontraron 4 sitios de unidn
especificos de humano: un sitio de union al dominio POU del factor de unién a
octameros I (OCT-1), dos sitios de unién al complejo heterodimérico E2F4/DP1 y un
sitio de unién al producto del gen de expresion temprana Egr-I/Krox-24/NGFI-A. OCT-1
se expresa ampliamente en gran nimero de tejidos adultos y esta relacionado con la
regulacion de mudltiples procesos, incluido el desarrollo del sistema nervioso. Este
factor, ademas, tiene un papel critico en el reclutamiento de complejos para el inicio de
la transcripcién en algunos promotores que carecen de elemento TATA, como parece
ser el caso del gen FOXP2 (revision en Phillips y Luisi, 2000). EI complejo
heterodimérico E2F4/DP1 participa en la regulacién del ciclo celular (revision en Kusek
et al., 2000). De especial interés es el gen de expresion temprana Egr-I/Krox-24/NGFI-
A, cuya expresion en sistema nervioso parece estar relacionada con plasticidad
neuronal y procesos de memoria a largo plazo (Jones et al., 2001; Frankland et al.,
2004).

En cuanto a los sitios de unidn presentes en todas las especies, destaca la presencia de
4 sitios de unidn a la Proteina con dedos de zinc 219 Kruppel-like, 5 sitios de unidn al
Supresor del Tumor de Wilms, 4 sitios para el Factor nuclear respiratorio 1 y 3 sitios
para la proteina 1 de unidon al elemento de respuesta Ras. Es relevante el niUmero de
sitios de unidn a diferentes factores de transcripcién que contienen dedos de zinc
(MZ1, ZNF219, ZBP89, OCT-1, ZF9 (en tabla R42).

Nuestros resultados son compatibles con los obtenidos por Bruce y Margolis, quienes
analizaron la regién correspondiente a un fragmento de 2Kb, comprendiendo 1500 pb
aguas arriba de su estima del sitio +1 del inicio de la transcripcién y 500 pb aguas
abajo del mismo (Bruce y Margolis, 2002). La diferencia en el nimero de dianas,
probablemente sea debida a que en nuestro trabajo Unicamente analizamos en detalle
la regién correspondiente a lo que proponemos como nucleo de promotor.

Es importante tener en cuenta que los criterios utilizados para el analisis de los sitios

de unién a factores de transcripcion en nuestro estudio han sido los mas restrictivos
posibles, de forma que Unicamente se tuvieran en cuenta los resultados mas fiables.
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Esto ha hecho que sin duda, se haya perdido mucha informacion, asi como sitios de
union a factores de transcripcion funcionalmente activos y no considerados en nuestros
resultados. Curiosamente, en la regidon altamente conservada entre las posiciones -749
y -537 la concentracién de sitios de unidn identificados con los criterios mas restrictivos
es muy pequefa. Estos sitios de unidén son los siguientes: Elemento Inducible por
Barbituricos, Factor con homeodominio Nkx, Represor Transcripcional Proteina 1 de
maduracion inducida por linfocitos B, sitios de unién no palindromicos del Factor
Nuclear I, sitios de unidon a homodimeros de proteinas Maf, y Proteina con dedos de
zinc asociada a Myc.

Los arboles filogenéticos obtenidos por parsimonia y por maxima verosimilitud son
compatibles con la filogenia aceptada para las especies analizadas (Purvis, 1995;
Goodman et al., 1998; Glazko y Nei, 2003). Lagothrix lagotricha'y Saguinus labiatus,
cuyo linaje se separé del resto hace aproximadamente 35 millones de afos,
constituyen las especies mas alejadas. El linaje de las Macaca sp. se muestra separado
del que daria lugar a la especie humana hace 25 ma. Por Ultimo, la especie mas
cercana al hombre corresponde a Pan troglodytes seguida de Gorilla gorilla, como
corresponde segun sus tiempos de divergencia estimados de 6 y 9 millones de afios
aproximadamente.

El resultado mas relevante obtenido de los arboles filogenéticos es la diferente tasa
evolutiva de los fragmentos analizados. Estos resultados estan de acuerdo con los
resultados obtenidos en el analisis de conservacién. Mediante ensombrecimiento
filogenético se encontrd una serie de regiones en las que la tasa de cambio era
sensiblemente menor que la de las regiones contiguas. No es de extraiar asi, que se
haya obtenido diferente tasa evolutiva al considerar el fragmento completo, que
contiene esas regiones conservadas, respecto a considerar fragmentos como las
predicciones, que no las contienen.

