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1.1. Variabilitat geneética i diversitat interindividual

Un dels grans reptes dels darrers anys en el camp de la genética humana ha estat determinar
la seqliencia d’ADN que conforma el genoma huma. L’ambiciés Projecte Genoma Huma iniciat
I'any 1990, es proposava determinar les posicions relatives dels aproximadament 3 bilions de
nucleotids (o parells de bases, pb) i identificar els 20.000 o 25.000 gens que hi sén presents. Ha
estat un esforg internacional de més de tretze anys que ha posat a I'abast de la comunitat
cientifica una sequéncia de referéencia del genoma huma eucromatic. Aquesta gran fita en la
historia de la genética humana és I'inici d’'una nova era en els estudis biomedics, pero al mateix
temps ha promogut el desenvolupament de noves tecnologies que estan accelerant el

coneixement del genoma huma a una gran velocitat.

Les variants en el genoma contribueixen a les diferéncies fenotipiques entre individus,
poblacions i especies. Aquestes variacions en la seqliéncia del genoma huma es poden produir
a diferents nivellsi es classifiquen en dos grans grups: variants en la seqliéncia i variants
estructurals (VE) (Figura 1.1). Les variants en la seqliéncia, anomenades single nucleotid
variants (SNV), inclouen canvis de base (mutacions puntuals) i insercions o delecions (Indels)
d’un Unic nucleotid respecte a la seqléncia de referéncia. Les VE impliquen reordenaments de
segments d’ADN, des d’alteracions que afecten a dos pb fins a alteracions de cromosomes
sencers, que es classifiquen en dos grups en funcié de si tenen o no tenen un efecte de dosi:
variants desequilibrades i variants equilibrades. El projecte del Consorci Internacional
HapMap va néixer I'any 2002 amb |'objectiu de comparar les seqiiencies genetiques de
diferents individus per identificar regions cromosOmiques que comparteixen variants
genetiques. En la fase inicial del projecte, es van analitzar 600.000 SNPs (single nucleotide
polymorphism) en 270 mostres de quatre poblacions diferents: 30 trios de Yoruba (Africans),
30 trios de residents del nord i oest d’Europa, 44 individus japonesos i 45 individus xinesos no
emparentats. Aquest projecte ha permeés disposar d'un mapa d‘haplotips (HapMap) del
genoma huma, on es descriuen els patrons comuns de la variacid genética humana. La
informacié generada per aquest projecte esta a lliure disposicié dels investigadors i s'utilitza

per la identificacid de variants genetiques que afecten a la salut, ja sigui perque es troben
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associades a malalties, a la resposta a farmacs o a factors ambientals. Aquesta aproximacié va
permetre determinar que dues persones no emparentades comparteixen aproximadament el

99,5% de la seva seqiiéncia d’ADN (Consortium 2003).

La incorporacio de la tecnologia de seqlienciacié massiva o seqlienciacié de segona generacio
(NGS) ha permes abordar la caracteritzacié de la variabilitat en el genoma de poblacions a gran
escala. L'any 2007 s’inicia el 1000 Genomes Projectque també té com a objectiu principal
categoritzar la variabilitat genética en l'especie humana. Mitjancant la seqiienciacié del
genoma de 2.504 individus de 26 poblacions diferents d’arreu del mén, s’ha elaborat un
cataleg de 88 milions de variants (84,7 milions d’SNPs, 3,6 milions d’indels i 60.000 VE) que
amplia en un 40% el nombre de variants conegudes del genoma huma (Auton et al. 2015). Més
del 99,9% de les variants consisteixen en SNPs, pero les VE afecten a més pb i s’ha estimat que
el genoma conté entre 2.100 i 2.500 VE. En el conjunt de les variants identificades, la majoria
son rares (<1% de la poblacié general), perd només suposen I'1-4% de les 4-5Mb en qué cada
genoma individual difereix de la seqliéncia de referencia. Aquest projecte també ha contribuit
en la caracteritzacié de la historia i demografia de les poblacions humanes ancestrals. El 1000
Genomes Project ha contribuit en el desenvolupament de nous meétodes estadistics i
algoritmes per gestionar la gran quantitat d’informacié que genera la tecnologia de NGS. Les
dades originades per aquest projecte s’actualitzen periddicament en la base de dades publica
delNational Center for Biotechnology Information (NCBI), que actualment conté un total de

144.205.811 SNPs i més 6.623.477 VE.

Les VE representen la major font de variacié genomica, afectant a unes 8,9Mb de la seqliéncia

del genoma huma en comparacié a les 3,9Mb afectades per SNPs (Sudmant et al. 2015).
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Figura 1.1: Variabilitat en el genoma huma

Es classifiquen en dos grans grups: les variants en la seqlieéncia de nucleotids i les variants estructurals, on
s’engloben les alteracions que impliquen des de 2pb fins a anomalies de cromosomes sencers.
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1.1.1. Mecanismes de formacio de les variants estructurals

Els canvis en I'estructura cromosomica es poden originar a partir de dos mecanismes generals:

La recombinaciéo homologa no al-lélica (NAHR) és una forma de recombinacié homologa que
es produeix entre dues regions d'ADN que tenen una elevada similitud en la seqliéncia (Figura
1.2). Els low copy repeats (LCR), també coneguts com a duplicacions segmentaries, son
elements de la seqliencia altament repetitius i recurrentsen el genoma, d’una longitud entre
10Kb i 300Kb i amb un grau de similitud en la seqiiencia superior al 95%. Aquests segments
tenen una elevada predisposicid a reorganitzar-se durant la meiosi (Turner et al. 2008) i, en
menor freqléncia, durant la mitosi (Lam et al. 2006; Lam et al. 2007). La seva distribucié en
clusters al llarg del genoma i I'elevada homologia en la seqliencia afavoreix |'aparellament i
entrecreuament entre les dues regions homologes no al-léliques. La orientacié directa de la
sequencia dels LCR resulta en delecions i duplicacions, mentre que la orientacié invertida de la
sequencia homologa té com a conseqiiéncia la generacié d’inversions. La NAHR pot produir-se
entre cromosomes homolegs (intercromosomic), entre cromatides germanes (intercromatid) i

dins d’una mateixa cromatide (intracromatid).

a b G b d
T
=
a b c b d
Duplication
a h G b c b d
i e i .1
and deletion
a b d
[ 4]

Figura 1.2: Esquema del mecanisme de recombinacié homologa no-al-lelica

La recombinacio i entrecreuament (X) es produeix entre els low copy repeats (LCR, caixes vermelles i verdes)
resultant una duplicacid i una delecio reciproca. Esquema obtingut de (Hastings et al. 2009)
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La recombinacié no homologa (NHR) és el mecanisme majoritari implicat en les reparacions
dels trencaments de doble cadena de ’ADN cromosomic en cél-lules somatiques. La reparacid
es pot produir en regions sense homologia o bé amb segments de microhomologia. Existeixen

dos grups de NHR:

— Mecanismes no replicatius (Figura 1.3):

o Non-homologous end joining (NHEJ) o unié d’extrems no homolegs, que
resulta d’un error en la reparacié dels trencaments de doble cadena de 'ADN
en regions repetitives sense homologia, com sén les LTRs (long terminal
repeats), LINEs (long interspersed nuclear elements) i MIRs (mammalian

interspersed repeats).

o Microhomology- mediated-end-joining (MMEJ), es produeix un anellament
dels extrems del trencament de doble cadena a partir de segments de 5-25pb
d’homologia, produint la perdua del material localitzat entre els dos segments

de micro-homologia.
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| ATG

[ 2 s =
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:
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7 I
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Accurate repalr mediated deletion

Figura 1.3: Esquema dels mecanismes no replicatius de recombinacié no homologa

L’anellament dels extrems de dobles cadena pot ser entre regions repetitives sense homologia (NHEJ) o entre
regions de microhomologia (MMEJ). (Malhotra et al. 2012).
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— Mecanismes replicatius (Figura 1.4):

O

Replication fork stalling and template switching (FoSTeS), en el que la
presencia d’estructures secundaries bloquegen el progrés de la forca de
replicacio i I'extrem 3’ envaeix una segona forca de replicacié. Aquest
mecanisme pot esdevenir en delecions, duplicacions, inversions i

translocacions en funcié de la posicié de la segona forca de replicacié.

Microhomology-mediated break-induced replication (MMBIR), I'extrem 3’ de la
forca de replicacio, bloquejada per una estructura secundaria, presenta un
segment de micro-homologia amb una segona forca de replicacié i I'envaira

per poder seguir amb la replicacid.
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Figura 1.4: Representacid dels mecanismes replicatius

(1) Es produeix un embus que impedeix la progressio de la replicacid, pel que la cadena motlle (linia puntejada
vermella) s’allibera i (2) envaeix una segona forca de replicacio (linies continues verd i lila) (FoSTeS) en la que pot
existir micro-homologia en la seqieéncia (MMBIR). (3) Un cop alliberada de la segona forca de replicacio, la forca

original pot envair una tercera forca (linies gris i negra). Aquest procés pot succeir diverses vegades fins que (4) es

retorna a la forca original. Esquema obtingut de (Gu et al. 2008)
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1.1.2. Variants en nombre de copies

Una de les fonts de variabilitat més importants en el genoma prové de delecions, duplicacions i
insercions - col-lectivament anomenades variants en nombre de copies (CNV) - que alteren
I'estat diploide de I’ADN. Aquestes alteracions poden no tenir un efecte fenotipic, representar
trets adaptatius o poden ser la base genética d’'una malaltia. La identificacié de les CNVs com a
font de variabilitat interindividual en poblacid sana i el seu possible impacte en patologia va
promoure la realitzacié d’un mapa de CNVs en la poblacié general (Figura 1.5) per establir

posteriors associacions amb malalties humanes (lafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004) .

L'any 2006 es va publicar el primer mapa de CNVs en poblacié general. Mitjancant dues
plataformes de microarrays es van analitzar 120 trios (pacient i progenitors) provinents de
quatre poblacions amb ancestres diferents (Redon et al. 2006). En aquesta primera
aproximacid, es van identificar CNVs en el 12% del genoma, amb una major freqiiencia de les
de mida petita. Es va determinar que aquestes CNVs es troben distribuides de manera
heterogenia al llarg del genoma i amb una seleccid negativa per les regions codificants. En
aquest estudi es va establir que la variabilitat entre els genomes de dos individus en forma de
CNVs és del 0,7%. Finalment, també es va observar un enriquiment de CNVs en regions
properes a 159q11q13, responsable de les sindromes de Prader-Willli (SPW) i Angelman (SA), i
la regié 22q11.2, responsable de la sindrome Velocardiofacial (SVCF), suggerint que I'elevada

inestabilitat d’aquestes regions s’associava a la preséncia de LCR flanquejants.

Des d’aleshores, diversos estudis realitzats en poblacié sana han contribuit a definir el mapa de
CNVs en el genoma huma. Recentment, Zarrei i col-laboradors han recopilat les dades
provinents de 26 estudis en individus sans, procedents de diferents etnies, per construir un
mapa actualitzat de CNVs del genoma huma (Zarrei et al. 2015). Mitjangant aquest meta-
analisi es va determinar que entre el 4,8% i el 9,5% del genoma huma presenta variabilitat en
forma de CNVs, proporcié inferior a la descrita en els primers estudis on aquest percentatge
era del 12%. Aquest estudi va confirmar una distribucié desigual al llarg del genoma, amb una
major freqiiencia de CNVs en les regions subtelomériques i pericentromeriques, una proporcio
superior en regions no codificants respecte a les codificants i una proporcio inferior en les
regions amb gens associats a patologia. Entre el 45% i el 60% de les CNVs s’associen a LCR i el

numero de CNVs és inversament proporcional a la seva longitud. A més a més, les dades
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obtingudes van permetre identificar ~100 gens que poden estar absents en la seqliéncia

genomica sense produir conseqiéncies fenotipiques aparents.

En la darrera actualitzacié de la base de dades de variants genomiques en poblacié general
DGV (Database of Genomic Variants) hi ha registrades les dades de 67 estudis que inclouen un

total de 6.266.574 CNVs, que corresponen a 491.894 regions, i 29.036 inversions localitzades

en 1.745 regions
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Figura 1.5: Ideograma de les principals VE polimorfiques

Les barres blaves indiquen les CNVs, les barres vermelles indiquen els punts de trencament d’inversions i les barres
verdes a I'esquerra indiquen les duplicacions segmentaries.Databaes of Genomic Variants

(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).

10



INTRODUCCIO

1.1.2.1. Variants en nombre de copies i patologia. Mecanismes d’implicacié

La contribuci6 de les CNVs en I'expressié génica, l'estructura proteica i I'estabilitat

cromosomica aixi com els seus efectes en el desenvolupament normal de l'individu i en la

patologia esta clarament reconeguda. S’han descrit diverses CNVscom la base molecular de

diferents malalties humanes: mendelianes, esporadiques i complexes, i amb un ventall

fenotipic que engloba des de trastorns cognitius fins a una predisposicid a la obesitat, cancer o

altres malalties humanes (Malhotra et al. 2012; Weischenfeldt et al. 2013).

Existeixen varis mecanismes pels quals una CNV pot estar implicada en la patologia (Figura

1.6):

Canvi de dosi génica : les delecions, les duplicacions i les insercions de segments d’ADN
representen perdues i guanys dels gens inclosos, que es poden traduir en una alteracié de
la seva expressid i, en conseqliencia, de la funcié de la proteina codificada. Es considera
que les regions més conservades en el mapa de CNVs en poblacié general tenen una major

sensibilitat de dosi.

Efecte de posicid: la separacié fisica dels gens respecte als seus elements reguladors, o el
fet que s’ubiquin sota la regulacié de nous factors epigenetics, modifica I'expressio dels
gens localitzats dins de la mateixa regio alterada i pot afectar als gens colindants a la

reorganitzacio.

Interrupcié geénica: el punt de trencament de la CNV es localitza en el marc de lectura d’un

gen, alterant-ne la seva expressio i en resulta una proteina truncada.

Fusid de gens: en cadascun dels punts de trencament de la CNV s’altera el marc de lectura
d’un gen i es produeix una fusié de les seqliencies d’abmdods gens alterats. En resulta en un
nou gen de fusié que transcriura una nova proteina de fusié. Per tant, hi ha una disminucié
en l'expressido de la proteina funcional i s’expressa una nova proteina que pot tenir

implicacions en el fenotip.

11
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a) Els gens (caixes) estan regulats per elements reguladors especifics (hexagons marcats de colors diferents indicant
la seva especificitat i amb fletxes que indiquen el gen diana) i ailladors (rectangles negres) que bloquegen I’activitat
dels elements reguladors. b) Els punts de trencament intragenics produeixen proteines de fusié. C) Guanys i
perdues de material genomic poden repercutir en la regulacio de la seva expressio i d) juntament amb les
insercions, poden resultar en efectes de posicid. Esquema obtingut de (Weischenfeldt et al. 2013).

1.1.2.2. Bases de dades per la classificacié de les variant en nombre de copies

Un dels aspectes més importants i dificils en I'analisi de CNVs és la seva interpretacio i
associaciéo amb el fenotip. Actualment hi ha un gran ventall de bases de dades online d’accés

public, que sén imprescindibles a I’hora d’intentar definir la benignitat o morbiditat d’aquestes

CNVs.

La Database of Genomic Variants (DGV) creada I'any 2004 recull informacié de delecions,
duplicacions, insercions i inversions presents en la poblacié general i la seva prevalenga,

permetent aixi identificar aquelles CNVs que son polimorfiques. Actualment integra els

a Genomic region without structural variants
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Figura 1.6: Efecte de les CNVs en I'expressio génica
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resultats obtinguts de 67 estudis diferents pero, en la majoria d’ells, els “individus controls”
s’han definit en relacié a una patologia determinada sense descartar o descriure si els individus

presenten altres caracteristiques cliniques o fenotips.

Malgrat I'elevada freqiiéncia de CNVs en el genoma huma, la majoria de CNVs sén rares (<1%
de la poblacié general) i tenen per tant una incidéncia individual molt baixa. Es per aquest
motiu que s’han creat projectes i consorcis col-laboratius, com per exemple DECIPHER
(Databast of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources),
ECARUCA (European Cytogeneticists Association) i ISCA (International Standards for
Cytogenomic Arrays), que permeten compartir les dades genetiques i cliniques de malalties
genetiques rares. Aquestes bases de dades recullen informacioé de la dosi, la longitud, els punts
de trencament i la classificacié de cadascuna de les CNVs, juntament amb la descripcid clinica
del pacient. També existeixen diversos navegadors d’accés public que contenen la seqiiencia
de referéncia del genoma huma i eines interactives de treball, com per exemple el navegador
de la Universitat de California de Santa Cruz (UCSC) i el navegador d’Ensembl, fruit de la unid
entre el European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) i el Wellcome Trust Sanger Institute. Un
altre sistema bioinformatic d’accés public és el desenvolupat pel NCBI, que s'encarrega
d'emmagatzemar i actualitzar constantment la informacié referent aseqliéncies genomiquesen
elGenBank, d’indexar articles cientifics al PubMedi de realitzar una recopilacié de malalties
genetiques humanes en I'OMIM. A més a més, ofereix algunes eines bioinformatiques per a

I'analisi de sequencies d'ADN,ARNiproteines; una de les eines més usades és elBLAST.

Aguestes eines permeten obtenir tota la informacid disponible referent a una CNV
determinada, tant del seu contingut com de I'existéncia de casos préviament descrits, que
permetra definir-ne la seva patogenicitat en funcié dels criteris de classificacid establerts.
Sovint, els criteris utilitzats per cada grup o laboratori poden diferir i és per aquest motiu que
s’han establert consens de classificacié que, malgrat presentar algunes diferéncies, classifiquen
les CNVs en tres grups: patogeéniques (CNVp), variants de significacié clinica incerta (VOUS) i
benignes (CNVb) (Miller et al. 2010; Kearney et al. 2011). Generalment, es considera que les
CNVs rares, de novo i de gran longitud tenen una major probabilitat de ser patogéniques

respecte a les polimorfiques, a les heretades i a les petites.
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1.2. Trastorns del neurodesenvolupament i trastorns psiquiatrics

Els trastorns del desenvolupament neurologic o trastorns del neurodesenvolupament (TND)
son un grup de condicions heterogenies que provoquen una desviacié significativa del “curs”
del desenvolupament com a conseqliencia dels esdeveniments de salut o de relacié i que
comprometen I'evolucié biologica, psicologica i social de la persona. Els simptomes
generalment apareixen al llarg de la infantesa i I'adolescéncia, en molts casos com a
conseqiencia d’'una maduracié anomala del cervell, i es caracteritzen per un deficit en
I’'adquisicié d’una varietat d’habilitats que produeixen limitacions en el funcionament personal,
social, academic o laboral. Els TND inclouen des de limitacions molt especifiques
d'aprenentatge o el control de les funcions executives fins a deficiencies globals d'habilitats
socials o de la intel-ligéncia. En I'actualitat, el Manual de Diagnostic i Estadistica del Retard
Mental (DSM) en la seva cinquena edicié (DSM-V) accepta que els TND inclouen la discapacitat
intel-lectual (DI), trastorn de I'espectre de l'autisme (TEA), trastorn de deéficit d’atencid i
hiperactivitat (TDAH), trastorns especific de I'aprenentatge, trastorns de la comunicacio i

trastorns motors com tics, pero no s’inclouen altres categories de malaltia mental.