Al obtener el arbol correspondiente al andlisis de la secuencia completa de 6.4
kilobases, en primer lugar, la rama Homo/Pan/Gorilla era algo mas corta que la
correspondiente a la familia de Macaca/ Erytrocebusy Lagotrix| Saguinus, indicando una
tasa de evolucion menor. Ademas, las ramas correspondientes a H. sapiens, P.
troglodytesy G. gorifla tenian mas o menos la misma longitud, indicando también una
tasa de evolucion similar.

Cuando se utilizd como partida la prediccion 1, comprendida entre las posiciones -1480
y -1157 respecto al inicio de la transcripcidn, se observd un efecto diferente. La rama
correspondiente a Homo/ Pan/ Gorilla es sensiblemente mas larga, indicando una
evolucidn mas rapida en estos primates. Dentro de esta rama se observa también una
aceleracion en el linaje correspondiente a H. sapiens.

Sin embargo, cuando se utiliza la predicciéon 2, correspondiente al fragmento
comprendido entre las posiciones -184 hasta +508, la prediccion 3 (+1173, +1444), la
region promotora obtenida de £/ Dorado (-500, +102) o la que proponemos como
nicleo del promotor (-749, +507) se observa el efecto contrario. Para estos
fragmentos, la rama Homo/ Pan/ Gorilla es mas corta y dentro de esta, se observa que
el linaje correspondiente a H.sapiens evoluciond mas lentamente que el de
P.troglodytes.

Asi, en resumen, la regidon mas cercana al inicio de la transcripcion parece haber sido
sometida a mayores restricciones evolutivas, especialmente en el linaje humano. Estos
resultados son compatibles con los observados por Taylor y colaboradores, quienes
encontraron que la tasa de cambio aumenta al alejarse del inicio de transcripcion y que
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las tasas evolutivas pueden cambiar entre linajes, encontrandose mayores tasas en el
linaje de primates, en comparacion a otros mamiferos (Taylor et al., 2006).

I1.2 Caracterizacion funcional del promotor del gen FOXP2

El estudio comparativo nos permitié identificar una region como posible nucleo del
promotor del gen FOXP2. Para contrastar nuestra hipotesis se llevd a cabo un estudio
funcional para el que se prepararon tres construcciones de tamano decreciente, que
contenian el propuesto nicleo del promotor, controlando la expresion del gen que
codifica para la Fosfatasa Alcalina Secretada (SEAP) y se compararon los niveles de
expresion obtenidos con el correspondiente a una construccién sin secuencias
promotoras. Puesto que los resultados obtenidos en las células H23 procedentes de
una linea celular humana fueron mas robustos que los obtenidos en las células CHO-
K1, de ovario de hamster, nos referiremos Unicamente a ellos.

No se obtuvo un incremento significativo de la expresidon del gen que codifica para la
SEAP, para los fragmentos analizados respecto de la construccién sin promotor. Esto
apunta a la presencia de elementos represores en algun punto de las secuencias
integradas en el vector o bien a la existencia de otros elementos distales necesarios
para el inicio de la transcripcion.

De la comparacion entre las construcciones analizadas, en los experimentos realizados
se observa que la construccion de mayor tamafio (-879, +1677), que incluye la region
muy conservada con un Unico cambio entre las secuencias de primates analizadas, es
la que da lugar a menores niveles de expresion en todos los casos al compararse con
la construccion de menor tamafo (-191, +1677). Esto nos lleva a pensar que en la
regidn presente en el fragmento mayor existen elementos represores.

Durante el andlisis de nuestros resultados, se publicd un estudio en el que se realizd
un experimento similar (Schroeder y Myers, 2008). Estos autores detectaron la
presencia de 4 sitios de inicio de la transcripcion alternativos, localizados en los exones
sl, 1, 1b y 2 en diferentes tipos celulares y llevaron a cabo ensayos funcionales para
las posibles regiones promotoras adyacentes a los cuatro sitios de inicio de la
transcripcion.