El consens en el diagnostic i classificacid dels diferents TND és basic pel correcte maneig dels
individus afectats. EIl DSM i el manual Internacional de Classificacié6 de Malaltia (ICD) sén
sistemes de classificacié categorics que fan referéncia al diagnostic, no al trastorn. Es a dir, es
basen en la manifestacid clinica que s’associa a un trastorn determinat, ja que el diagnostic
categoric té només dues possibilitats: el pacient presenta o no presenta el trastorn. Pero és
important arribar al diagnostic tenint en compte una escala dimensional amb diagnostics
multivariats que incorporin factors com l'edat d’aparicid, la durada i la severitat dels

simptomes (Kraemer 2007).
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1.2.1. Discapacitat intel-lectual

La terminologia de DI ha estat discutida al llarg dels anys per substituir el terme Retard Mental.

Segons la descripcié de la Organitzacido Mundial de la Salut (OMS):

“La DI significa una reduccidé significativa de I’habilitat d’entendre la informacié nova o
complexa aixi com una disminucid6 de la capacitat d’aprenentatge i aplicacié de noves
habilitats, denominat intel-ligencia deteriorada. Es tradueix en una disminucio de la capacitat a
fer front de manera independent (deteriorament social), i comenca abans de I'edat adulta,
amb un efecte durador en el desenvolupament. La discapacitat no només depen de les
condicions i limitacions en la salut de I'infant, sind que també depén, i de manera crucial, en
els factors ambientals que donen suport a la plena participacié i inclusié de l'infant en la

societat.”

Actualment es considera que la DI es caracteritza per un funcionament cognitiu inferior a la
mitjana, la coexisténcia de limitacions en dues o més habilitats adaptatives i una expressié
habitualment abans dels 18 anys (Luckasson et al. 2001). Les habilitats adaptatives s’agrupen

en tres categories:

— Habilitats conceptuals: llenguatge, alfabetitzacié, autodireccid i conceptes de diners,

temps i nombre.

— Habilitats socials: interpersonals, responsabilitat social, autoestima, credulitat, ingenuitat,

resolucié de problemes socials i la capacitat de seguir les normes i d’obeir les lleis.

— Habilitats practiques: cura personal, habilitats ocupacionals, salut, viatjar, rutines,

seguretat, Us dels diners i Us del telefon.

El grau de la DI s’estima mitjangant tests d’intel-ligéncia estandarditzats, que es complementen
amb escales d’adaptacié social en un entorn determinat i amb la valoracié global del
funcionament intel-lectual realitzat per professionals qualificats. Les capacitats intel-lectuals i
I'adaptacid social poden variar al llarg del temps, pel que el diagnostic s’ha de basar en els
nivells de funcionament en un moment determinat. El quocient intel-lectual (Ql) serveix de

punt de tall en el funcionament intel-lectual i es considera que un individu presenta DI quan es
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determina un Ql inferior a 70. Basant-nos en la descripcié del ICD-10, existeixen quatre

subdivisions de la DI:

DI lleu: Ql entre 50 i 69. Habitualment va acompanyada de dificultats en I'aprenentatge.

— Dl moderada: Ql entre 35 i 49. Coexisteix amb retras important del desenvolupament en la
infancia, tot i que en la majoria dels casos es pot desenvolupar cert grau d’independeéncia
en la cura propia, adquirir una comunicaciéo adequada i algunes habilitats escolars. Els

adults poden necessitar certs graus variables d’ajuda per viure i treballar en la comunitat.

— Dl greu: Ql entre 20 i 34. Necessiten un suport continuat.

— DI profunda: Ql inferior a 20. Es produeix una limitacié important per tenir cura de si

mateix, controlar esfinters, comunicar-se i moure’s.

Els tests estandarditzats no sén funcionals per les primeres etapes de la vida i enlloc de DI
s’utilitza la terminologia de trastorn generalitzat del desenvolupament que, en la recent revisié

del DSM-V, s’"anomena TEA.

La DI s’agrupa en dues categories en funcié de la preséncia o abséncia d’'un fenotip
caracteristic associat: DI sindromica i DI no sindromica o inespecifica. En la DI sindromica, els
individus presenten una o varies caracteristiques cliniques a més a més de la DI, com per
exemple dismorfia, anomalies congénites, trastorns psiquiatrics (TP) o trastorns de la conducta
(TC) associats. En canvi, la definicié de la DI no sindromica o inespecifica és més controvertida.
Tradicionalment ha estat definida per la preséncia de DI com a Unica caracteristica clinica. No
obstant, descartar la preséncia d'altres anomalies neurologiques més subtils o TP en aquests
pacients és tot un repte, ja que poden ser menys aparents i més dificils de diagnosticar a causa
de l'alteracié cognitiva (Kaufman et al. 2010), i és per aquest motiu que la distincié entre DI

sindromica i no sindromica o inespecifica té tendencia a desapareixer.

1.2.1.1. Prevalencga de la discapacitat intel-lectual

La DI és la discapacitat més freqiient a la nostra societat afectant a I'1-3% de la poblacid. La
variabilitat en la prevalenca de la DI ve condicionada per dos factors (Maulik et al. 2011). En

primer lloc, els factors inherents a la poblacié d’estudi. S’ha observat una prevalenca superior
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de DI en les poblacions de nivell economic més baix, aixi com una prevalenga superior en
poblacié infantil/adolescent respecte a I'adulta. En segon lloc, I'eina de diagnostic utilitzada,
on s’obté una prevalenca maxima en els estudis que utilitzen Unicament escales
psicometriques i una prevalenca minima en els estudis que inclouen els criteris dels manuals
ICD i DSM. A més a més d’aquests factors, cal tenir en consideracié que els nivells
d’intel-ligéncia no segueixen una distribucié normal (Zigler 1967), presentant-se en forma de DI

lleu en el 85% dels casos, DI moderada en el 10%, DI greu en el 4% i DI profunda en el 2%.

1.2.1.2. Etiologia de la discapacitat intel-lectual

Aproximadament el 25% dels casos amb DI estan causats per factors ambientals que han
alterat el sistema nerviés central de I'individu durant la fase prenatal, perinatal o postnatal.
Aquests factors inclouen substancies toxiques (drogues o alcohol durant la fase prenatal),
exposicions a radiacions, malnutricié, factors immunologics i isquémies cerebrals. En
aproximadament el 30-50% dels casos la DI és el resultat d’una causa genetica, on s’inclouen
alteracions cromosomiques, defectes monogenics, trastorns epigenétics i trastorns metabolics
(Ellison et al. 2013) (Figura 1.7). Actualment es coneixen al voltant d’uns 500 gens associats a
DI. L'estimacié de la contribucié genetica en la DI pot veure’s influenciada per diferents
parametres, com els criteris clinics d’inclusié i la sensibilitat diagnostica de la tecnologia
utilitzada. En les formes de DI més severes es considera que existeix una causa geneética Unica,
mentre que en les formes més lleus es presenta una major diversitat de factors implicats, tot i

gue encara son pocs els estudis en poblacié amb DI lleu.

Defectes monogenics

Una mutacié en un Unic gen pot provocar una alteracié en la seva expressié donant lloc a una
proteina anomala i ser la causa de la DI. Els defectes monogenics poden presentar tres tipus
d’herencia: autosomica dominant (per exemple, la mutacié del gen CREBBP en la sindrome
Rubinstein-Teybi), autosomica recessiva (per exemple, el gen PKU, responsable de la
fenilcetondria) o lligada al cromosoma X (per exemple, mutacions al gen MECP2 en la
sindrome de Rett). En total, les alteracions monogeéniques s’estima que son la causa genética

d’un 4,7% dels casos amb DI (Willemsen et al. 2014), perd amb I'aparicié de la tecnologia de
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seqiienciacid massiva aquesta xifra es creu que pot incrementar considerablement en els

propers anys.

Dl lligada al cromosoma X

El cromosoma X ha estat una de les regions del genoma més estudiades a I’hora d’investigar la
causa genetica de la DI. Dues observacions apuntaven a aquest cromosoma com a bon
candidat. Primer, el fet que la DI en homes és molt més freqlient que en dones amb una
proporcidde 3:1, i segon, la identificacié d’un patré d’herencia lligada al cromosoma X en un
gran nombre de families. La DI lligada al cromosoma X (XLMR) representa entre el 10% i el 12%
de casos de DI en homes (Chiurazzi et al. 2008) i una quarta part dels gens associats a DI es
localitzen en aquest cromosoma. La sindrome del X Fragil (SXF) esta causada per una mutacié
dinamica per amplificacié dels triplets CGG de la regié 5’ del gen FMR1. Aquesta sindrome és
responsable de I'1% dels casos amb DI i té una incidéncia de 1/2.000 homes i 1/6.000 dones,

essent la segona causa genetica més prevalent en els pacients amb DI.

Alteracions cromosomiques

Les alteracions cromosomiques son responsables d’'un 25% dels casos amb DI (van Karnebeek
et al. 2005; Ropers 2010; Cooper et al. 2011). S'observen en un 40% dels individus amb DI greu
i en un 10% dels pacients amb DI lleu (Guitart-Feliubadalo et al. 2006) i generalment es
mostren acompanyades d’anomalies congenites. Les alteracions numeriques més freqients
son les trisomies 13, 18 i 21 i les alteracions en els cromosomes sexuals, pero la seva incidencia
és cada vegada més baixa gracies al diagnostic prenatal. Entre les alteracions estructurals,
s’han identificat translocacions reciproques aparentment equilibrades, translocacions
desequilibrades, cromosomes marcadors extres i CNVs terminals i intersticials que podrien

tenir una relacio causal amb la DI.

Alteracions submicroscopigues

El desenvolupament de noves tecnologies cada vegada més sensibles es tradueix en un
augment en la detecci6 de CNVs submicroscopiques recurrents i no recurrents, que
actualment s’estima que son la causa del ~15% dels pacients amb DI (Miller et al. 2010; Cooper

et al. 2011).
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Les regions subtelomeériques s’han vist implicades en el 5-10% dels casos amb DI sindromica
(Stegmann et al. 2008; Pohovski et al. 2013). Aquestes regions sén riques en gens funcionals i
estan organitzades en dominis de families d’ADN repetitiu, I’elevada homologia entre aquestes

sequencies promou un elevat grau de reorganitzacié en aquestes regions.

Els LCR localitzats al llarg de tot el genoma promouen reorganitzacions intersticials que
resulten en CNVs recurrents, ja siguin delecions, duplicacions o insercions. El conjunt de
sindromes de microdelecié contribueixen en I'1,7-7% dels casos amb DI (taula 1.1) (Hunter
2000; Kirchhoff et al. 2007; Shaffer et al. 2007; Nowakowska et al. 2008; Cooper et al. 2011;
Kaminsky et al. 2011; Ahn et al. 2013; Halder et al. 2013; Boggula et al. 2014). En aquest grup
s’inclouen sindromes clinicament ben reconegudes, com per exemple la SVCF causada per la
microdelecié 22g11 o la sindrome de Williams (SW) originada per la microdelecié 7q11. Pero
també s’inclouen altres microdelecions que s’han descrit més recentment, com la microdelecié
1p36 i la microdelecié 15q13.3 identificades gracies a I'Us de noves tecnologies moleculars

com els arrays.

La majoria d’estudis genetics en pacients amb DI es centren en poblacié pediatrica i existeix un
gran nombre d’individus adults que no disposen de diagnostic genétic. Aquest grup inclou
pacients que no han rebut mai un assessorament genétic i pacients en els que I'assessorament
genetic no ha pogut determinar-ne la causa. Els pocs estudis en poblacié adulta amb DI
idiopatica suggereixen que la tecnologia d’arrays podria permetre identificar la causa genetica
en el 8-12% d’aquests individus (Baker et al. 2012). De fet, I'aplicacié dels arrays en una
poblacié adulta amb DI va permetre identificar CNVs en el 12,4% dels casos (Willemsen et al.

2014).
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Figura 1.7: Relacié de les causes de la discapacitat intel-lectual

Taula 1.1: Freqiiencia i penetrancia estimada de les variants en nombre de copies en sindromes de
discapacitat intel-lectual

controls

Delecié 1p36 79 0,00501 0 0,00000 1,00
Duplicacié 1p36 16 0,00101 1 0,00012 0,94
Delecié 3929 6 0,00038 0 0,00000 1,00

Sd. Wolf-Hirschorn 21 0,00133 0 0,00000 1,00
Sd. Williams 42 0,00266 0 0,00000 1,00
Delecié 15q11q13 16 0,00101 0 0,00000 1,00
Duplicaci6 15911q13 27 0,00171 0 0,00000 1,00
Delecié 15913.3 42 0,00266 0 0,00000 1,00
Duplicacié 15q13.3 20 0,00127 3 0,00036 0,87
Sd. Rubinstein-Taybi 7 0,00044 0 0,00000 1,00
Sd. Smith Magenis 16 0,00101 0 0,00000 1,00
Sd. Velocardiofacial 96 0,00609 0 0,00000 1,00
Sd. Phelan-McDermid 45 0,00285 0 0,00000 1,00

(PE) Penetrancia estimada; (Sd) Sindrome. Dades extretes del primer mapa de CNVs en DI (Cooper et al. 2011)
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1.2.2. Trastorns psiquiatrics i trastorns de la conducta

Els TP inclouen una amplia gamma de problemes amb diferents simptomes pero tots ells
caracteritzats per la combinacié de pensaments, emocions, comportaments i relacions
anomales amb els altres. S6n altament freqilients a la poblacid i poden comportar greus
consequencies i sofriment tant a les persones que les pateixen com a I'entorn social i familiar.
La OMS indica que el 27% de la poblacié adulta ha experimentat almenys un trastorn mental
en el darrer any, incloent problemes derivats per abus de substancies, psicosis, depressio,

ansietat i trastorns alimentaris.

El diagnostic d’un TP determinat es basa en els simptomes que presenta el pacient i existeix
una gran heterogeneitat i un solapament entre els simptomes inclosos en les diferents
categories diagnostiques (Figura 1.8) (Burmeister et al. 2008). Per exemple, la preséncia de
psicosis s’inclou a dins de tres categories diagnostiques: esquizofrenia (SQZ), trastorn bipolar
(TB) i depressid psicotica. En algunes ocasions es poden diagnosticar “interformes”, com el
trastorn esquizoefectiu, o es pot observar una co-morbiditat, és a dir, la presencia de dos
trastorns en un mateix pacient. Per exemple, s’ha descrit que el TDAH coexisteix amb
depressid, ansietat, TB, abus de drogues i trastorn de personalitat (Haavik et al. 2010). Aixi
mateix, el TB coexisteix amb trastorns d’ansietat, abus de substancies, dependéncia a I'alcohol
i TDAH (Kerner 2014). ’avaluacié del problemes coexistents és important per comprendre els
trastorns relacionats amb la vida quotidiana de I'adult i per la planificacié del tractament. Pero
en algunes ocasions és complicat distingir entre els trastorns co-morbids i els trastorns que han
de ser avaluats com a diagnostic diferencial. Es important diferenciar cadascun dels TP que
puguin presentar-se en un mateix individu i és per aquest motiu que els clinics utilitzen

diferents tests per arribar a un diagnostic clinic adequat.

El solapament entre diferents TP i la preséncia de co-morbiditat suggereix que les categories
diagnostiques son extrems dels trets de la personalitat. En algunes ocasions es presenten TC,
descrits com a comportaments inadequats d’elevada intensitat, freqliéncia o duracido que
posen en risc la integritat fisica de la persona o de la gent que I'envolta. Aquestes conductes
poden limitar seriosament o denegar I'accés a I'Gs d’instal-lacions comunitaries ordinaries,

pero no es troben directament associades a un TP en concret.
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Figura 1.8: Representacio del solapament entre trastorns psiquiatrics(Burmeister et al. 2008).