En el caso del exdn sl1, llevaron a cabo un andlisis funcional de expresion en células
tumorales procedentes de cerebelo humano, con 11 construcciones diferentes, que
incluian fragmentos contenidos en el intervalo -780, +309. Para la mayoria de estas
construcciones (figura D2) si se detectd un aumento en la expresidon respecto la
construcciéon vacia. En los ensayos funcionales del trabajo de Schroeder y Myers,
correspondientes a los posibles promotores adyacentes a los sitios de inicio de
transcripcion localizados en los exones 1 y 1b no se obtuvo diferencias entre las
construcciones utilizadas.

Aunque las construcciones utilizadas en el estudio de Shroeder y Myers son diferentes
a las utilizadas en nuestros experimentos, se puede hacer una comparacién
aproximada en la que equiparar nuestras construcciones de (-879, +1677), (-408,
+1677) y (-191, +1677), con las obtenidas por dicho grupo de investigacion: (-780,
+309), (-425, +309) y (-242, +309). Asi, en estas tres construcciones, aunque estos
autores no encuentran diferencias significativas entre ellas, si parece encontrarse la
misma tendencia observada en nuestros resultados, es decir un aumento de la
expresion en el fragmento mas pequefio. No obstante, a diferencia de lo obtenido en
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nuestro estudio, y como ya se ha mencionado anteriormente, se observd un aumento
de la expresion en todas las construcciones respecto del vector vacio. Existe una
diferencia notable en el extremo 3’ de las construcciones utilizadas en nuestro estudio
y las del estudio de Schroeder y Myers, a la cual pensamos se debe la menor expresion
de nuestras construcciones. En este fragmento destaca la presencia de 2 cajas CG para
factores SP1/GC, 6 sitios de union para la proteina C inducida por el factor de
crecimiento nervioso o EGR y factores relacionados, 5 sitios de unién al factor NRF1, 5
sitios de unién a factores con dedos de zinc mieloides y 3 sitios para la familia de
proteinas del factor inducible por hipoxia bHLH/PAS.

En cuanto al extremo 5’, aunque no es tan notable como en el anterior caso, también
hay una diferencia en el tamafo del fragmento de algo menos de 100 nucledtidos. En
esta region se localizan sitios de unién a los factores: Proteina de union a X-box, Sox 5,
factor de transcripciéon con dominio POZ y dedos de zinc, EF2, Factor nuclear Y y v-
Myb.

TsS
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-6271160 :E‘
g—
-463/309 —
-425/309 o = -408/+167
-242/309 — -191/+1 6777=—< =—<
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Nucleo del promotor Ncleo del promotor Actividad SEAP  Actividad SEAP
Experimento 1 Experimento 2

Figura D2. Comparacién de los ensayos de expresidn obtenidos por Schroeder y Myers (A) con los correspondientes a
este trabajo (B). Las posiciones de los fragmentos analizados respecto a la posicién +1 del exdn sl se muestran a la
izquierda. Los resultados de los ensayos de transfeccion se muestran a la derecha. La localizacion del que proponemos
como nucleo del promotor se muestra en color verde en el esquema de los fragmentos analizados. TSS se refiere al
sitio de inicio de la transcripcion.

Las diferencias ocasionadas por el extremo 3’y o el extremo 5, pueden ser debidas a
dos razones: o bien por la presencia de sitios de union a factores de transcripcién que
puedan actuar como represores, o bien, los elementos activadores presentes en el
extremo 5’ respecto al primer exon del gen FOXP2, quedan demasiado distales del
inicio de la expresion del gen de la Fosfatasa Alcalina Secretada.

Otra diferencia importante es el tipo de células utilizadas. En nuestro caso utilizamos
células tumorales de pulmoén, mientras que Shroeder y Myers utilizaron células
tumorales de cerebelo. La expresion del gen FOXP2 es elevada en cerebelo (Lai et al.,
2003) y a nivel general la expresion en cerebro es mayor que la obtenida en pulmén
(Lai et al, 2001). En este sentido una menor expresion generalizada en las células
utilizadas en nuestros experimentos respecto a las de Shroeder y Myers podria
explicarse por la presencia de elementos reguladores de cada tejido. Ensayos sobre
qué genes son regulados por FOXP2 indican la presencia de diferentes dianas en
pulmdn y cerebro por lo que no es descartable que el mismo gen FOXP2 tenga distinta
regulacion en ambos tejidos (Spiteri et al., 2007; Vernes et al., 2007).
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Nuestros resultados, junto con los obtenidos por Bruce y Margolis, Schroeder y Myers
indican que la regulacion de la expresion del gen FOXP2 es compleja y probablemente
intervengan mas factores de los inicialmente planteados. Schroeder y Myers, proponen
que los sitios de inicio de la transcripcion localizados en los exones s1 y 2 contribuyen
a la obtencién de niveles basales de la proteina en una amplia variedad de tejidos
adultos humanos, y que en determinados estadios del desarrollo o condiciones
celulares estos niveles basales se aumentarian a través de la transcripcion iniciada en
los exones 1 y 1b. La ausencia de resultados positivos para los ensayos funcionales
para las regiones analizadas de los exones 1 y 1b pueden ser debidas a la existencia
de elementos reguladores distales.

El Unico de los sitios de inicio de transcripcion que contiene una isla CG es el que se
localiza en el exdn s1, donde se observa mayor incremento de la expresion en estudios
funcionales (Schroeder y Myers, 2008) por lo que probablemente apoya nuestra
consideracion inicial de que constituya el promotor principal.

II1. Variaciones funcionales

Tal y como mencionamos en apartados anteriores, los estudios epigenéticos
constituyen una de las aproximaciones que esta cobrando mas interés en el estudio de
las enfermedades psiquiatricas, especialmente en el campo de la esquizofrenia. La
participacion de modificaciones mas alla de la secuencia ofrece explicacién a algunas
caracteristicas de esta enfermedad que no pueden ser explicadas bajo el modelo
genético, como la discordancia entre gemelos monocigéticos, la variabilidad fenotipica
o la presencia de remisiones y recaidas (Petronis, 2004). En la tabla D2 se muestran
algunas de estas caracteristicas, asi como la explicacion correspondiente al modelo
genético y al modelo epigenético. Algunas de las explicaciones genéticas y epigenéticas
se han visto reforzadas por los primeros estudios donde se estima la variabilidad de la
metilacion del DNA en diferentes tipos de individuos. Por ejemplo, Fraga vy
colaboradores observaron que las diferencias epigenéticas en contenido y distribucion
de 5-metil-citosinas y acetilacion de histonas aumentan con la edad en gemelos
monocigoticos (Fraga et a/., 2005). En un estudio posterior, a nivel gendmico, Eckhardt
y colaboradores no fueron capaces de reproducir esos resultados en muestras
agrupadas, debido probablemente al método de analisis utilizado, aunque si
observaron regiones gendmicas con diferente metilacion en los tipos celulares
analizados, tanto en promotores como en regiones intergénicas conservadas (Eckhardt
et al., 2006).

La metilacion constituye la modificacion epigenética mas estable en la modulacion de la
plasticidad transcripcional de los genomas de mamiferos. En estos, la metilacion se
produce en dinucledtidos CG, cuya frecuencia se encuentra reducida en el genoma,
con excepcién de las regiones donde se localizan las islas CG que son regiones ricas en
CG presentes en el 50-70% de los promotores de genes humanos (Bird, 1986). La
metilacion dentro de este tipo de regiones se asocia al silenciamiento génico y esta
involucrada en la impronta gendmica e inactivacién del cromosoma X, asi como en
patologias asociadas a enfermedades del desarrollo y cancer (Razin y Cedar 1994;
Jones y Takai, 2001; Li, 2002; Jaenisch y Bird, 2003; Shen et a/., 2007). Inicialmente,
se considerd que la metilacién del DNA estaba asociada al control de la expresidon de
genes especifica de tejidos en células mamiferos, pero se observé que la mayoria de
islas CG localizadas en promotores de genes se mantienen no metiladas
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independientemente de la expresion especifica de tejido (Bird et al, 1987). Esta idea
se ha mantenido durante mucho tiempo, aunque posteriores estudios indican que
existe aproximadamente un 4% de promotores de genes que se encuentran
completamente metilados en tejido normal, en los que la metilaciéon esta asociada al
silenciamiento génico, de forma que una inhibicion de la misma reactiva la expresion
del gen (Shen et al., 2007).

Caracteristica Modelo Genético Modelo epigenético

Mecanismo molecular
primario de la enfermedad

Predisposicion a través de la variacion en

la secuencia de DNA Desregulacion epigenética

Modificaciones epigenéticas diferenciales
en gemelos monocigdticos,
principalmente debido a factores
estocasticos

Discordancia entre gemelos

monocigéticos Efectos de un ambiente no compartido

Modificacion especifica de origen
parental del DNA e histonas (impronta
gendmica)

Efecto del origen parental Sin explicacion

El estado epigenético de un gen o genes
puede ser modificado por factores
medioambientales para controlar la

expresion del gen.