1.2.2.1. Prevalenga dels trastorns psiquiatrics i dels trastorns de la conducta

Entre el 17,6% i el 38,2% dels individus pateixen algun TP o TC, sent I'ansietat, I'insomni, la
depressié major, la somatitzacié, I'ablds de substancies, el TDAH i la demeéncia els més
freqlents (Wittchen et al. 2011; Steel et al. 2014). EI TB té una prevalenca baixa en la poblacié
general (1,1-1,2%) (Bebbington et al. 1995; Ferrari et al. 2011) mentre que el TDAH és un dels
trastorns amb major prevalenca en edat infantil i juvenil, afectant al 5,29% dels infants
(Polanczyk et al. 2007). Tot i que la proporcid de la persisténcia dels simptomes i la prevalenca
en edat adulta encara es desconeix, alguns estudis suggereixen que el 66% dels infants amb
TDAH presenten simptomes del trastorn en I'edat adulta (Haavik et al. 2010) amb una
prevalenca del TDAH d’entre el 3% i el 6% en adults (Jeste 2015). Tant I"autisme com el TDAH
son trastorns que apareixen en etapes inicials del desenvolupament, pero la majoria dels TP es

manifesten en I'adolescéncia i en I’edat adulta (taula 1.2).
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Taula 1.2: Epidemiologia genética dels trastorns psiquiatrics

Prevalenca Concordanga en bessons Her. Edat d’aparicio
Esquizofrenia
1% MZ: 40-50% 70-85% Adolescencia i primeres etapes de I'adult
DZ:14%
Trastorn bipolar
2% MZ: 70% 60-85% Adolescéncia i primeres etapes de I'adult, amb
DZ:19% algunes formes pediatriques
Trastorn depressiu major
~17% MZ: 46%; DZ: 20% 90% Dues onades d’aparicid: 20 anys i 40 anys
Autisme i trastorn de I’espectre autista (TEA)
Autisme: 0,04% MZ: 36-82% 90% 18-36 mesos
TEA: 0,8% DZ: 6%
Trastorns de I'alimentacié: anoréxia nerviosa (AN) i bulimia nerviosa (BN)
AN: 0,6% (1) MZ: 55%(AN); 25%(BN) AN: 55% A principis i mitjans de I’adolescéncia
BN: 1% (1) DZ: 7%(AN); 9%(BN) BN: 60%
Trastorn de I’Gs d’alcohol: abus (A) i dependencia (D)
A:13% MZ: 40% (D) 50-60% Mitjans dels vint anys
D: 5% DZ: 10% (D) (D)
Trastorn d’ansietat: panic, fobies, trastorn obsessiu-compulsiu(2) i trastorn generalitzat de I'ansietat
Tots: 29% MZ: 23-73% (panic) 40-50% Variable
DZ: 0-17% (panic) (panic)
Trastorn obsessiu-compulsiu (2)
1,6% MZ: 50-80% 60-70% ~19 anys
DZ: 20-40%
Trastorn d’atencid i hiperactivitat
8% MZ: 60% 60-90% <7anys
DZ: 21%

(MZ) Bessons monozigotics; (DZ) Bessons dizigotics; (1) 10 vegades més comu en dones; (2) Subtipus de trastorn de
I’ansietat que ha estat genéticament estudiat. Dades obtingudes de (Burmeister et al. 2008)

1.2.2.2. Etiologia dels trastorns psiquiatrics

L’elevat percentatge d’heretabilitat dels TP (taula 1.2) suggereix una contribucié genetica. Per
altra banda, la gran heterogeneitat entre les categories diagnostiques i el solapament entre els
diferents trastorns (Figura 1.8) en dificulta I'estudi. Fins ara s’"han confirmat patrons d’herencia
complexes que no segueixen una heréncia mendeliana. S’han identificant regions i gens
candidats que poden ser causals o factors de predisposici6 amb una variabilitat en I'expressié

fenotipica (Burmeister et al. 2008).

Els primers estudis genetics realitzats en poblaci6 amb TP es van centrar en pacients amb
autisme i SQZ, pel seu elevat grau d’heretabilitat. Actualment, entre el 10% i el 20% dels
individus amb TEA presenten una causa genetica associada, on s’inclouen alteracions

cromosomiques (5%), trastorns monogénics (essent el SXF responsable del 2% dels casos de
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TEA) i sindromes originats per microdelecions o microduplicacions, com la delecié 22q11 o la
duplicacié 15q11q13. En total, s’"han aportat evidéncies d’alteracions associades a TEA en més
de 100 regions diferents (Betancur 2011). Pel que fa als estudis en poblaci6 amb SQZ, s’ha
posat de manifest una carrega superior de CNVs en poblacié afecta respecte a la poblacio
control i s’"han descrit 13 regions com a potencials factors de risc (Rees et al. 2014). En els
darrers anys, la recerca de les causes genétiques en TP ha augmentat i cada vegada s6n més
els trastorns estudiats. Els avencos més significatius s'han produit en el camp de 1'SQZ, on
s’han identificat 50 gens com a candidats, mentre que en el trastorn de I'ansietat només se’n
coneixen 3 (Gatt et al. 2015). En el TDAH, s’han identificat 18 gens de susceptibilitat, entre els
quals s’inclouen gens que codifiquen per receptors i transportadors de la dopamina i receptors
de la serotonina (Faraone et al. 2010), perd també s’han definit factors ambientals com ara
fumar durant I'embaras, exposicions a productes quimics o els naixements prematurs com a
factors de risc. En el cas del TB, malgrat la seva alta heretabilitat, estimada pels estudis de
bessons (taula 1.1), només s’han descrit associacions de baix efecte entre el TB i diferents
factors genetics (Kerner 2014) i es considera, en canvi, una possible implicacié de factors no

genetics com I’abus d’alcohol i drogues o els abusos sexuals.

Cada vegada sén més els gens i regionsassociats a TP. En moltes ocasions un mateix gen o
regiés’ha descrit associat a diferents TP (Zhu et al. 2014) i aquest fet posa de manifest

I’enorme complexitat dels TP, que va més enlla de I'heterogeneitat fenotipica (taula 1.3).
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Taula 1.3: Pleiotropia de variants en nombre de copies i gens candidats pels trastorns psiquiatrics

Psychiatric disorder Sample Cene Probe position Change Previous relationships of the gene with
psychiatric disorders or related phenotypes
Mood disorders MD 1 CORT chri: 10,432,653 — 10,432,701 Gain Feeding behavior (Tachibana et al., 2009)
Sleep/wakefulness rhythms (de Lecea, 2008)
NISR1 chr20: 60,816,543 — 60,816,601 Gain Feeding behaviour and body weight
(Kim and Mizuno, 2010)
MD 2 GNRHR2 chrl: 144,226,590 — 144,226,642 Loss Feeding behavior (Matsuda et al,, 2008)
MD 3 GRM?7 chr3: 7,528,228 — 7,528,287 Loss Schizophrenia (Shibata et al., 2009)

Bipolar Disorder (WTCCC, 2007)
Major Depression Disorder (Muglia et al., 2008)

MD 4 DLG1 chr3: 198,447,901 — 198,447 961 Gain Schizophrenia (Sato et al., 2008)
MD 5 PPP3CC chr8: 22374763 — 22,374,821 Gain Schizophrenia (Gerber et al., 2003; Liu et al., 2007)
Eating disorders ED1 GCDF2 chr10: 48,036,331 — 48,036,390 Loss =
ED 2 NRG3 chri0: 84,038,601 — 84,038,656 Loss Schizophrenia (Chen et al., 2009; Wang et al., 2008)
NOS2A chr17: 23,138,807 — 23,138,868 Gain =
Anxiety disorders AD 1 SLC6A13 chri2: 207,489 — 207,548 Loss =
Schizophrenia SZ1 S100B chr21: 46,847,809 — 46,847,868 Gain Schizophrenia (Liu et al., 2005; Schroeter et al., 2009)
Bipolar Disorder (Roche et al., 2007)
GLO1 chr6: 38,763,590 — 38,763,647 Loss Mood Disorders (Fujimoto et al., 2008)

Anxiety Disorder (Politi et al., 2006) and
anxiety-like behaviour (Williams et al, 2009)

sz 2? SSTR5 chr16: 1,069,623 — 1,069,682 Gain Schizophrenia (Rodriguez-Santiago et al., 2009)

SZ3 S100B chr21: 46,847,809 — 46,847,868 Gain Schizophrenia (Liu et al., 2005; Schroeter et al., 2009)
Bipolar Disorder (Roche et al., 2007)

SZ4 S100B chr21: 46,847,809 — 46,847,868 Loss Schizophrenia (Liu et al., 2005; Schroeter et al., 2009),
Bipolar Disorder{Roche et al., 2007)

SZ5 COMT chr22: 18,335,516 — 18,335,575 Loss Schizophrenia (Allen et al., 2008)

Eating Disorder (Mikolajczyk et al., 2010)
Bipolar Disorder (Zhang et al., 2009a)
Anxiety Disorder (Kang et al., 2009; Katerberg et al., 2010)

Taula obtinguda de (Saus et al. 2010)

1.2.3. Comorbiditat fenotipica

Els TP tenen una elevada comorbiditat amb la DI. Entre el 10% i el 40% dels individus amb DI
presenten algun tipus de TP (Cooper et al. 2007; Lowe et al. 2007; Morgan et al. 2008).
Aproximadament el 28% dels individus amb DI presenten criteris d’autisme(Bryson et al. 2008)
mentre que la proporcié d’individus amb autisme que presenten DI és superior (~70%)
(Yeargin-Allsopp et al. 2003). Els TP en poblacié amb DI poden estar infradiagnosticats, ja que
les manifestacions cliniques poden passar desapercebudes atribuint-se a la propia DI. La
majoria dels simptomes de TP es troben en individus amb formes lleu i moderada de DI. S’han
desenvolupat tests especifics adaptats per la poblacié afectada de DI, que ajuden al diagnostic

de TP en aquests individus.

A més a més de la comorbiditat entre la DI i els TP, s’ha descrit també una forta associacio dels
TP amb els TC en els individus amb DI, on s’observa que el TC és diferent en funcié del grau de
DI (Myrbakk et al. 2008). Per exemple, la depressid s’associa a conductes d’agressio,

rebequeries i crits en el grup de DI greu, mentre que en el grup de DI lleu i moderada la

25



INTRODUCCIO

depressié s’associa a rebequeries i auto-lesions. Parlarem de diagnostic dual en cas de

presentar DI i TP/TC en un mateix individu.

El diagnostic dual s’ha observat en moltes de les sindromes de DI clinicament reconegudes
caracteritzades per un fenotip dismorfic especific i anomalies congenites associades, on els
TP/TC formen part de les caracteristiques cliniques associades. Un exemple és la SVCF, que co-
existeix amb TP com I’'SQZ, el TB, 'ansietat o la depressid, suggerint una co-morbiditat amb TP
en un 60% dels pacients en edat adulta. O la SXF, la duplicacié 1511913 i la microdelecié
22q13.3, en les que la DI sovint es manifesta juntament amb TEA. Amb la rapida evolucid
tecnologica cada vegada sén més les regions i els gens associats a DI que també predisposen a
TP o problemes cognitius lleus (Figura 1.9), reforgant la hipotesi que el diagnostic dual pot

tenir una base genética.

B Epileptic [ Severe intellectual B Autism spectrum B Schizophrenia
encephalopathies disability disorders
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Figura 1.9: Representacio de I'efecte pleiotropic d’alguns gens associats a discapacitat intel-lectual i
trastorns psiquiatrics.

Imatge obtinguda de (Zhu et al. 2014)
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1.2.4. Aproximacions en lI'estudi genétic de la discapacitat intel-lectual i

els trastorns psiquiatrics

L’estudi del genoma en el context medic ha de permetre explicar, anticipar, mitigar i fins i tot
eliminar els efectes del fenotip. Per aconseguir-ho, és necessari establir una clara correlacio
entre el genotip i el fenotip. Moltes sindromes s’han definit a partir de la observacié de
caracteristiques cliniques compartides entre els diferents individus i, posteriorment, s’ha
identificat la variant genética comuna entre ells. Aixi s’"han descrit les sindromes de Down
(Lejeune et al. 1959), SPW, SA i SXF (inicialment descrita com a sindrome Martin-Bel), entre
d’altres. Per altra banda, els estudis familiars i els estudis de bessons permeten identificar
variants que segreguen amb el fenotip. La duplicacié 1q22 es va reportar per primer cop en
una familia amb set individus afectats per diversos grau de TC (Fichera et al. 2014) i I'estudi de
families afectades d’autisme, en les que s’inclouen aparellaments consanguinis, van permetre
identificar alteracions autosomiques recessives associades amb el trastorn (Morrow et al.

2008).

Aguestes estratégies son de gran utilitat per identificar alteracions que tenen una heréencia
mendeliana, pero cal anar amb compte al’hora de la interpretacid, doncs existeixen alteracions
amb una penetrancia incompleta o una expressivitat variable. Gracies als avengos tecnologics
s’ha modificat I'abordatge de la correlacié genotip-fenotip i actualment s’esta descrivint un
gran nombre d’alteracions cromosomiques submicroscopiques associades a patologia
incrementant el coneixement de les causes genétiques de la DI i els TP. Els estudi d’associacid
del genoma complet (GWAS) tenen com a base I'analisi de grans cohorts d’individus amb un
fenotip comu juntament amb individus control. Aquesta aproximacié permet comparar el
“pes” d’una alteracié genetica en una poblacid respecte a I'altra. D’aquesta manera, es poden
identificar alteracions genétiques associades a un fenotip, aixi com determinar i estimar la seva
freqliéncia (Sharp et al. 2008). El consorci Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) es
va formar I'any 2005 amb I'objectiu d’explotar els avengos en el coneixement dels patrons de
variacid en la seqliéncia del genoma huma, juntament amb els avencos en les noves
tecnologies d’alt rendiment de genotipat, i explorar la seva utilitat en el disseny i analisi dels

GWAS. El WTCCC ha contribuit a augmentar considerablement el nombre de gens coneguts
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amb una funcié en el desenvolupament d'algunes de les malalties més comunes i ha identificat

aproximadament 90 noves variants en el conjunt de les patologies analitzades.

L'any 2007 es van publicar les dades de I'estudi cas-control realitzat en casos afectats de set
patologies complexes d’elevada importancia, entre elles el TB, mitjancant arrays d’SNPs
(Burton et al. 2007). Posteriorment, el mateix consorci va publicar els resultats del primer
estudi cas-control en 19.050 individus mitjancant arrays d’hibridacié genomica comparada
(aCGH) per I'analisi de CNVs (Craddock et al. 2010). A més a més de desenvolupar estrategies
per I'analisi bioinformatic de les dades obtingudes, els resultats van suggerir que les CNVs
polimorfiques tenen poca implicacié en patologia. Cada vegada sén més els estudis GWAS
realitzats en poblaciéo amb TP, gracies als quals s’han identificat noves regions, gens candidats,
factors de risc i gens de susceptibilitat, i s’ha posat de manifest la rellevancia de les CNVs de

novo(Sebat et al. 2007) i les rares en els individus afectes de TP (Sklar 2008).

El primer gran GWAS en individus amb DI es va publicar I'any 2011. A partir de I'estudi en
15.767 nens amb TGD/DI i 8.329 adults control mitjancant aCGH, es va construir el primer
mapa de CNVs en DI (Cooper et al. 2011). Es van identificar 14 noves regions de susceptibilitat i
es va fer evident la contribucié de les CNVs en la DI. El desenvolupament de nous metodes
d’analisi bioinformatics va permetre I'analisi a partir de dades de NGS i realitzar un meta-
analisi de les dades publicades. Més endavant, el mateix grup va ampliar la cohort analitzada
fins a 29.085 individus amb DI i/o TEA i 19.584 controls utilitzant NGS. A partir de I'analisi
conjunt de les CNVs identificades en aquest estudi juntament amb les dades publicades en
individus amb TEA, DI, defectes congénits i SQZ, es va publicar un nou mapa que inclou un total

de 2.184 CNVs en 55 regions associades a TND (Coe et al. 2014).
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1.2.5. Vies i xarxes moleculars implicades en la discapacitat intel-lectual i

els trastorns psiquiatrics

Les funcions biologiques que s’han descrit alterades amb més recurréncia en la DI son la
formacié i la transmissid sinaptica, pero també s’han vist implicades diverses funcions
cel-lulars, incloent el control de la transcripcid i la translacid, la remodelacio de la cromatina, la
diferenciacié de cel-lules de suport neural i del sistema nervids i funcions del centrosoma
(Ellison et al. 2013). En els pacients amb SQZ també s’han identificat defectes en gens que
codifiquen per proteines sinaptiques (Kirov et al. 2012) i en el conjunt de les CNVs associades a
la malaltia s’ha observat un enriquiment de gens que codifiquen per proteines implicades en el
desenvolupament cerebral. Entre elles, proteines de senyalitzacié neuregulina, proteines
quinasa reguladores de senyal extracel-lular, aixi com proteines implicades en la potenciacid
de la sinapsi de llarga durada, la senyalitzacié per la orientacié axonal i la senyalitzacidé dels
receptors glutamatergics (Walsh et al. 2008). Els gens associats a TDAH, que s’han descrit a
partir de GWAS, estan implicats en sistemes de comunicacié cel-lula-cél-lula i relacionats en la
neurotransmissid, processos de divisido cel-lular, adhesid i polaritat, migracié neuronal i
plasticitat, regulacio de la matriu extracel-lular i remodelacié del cistoesquelet (Poelmans et al.
2011). En el TB, existeixen evidencies de I'associacidé de gens implicats en la formacié d’unions
adherents i un enriquiment de gens que codifiquen per subunitats de canals de calci (Sklar et
al. 2011). Finalment, en I'autisme, s’han associat CNVs que inclouen multiples gens implicats
en vies d’ubiquitinacié i gens que codifiquen per proteines d’adhesid cel-lular essencials pel
desenvolupament neuronal, suggerint la implicacid d’aquestes vies en I'autisme (Glessner et

al. 2010).

El solapament fenotipic i genéetic entre les diferents categories diagnostiques i la identificacio
de factors de risc pleiotropics suggereixen |'existéncia de vies comunes en la DI i els TP

(Sullivan et al. 2012; Larsson et al. 2013; Smoller et al. 2013).

L’any 2007 es va crear el Psychiatric Genomics Consortium (PGC) amb I'objectiu principal de
determinar vies i xarxes moleculars compartides entre diferents TP. Per assolir-ho, en la
primera fase (2007- 2011) es van centrar en cinc patologies concretes: autisme, TDAH, TB,
trastorn depressiu major i SQZ. Mitjangant la realitzacié d’'un metanalisi a partir de les dades

d’SNPs, es va identificar un enriquiment de I'activitat dels canals de calci en el conjunt de les
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diferents patologies. A més a més, es va determinar una associacid estadisticament
significativa de les vies de metilacid d’histones, vies sinaptiques i les vies de senyalitzacié
immunologica i neuronal amb els TB, trastorn depressiu major i SQZ (O'Dushlaine et al. 2015).
Actualment, aquest consorci esta treballant en la segona fase de I’estudi per aprofundir en la
identificacio de xarxes moleculars comunes en els TP, augmentant les dades incloses i

analitzant també les variants tipus CNVs.

L’analisi de la interaccio entre els gens implicats i la identificacié de vies moleculars comunes
pot aportar millores en el diagnostic, pronostic i tractament de la Dl i els TP, tal i com suggereix
un estudi en una cohort heterogénia d’individus fenotipicament caracteritzats i agrupats
seguint les categories de HPO (Human Phenotype Ontology) (Andrews et al. 2015). Van
seleccionar les CNVs de novo de menys de 5Mb per identificar els gens inclosos i determinar en
quines xarxes moleculars estaven implicades. La posterior correlacié entre les xarxes
moleculars identificades i les caracteristiques fenotipiques registrades va determinar una
convergencia fenotipica entre els individus que presentaven alteracions en una mateixa via
funcional, aportant evidéncies que els pacients amb alteracions en diferents gens poden

agrupar-se en un mateix grup etiologic segons la xarxa molecular afectada.

1.2.6. Correlacioé genotip-fenotip

El coneixement de la implicacié de les CNVs en la Dl i els TP ha anat augmentat al llarg dels
darrers anys. No obstant, determinar la patogenicitat d’'una CNV en concret no és una tasca
senzilla degut a la gran heterogeneitat genética i la complexitat d’aquestes malalties. El
contingut genétic, la dosi de la CNV (delecié/duplicacid), I’heréncia i la longitud sén factors a
tenir en compte segons els consens de classificacié de les CNVs. La patogenicitat correlaciona
amb les delecions, les CNVs de novo i les CNVs de major longitud (Miller et al. 2010; Kaminsky

et al. 2011; Kearney et al. 2011).

En algunes ocasions, delecions i duplicacions d’'una mateixa regié poden ser patogeniques
suggerint una regid amb sensibilitat de dosi, com per exemple la regié 2g23.1 en la que
delecions, duplicacions i mutacions en el gen MBD5 el suggereixen com a candidat pels TND

(Talkowski et al. 2011; Mullegama et al. 2014). La regi6é 7q11.23, que inclou gens amb funcions
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en la regulacid epigenética (Strong et al. 2015), també es considera una regié amb dosi-
sensibilitat. Les delecions sén responsables de la SW mentre que les duplicacions s’han
associat a TEA, déficit greu del llenguatge i dismorfia (Somerville et al. 2005; Van der Aa et al.

2009).

La majoria d’estudis publicats en el camp de la DI es centren en individus amb formes de DI
moderada o greu, en les que es descriu una correlacié clara genotip-fenotip, amb un patré
d’herencia autosomica dominant que s’explicaria per una Unica causa genética amb alta
penetrancia. Pero cal recordar que la DI greu es presenta en menor prevalenga. La majoria
d’individus presenten una DI lleu, en la que es descriu generalment amb una segregacié no-
mendeliana. Algunes CNVs s’han associat a una gran variabilitat fenotipica, no només en el
nivell de Ql sinéd també respecte a altres manifestacions neurologiques i de conducta.
Existeixen factors de susceptibilitat a patologia amb penetrancia incompleta o amb
expressivitat variable. A partir del model del doble hit s’explicaria 'associacid d’'una CNV a
diversos fenotips. Aquest model va ser proposat per la sindrome de la microdelecié 16p11.2, la
qual esta associada a un ampli ventall fenotipic. El 95% dels casos presenta la delecié heretada
d’'un dels progenitors aparentment sans. La revisid clinica dels progenitors va identificar
manifestacions subcliniques de TND lleus, incloent depressid, TB, trastorns lleus
d’aprenentatge i convulsions, i van determinar que el 25% dels probandus presentaven una
segona CNV. Aixi doncs, segons el model del doble hit, la delecié predisposa a un fenotip
determinat pero necessita una segona alteracid (segon hit) per posar-se de manifest (Girirajan
et al. 2010). En l'actualitat, s’ha identificat un augment de dobles hits en CNVs amb fenotip
variable respecte a CNVs sindromiques i s’ha observat una correlacié entre la proporcié del

primer hit heretat i la freqtiéncia d’un segon hit.
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1.3. Tecniques d’analisi geneética

El desenvolupament de les técniques de citogeneética, i particularment la técnica de bandeig,
va establir que el cariotip s’havia de realitzar de forma sistematica en els pacients amb
defectes congeénits i DI. Pero quan les reorganitzacions escapen a la resolucié de la citogeneética
convencional, és necessari I'Us de tecniques amb un major nivell de resolucié o técniques que
permeten detectar puntualment la preséncia o abséncia de fragments d’ADN. A mesura que

s’han introduit noves tecnologies, s’ha anat variant |'estrategia diagnostica.

1.3.1. Cariotip convencional

El cariotip convencional amb tincié de bandes G va ser, durant més de 30 anys, la primera
analisi genetica a realitzar en els casos amb DI i defectes congénits. Permet identificar
aneuploidies, trisomies, monosomies i poliploidies gracies a la visualitzacié dels cromosomes.
A més a més, el patré de bandes caracteristic per cada cromosoma permet identificar
translocacions, inversions, delecions, duplicacions i insercions. L'anomenada citogenética
convencional va permetre descriure fenotips associats a alteracions de cromosomes sencers,
com la sindrome de Patau i la trisomia 13, sindrome d’Edwars i la trisomia 18 i la sindrome de
Turner i la monosomia X, i identificar alteracions estructurals associades a sindromes

clinicament reconegudes, com la SPW i la SA.

La resolucid del cariotip convencional és igual o superior a 5-10Mb i permet determinar el
diagnostic genetic en un 5% dels casos, sent necessari I'Us de tecnologies més sensibles per

identificar anomalies de menor longitud.

1.3.2. Hibridacio in situ fluorescent

La tecnica d’hibridacio in situ fluorescent (FISH), desenvolupada als anys 80, va suposar un gran

avenc en la deteccié d’alteracions cromosomiques. A partir de sondes marcades amb
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fluoresceéncia que hibriden especificament en regions diana del genoma, es pot determinar el

numero i localitzacidé d’aquesta regid tant en cromosomes metafasics com en nucli interfasic.

Els vectors BAC (Bacterial Artificial Chromosome), PAC (P1-derived Artificial Chromosome) i YAC
(Yeast Artificial Chromosome) han estat utilitzats per clonar fragments d’ADN de 100-300Kb,
gue un cop marcats amb fluorescéncia, s’han usat com a sondes. Aquesta técnica es va
introduir als laboratoris pel diagnostic de sindromes associades a microdelecions o
microduplicacions i va permetre també la identificacié d’alteracions en regions
subtelomeriques en el 3-6% dels casos amb DI idiopatica. A nivell comercial s’han
desenvolupat sondes de seqliéncia Unica, de centromer, de telomer i de cromosoma complet

(pintat cromosomic).

Malgrat la major sensibilitat de la técnica de FISH respecte el cariotip, presenta una limitacié
important: només es poden analitzar regions especifiques del genoma i cal coneixer la regié o
regions diana que es volen analitzar. Son estudis dirigits a la confirmacié d’una sospita clinica o

bé a confirmar els resultats obtinguts préviament amb altres técniques.

1.3.3. Mutliplex Ligation Dependent Probe Amplification

La Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA)també permet I'analisi de
sequencies diana a partir de sondes especifiques. La base de la tecnica és I'amplificacié de
multiples sondes en una unica PCR (polymerase chain reaction). Cadascuna de les sondes esta
constituida per dos oligonucleotids (L i R) (Figura 1.10) que inclouen una sequéncia d’hibridacio
especifica a la regié a analitzar i una seqiiencia de reconeixement als encebadors (Forward en
I'oligonucleotid L i Reverse en I'oligonucleotid R), les quals seran igual en totes les sondes de
MLPA. A més a més, I'oligonucleotid R conté una seqiiencia de longitud variable (elongadora)
que fa possible diferenciar el producte final de la amplificacié en funcié de la seva longitud.
Perque es pugui produir la lligacid i la conseqiient amplificacio, els dos oligonucleotids (L i R)

han d’hibridar en posicions adjacents.

33



INTRODUCCIO

A

Seqluéncia especifica

encebadors X
i Seqliencia especifica
--------------------------- . - encebadors ¥

Seqliencia elongadora |

Seqléncia d'hibridacio

Oligonucledtid L Oligonucledtid R

o - '

Hibridacid dels oligonucledtids amb la seqiiéncia diana

:-:\

A\ ._
3 Sonda A , ¥ . SondaB
lI— ‘_

Sequénciadiana A Sequénciadiana B

Lligacid dels oligonucledtids situats en posicions adjacents

A\
AN\, N Xz |

Sequénciadiana A SequénciadianaB

"

3

Amplificacid de les sondes

X
— e e s —— o0Nda A

X

—un--'_\r‘ Sonda B

Figura 1.10: Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)
(A) Representacié d’'una sonda de MLPA; (B) Esquema de la técnica.
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A partir de la hibridacié, lligacié i amplificacié de les diverses sondes (Figura 1.10), la MLPA
permet el cribatge de CNVs en multiples regions del genoma en Unic analisi, millorant I’estudi
de les alteracions en regions subtelomeériques i d’altres regions conegudes com a responsables

de sindromes de microdelecié/microduplicacio.

Les limitacions d’aquesta tecnica son la incapacitat de detectar alteracions cromosomiques

equilibrades i que es tracta d’un estudi limitat a un maxim de 60 regions per analisi.

1.3.4. Cariotip molecular

La tecnologia dels arrays ha revolucionat I'estudi genetic de les CNVs. Mitjangant un cribatge
de tot el genoma es poden identificar guanys i pérdues de material amb un poder de resolucid
molt elevat. La introduccié d’aquesta tecnica en I'estudi de la DI ha significat un gran aveng

respecte a les técniques citogenéetiques convencionals i moleculars utilitzades en el diagnostic.

El cariotip molecular (CMA) consisteix en multiples fragments d’ADN que es localitzen en un
suport solid o vidre (microarray). La base de la técnica és la hibridacié genomica comparada,
motiu pel qual també és anomenada aCGH. S’utilitzen dos ADNs, I’ADN a analitzar (problema) i
I’ADN de referencia (control), cadascun d’ells marcats amb un fluorocrom diferent. Aquests
ADNs han de competir per poder hibridar amb els fragments que es localitzen en el suport

solid (Figura 1.11).

El protocol de la técnica del CMA inclou la digestié de I’ADN, el marcatge amb fluorescénciaila
hibridaciéo amb els fragments d’ADN localitzats al suport. El nivell de cobertura es reflecteix en
la “resolucid” i va associat al tipus i la densitat de les sondes utilitzades, les regions cobertes,

I’espai que hi ha entre les sondes, la sensibilitat i I'especificitat (Miller et al. 2010).

El diagnostic genétic de la DI mitjancant el CMA és d’aproximadament el 15% (Kaminsky et al.
2011; Gillentine et al. 2015), pero el rendiment de la tecnica varia en funcié de la plataforma
utilitzada, que es diferencia pel material fixat en el suport. Les primeres sondes utilitzades eren
BACs, amb una longitud d’entre 75 i 200 pb (Solinas-Toldo et al. 1997; Snijders et al. 2001). La
incorporacié d’oligonucleotids sintéetics, segments més curts que poden variar entre 25pb i

85pb, va permetre incrementar la densitat de les sondes fixades en el suport i aixi augmentar
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el poder de resolucié en I'analisi (Lucito et al. 2003; Ylstra et al. 2006). Tot i aquesta diferéncia
en la resolucid, estudis d’aCGH utilitzant plataformes que tenen una distribucié de sondes BAC
separades a 1Mb de distancia i plataformes amb oligonucleotids distribuits entre 30-70Kb
presenten un rendiment comparable (12,4 i 13,7%, respectivament) (Hochstenbach et al.
2011). Aguesta similitud és deguda a que mentre una variant d’un unic BAC (amb una longitud
de 100-150Kb) és altament fiable, en el cas dels oligonucleotids es precisa que el guany o
pérdua sigui identificat per mdultiples clons consecutius, limitant la resolucié dels aCGH

d’oligonucleotids a 3-5 vegades la distancia mitjana entre les sondes.

A Mostra
problema Cys
|
\  fiae J i =
Mostra | —> it / —
control L J F ‘ =
Cy3 /
] ——
2 4
B
1-
0-.
-1
=2 =
<

Figura 1.11: Esquema del cariotip molecular

(A) La hibridacié de les mostres referéncia i control marcades amb diferents fluorocroms hibriden en segments
d’ADN fixats en un suport solid. (B) Perfil obtingut a partir del CMA. Cada punt representa la mitjana transformada i
normalitzada del la proporcié de la intensitat de la mostra problema respecte la control (log2 ratio). La log2 ratio
s’obté a partir d’'un nimero de punts independents replicats al llarg del suport. Els desequilibris genomics es
determinen en base a la log2 ratio Cy5/Cy3 de cada clon.
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1.3.5. Tecnologia de seqiienciacié de segona generacio

La sequenciacié Sanger, que s’esta utilitzant des de fa més de 30 anys, va permetre obtenir la
sequencia del primer genoma huma complet a finals del segle passat. Sanger permet la
identificacido de mutacions puntuals i és la teécnica més freqlientment utilitzada per I'estudi de
les malalties monogeniques. La seva principal limitacid és que s’obté la seqiiéncia d’un Unic

fragment del genoma en cada analisi, constituida per pocs centenars de bases.

La NGS, apareguda comercialment al 2005, permet la seqlienciacié en paral-lel de milions de
fragments d’ADN, de manera que es pot obtenir un genoma huma complet en dies. A la NGS,
’ADN genomic es fragmenta mecanicament, es lliguen els adaptadors de seqlenciacid i
s’obtenen llibreries de longitud entre 200-400pb. Un cop es disposa de les llibreries d’ADN,
cada molécula és seqlienciada per sintesi individualment. Posteriorment, aquestes lectures sén
alineades al genoma de referéncia o acoblades de novo, identificant aixi mutacions puntuals i
Indels, aixi com els diferents tipus de VE. Es tracta d’'una tecnologia que ha pres un gran
protagonisme en la recerca geneética durant el desenvolupament d’aquesta tesi. No obstant, la
interpretacio dels resultats és, de moment, massa complexa com perqué sigui incorporada la
practica clinica. En aquest sentit, s’Than desenvolupat estrategies alternatives en les que es
seleccionen les regions d’interés que es volen analitzar a partir de la captura de la seqiéncia.
Aguestes estrategies poden ser utilitzades per seleccionar les regions codificants del genoma
(sequenciacio de I'exoma) o bé per regions diana d’interés mitjancant panells dirigits a gens
coneguts implicats en la patologia que s’esta estudiant. Actualment, ambdues estrategies
comencen a introduir-se en el diagnostic clinic tant de la DI com d’altres patologies. No
obstant, aquestes estrategies limiten la deteccid de VE, podent identificar inicament aquelles

que presentin punts de trencament a regions analitzades.
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Hipotesi

Les alteracions genétiques sdn responsables de la discapacitat intel-lectual i els trastorns
psiquiatrics. La tecnologia dels arrays ha posat de manifest un elevat nombre de variants en el

nombre de copies causals d’ambdues patologies.

L’aplicacié d’aquesta tecnologia en el diagnostic dual de discapacitat intel-lectual i trastorns

psiquiatrics i/o de la conducta incrementa la taxa de diagnostics genétics.

Obijectius

L'objectiu general d’aquesta tesi és establir I'origen genetic del diagnostic dual de discapacitat
intel-lectual i trastorns psiquiatrics i/o conductuals en poblacié adulta i identificar variants en

nombre de copies i gens de susceptibilitat per aquesta patologia.
S’han plantejat els objectius concrets seglients:
1.- Establir la freqliéncia de diagnostics genétics en la poblacié d’estudi.

2.- Determinar el rendiment diagnostic de la tecnologia d’array d’hibridacié genomica
comparada d’alta resolucié (400k) i caracteritzar les variants en nombre de copies

identificades.

3.- Establir una correlacid entre les variants en nombre de copies i el fenotip, valorant el

grau de discapacitat intel-lectual, els trastorns psiquiatrics i la dismorfologia.

4.- Identificar noves regions o gens candidats involucrats en la discapacitat intel-lectual i

els trastorns psiquiatrics.
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2.1. Subjectes d’estudi

Per assolir els objectius plantejats, s’ha seleccionat una cohort de 100 individus adults amb
diagnostic dual (DI lleu/moderada i TP/TC) per la identificacid de variants estructurals

associades a aquesta patologia. Els resultats obtinguts es complementen amb:

— Un estudi cas-control en 184 individus amb DI i 189 controls per la caracteritzacié de set
regions genétiques seleccionades a partir de regions on s’hagi identificat una CNV

d’intereés.

— Analisi de segregacio de la delecidé 2p16.3 en tres families, en el que s’inclouen dos dels
individus adults, que presenten una delecié 2p16.3, i un individu pediatric provinent de la
Unitat de Geneética Clinica de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli (CSPT) amb la mateixa

alteracié.

2.1.1. Cohort d’adults amb diagnostic dual

S’han reclutat 100 individus adults amb diagnostic dual de forma prospectiva provinents del
Servei Especialitzat de Salut Mental i Discapacitat Intel-lectual (Parc Hospitalari Marti i Julia,
Salt) on s’han mesurat les habilitats cognitives, psicologiques i psiquiatriques mitjangant

diferents tests (Taula 2.1).

Els criteris d’inclusid dels pacients eren:
— Edat superior a 18 anys.

— Dllleu o moderada.

— TPi/oTC.

43



MATERIAL | METODES

Taula 2.1: Tests per I'avaluacio cognitiva, psicologica i psiquiatrica

Avaluacié Test

Quocient intel-lectual Test d’intel-ligéncia Kauffman Brief Il

Trastorn psiquiatric PAS-ADD (Psychiatric Assessment for Adults with Developmental Disabilities)
Compulsive behavior checklist
Y-BOCS (Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale)
RBQ (Repetitive Behavior Questionnaire)
NPI (Neuropsychiatric Inventory)
Trastorn conductual Escala ABC-ECA (Aberrant Behaviour Checklist)
ABS-RC2 segona part (Adaptative Behavior Scale Residence Community-2)

Es va utilitzar el criteri de classificaci6 DSM-IV-TRper determinar el grau de DI en funcié del Ql:
DI lleu amb Ql entre 55 i 70, i DI moderada amb QI entre 35 i 54. Tant el diagnostic psiquiatric
com el conductual es classifiquen segons els manuals ICD-10 i DC-LD (Diagnostic Criteria-

Learning Disabilities). Les dades obtingudes es registren en un full Excel.

Els criteris d’exclusio van ser:

Dl greu.

— Problemes sensorials que impedeixin o dificultin I’avaluacié clinica.

— Alteracions a sistema nervids central que no estiguin relacionades amb la DI (lesions

cerebrals, tumors cerebrals, etc).

— Malalties no tractades associades a déficits cognitius (hipotiroidisme, déficit de vitamina

B12, diabetis mellitus, etc).

— Abus de drogues.