Interaccién con el genoma que puede

Efectos medioambientales introducir cambios en la expresion génica

Ligamiento a cromosomas sexuales (si no
se encuentra ligamiento en cromosomas
sexuales no hay explicacion).

Diferentes efectos epigenéticos de

Efecto del sexo andrégenos y estrégenos.

Resultado de diferentes combinaciones de
genes que confieren vulnerabilidad,
conjuntamente con factores ambientales.

Resultado de cambios epigenéticos
inducidos por eventos estocasticos,
ambientales y del desarrollo.

Variabilidad fenotipica

Fluctuaciones en la regulacion
metaestable epigenética; cambios
epigenéticos relacionados con la edad;
efectos epigenéticos del tratamiento.

Remisiones y recaidas Sin explicacion

Genes con diferente efecto
(para casos familiares y esporadicos
respectivamente). Sin embargo los
estudios de ligamiento no han detectado
todavia genes con gran efecto.

Presencia de casos
familiares y esporadicos

Metaestabiidad epigenética durante la
meiosis.

Ventajas evolutivas de genes que

Elevada frecuencia a pesar : - -
predisponen a la esquizofrenia (en

Tasa de epimutacién de novo elevada
durante la meiosis

de la presion evolutiva

portadores no afectados)

Inconsistencia en los datos
de ligamiento y asociacion

Heterogeneidad genética de la
enfermedad. Falta de poder estadistico
para detectar efectos aditivos pequefios.
Complejidad evolutiva en la formacion de

La variacion en la secuencia de DNA no
tiene porqué jugar un papel etioldgico
primario en la enfermedad.

los haplotipos.

Tabla D2. Comparacion del modelo genético (basado en secuencia del DNA) y epigenético de la esquizofrenia. Tomado
de Petronis, 2004

Hay pocos datos en los que se haga referencia a la presencia de diferencias en
metilacién en psicosis. El caso mas claro lo constituye el reciente estudio de Mills y
colaboradores, quienes encontraron evidencias de diferencias en metilacion asociadas
a psicosis en /oci relacionados con procesos de neurotransmision y desarrollo neuronal
(Mill et al.,, 2008). En cuanto a casos concretos, el mas conocido es el del promotor del
gen que codifica para la reelina, para el cual se ha observado hipermetilacion asociada
a niveles mas bajos de mRNA en cerebros postmortem (Chen et al., 2002; Grayson et
al., 2005).

En la regién 5’ respecto al inicio de la transcripcion del gen FOXP2 se localiza una isla

CG de gran longitud y que ademas muestra un elevado grado de conservacién en
algunos tramos, como ya se ha comentado en apartados anteriores (Figura R34 del
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apartado de Resultados). Esto nos llevd a pensar si mecanismos epigenéticos podian
participar en la regulacion del gen y si estos mecanismos podian estar alterados entre
controles y pacientes con esquizofrenia. Se planted por tanto un analisis exploratorio
para determinar los patrones de metilacion de la regién en muestras obtenidas de
diferentes areas de la corteza cerebral procedentes de cerebros postmortem.

Este analisis de metilacion se realizd mediante dos métodos: el andlisis mediante
enzimas de restriccion sensibles a metilacion y el andlisis mediante modificacién con
bisulfito.

El andlisis de metilacion con enzimas de restriccion sensibles a metilacion
permiti6 obtener una idea aproximada del grado de metilacion de las regiones
analizadas. En este sentido el enzima McrBC resultdé mas informativo a nivel general,
indicando posibles diferencias entre la circunvolucion temporal y la circunvolucion del
cingulo. La utilizacion de este tipo de enzimas es un método rapido para determinar el
estado de metilacion, sin embargo, presenta algunas desventajas como la dependencia
a las dianas de enzimas de restriccion sensibles a metilacion existentes en una regién
determinada o la posibilidad de digestiones incompletas.

El andlisis de metilacion mediante la modificacion con bisulfito, demostrd ser un
método mucho mas sensible, puesto que al poder determinar la presencia de
metilacion en cada dinucledtido CG se pueden obtener patrones especificos de
metilacidén en las muestras analizadas.