Es van estudiar 100 individus adults, 50 homes i 50 dones, amb una mitjana d’edat de 31,28
(18-56) anys. El 60% dels individus presenta una DI lleu i el 40% presenta DI moderada. La

valoracio neuropsiquiatrica va diagnosticar un total de 116 TP (

Taula 2.2), i es va identificar un TC en 63 dels individus.
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Taula 2.2: Trastorns psiquiatrics

Trastorns psiquiatrics* Individus

Trastorn mental organic (FO1-F09) 2
Esquizofrénia (F20-F29) 12

Trastorn depressiu (F30-F39) 11

Ansietat (F40-F48) 43

Trastorn no-organic de son-vigilia (F51.2) 1
Trastorn de personalitat (F60-F69) 11

Trastorn del desenvolupament psicopatologic (F80-F89) 9
Infantilisme i trastorn de les emocions (F90-F98) 14
Sense diagnostic de trastorn psiquiatric 13

(*) 116 diagnostics psiquiatrics en la poblacié de 100 individus (16 individus amb dos diagnostics).

Dels 100 pacients, 50 presenten tant TP com TC, 37 individus presenten TP i 13 individus TC
(Taula 2.3). S’ha identificat una co-morbiditat psiquiatrica (dos TP en el mateix individu) en 16

pacients, 9 dels quals també presenten co-morbiditat de TC.

Taula 2.3: Individus amb trastorns psiquiatrics i/o de la conducta

Trastorn psiquiatric 37
Trastorn de conducta 13
Trastorn psiquiatric + trastorn de conducta 50

Tot els individus van ser derivats a la Unitat de Genética Clinica de la CSPT on es va obtenir el
consentiment informat i es van registrar els antecedents personals i familiars, els defectes
congenits i els trets dismorfics. Es va realitzar una exploracié clinica exhaustiva per la
descripcié de les caracteristiques dismorfologiques (Taula 2.4) que es van classificar en cinc
categories de dismorfia: craniofacial, corporal, extremitats, cutania i genital. Les dades

cliniques es van introduir en una base de dades Acces.
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Taula 2.4: Dismorfologia enregistrada

Categoria dismorfica Exploracio

Craneofacial Neurocrani Forma neurocrani
Sutures neurocraneals
Mida neurocrani

Cara

Front

Regid periorbitaria

Ulls General
Parpelles
Iris
Pupila
Conjuntiva
Cornia
Cristal-If
Esclera
Distancia intercantal
Fissures palpebrals
Celles

Nas General
Ales
Base
Narines
Punta
Pont nassal

Orelles General
Apendix
Fossetes
Helix
Lobuls
Meats
Tragus

Boca Filtrum
Boca
Llavi superior
Llavi inferior

Barbeta

Mandibula

Coll

Corporal Constitucio

Estatura

Torax

Pectorals

Mames

Mamiles

Abdomen

Clavicules

Escapules

Espatlles

Sacre

Pelvis

Columna

Extremitats Articulacions
Musculs
Extremitats superiors General
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Hamer

Avantbrag

Mans General

Solc palmar

Dits mans

Polzes

Extremitats inferiors

General

Femur

Genolls

Rotules

Tibies

Peus

Dits peus

Dit polze

Cutania

Pell

General

Pell vascular

Pigmentacio

Localitzacié

Pél

Pel corporal

Ungles

Cabell

Creixement

Pigmentacio cabell

Boca

Genives

Dents

Llengua

Paladar

Genitals

Masculins

Femenins
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2.1.1.1. Estratégia d’analisi genética

S’han aplicat tecniques de cribatge de forma seqiencial de menys a més resolucié (Figura 2.1).
En primer lloc, es realitza el cariotip amb bandes G i I'analisi del triplet CGG de la regidé 5’ del
gen FMR1 per I'estudi de la SXF a tots els individus. Paralel-lament, es processen técniques
especifiques moleculars per confirmar la sospita clinica de sindromes conegudes en aquells
casos derivats per la genetista clinica. Les mostres dels individus amb resultat normal del
cariotip, SXF i en les que no es confirmi una sindrome clinicament reconeguda, s’analitzen
mitjangant la técnica de MLPA pel cribatge de les regions subtelomeériques. Posteriorment, en
cas de no identificar cap alteracid, es realitza un cribatge del genoma mitjangant I’analisi del
CMA amb un aCGH. Tant les alteracions identificades en el cribatge de regions
subtelomeriques com les CNVp i VOUSprobablement patogéeniques (VOUSpp) identificades en
I’estudi de CMA soén validades amb les técniques de MLPA o FISH. Les mostres dels progenitors
dels individus amb CNVp i VOUSpp s’analitzen mitjancant MLPA o FISH per determinar
I’heréncia de les alteracions. Es caracteritzen els punts de trencament de CNVs localitzades a la

mateixa regid en individus no emparentats mitjancant seqiienciacié Sanger.

L’analisi mitjancant el CMA es va realitzar en dues tandes. En una primera tanda, les mostres
de 41 pacients van ser derivades al laboratori de qGenomics (Barcelona), on es va fer una
estada per aprofundir en la practica de la tecnica d’aCGH. Posteriorment, es va posar a punt la
tecnologia d’aCGH al laboratori de la CSPT i es va realitzar una segona tanda d’aCGH en la que

es van analitzar les mostres de 45 pacients.
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100 individus amb diagnéstic dual
(DI lleu/moderada i trastorn psiquiatric i/o conductual)

ity s 6. + Tk ket Estudis moleculars especifics
GG gen FMR1 (només per aguells casos amb sospita

clinica d'una sindrome especifica)

Q—Lp MNegatiu 4_k_> Sindrome especifica
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[PO36 | PO70, MRC Halland)

FISH Altera Lln > Negatiu
confirmacio subtelomernica*® l
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(aCGH 2x400K, Agilent Technologies)
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Figura 2.1: Estrategia d’analisi genética

(*)Les reorganitzacions cromosomiques i les alteracions subtelomériques s’analitzen mitjangant CMA per
determinar desequilibris i els punts de trencament. (&) La caracteritzacio dels punts de trencament mitjangant
sequlienciacid Sanger es realitza a tres individus no emparentats amb CNV a la mateixa regio.
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2.1.2. Estudi cas-control

A partir dels resultats obtinguts en I'estudi de 100 adults es seleccionen set regions
cromosomiques en les que s’ha identificat una CNV, per procedir a la seva caracteritzacio en
un estudi cas-control: dues CNVp (del2q16.3 i del12p12), quatre VOUSpp (dup3qg29,
dup15q14q15, del15g26.2 i dup17924.1g24.2) i una VOUSpb (del2p12).

Casos problema:

S’han seleccionat 184 individus procedents de la Unitat de Genética Clinica de la CSPT, derivats

per presentar DI. Els criteris d’inclusié eren:

— Edat superior a 18 anys.

— Presentar DI lleu/moderada .

S’han estudiat 73 dones i 111 homes, amb una mitjana d’edat de 31 (18-70) anys, que
presentaven un cariotip normal, s’havia descartat el SXF i dels quals es disposava de mostra
d’ADN. Es descriu un TP en 91 pacients i un TC en 18. El 42% dels pacients (78 individus) només

presenta DI.

Poblacio control:

Es van obtenir mostres d’ADN de 189 individus control cedides pel biobanc de I'Institut

Universitari de Psiquiatria Pere Mata de Reus. Els criteris d’inclusio eren:

— Edat superior a 18 anys.

— Presentar un QI>70.

— Sense diagnostic de TP ni TC.
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2.1.3. Estudi de segregacid de la delecio 2p16.3 en tres families

L'estudi en la cohort de 100 adults ha identificat dues delecions 2p16.3 en individus no
emparentats. Es realitza un estudi familiar de segregacio de la delecié 2p16.3 en aquests dos
pacients adults conjuntament amb un cas pediatric amb delecié a la mateixa regié provinent
de la Unitat de Genética Clinica de la CSPT. Es va obtenir mostra biologica dels familiars de
primer, segon i tercer grau dels tres portadors de la delecid 2p16.3 i es va realitzar una
valoracio clinica, psicologica i cognitiva al cas pediatric i als familiars portadors (adults

portadors) mitjangant tests especifics en funcié de I'edat (Taula 2.5).

Taula 2.5: Tests per la valoracié cognitiva i psicologica en funcié de I’edat

Avaluacio Nen (pacient) Adults (familiars portadors)

Cognitiva WISC-IV (Escala d’intel-ligéncia
Wechsler per nens)
Bayley 1l (Avaluacio
desenvolupament funcional)
Reyne Il (Avaluacié desenvolupament
del llenguatge)

K-BIT (Test d’intel-ligencia Kaufman Brief)
Rey-Osterrieth Complex Figure (Avaluacié de funcions executives)

Color Trails Test1 and 2 (Avaluacié de I'atencid)

Escala de memoria WMS-III (Avaluacié de memoria immediata,
retardada i de treball)

Boston Naming Test (Avaluacié de dificultats del llenguatge)
FAS (Avaluacio de la fluidesa verbal)

Stroop (Avaluacid de problemes neuropsicologics, dany cerebral i
interferencia).

BADS (Behavioral Assessment of Disexecutive Syndrome)
Rey Auditive Verbal Learning Test (Avaluacié de diverses funcions)

Tower of London (Avaluacié de funcions executives)

. TCI-R (Temperament and Character Inventory)
Psicologica
PAI 4 (Personality Assessment Inventory)
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2.2 Meétodes

2.2.1. Obtencidé de mostres biologiques

Als 100 individus adults es va realitzar una extraccié de sang en un tub d’heparina sodica (3mL)
i dos tubs d’EDTA (6mL) per processar un cultiu de limfocits i una extracci6 d’ADN
respectivament (d’acord amb els procotols que es descriuen a continuacio). Es va realitzar la
mateixa extraccié de sang als progenitors dels pacients i als familiars de primer, segon i tercer
grau dels individus portadors de la delecidé 2p16.3 per obtenir ADN i pellet cel-lular (seguint els

mateixos protocols). Les mostres d’ADN i pellet cel-lular van ser emmagatzemades a -20°C.
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Protocol de cultiu de limfocits sincronitzats i obtencié d’extensions cromosomiques

PREPARACIO DE REACTIUS
Solucié hipotonica: 24mL de KCI 2,48M en 1L d’aigua destil-lada.

Fixador Carnoy: Metanol + acid acétic en proporcio 3:1.

SEMBRA DEL CULTIU (cromosomes d’alta resolucid)

1. Preparar un flascé amb 5mL de medi de cultiu (Euroclone Chromosome Medium P) previament
atemperat.

2. Incorporar 0,5mL de mostra de sang (recollida en un tub d’heparina sodica).

3. Incubar a 372Ci 5% CO2 durant 72 hores.

SINCRONITZACIO DEL CICLE CEL-LULAR

4. Ales 50 hores de cultiu afegir0,1mL de solucid Synchroset A i incubar a 372Ci 5% de CO2 durant 13
hores.

5. Afegir 0,1mL de solucié Synchroset Bi incubar 5 hores a 372C i 5% de CO2.

6. Afegir 0,1mL de Colcemid i incubar 10 minuts a 372Ci 5% de CO2.

SACRIFICI CEL-LULAR

7. Abocar el tub de cada flascé a un tub de 10mL i centrifugar 10 minuts a 650xg.

8. Aspirar el sobrenadant.

9. Agitar el tub al vortex i afegir gota a gota 7mL de solucid hipotonica préeviament escalfada a 372C.
10. Posar al bany de 372C durant 10 minuts.

11. Afegir 1mL del fixadorCarnoy i deixar 10 minuts a temperatura ambient.

12. Centrifugar 10 minuts a 650xg i aspirar el sobrenadant.

13. Afegir 8mL de Carnoy gota a gota i homogeneitzar.

14. Centrifugar 10 minuts a 650xg i aspirar el sobrenadat.

15. Repetir el rentat amb Carnoy dues vegades.

PREPARACIO D’EXTENSIONS CROMOSOMIQUES

16. Treure els portaobjectes del congelador 30 minuts abans d’utilitzar-los.

17. Aspirar el sobrenadant de la darrera centrifugacid i afegir entre 0,5-2mL de Carnoy (en funcié del
volum del pellet) i agitar al vortex.

18. Dispensar 2-3 gotes de pellet al portaobjectes i deixar assecar.

19. Guardar el pellet de cél-lules fixades -202C.
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Protocol d’extraccié d’ADN (métode de precipitacio salina)

REACTIUS

Reactius de Gentra (Qiagen)

LISI D’HEMATIES

. Dispensar 18mL de RBC lysis solution i 6mL de sang total (recollida en dos tubs EDTA) en un tub de

50mL i incubar 10 minuts a temperatura ambient.

. Centrifugar a 42C durant 5 minuts a 2000xg i extreure el sobrenadant.

. Agitar el liquid residual (200-400p.L) al vértex per ressuspendre el pellet cel-lular.

LISI CEL-LULAR

. Afegir 6mL de Cell lysis solution i homogeneitzar.

PRECIPITACIO DE PROTEINES

. Afegir 2mL de Protein precipitation solution i agitar al vértex per barrejar la solucié amb les

cél-lules lisades.

. Centrifugar a 42C durant 5 minuts a 2000xg.

8.
9.

10. Decantar el sobrenadant, invertir el tub i deixar assecar durant 5 minuts a temperatura ambient.

PRECIPITACIO d’ADN

. A un nou tub de 50mL dispensar 6mL d’isopropanol fred i afegir el sobrenadant obtingut de la

precipitacio de proteines.
Invertir el tub varies vegades fins obtenir una medusa.

Centrifugar a 42C durant 3 minuts a 2000xg.

Afegir 6mL d’etanol 70% fred, agitar manualment i centrifugar a 42C durant 1 minut a 2000xg.
Decantar el sobrenadant i invertir el tub. Deixar assecar el pellet.

Un cop sec, dispensar 500uL de DNA hydratation solution, agitar suaument al vortex i deixar amb

agitacio suau a temperatura ambient tota la nit.

QUANTIFICACIO

11. Mesurar al nanodrop (Nucleic Acid).

12. La concentracié obtinguda oscil-la entre 100-800ng/puL. Els valors de puresa recomanats dels

index 260/230 i 260/280 oscil-len entre 1,8-2.

13. Guardar les mostres a 42C o -202°C.
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2.2.2Cariotip de bandes G

La tincié de bandes G es realitza en extensions cromosomiques obtingudes a partir del cultiu
de limfocits sincronitzat. S'obtenen cromosomes d’alta resolucié al voltant de 600 bandes. El
cariotip permet detectar reorganitzacions desequilibrades i equilibrades amb una resolucié

superior a 5-10Mb.

Protocol detincié de bandes G

PREPARACIO DE REACTIUS

Solucié SSC2x: 17,53g NaCl + 8,82g C¢HsNa3;0,*2H,0 en 1L d’aigua estéril. Homogeneitzar i
guardar a temperatura ambient.

Tampd Sérensen:
- Solucié A: 9,1g KH,PO, + 1000mL d’aigua destil-lada. Homogeneitzar i guardar a
temperatura ambient.
- Solucié B: 11,9¢ NaH,PO,*2H,0 + 1000mL d’aigua destil-lada. Homogeneitzar i
guardar a temperatura ambient.

- Solucié de treball: barrejar solucié A i B en la mateixa proporcié, al mateix moment
d’aplicar les bandes.

Colorant Wright: 1,3g de colorant Wright en pols + 500mL de metanol Scharlou. Dissoldre a
I'agitador magneétic durant 30-120 minuts. Filtrar per eliminar impureses del colorant preparat,
tapar i mantenir una setmana a I'estufa a 37+19C. Un cop passat el temps d’incubacié es
conserva l'ampolla a temperatura ambient.

Solucié Wright: tampdSérensen i colorant Wright en una proporcio 3:1.

TINCIO DE BANDES G

1. Envellir les extensions cromosomiques entre 1i 3 dies a I'estufa de 652C.
2. Dipositar els portes en una cubeta de SSC2x entre 1segon fins a 3 minuts.
3. Rentar el porta amb aigua de |'aixeta i assecar amb paper de filtre.
4

. Posar I’extensié cromosomica sobre un suport d’alumini i dispensar la solucié de Wright. Deixar
des de 15 segons a 3 minuts.

Ul

. Rentar amb aigua corrent i assecar amb paper de filtre.

D

. Comprovar la qualitat de les bandes al microscopi optic.

2.2.3. Cribatge de la sindrome X Fragil

La técnica de diagnostic de la SXF mitjancant PCR de cribatge consisteix en amplificar els
triplets CGG de la regid 5’ del gen FMRI1, localitzat al cromosoma X, mitjancant encebadors

especifics que flanquegen l'illa CpG de la regié promotora del gen (Saluto et al. 2005).
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Protocol de PCR de cribatge de la regié 5’ del gen FMR1

REACTIUS
Kit Expand Long template PCR system
Encebadors a concentracié 10pmols/uL:

- Encebador C: 5'-GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT-3’
- Encebador F: 5-AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA-3’

AMPLIFICACIO DEL TRIPLET CGG

1. Diluir la mostra d’ADN a 200ng/pL.
2. Fer una barreja seguint els volums indicats a la taula segiient:

Reactiu Volum

Tampd 3 3ulL
dNTPs 250pM 1,2ul
Encebador C (0.33uM) 1uL
Encebador F (0.33uM) 1uL
Betaina 12uL
Taq Polimerasa 0,45uL
H,0 10,5pL

3. Dispensar 28,5uL de la barreja + 1uL de la dilucié de la mostra corresponent (o aigua en el cas del
blanc) i posar al termociclador:
982C 2 minuts + 10 cicles(972C 10 segons, 642C 35 segons i 682C 4 minuts) + 25 cicles (972C 15
segons, 642C35 segons i 682C 4 minuts, augmentant 20 segons d’elongacio a cada cicle) + 682C 10
minuts.

El producte de PCR s’analitza mitjancant analisi de fragments per electroforesi capil-lar
utilitzant I'analitzador genetic ABI 3130 (Applied Biosystems). Les dades s’obtenen amb el
software d’analisi de fragments GeneMapper. El calcul del nombre de triplets es realitza a

partir del valor del pes molecular de la regio repetitiva obtingut per I'analitzador geneétic.

Aguesta técnica de cribatge permet la identificacié de triplets fins a 50 repeticions. Pero la
tecnica té una limitacié important: el resultat de la PCR no és fiable a partir de 50 repeticions.
Al tractar-se d’una zona altament repetitiva, es poden produir unions inespecifiques de la Tag
Polimerasa amb I’ADN i produir bandes de pes molecular inespecifiques no extrapolables a la
quantitat de triplets. Les mostres que precisaven una confirmacid (en dones, amplificacié d’un
Unic al-lel inferior a 50 repeticions; en homes, no s’observava amplificacié) es van derivar al
Servei de Bioquimica i Genética Molecular de I'Hospital Clinic on es vanprocessar mitjancant

tecniques de més resolucio.
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Interpretacio dels resultats:

o Al-lel normal: €55 repeticions. Individu normal

o Premutacié: 56-200 repeticions. Portador adult amb possible manifestacio de

tremolor, ataxia associada prematura i menopausa.

o Mutacié complerta: >200 repeticions. SXF.

2.2.4. Hibridacio in situ fluorescent

El metode de FISH mitjancant dos tipus de sondes diferents, comercial i no comercial, s’ha
utilitzat per la confirmacié de la sospita clinica de sindromes especifiques i per la confirmacio

de les alteracions identificades mitjancant MLPA de regions subtelomeriques i CMA.

2.2.4.1. Hibridacio in situ fluorescent amb sondes comercials

Per la confirmacié de la sospita clinica de sindromes genetiques especifiques s’han utilitzat

diferents sondes comercials (Taula 2.6).

Taula 2.6: Sondes utilitzades per I’estudi de les sindromes conegudes

Sindrome Sonda problema Sonda control Casa comercial
Velocardiofacial 22q11.2 (TUPLE1; vermell) 22913 (ARSA; verd) Vysis
Williams 7q11.23 (ELN; vermell) 7931 (D75482,D75522; verd) Vysis
17p11.2 (RAI1; verd) 17p13.2 (PAFAH1B1; vermell) Poseidon

Smith-Magenis 17p11.2 (SMS; vermell) 17q21.1 (RARA; verd) Vysis

Per la confirmacid de les alteracions detectades a les regions subtelomeriques es va utilitzar
elkit comercial Totelvision de Vysis (Taula 2.7) que inclou 62 sondes de FISH homologues a les
sequencies telomeriques dels bragos curt (p) i llarg (q) combinades de tres en tres o de dos en
dos, marcades amb els fluorocroms SpectrumGreen i SpectrumOrange. A més a més, algunes
de les barreges inclouen seqliencies uniques (LSI) o alfa sateél-lit centromeriques (CEP)

marcades amb el fluorocrom SpectrumAqua per la identificacié d’alguns cromosomes.
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Taula 2.7: Conjunt de barreges incloses al Kit Totelvision (Vysis)

Barreja Verdl Vermell2 Groc3 Blaud
1 1p 1q Xp/Yp CEPX
2p 2q Xa/Yq CEPX
3 3p 3q 22q LSl ber (22911)
4 4p 4q 21q LSI AML (21922)
5 5p 5q - -
6 6p 64 13q LSl 13 (13q14)
7 7p 79 14q LSI TCR (14q11.2)
8 8p 8q 17p CEP17
9 9 9q 174 CEP17
10 10p 10q 15q LSI PML (1522)
11 11p 11q 18p CEP18
12 12p 12q 18q CEP18
13 16p 16q - -
14 19p 19q - LSI 17p13
15 20p 20q - -

(1) SpectrumGreen; (2) SpectrumOrange; (3) Sonda marcada amb dos fluorocroms SpectrumGreen i
SpectrumOrange; (4) SpectrumAqua.
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Protocol de FISH amb sondes comercials

PREPARACIO DE REACTIUS
SSC2x: 15,84g de SSC20x en 600mL d’aigua destil-lada

Solucié 1(S5C0,4x /NP-400,3%): 100mL de SSC2x + 400mL d’aigua destil-lada i 1,5mL NP40
(aquesta solucio ha d’estar a 732C)

Solucid 2 (SSC2x /NP-400,1%): 500mL de SSC2x i 0,5mL de NP40.

ENVELLIMENT

1. Valorar al microscopi una regio rica amb metafases i marcar amb llapis de diamant.

2. Envellir les extensions cromosomiques tota la nit a 652C.

DESHIDRATACIO

3. Rentar els portaobjectes amb etanols 70%, 85% i 100%, un minut en cadascun, i deixar evaporar
les restes d’etanol.

4. Posar el porta a 422C a la camera d’incubacié amb humitat (HYBrite).

PREPARACIO DE LES SONDES

5. Agitar el tampo SSC2x i les sondes al vortex i fer una barreja amb 3,5uL de tampo, 1L d’aigua
destil-lada i 0,5uL de sonda (lesbarreges de sondes subtelomeriques ja estan preparades per
I"ds).

HIBRIDACIO

6. Treure el portaobjectes de la camera d’incubacié amb humitat.

7. Agitar al vortex les sondes (o la barreja preparada préviament) i dispensar 5ulL a I'area marcada
préviament.

8. Cobrir amb el cobreobjectes i segellar.
9. Posar el portaobjectes a la camera d’incubacié amb humitat 4 minuts a 752C i 24 hores a 37°C.

RENTATS | CONTRATINCIO

10. Preparar una cubeta Coplin amb solucid 1 de rentat i posar-la al bany a 742C (per treballar amb
una solucid a temperatura 7329C)

11. Preparar una segona cubeta Coplin amb solucid 2 de rentat.

12. Transcorregut un minim de 16 hores d’hibridacié, treure el portaobjectes de I'aparell, retirar la
colai el cobreobjectes i introduir el portaobjectes a la solucid 1 de rentat durant 2 minuts a 732C
(mesurar la temperatura de la solucid).

13. Rentar 1 minut amb la solucié 2 de rentat en agitacié i deixar assecar a les fosques.

14. Dispensar 9L de la preparacié de DAPI (dilucié DAPI amb Mcllvane a proporcié 1:1) i segellar.
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2.2.4.2. Hibridacio in situ fluorescent amb sondes no comercials

Les sondes no comercials s’utilitzen per la confirmacié de CNVs identificades mitjancant CMA i
per determinar la seva heréncia a partir de I'analisi en els progenitors. Les sondes s’obtenen a
partir de clons BACs de la llibreria de I'Institut d’Investigacié del Hospital de nens d’Okland
“Children’s Hospital Oakland Research Institute” seleccionats de la base dades NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Els BACs seleccionats es recullen a I’Annex 1. A partir del vial

amb els bacteris transfectats es procedeix al cultiu del BAC, extraccié de 'ADN, marcatge
(fluorocroms SpectrumGreen i SpectrumOrange per les sondes control i problema

respectivament) i hibridacié sobre |'extensié cromosomica.

Protocol d’obtencio de sondes no comercials

RECONSTITUCIO | PREPARACIO DE REACTIUS

Medi de cultiu 2YT(Triptona, clorur de sodi, extracte de llevat i agar): 31g medi 2YT en 1L d’aigua
destil-lada, autoclavar i conservar a 42C.

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

Fenol-cloroform-isoamilic a proporcié 25:24:1.

Kit NickTranslation pel marcatge: preparar els reactius segons protocol del kit.

PROTOCOL PEL CUKTIU DE BACs

1. Preparar medi de cultiu YT2x.
2. Barrejar 5mL del medi TY2x amb 5ulLde cloranfenicol (20mg/mL).

3. Treure els BACs del congelador -802C (es treuen maxim de 4 en 4, i es conserven en neu
carbonica), punxar amb una punta de pipeta i tirar la punta dins el cultiu.

4. Tapar i posar al bany en agitacié a 372Ctota la nit (recomanable 16 hores).

EXTRACCIO D’ADN

5. Per I’extraccié del BAC s’utilitzen els tampons proporcionats en elKit QlAprep Spin Miniprep de
Qiagen emprant el métode de fenol:cloroform per la precipitacié de proteines.

6. Col-locar els tampons P1 i N3 del Kit Qiagen en gel.

7. Treure les puntes grogues del tub, centrifugar a 1500xg durant 17 minuts a 152C (el medi ha
d’estar térbol) i descartar el sobrenadant.

8. Ressuspendre el pellet al vértex, afegir 0,3mL de solucio P1 freda (Qiagen), agitar al vortex i
traspassar tot el volum en un tub eppendorf.

9. Afegir 0,3mL de solucid P2 (Qiagen) i invertir el tub per agitar suaument. Deixar un maxim de 5
minuts a temperatura ambient (ha de quedar viscés-llafiscos).

10. Afegir 0,3mL de solucid N3 fred (Qiagen), agitant suaument mentre s’incorpora. Invertir el tub 4-
6 cops i deixar en gel un minim de 5 minuts (invertint el tub de tant en tant. S’ha de formar un
precipitat blanc.)
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11. Centrifugar 7 minuts a 15000xg42C, recuperar el sobrenadant en un nou tub eppendorf i tornar a
centrifugar 7 minuts a 15000xg42C.

12. Recuperar el sobrenadant en un nou eppendorf i dividir el volum total en dos tubs.

13. Afegir fenol-cloroform-isoamilic a proporcié 1:1 (normalment queda un volum de 450pL a cada
tub).

14. Agitar suaument, deixar 5 minuts a temperatura ambient, centrifugar 2 minuts a 15000xg 42C i
recuperar la fase aquosa sense agafar fase proteica.

15. Afegir 2,5 volums d’etanol absolut fred (habitualment 1mL) i deixar un minim de 20 minuts en gel
(o a nevera 42C). En aquest punt es pot deixar aturada la técnica i continuar més endavant.

16. Centrifugar 15 minuts a 15000xgi a 42C. Eliminar el sobrenadant.
17. Afegir 500pL d’etanol 70%, agitar per rentar el pellet i centrifugar 5 minuts a 15000xga 4°C.
18. Eliminar el sobrenadant i deixar assecar minim 10 minuts a 372C.

19. Afegir 10pL d’aigua a cada eppedorf (es divideix cada BAC en dos), deixar ressuspendre el pellet a
temperatura ambient i unificar els dos tubs de cada BAC en un.

20. Correr I’ADN obtingut en un gel d’agarosa 1,5% a 100 volts durant 15 minuts juntament amb un
ADN control (200ng/uL) per determinar la concentracio.

DIGESTIO i MARCATGE DEL BAC

21. Per la digestio i marcatge s’utiliza el kit Nick Translation (Abbott).
22. Preparar una barreja per la digestié del BAC: 600uL dNTPs + 300uL dTTPS + 300uLtampd.

23. Barrejar 20uLde la barreja, 2,5uL fluorocrom (SpectrumGreen en sonda control,
SpectrumOrangeen sonda problema), 5uL d’enzim, 16uL d’ADN (100ng/uL aproximadament) i
6,5uL d’aigua, per obtenir un volum total de 50pL.

23. Digerir durant 2hores i 30 minuts a 152C i 10 minuts a 70°C.

24. Fer un nou gel d’agarosa per comprovar que I’ADN s’hagi digerit correctament carregant 5pL de
cadascun dels BACs amb tampo de carrega juntament amb un marcador de pes molecular. S’ha
de veure un degradat de fragmentsentre 300pb i 600pb. Si es veuen fragments més petits és que

s’ha digerit massa. Si es veuen fragments més grans és que manca digestid. Es poden afegir 5pL
més d’enzim i tornar a digerir més estona al termociclador.

25. Barrejar 45uL d’ADN digerit, 5uL de COT-1, 5uLSS-DNA, 0,1 volums d’acetat sodic 3M i 2,5 volums
d’etanol 100% i deixar al congelador -202C durant 48 hores protegit de la llum.

26. Centrifugar 30 minuts a 42C 15000xg, descartar el sobrenedant i ressuspendre el pellet en 500pLL
d’etanol 70% fred.

27. Centrifugar 10 minuts a 100xg42C, descartar el sobrenedant, assecar les parets del tub amb un
paper i posar a I'estufa de 652C durant 10 minuts.

28. Ressuspendre el pellet en 10uL d’aigua destil-lada escalfada a 70°C .

29. Guardar la sonda al congelador -202C protegida de la llum.

El protocol de la técnica de FISH amb sondes no comercials té una modificacié respecte al
protocol amb sondes comercials: es realitza un rentat post-fixaci6 de les extensions

cromosomiques abans de la hibridacid.
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Protocol de FISH amb sondes BAC

ENVELLIMENT DE LES EXTENSIONS CROMOSOMIQUES

Passos 1-2 del protocol de FISH amb sondes comercials.

POST-FIXACIO

3. Rentar els portaobjectes en PBS1x durant 5 minuts i fer una serie de rentats amb etanols 70%, 85%
i 100%, un minut en cadascun. Deixar assecar.

4. Introduir els portaobjectes a una cubeta amb CIH 0,01M i pepsina a 372C durant 5 minuts.

5. Rentar amb SSC2x durant 5 minuts i fixar el material amb formaldehid1% durant 2 minuts.

6. Rentar amb PBS1x durant 5 minuts i etanols al 70%, 85% i 100% (un minut cadascun).

PREPARACIO DE LES SONDES

7. Diluir la sonda BAC marcada en solucié d’hibridacié: 7uL de solucié d’hibridacié (inclosa als kits de
sondes comercials) + 2L sonda control + 2L sonda problema.

HIBRIDACIO

8. Dispensar 10puL de la barreja de sondes a cada porta, tapar amb el cobreobjectes, segellar i
hibridar minim 56 hores al Hybrite (4 minuts a 742C i 379C tres dies).

RENTATS | CONTRATINCIO

Passos 10-14 del protocol de FISH amb sondes comercials.

2.2.5. Multiplex ligation dependent probe amplification

La técnica de MLPA (Figura 1.10, pagina 34) permet analitzar de manera semiquantitativa la
dosi de 60 sequéncies genétiques diferents simultaniament. S’ha utilitzat pel cribatge de les
regions subtelomeriques, per la confirmacié de la sospita clinica de la SPW, per la confirmacié
de CNVs identificades mitjancant CMA i pel cribatge de regions amb CNVs candidates en

I’estudi cas-control. En cada analisi de MLPA s’inclouen controls positius i negatius.

2.2.5.1. Multiplex ligation dependent probe amplification amb sondes comercials

Pel cribatge de les regions subtelomeériques es van utilitzar dos kits comercials (P036 i PO70,
MRC-Holland) que contenen 47 sondes d’oligonucleotids (dues sondes especifiques per cada
cromosoma i una sonda pel cromosoma Y), 41 de les quals es localitzen en regions
subtelomeriques (Taula 2.8). El kit inclou una sonda extra al brag llarg (q) propera al centromer

pels cinc cromosomes acrocentrics (13, 14, 15, 21 i 22). Les sondes subtelomeriques pels
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cromosomes X i Y son identiques ja que hibriden en les regions pseudoautosomiques PAR1 i

PAR2.

Taula 2.8: Sondes incloses als kits de MLPA pel cribatge de regions subtelomeériques

Cromosoma } P036 } P0O70
Bra¢ p Brag q Bra¢ p Brag q
1 TNFRSF4 SH3BP5L TNFRSF18 SH3BP5
2 ACP1 CAPN10 ACP1 ATG4B
3 CHL1 BDH1 CHL1 KIAA0226
4 PIGG TRIML2 PIGG FRG1
5 PDCD6 GNB2L1 CCDC127 GNB2L1
6 IRF4 PSMB1 IRF4 TBP
7 ADAP1 VIPR2 SUN1 VIPR2
8 FBX025 ZC3H3 FBX0O25 RECQL4
9 DMRT1 EHMT1 DOCK8 EHMT1
10 DIP2C PAOX ZMYND11 ECHS1
11 RIC8A NCAPD3 BET1L IGSF9B
12 SLC6A12 ZNF10 KDMS5A ZNF10
13 - PSPC1 - CDC16
F7 PSPC1
14 - CCNB1IP1 - MTA1
MTA1 PARP2
15 - MKRN3 - TM2D3
ALDH1A3 NDN
16 POLR3K GAS8 DECR2 GAS8
17 RPH3AL TBCD RPH3AL SECTM1
18 uUSP14 RBFA THOC1 CTDP1
19 CDC34 CHMP2A PPAP2C CHMP2A
20 SOX12 OPRL1 ZCCHC3 UCKL1
21 - RBM11 - S100B
PRMT2 HSPA13
22 - BID - ARSA
RABL2B ILL7RA
X SHOX VAMP7 SHOX VAMP7
Y ZFY - ZFY -
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Protocol de MLPA pel cribatge de regions subtelomériques (Kits P036 i P070, MRC-Holland)

PREPARACIO DE LES MOSTRES

1. Mesurar la concentracié d’ADN i diluir en aigua per obtenir un volum de treball de 5uL en funcié
de la taula seglient:

[ADN] de la DNAteca Volum ADN Volum H,0 esteril
50-100pg/mL 3uL 2uL
100-200pg/mL 2uL 3uL
200-300pg/mL 1,7uL 3,3uL
300-500ug/mL 1,5uL 3,5uL
500-600pg/mL 1,4uL 3,6ulL
700-900pg/mL 1,1uL 3,9uL

>900pg/mL 0,9uL 4,1ul

2. Dispensar les mostres preparades en una microplaca i col-locar al termociclador per
desnaturalitzar 10 minuts a 982C.

HIBRIDACIO

w

. Preparar la barreja d’hibridacio: 1,5uL de Salsa Probe Mix+ 1,5uL de MLPA Buffer.
. Quan la temperatura del termociclador disminueix a 252C, dispensar 3L de la barreja d’hibridacid.
. Desnaturalitzar 1 minut a 982C i hibridar 16 hores a 602C.

[ N

LLIGACIO
6. Preparar la barreja de lligacié: 25ulL d’aigua + 3L de Ligase 65 buffer A + 3ulL de Ligase 65 buffer
B+ 1pl de Ligase 65.

7. Quan la temperatura del termociclador disminueix a 542C, afegir a cada mostra 32ulL de la
barrejade lligacid.

8. Deixar al termociclador 15 minuts a 602C i 6 minuts a 982C.

PCR

9. Preparar la barreja d’amplificacid: 3,75uL d’aigua + 1uL de Primer Mix+ 0,25l de Taq Polimerasa.
10. A una nova microplaca dispensar 5uL de barreja d’amplificacié i 20uL del producte de lligacid.
11. Introduir la placa al termociclador amb el programa segient:

35 cicles de desnaturalitzacié (30 segons 952C) + hibridacio (30 segons 602C) + elongacid (1 minut
729C) i una elongacio final a 722C durant 20 minuts.