En este caso se han obtenido diferencias apreciables entre las dos regiones analizadas,
CG1, localizada en 5’ respecto al inicio de la transcripcion localizado en el exon sl y
CG2, localizada en el intron s1. La primera de ellas mostrd escasa metilacion, mientras
que en el caso de la segunda, el grado de metilacién, reflejado en un mismo patrén en
las diferentes muestras analizadas, fue mayor.

Los resultados mas relevantes al comparar pacientes con controles se encuentran
también al analizar la regién CG2. Se ha encontrado evidencias de mayor metilacion en
el area cerebral de la circunvolucién del parahipocampo, tanto para pacientes como
para controles, aunque la relacion de metilacién es inversa para ambos grupos al
considerar los diferentes hemisferios. En el hemisferio izquierdo se observa mayor
grado de metilacién en pacientes que en controles, sin embargo, en el hemisferio
derecho, se observa mayor grado de metilaciéon en controles.

La presencia de diferentes patrones de metilacion en las diferentes muestras puede
ser debida a la existencia de distintos tipos celulares con diferente grado de metilacion.
Estas diferencias en la metilacion segun el tipo de célula se han observado en otros
estudios (Eckhardt et a/., 2006). En nuestro caso esto se ve apoyado por el hecho de
que cuando se analiza DNA extraido de sangre periférica con un mismo tipo celular se
obtiene un patrén mas homogéneo.

En la region CG2 se encuentra el tramo con repeticiones CGG estudiado por analisis de
fragmentos, lo que la convierte en una zona con muy elevado contenido en CG. El
fragmento CG2 incluye dos cajas CG de unidn a factores CG, 5 sitios de unién al factor
nuclear de respiracién (NRF1), dos sitios de union a la familia de proteinas del factor
inducible por hipoxia bHLH/PAS y 3 sitios de unidn para la proteina C inducida por el
factor de crecimiento nervioso o EGR y factores relacionados. La metilacion de la
region podria impedir la unidn de estos factores.

La principal limitacién de nuestro estudio es el reducido nimero de muestras utilizadas.
No obstante, los resultados obtenidos apuntan de forma consistente hacia la existencia
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de diferentes patrones de metilaciéon. Otra limitacion es, sin duda, el hecho de que no
se ha podido determinar el estado de metilacién de la isla CG al completo, sino
Unicamente dos fragmentos. El DNA transformado con bisulfito es dificil de amplificar y
aunque se disefiaron cebadores para cubrir la regidén, la mayoria de ellos no
funcionaron. Aln asi se estudiaron dos regiones representativas, una, del contexto de
metilacion aguas arriba del inicio de la transcripcion y la otra en el primer intron del
gen, en el extremo aguas abajo de la isla CG.

Como se ha mencionado anteriormente, la metilacion de islas CG asociadas a
promotores de genes se encuentra relacionada con la represion de la expresion para
determinados genes. Con el objetivo de intentar correlacionar datos de metilacién con
datos de expresion , asi como para determinar diferencias de expresion del gen en
pacientes y controles o en distintas areas cerebrales, se llevd a cabo una serie de
experimentos de PCR cuantitativa. En estos experimentos se analizaron los niveles de
RNAm del gen en diferentes areas de la corteza cerebral para las cuales se ha
observado variaciones estructurales o funcionales en esquizofrenia.

Estudios postmortem y de neuroimagen han encontrado una disminucién en la
cantidad de materia gris de la circunvolucion del parahipocampo en el hemisferio
izquierdo en pacientes esquizofrénicos (Razi et al, 1999; McDonald et al, 2000;
Paillere-Martinot et a/, 2001; Sigmundsson et al, 2001; Hulshoff Pol et al, 2004;
metaanalisis en Honea et a/., 2005 y Glahn et a/., 2008). ¢Podria estar relacionado el
aumento del grado de metilacidon del promotor de FOXP2 observado en el andlisis de
los patrones de metilaciéon con esta disminucion a través de un descenso en la
expresion del gen?. Para otra de las areas mas replicadas por su implicacion en
esquizofrenia, la circunvolucion temporal superior (Honea et al., 2005; Wilke et al.,
2001; Sigmundsson et al., 2001; Hulshoff Pol et al., 2004; Takahashi et al., 2006) no
se habian encontraron diferencias pronunciadas en los patrones de metilacién
obtenidos, aunque no era descartable la presencia de diferencias en expresion.

Los andlisis de expresion a partir de mezclas obtenidas de diferentes individuos
mostraron tendencia a mayor expresién en pacientes que en controles en las areas
correspondientes a las circunvoluciones temporal y del parahipocampo derechas y
circunvolucion del parahipocampo izquierda y menor expresion en la circunvolucién
temporal superior izquierda. Dado el nimero de muestras utilizadas, estos resultados
deben ser considerados como preliminares.

Lamentablemente, los datos de los que disponemos no permiten establecer una
relacion directa entre los patrones de metilacion observados y los resultados de los
analisis de expresion. El reducido nimero de muestras de los andlisis de metilacion
junto con la elevada variabilidad interindividual observada a nivel de expresion y que
podria también tener lugar a efectos de patrones de metilacion, impide poder llevar a
cabo cualquier tipo de correlacion. En este sentido, seria conveniente repetir los
analisis con un mayor numero de muestras. Sin embargo, se plantea otra limitacién
puesto que las muestras deben ser obtenidas de un material tan limitado y en
ocasiones poco disponible como es el caso de los cerebros postmortem.

Otra consideracién que no se ha tenido en cuenta es el origen de las muestras con las
que se ha trabajado, tanto en los analisis de metilacién como especialmente en los de
expresion. A diferencia de otras enfermedades en las que se puede obtener muestras
de tejido fresco para su estudio, en el caso de las enfermedades cerebrales, debido a
la inaccesibilidad del cerebro humano y la no disponibilidad de biopsias, se suele
recurrir a la utilizacion de muestras de tejido procedentes de cerebros postmortem.
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Existen por tanto, una serie de factores no controlables, basados en las condiciones
pre y postmortem, que podrian afectar a la calidad de la muestra. Asi, la medida de la
expresion génica en tejido postmortem puede verse dificultada por diferentes factores
como la edad, género, pH, intervalo postmortem, calidad del tejido, medicacion,
tabaco, causa de la muerte, procesos agonales y otras variables. De estos factores, los
que mayor influencia parecen tener, como demuestran diferentes estudios, son el pH y
la calidad del RNA (Li et al., 2004; Lipska et al., 2006; Mexal et al., 2006; Stan et al.,
2006).
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La presente tesis se ha centrado en la evaluacion a través de diferentes
aproximaciones la implicacion del gen FOXPZ2, gen sometido a seleccién positiva en
el linaje humano y relacionado directamente con una alteracion de uno de los rasgos
mas caracteristicos de la especie humana, el lenguaje, en la vulnerabilidad a la
esquizofrenia.

El estudio de asociacién caso-control no ha permitido establecer una implicacion
consistente entre las variantes estructurales analizadas (SNPs y posibles expansiones
de trinucledtidos) con las alucinaciones auditivas como fenotipo alternativo a la
esquizofrenia. No obstante, la participacion del gen FOXP2 en la vulnerabilidad a las
AA, como componente referido al lenguaje no puede descartarse por completo, ya
que el SNP rs2396753 mostré una tendencia hacia la significacion y el SNP2253478
mostrd diferencias significativas para el item de Pobreza del Lenguaje de la Escala
Manchester.

En cualquier caso, este estudio permite mostrar las ventajas de la utilizacién de las
AA como fenotipo alternativo a la esquizofrenia, ya que los resultados obtenidos en
las comparaciones utilizando este sintoma refuerzan tendencias observadas en la
comparacion respecto a los pacientes en general.

El analisis de la region promotora nos ha permitido valorar que la regulacion de la
expresion del gen debe ser mas compleja de lo que inicialmente se esperaba.

El andlisis evolutivo muestra que diferentes tramos de la region promotora analizada
han evolucionado diferencialmente, encontrandose una regidon altamente
conservada, que curiosamente no parece contener una elevada concentracion de
sitios de unidn a factores de transcripcién, como seria lo esperado dada su posible
importancia funcional. Esta secuencia se localiza inmediatamente aguas arriba del
potencial promotor extraido de las bases de datos mediante herramientas
bioinformaticas. Bajo la hipdtesis de su pertenencia al ndcleo central del promotor, la
evaluacion funcional de esta region conservada indica que posiblemente contenga
elementos represores de la transcripcion, al menos en el tipo celular testado, esto
es, células procedentes del pulmén ya que se obtienen mayores niveles de expresion
en su ausencia.