ANALISI DE FRAGMENTS

12. Preparar una barreja amb 9L de formamida i 0,2l de marcador de pes molecular (L/Z).

13. Carregar 9,2l de barreja i 1uL de producte de PCR a una placa de seqlienciacid i desnaturalitzar
2 minuts a 80°C.

14. Introduir la placa a I'analitzador geneétic ABI3130 (Applied Biosystems) i associar al programa
d’analisi que inclou els seglients parametres:

- Voltatge d’injeccio: 1,6kV

- Temps d’injeccié: 15 segons

- Voltatge de carrera: 15kV

- Temps de carrera: 1800 segons

- Temperatura del forn: 602C
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Els resultats s’analitzen amb el software GeneMapper proporcionant uns grafics (Figura 2.2) on
cada pic correspon al producte amplificat de cada sonda (identificable pel seu pes molecular).
El calcul per la normalitzacio global dels valors de I'algada de cada pic permet determinar la

dosi del fragment analitzat. Es crea un full de calcul excel per la normalitzacié dels valors.

ECECET FosE1 romt (4 (A [A[A[AJA[Afafa[AJa(AJafa]a @

[PO36ET

a0 130 170 210 230 280 330 I 410 450 430

3800
3200
2800
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Figura 2.2: Grafic obtingut a partir del software GeneMapper

— Normalitzacio global per I'analisi de dosi

o Per cada mostra, es calcula la suma de totes les algades dels diferents pics i es
divideix 'alcada de cada pic individual per la suma combinada de totes les

alcades presents en la mostra, obtenint el valor X.

o Es calcula la mitjana del valor X en les diferents mostres, obtenint el valor Y.
Les alcades normalitzades dels pics es divideixen per aquesta mitjana

obtinguda per cada sonda (X/Y).
o El producte resultant dels calculs s"anomena quocient de dosi (QD).

o Les mostres que presenten moltes alteracions son valorades i si es considera
oportu sén eliminades dels calculs per evitar falsos positius. Les mostres que

presenten pics molt baixos (< 500) també sén eliminades.

Interpretacio dels resultats:

o Un QD <0,7: delecio
o UnQD entre0,7-1,27: normal

o UnQD >1,27: duplicacid
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2.2.5.2. Multiplex ligation dependent probe amplification especific de metilacié

Per la confirmacié de la sospita clinica de la SPW s’utilitza el kit comercial ME028 (MRC-
Holland) de MLPA especific de metilacié (MS-MLPA) (Taula 2.9). El MS-MLPA no només permet
la deteccidé de delecions i duplicacions sind també determinar el patré de metilacié de la regio
estudiada gracies a la incorporacié de sondes que son especifiques per regions diana d’un
enzim de restriccid especific per grups metil (Hhal) (Taula 2.9i Figura 2.3). Amb aquesta técnica
s’obté informacié de la dosi (normal, delecié i duplicacid) i informacié del percentatge de
metilacié. Per la realitzacié del MS-MLPA és necessari processar un minim de tres mostres

control (sense canvi de dosi de la regié 15q11q13) per la normalitzacid de les dades.

Taula 2.9: Sondes incloses al kit de MLPA especific de metilacié

Sonda
Banda Longitud sonda control  Diana
Nom sonda ¢ citogenetica (pb) dosi Hhal

05330-L04717 DPYD 14 1p21.3 427 +
02260-L01747 MLH1 1 3p22.2 463 + +
08051-L07832 DNAH5 59 5p15.2 244 +
09533-L09943 CYP3A5 2c 7922.1 264 +
09824-110234 DPYSL4 11 10926.3 136 +
08947-L09042 SLC6A5 16 11p15.1 454 +
03896-L00020 CTTN 16 11913.3 130 +
08018-L07799 CHEK1 2 11g24.2 319 +
08020-L07801 CHEK1 4 11q24.2 166 +
07404-L07051 COL2A1 46 12g13.11 208 +
01590-L01162 DLEU1 down 13914.3 337 +
02018-L00865 TUBGCP5 8 15q11.2 154

06249-L05755 NIPA1 4 15q11.2 434

02020-L12922 MKRN3 1 15q11.2 172

11155-L11839 MAGEL2 1 15911.2 409

11149-L11833 NDN 1 15q11.2 445

04027-L13937 NDN 1 15q11.2 419 +
11178-L11862 SNRPN ulb 15q11.2 287

12178-L13090 SNRPN ulb 15911.2 238

12179-L13383 SNRPN Intr.u2 15911.2 278

12182-L13094 SNRPN Intr.u2 15q11.2 270

02027-L12881 SNRPN u5 15q11.2 256

12477-L13519 SNRPN u5 15911.2 391

11181-L13997 SNRPN CpGisl 15q11.2 250 +
04106-L13905 SNRPN CpG isl 15q11.2 178 +
04104-L04294 SNRPN CpGisl 15q11.2 190 +
04103-L02951 SNRPN CpGisl 15q11.2 142 +
01318-L13088 SNRPN 3 15q11.2 294
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11177-L11861 SNRPN 7 15¢11.2 400

12719-L13907 SNRPN-HB2-85 SNO 15¢11.2 214

12721-113796 SNRPN-HB2-85 SNO 15q11.2 472

12723-113798 SNRPN-HB2-85 SNO 15q11.2 328 +
02034-L12925 UBE3A 13 15q11.2 355

12082-113474 UBE3A 8 15¢11.2 301

04620-L00863 UBE3A 7 15q11.2 160

10880-L11550 UBE3A 6 15q11.2 197

10878-1L11548 UBE3A 5 15q11.2 373

04641-L04293 UBE3A 1 15¢11.2 184 +
11162-111846 ATP10A 5 15912 366

11159-111843 ATP10A 1 15q12 226

01315-L09339 GABRB3 12 15q12 220

10874-L11544 GABRB3 10 15q12 382

01314-L00867 APBA2 14 15qg13.1 202

01709-L12924 BLM 1 15qg26.1 346 +
08372-L08226 AATF 11 17q12 148 +
08335-L08267 VAT1 6 17qg21.31 232 +
08586-L13087 BRIP1 20 17q23.2 480 +
01576-L01148 NF2 13 22q12.2 309 +
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Figura 2.3: Esquema de la técnica de MLPA especific de metilacié (MS-MLPA)

L’enzim Hhal actua en les illes CpG no metilades provocant-ne la digestid. Els oligosnucleotids que hibriden amb
I'al-lel patern (no metilat) no es poden lligar i per tant no s’amplificaran. (ND) No digerit; (D) Digerit.
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Protocol de MS-MLPA (Kit MEO28, MRC-Holland)

PREPARACIO DE LES MOSTRES
Passos 1-2 del protocol de MLPA (pagina 63)

HIBRIDACIO
Passos 3-5 del protocol de MLPA (pagina 63).

LLIGACIO

6. Preparar tres barreges:
- Barreja 1: 10uL d’aigua i 3uL de Ligase 65 buffer A
- Barreja de lligacié: 8,5uL d’aigua, 1,5uL de Ligase 65 buffer B i 0,25uL de Ligase 65.
- Barreja de lligacié i digestid: 7,75uL d’aigua, 1,5uL de Ligase 65 buffer B, 0,5uL de
Hhal enzyme i 0,25uL de Ligase 65.
7. Quan finalitza la hibridacio, treure la microplaca del termociclador i posar en gel.

8. Dispensar 10puL de la barreja 1 al producte d’hibridacid i dividir el volum en dos tubs: 10puL al tub
no digerit (ND) i 10puL al tub digerit (D).
9. Posar les mostres al termociclador 1 minut a 492C.

10. Amb el termociclador a 492C, incorporar 10uL de barreja de Iligacié a un tub ND i 10uL de barreja
de lligacid i digestié al tub D.

11. Deixar al termociclador 30 minuts a 492C i 5 minuts a 98°C.

PCR

12. Preparar la barreja d’amplificacid barrejant 3,75uL d’aigua, 1puL de Primer Mix i 0,25uL de Taq
Polimerasa.

13. A cada tub (D i ND) dispensar 5uL de labarreja d’amplificacid.

14. Introduir les mostres al termociclador amb el programa segient:

desnaturalitzacié 30 segons a 722C, 35 cicles de desnaturalitzacié (30 segons 952C) + hibridacid (30
segons 602C) + elongacid (1 minut 7229C) i elongacio final a 722C durant 20 minuts.

Per I'analisi de fragments es segueix el protocol de MLPA (passos 12-14, pagina64) i es

processen les dades mitjancant el softwareGeneMapper.

S’obtenen dos perfils de pics per a cada individu analitzat, mostra D i mostra ND (Figura 2.4) la

qual cosa permet fer dos tipus d’analisis: analisi de dosi i analisi del patré de metilacié.
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Figura 2.4: Grafics obtinguts a partir del software GeneMapperper cada mostra analitzada per MS-
MLPA

Es senyalen les sondes especifiques per regions amb diana Hhal: (") Sondes localitzades a SNRPN; (*) Sondes
localitzades en regions amb 0% de metilacio; (&) Sondes localitzades a regions amb 100% de metilacid.

— Normalitzacio global per I'analisi de dosi

Per aquest analisi es consideren les dades de la mostra ND de cada individu i es realitza una

normalitzacio de les dades entre els diferents individus.

o Per a cada individu, es calcula la suma de les algades de les sondes control en
cada mostra. Es divideix l'algada de cada pic individual entre la suma
combinada de les algades de les sondes control presents a la mostra, obtenint

el valor X.

o Per a cada sonda, es calcula la mitjana de les alcades de les mostres control
negatiu, obtenint el valor Y. Les alcades normalitzades dels pics es divideixen

per aquesta mitjana obtinguda per a cada sonda (X/Y).

o El producte resultant dels calculs és el QD.
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— Analisi del patré de metilacié

Aguesta analisi es realitza només per les 9 sondes localitzades a regions diana de I'enzim de
restriccio Hhal: 5 sondes problema (4 SNRPN i 1 NDN) i 4 sondes control (3p22, SNORD116,
UBE3A, i15¢26).

o Per a cada individu, es calcula la suma de les algades de les sondes control en
cada mostra (ND i D). Es divideix I'alcada de cada pic individual entre la suma
combinada de les algades de les sondes control presents a la mostra, obtenint

el valor X.

o Es calcula el quocient entre la X de la mostra D i la X de la mostra ND, obtenint

el quocient Y.

o Es multiplica el quocient Y per 100 per obtenir el percentatge de metilacié de

la sonda en la mostra.

Interpretacio dels resultats:

DQ <0,7: delecio

Analisi de dosi DQ entre 0,7-1,27: normal
DQ>1,27: duplicacid

100% metilacio: Sindrome de Prader Willi

Analisi metilacié 50% metilacié: normal

0% metilacio: Sindrome d’Angelman

2.2.5.3. Multiplex ligation dependent probe amplification amb sondes no comercials

Pel disseny de les sondes no comercials es segueixen les recomanacions de MRC-Holland

(www.mlpa.com) (Taula 2.10). S’utilitza el software de UCSC (https://genome.ucsc.edu) per la

obtenciéd de la seqiiencia de nucleotids de la regié diana i el software online Proseek

(http://davinci.crg.es/estivill_lab/mlpa/) com a suport pel disseny de la sonda adequada.

Taula 2.10: Recomanacions pel disseny de les sondes de MLPA

Oligo L Oligo R

Contingut GC 45-60% 35-60%
Temperatura de fusid >70°C >70°C
Longitud minima 20 nucleotids 20 nucleotids
Nucleotid extrem 5’ G/C AT
Modificacié extrem 5’ No Fosforil-lacié
Nucleotid extrem 3’ AT G/C
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Cada sonda esta formada per dues seqliencies d’hibridacié especifiques per regions adjacents
(oligo L i oligo R), les seqiiencies de reconeixement a encebadors i la seqliencia d’elongaciéque

permet identificar la sonda pel seu pes molecular (Figura 1.10, pagina 34).

Es van dissenyar grups de sondes (Probemix) amb 12-14 sondes cadascun (Annex 2) aplicades
tant per la confirmacié de CNVs identificades mitjancant CMA com pel cribatge de CNVs en

I’estudi cas-control.

Protocol de preparacio de les Probemix

1. Ressuspendre els oligonucleotids liofilitzats en aigua per obtenir una concentracié de 100uM
(solucid stock 1).

2. Diluir 2pL de solucié stock 1 en 198puL d’aigua (solucié stock 2).

3. Dispensar 1,6l de solucid stock 2 de cada oligonucleotid i afegir aigua destil-lada fins obtenir un
volum de 400uL.

El protocol utilitzat per aquest MLPA és el mateix que el de la tecnica MLPA amb sondes
comercials (pagines 64 i 64) amb una petita modificacid en I'analisi de fragments: es dilueix el

producte de PCR (dilucié 1/10 en aigua) abans de carregar al seqiienciador.

2.2.6. Cariotip molecular

Pel CMA es va utilitzar 'aCGH 2x400K d’Agilent Techonolgies (disseny 021850 d’Agilent
Techonolgies). Aquest array conté 411.056 oligonucledtids amb una resolucié mitjana d’una
sonda cada 5,3Kb i un enriquiment de sondes als gens RefSeq (una sonda cada 4,6Kb). A més a
més, I'aCGH utilitzat inclou 1.000 oligonucleodtids replicats i 5.126 sondes pel control de
qualitat intern. La mostra problema s’hibrida juntament amb una mostra control del mateix
sexe, partint d’lug de cada mostra préviament digerida i marcada amb els fluorocroms
Cyanine-5 (Cy5-dUTP) per la mostra problema i Cyanine-3 (Cy3-dUTP) per la mostra control. En
el procés d’hibridacid s’incorpora una solucié de bloqueig que inclou la Human Cot (la qual
s’uneix a les regions inespecifiques). Els arrays es mantenen en un forn d’hibridacidé giratori a

652C durant 40 hores, posteriorment es renten per eliminar possibles restes de reactius i
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s’escanegen amb I'escaner MS2000 (NimbleGen) en un espai especific lliure d’ozé per evitar la

degradacié del marcatge.

Protocol de cariotip molecular

REACTIUS

Kit de marcatge SureTag DNA (Agilent Technolgies): inclou els reactius per la digestid i el
marcatge.

Array 2x400K 021850 (Agilent Technolgies).
Kit hibridacié (Agilent Technolgies).

Suretag DNA labeling kit Purification Columns: columnes KREApure per a la purificacié d’ADN
marcat (Agilent Technolgies).

Human Cot-1 DNA (Agilent Technolgies).

Solucions de rentat post-hibridacié (Agilent Technolgies).

PREPARACIO DE LES MOSTRES

1. Diluir les mostres d’ADN en aigua destil-lada per obtenir una concentracié de 100ng/uL.

DIGESTIO

N

. Preparar la barreja de digestid: 2uL d’aigua, 2,6uL de Restriction Enzyme Buffer10x, 0,2uL de BSA,
0,5uL de Aluli 0,5uL de Rsal.

3. Barrejar 10uLd’ADN diluit, 10,2ulL d’aigua i 5,8l de barreja de digestid.

4. Posar al termociclador 2 hores a 372C i 20 minuts a 65°C.

MARCATGE

(%2}

. Afegir 5uL de Random Primeral producte de la digestid i posar al termociclador durant 3 minuts a
959C.

6. Preparar la barreja de marcatge: 10uL de tampd 5x, 5uL de dNPTs 10x, 3ulL de fluorocrom (Cy5
mostres problema, Cy3 mostres control) i 1uL d’Exoklenow.

7. Dispensar 19uL de la barreja de marcatge a I’ADN digerit i posar al termociclador 2 hores a 372Cii
10 minuts a 65°C.

PURIFICACIO

8. Dispensar 430uL de tampd TE 1x a una columna de KREApure i afegir el producte del marcatge.
9. Centrifugar 10 minuts a 15000xg i descartar |'eluent.
10. Afegir 480uL de tampd TE 1x a la columna, centrifugar 10 minuts a 15000xg i descartar I'eluent.

11. Traspassar la columna a un nou tub col-lector, col-locant-la invertida, deixar en repos durant 1
minut i centrifugar 1 minut a 100xg.

12. Enrasar el volum obtingut (entre 20 i 30uL) amb tampd TE 1x fins obtenir un total de 43uL.

VALORACIO DEL MARCATGE

13. Mesurar I’ADN marcat amb I’equip nanodrop (DNA-50).

73



MATERIAL | METODES

14. Calcular I'activitat especifica i el rendiment del marcatge segons les férmules seglients:
Activitat especifica = quantitat fluorocrom (pmol) x volum fluorocrom (uL)(pmol
fluorocrom/ug DNA) quantitat d’ADN marcat (ug) x volum d’ADN marcat (uL)
Rendiment (ug) = concentraciéd d’ADN (ng/ulL) x Volum de mostra (uL)
1000

Els valors obtinguts han d’estar dins el rangs indicats a la taula seglient:

Fluorocrom Activitat Especifica Rendiment
Cy5 20-35 9-12
Cy3 25-40 9-12

HIBRIDACIO

15. Preparar la barreja d’hibridacié: 25uL de Human Cot-1 DNA, 26ulL de Blocking Agent10x i 130uL
de HI-PRM Hybridization Buffer2x.

16. Barrejar 41uL de mostra problema (Cy5), 41uL de mostra control (Cy3) i 181uL de labarreja
d’hibridacié.

17. Desnaturalitzar les mostres a 952C durant 3 minuts i incubar a 372C durant 30 minuts.

18. Preparar el cobreobjectes al damunt d’una camera d’hibridacié.

19. Dispensar 255uL de la barreja anterior al cobreobjectes, posar el porta (array) al damunt i tancar
la camera d’hibridacié.

20. Posar I'array al forn d’hibridacié a 652Cdurant 40 hores.

RENTATS POST-HIBRIDACIO
21. Treure l'arraydel forn i obrir la camera d’hibridacié. Submergir I'array en la solucié 1 de rentat
per separar el cobreobjectes del porta.

22. Posar el porta en una cistella i submergir en una cubeta amb solucid 1 de rentat. Rentar 5 minuts
en agitacié a temperatura ambient.

23. Traspassar la cistella a una segona cubeta amb solucié 2 de rentat temperada a 372C. Rentar 1
minut a 372Cen agitacio.
24. Traspassar la cistella a una tercera cubeta amb acetonitril. Rentar 10 segons en agitacio.

25. Traspassar a una cubeta amb Stabilization and Drying Solution. Rentar 30 segons a temperatura
ambient en agitacié.

26. Introduir I'array a I'escaner MS2000 i iniciar el programa amb els segilients parametres
d’escaneig:
- Resolucio: 2um.
- Gain 1: 40%.
- Gain 2: 70%.
- Intensitat del laser 1: 25%.
- Intensitat del laser 2: 25%.
- No Autogain.
- Control de configuracié de I’arxiu: apply to all slides with parameter A.
- Control de configuracié de I'arxiu: seleccionar Multi-Tiff.