Dentro de la hipotesis epigenética de la esquizofrenia, se llevd a cabo un andlisis de
los patrones de metilacion en dos fragmentos incluidos en una isla CG adyacente al
primer exén, no traducido, del gen en tejidos postmortem de pacientes
esquizofrénicos y controles. En primer lugar se obtuvo una clara diferencia en el
grado de metilacion entre el fragmento analizado localizado aguas arriba del exén
respecto al localizado aguas abajo, ambos en extremos de la isla CG. Comparando el
grado de metilacion en diferentes areas cerebrales en pacientes con esquizofrenia y
controles, se observd que en la circunvolucidn del parahipocampo el grado de
metilacion es mayor que en las otras areas analizadas y ademas hay indicios de
diferencias entre ambos grupos analizados en ambos hemisferios.
Desafortunadamente, los analisis de expresion encaminados a determinar si el grado
de de metilacion estaba correlacionado con los niveles de expresion no permitieron
llegar a resultados concluyentes al respecto. Con todo esto, seria recomendable
ampliar el nimero de muestras utilizadas para confirmar las diferencias que se
observaron en nuestra reducida muestra e intentar correlacionar datos de metilacién
con datos de expresion, asi como ampliar las areas cerebrales analizadas, poniendo
especial énfasis en areas del lenguaije.

Con todos los resultados obtenidos, no podemos descartar que el gen FOXPZ2
participe en el desarrollo de las alucinaciones auditivas, aunque no se han
encontrado evidencias directas de ello.
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El estudio de asociacion caso-control muestra la ausencia de diferencias
significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del
gen FOXP2 analizados, en relacion con el desarrollo de alucinaciones auditivas
en pacientes con esquizofrenia, cuando se aplican las correcciones estadisticas
mas conservativas. No obstante, se observa una tendencia hacia mayor
frecuencia del alelo C para el polimorfismo rs2396753 en pacientes con
alucinaciones auditivas. Esta tendencia, dada la severa correccion estadistica
aplicada, podria constituir un resultado positivo a tener en cuenta.

La utilizacién de las alucinaciones auditivas como fenotipo alternativo de la
esquizofrenia permite obtener resultados mas consistentes que la utilizacién de
un fenotipo mas amplio, ya que al comparar el grupo control frente a pacientes
con este sintoma se refuerzan tendencias observadas en la comparacion del
grupo de controles frente a los pacientes con esquizofrenia.

La relacién del gen FOXPZ2 con la esquizofrenia se ve reforzada por la asociacion
entre un polimorfismo del gen FOXP2 con el item de Pobreza del Lenguaje de la
escala Manchester.

Las regiones con repeticiones de trinucledtidos del gen FOXP2 analizadas son
altamente estables por lo que se descarta que su expansion inestable
constituya un mecanismo por el cual se alteren los niveles de expresion o la
estructura del producto obtenido del gen FOXPZ2.

El analisis evolutivo de la region reguladora localizada en el extremo 5’ del gen
FOXPZ2 permitid detectar una regiébn muy conservada aguas arriba del primer
exon del gen (posiciones -749, -537) que forma parte de lo que proponemos
como nucleo del promotor del gen.

El andlisis funcional de la regién conservada indicdé que no constituye un
elemento enhancer de la regidn promotora, si no mas bien un elemento
represor.

No se han encontrado diferencias consistentes en los niveles de expresion ni en
los patrones de metilacion de diferentes areas cerebrales entre pacientes y
controles.

Se ha encontrado que dentro de la isla CG adyacente al primer exén del gen,
hay una variabilidad en el grado de metilacion del extremo 3’ respecto al
extremo 5’, encontrandose mayor grado de metilacion en el primero.

El hecho de no encontrar diferencias significativas en las frecuencias
genotipicas, alélicas o haplotipicas en el estudio de asociacién caso-control
llevado a cabo con el gen HARIA indica que no parece estar relacionado con la
vulnerabilidad a la esquizofrenia, aunque podria estar relacionado con la
susceptibilidad a padecer alucinaciones auditivas dentro del contexto psicético,
al obtenerse diferencias globales en la comparacion de haplotipos entre
pacientes alucinadores y pacientes sin alucinaciones.
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