- Areade I'array: Single Scan Area i fer més gran I'area d’escaneig.
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2.2.6.1. Analisi de les dades

Les dades obtingudes es processen amb el programa Feature Extraction, el qual proporciona

els valors per establir la qualitat relativa de les dades de I'array (Taula 2.11).

Taula 2.11: Valors dels controls de qualitat del cariotip molecular

Control de marcatge Excel-lent Correcte Pobre
DLRS* <0,20 0,20-0,30 >0,30
Reproductibilitat 0-0,05 0,05-0,20 <00>0,20
Soroll de Fons <5 5-10 >10
Soroll de la senyal >100 30-100 <30
Intensitat de la senyal >150 50-150 <50

(*) Derivative Log Ratio Standard Deviation.

El derivative log ratio spread (DLRS) és una mesura de consisténcia o soroll en les dades de log
ratio entre dues sondes. Les mostres amb valors més alts de DLRS tendeixen a tenir una
proporcid senyla/soroll pobre que dificulta la deteccié acurada de CNVs, pel que s’aconsella

excloure aquells resultats provinents d’arrays amb valors alts de DLRS.

En la primera tanda d’aCGH, els arrays que presentaven tots els valors de control de qualitat
dins els rangs d’excel-lent o correcte es van processar i analitzar mitjancant el software
Genomic Workbench 5.0 (Agilent Techonolgies) utilitzant I'algoritme de deteccié d’aberracio 2
(ADM-2) amb un llindar d’alteracié de 6,5. Les alteracions es van considerar vertaderes quan

s’identificava un minim de 4 sondes consecutives amb una log2 ratio minima de +0,25.

En la segona tanda, els arrays amb un valor de DLRS<0,18 i amb la resta de valors dins els rangs
d’excel-lent o correcte es van processar mitjancant el software Cytogenomics (Agilent
Techonolgies) utilitzant I'algoritme de deteccid d’aberracié 2 (ADM-2) amb un llindar
d’alteracio de 6,0. Les alteracions es van considerar vertaderes quan s’identificava un minim de

5 sondes consecutives amb una log2 ratio minima de +0,25.
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2.2.7. Classificacio de les variants en nombre de copies

Les variants identificades mitjancant CMA van ser contrastades amb les variants publicades a
DGV identificades a poblacié general. Aquelles que presenten una freqliiéncia >1% es
classifiqguen com a polimorfiques i les rares (freqliencia <1% en poblacié general) es

classifiquen en quatre grups seguint els criteris seglients:

— Patogeénica (CNVp): solapa amb variants descrites préviament a la literatura associades a
patologia i/o inclou gens coneguts amb funcions rellevants a sistema nervids associats a DI

i/o TP.

— VOUS probablement patogénica (VOUSpp): solapa amb gens ifo regions descrites
préviament com a possibles candidats per DI i/o TP o inclou gens amb funcié a sistema

nervids no associats a patologia.

— VOUS probablement benigna (VOUSpb): inclou només regio intronica de gens amb funcié
a sistema nervidés no associats a patologia o gens amb funcions desconegudes o no

relacionades amb sistema nervios.

— Benigna (CNVb): no inclou gens ni elements reguladors coneguts.
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2.2.8. Interpretacio dels resultats

S’han utilitzat diverses bases de dades online (Taula 2.12) per identificar les CNVs
polimorfiques i les CNVs rares, analitzar el contingut genetic de les alteracions observades,
identificar la funcio dels gens implicats, buscar altres casos descrits previament a la literatura,

determinar la patogenicitat de les alteracions i establir associacions amb el fenotip.

Taula 2.12: Bases de dades utilitzades

Base de dades Informacié

Database of Genomic Variants Identificar CNVs polimorfiques.
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)
DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk/) Identificar CNVs descrites en individus amb patologia,
Clinical Genome Resource(ClinVar) longitud, punts de trencament, classificacié i
(https://www.clinicalgenome.org/data-sharing/clinvar/) descripcié clinica de 'individu.
Navegador de la Universitat de California, Santa Cruz (UCSC) Contingut geneétic de la CNV i integracio d’informacié
(https://genome.ucsc.edu) de diverses bases de dades.
GeneCards (www.genecards.org) Informacié genomica, trasncriptomica, protedomica,
clinica i funcional dels gens.
GeneReview (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1116/) Informacid clinica i médica rellevant (descripcid

clinica, diagnostic i consell genétic) de sindromes
especifiques.
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) Funcions dels gens, expressio, literatura disponible,
etc.

2.2.9. Caracteritzacid de punts de trencament

En la cohort de 100 adults s’han identificat tres individus amb una delecié solapant a la regié
7931. S’han dissenyat diversos encebadors forward entre la Ultima sonda amb dosi normal i la
primera sonda delecionada a I'extrem 5’ de I’alteracié i diversos encebadors reverse localitzats
entre la ultima sonda delecionada i la primera sonda amb dosi normal a I'extrem 3’ de
I'alteracio, segons resultats de CMA (Figura 2.5). Es realitza una PCR per cada combinacié
d’encebadors forward i reverse i es realitza la seqiienciacié Sanger al producte amplificat, el

qual sera analitzat a través de I'analitzador genétic.
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Figura 2.5: Localitzacio dels encebadors dissenyats per la caracteritzacié dels punts de trencament

(*)Forward; (&) Reverse

Protocol d’amplificacid i seqiienciacio per la caracteritzacio dels punts de trencament

REACTIUS:
Takara Ex Taq
Encebadors forward i reverse (dissenyats especificament per cada cas):

Ressuspendre els encebadors liofilitzatsen aigua per obtenir una concentracié de 100uM (solucid
stock 1).

Diluir 10pL de solucié stock 1 en 90uL d’aigua (solucié stock 2).
Diluir 10pL de solucié stock 2 en 90uL d’aigua (solucié stock 3).

BigDye Terminator v.3.0 (Applied Biosystems)

AMPLIFICACIO

Cada mostra s’amplificara juntament amb una mostra control (individu sense delecio a la regio
d’estudi).

Mesurar la concentraci6 de les mostres d’ADN i diluir a una concentracié de treball de 200ng/L.

Fer una barreja seguint els volums indicats a la taula seguient:

Reactiu Volum

10x Ex Taq buffer 2,5uL
dNTP mixture 2ul
Encebadorforward (stock 2) 1,5uL
Encebadorreverse (stock 2) 1,5uL
Aigua 16,375ulL
Takara Ex Taq 0,125l

Dispensar 24l de barreja i 1uL de mostra i posar al termociclador:
989C 2 minuts + 30 cicles (982C 10 segons, 542C 30 segons i 7292C 5 minuts) + 722C 10 minuts

Correr el producte de PCR en un gel d’agarosa 1,5% a 100 volts durant 15 minuts per identificar si hi
ha hagut amplificacié.
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SEQUENCIACIO
Barrejar 8L de producte de PCR amb 2L d’ExoSap per eliminar restes de nucleotids. Posar al
termociclador: 372C 15 minuts i 802C 15 minuts.

Fer dues barreges (una amb encebador forward i una amb encebador reverse) seguint els volums
indicats a la taula seglient:

Reactiu Volum

BigDye 0,5puL

Tampd 1x 2ul
Encebador(stock 3)* 3,2uL
Aigua 3,5uL

*forward o reverse

Dispensar 9uL de barreja de seqiienciacié i 3L de producte de PCR netejat i posar al
termociclador:25 cicles ( 962C 10 segons, 509C 5 segons i 602 4 minuts).

PRECIPITACIO

Dispensar en un tub eppendorf 12l de producte de sequenciacio, 62uL d’aigua i 24pL d’etanol
absolut.

Deixar en rep0s a temperatura ambient 20 minuts i centrifugar 20 minuts a 15000xg.

Eliminar el sobrenadant i dispensar 250uL d’etanol 70%. Fer un petit vortex i centrifugar 15 minuts a
15000xg.

Eliminar el sobrenadant i deixar assecar I’ADN.

ANALISI DE SEQUENCIES

Ressuspendre I’ADN en 10uL de Formamida, fer un vértex i traspassar a la placa de seqiienciacio.
Posar la placa al termociclador per desnaturalitzar a 952C 5 minuts.

Introduir la placa a I'analitzador genétic ABI3130 (Applied Biosystems) i associar al programa d’analisi
que inclou els seglients parametres:

- Voltatge d’injeccid: 1,2kV
- Temps d’injeccio: 12s
- Voltatge de carrera: 8,5kV

- Temps de carrera: 3780s

- Temperatura del forn: 602C

Els resultats s’analitzen amb el software SequencingMapper proporcionant la seqiiéncia de
nucleotids i es fa un ensemblatge utilitzant el BLAT del software online de UCSC

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) per identificar la regié delecionada

de la mostra.
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2.2.10. Analisi estadistic

S’ha realitzat una analisi estadistica de la longitud dels diferents grups de CNVs i de les
diferents variables categoriques(TP, TC, co-morbididitat i dismorfologia) (Taula 2.13) en funcio

de la preséencia o abséncia de CNVp i VOUSpp.

Les possibles associacions entre variables s’han analitzat mitjancant proves de x°. Quan un o
més dels valors esperats utilitzats per als calculs x* sén inferiors a 5, es calcula el valor de p
mitjancant la prova exacta de Fisher. Quan el resultat és estadisticament significatiu, I'odds
ratio és indicada com a una mesura de la mida de |'efecte. Per a les variables continues
dependents, i ates que es mostren distribucions no normals (segons el que determina les
proves de Shapiro-Wilk i la inspeccid visual), s’han utilitzat els tests de Kruskal-Wallis i Mann-
Whitney. Per indicar la significacid estadistica s’estableix un llindar de p<0,05. Les analisis
estadistiques s’han realitzat amb el paquet estadistic per a ciéncies socials (SPSS, IBM, EUA)

versio 16.0.

2.2.10.1 . Analisi de les caracteristiques de les variants en nombre de copies

Segons els criteris establerts (apartat 2.2.7, pagina 76) les CNVs rares es classifiquen en quatre
categories. No obstant, tant les VOUSpb i les CNVb no contribueixen a la clinica del pacient, pel
que son agrupades en un Unic grup anomenat CNVs no patogeniques. S’han comparat les
mitjanes de la longitud de les CNVs entre els tres grups de CNVs (CNVp, VOUSpp i no
patogéniques) per identificar una possible associacié entre la longitud i la patogenicitat de
I'alteracid. Tenint en compte que la longitud no segueix una distribucié normal, s’ha realitzat el
test Kruskal-Wallis i posteriorment s’han comparat les mitjanes per parells mitjangant el test

Mann-Whithney.

2.2.10.2 . Analisi de les variables categoriques

S’ha comparat la distribucid dels TP en funcié del sexe, el nivell de DI i la preséncia o abséncia
de TC mitjancant taules de contingéncia i avaluant I'associacié mitjancant la prova x° de

Pearson.
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L'associacié de les diferents variables categoriques enregistrades s’ha realitzat entre dos grups
d’individus en funcié de la preséncia o abséncia de CNVp i VOUSpp mitjancant diferents proves
estadistiques per determinar si la preséncia d’aquestes CNVs incrementa el risc d’alguna de les

variables (Taula 2.13).

S’ha realitzat I’analisi d’odd ratio per aquelles variables amb significacid estadistica per calcular

la magnitud de I'efecte.

Taula 2.13: Variables categoriques analitzades en funcié de la preséncia o abséncia de variants en
nombre de copies patogeniques i variants de sginificacio clinica incerta probablement patogeniques

Variable categorica Prova estadistica

Edat Kruskal-Wallis

Sexe x2 de Pearson

Grau de DI x2 de Pearson

Preséncia/Abséncia de trastorn psiquiatric xz de Pearson
Distribucié de trastorn psiquiatric xz de Pearson
Preséncia/Abséncia de trastorn de conducta xz de Pearson
Co-morbiditat trastorn psiquiatric + trastorn de conducta x2 de Pearson
Co-morbiditat de dos trastorns psiquiatrics en un Unic individu x2 de Pearson
Presencia/Abséncia de dismorfia x2 de Pearson

Numero de trets dismorfics Mann-Whitney
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3.1. Valoracio global del rendiment de les tecniques emprades en

I’estrategia diagnostica

L'estratégia d’analisi genetica aplicada a la cohort de 100 pacients adults amb diagnostic dual
(Figura 2.1 pagina 49) ha permes identificar una alteracié genética en 38 individus amb un
rendiment diagnostic del 4% amb bandes G, del 3% amb el cribatge del SXF, del 3,6% amb MLPA
de regions subtelomeriques i del 26,7% amb CMA (Taula 3.1). Les tecniques moleculars
especifiques, que inclouen FISH, seqlenciacié Sanger i MLPA amb sondes comercials, s’han
realitzat Unicament en aquells casos amb sospita clinica per una sindrome especifica, facilitant el
diagnostic en 9 casos. Els individus amb alteracions cromosomiques identificades per cariotip amb
bandes G i els individus amb CNVs identificades per MLPA de regions subtelomeériques, han estat
posteriorment analitzats per CMA per identificar la presencia d’altres CNVs i identificar els punts

de trencament de les alteracions previament identificades.

Taula 3.1: Estrategia d’analisi genética i rendiment diagnostic

Técnica utilitzada Analisi genetica Alteracié
Cribatge de Alteracié cromosomica 3
. o o
Cariotip bandes G 100 reorganltz\aa.ons Translocacié equilibrada 1 4%
cromosomomiques
Amplificacié regié 5" FMR1 100 Cribatge SXF SXF confirmats 5* 3%
Confi L, it SVCF 4
Estudis moleculars on |rmaC|f) s0spita SPW 2
e 1 SC clinica de sindromes -
especifics . SSM 2
especificques
SW 1
i i CNV btelomeri 2
MLPA (P036/P070) 82 Cribatge r\e.glons p subte c.)meréca 3 6%
subtelomeriques CNVp proximal 1
Cribatge CNVs CNVp 11 o
cMA 86 submicroscopiques VOUSpp 12 26,7%

(N) Subjectes analitzats; (n) Pacients amb alteracié identificada; (RD) Rendiment diagnostic; (*) Tres individus sén
germans; (SC) Individus amb sospita clinica; (SXF) Sindrome X fragil; (SVCF) Sindrome Velocardiofacial; (SPW) Sindrome
de Prader Willi; (SSM) Sindrome de Smith Magenis; (SW) Sindrome de Williams; (MLPA) Multiplex ligation dependent
probe amplification; (CMA) Cariotip molecular; (CNVp) Variant en nombre de copies patogeénica; (VOUSpp) Variant de
significacio clinica incerta probablement patogénica; (1) Per I'estudi de sindromes clinicament reconegudes s’han
utilitzat les técniques de FISH, seqlienciacié Sanger i MLPA comercial; (2) Els dos kits de MLPA inclouen sondes
intersticials pels cromosomes acroceéntrics, pel que s’ha pogut identificar una duplicacié 15q11q13.
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MLPA de regions subtelomeériques

Eficiéncia analitica

Els resultats obtinguts amb els dos kits emprats sén concordants a excepcié d’un cas. El kit de

MLPA P036 ha identificat una delecié amb la sonda RABL2B (22q13.33) mentre que el kit MLPA

P0O70 mostra una dosi normal amb la sonda ARSA (22g13.33). Per determinar la dosi d’aquesta

regié s’ha realitzat una analisi mitjancant FISH comercial que confirma I’haploinsuficiencia de la

regid. El posterior analisi amb CMA localitza el punt de trencament entre els introns 3 i 9 del gen

SHANK3 (NM_033517.1) (Figura 3.1), mentre que la sonda especifica per la regié subtelomérica

del brag llarg del cromosoma 22 inclosa al kit PO70 té una localitzacié més proximal respecte a la

regié delecionada.
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Figura 3.1: Regi6 subtelomérica del cromosoma 22

51,500, a6s|

Localitzacié de la delecié 22g13.31 i de les sondes de MLPA i de FISH utilitzades. La delecié 22q13 identificada
mitjangant la sonda RABLB2 del kit PO36 no inclou el gen ARSA, on es localitza la sonda 22qgter del kit P070. La sonda de

FISH utilitzada solapa parcialment amb la regié delecionada.

Per calcular 'especificitat i la sensibilitat analitica definim:

— Individus amb CNVp:

o Vertaders positius: CNVs identificades amb els dos kits.

O

Falsos negatius: CNVs identificades amb un unic kit.
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— Individus sense CNVp:

o Falsos positius: CNVp no confirmades.

o Vertaders negatius: sense CNVp.

Especificitat = VN/(VN/FP);Sensibilitat = VP/(VP+FN)

La técnica de MLPA de regions subtelomeériques té una especificitat analitica del 100% i una

sensibilitat analitica del 66,6% (Taula 3.2).

Taula 3.2: Taula pel calcul de la sensibilitat i especificitat analitica delaMLPA

MLPA ‘ CNVp o VOUSpp CNVp o VOUSpp Total
Positiu 2 0 2
Negatiu 1 79 80

Total 3 79 82

Eficiencia diagnostica

L'eficiéncia diagnostica és un parametre util per determinar el rendiment diagnostic en la deteccié
de CNVs. La tecnica de MLPA de regions subtelomeériques realitzada en 82 individus ha identificat
CNVp en 3 dels casos. Els posteriors estudis per CMA han identificat CNVp o VOUSpp

intersticialsen 17 dels individus amb resultat negatiu per MLPA.

Per calcular I'especificitat i la sensibilitat diagnostica definim:

— Individus amb CNVp/VOUSpp:

o Vertaders positius (VP): CNVp/VOUSpp identificades amb MLPA.

o Falsos negatius (FN): CNVp/VOUSpp no identificades amb MLPA.

— Individus sense CNVp/VOUSpp:

o Falsos positius (FP): CNVp/VOUSpp no confirmades.

o Vertaders negatius (VN): sense CNVp/VOUSpp.

Especificitat = VN/(VN/FP);Sensibilitat = VP/(VP+FN)
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L'especificitat diagnostica mitjancant MLPA és del 100% i la sensibilitat diagnostica és del

20%(Taula 3.3).

Taula 3.3: Taula pel calcul de la sensibilitat i especificitat diagnostica de la técnica MLPA

MLPA ‘ Casos amb CNVp o VOUSpp Casos sense CNVp o VOUSpp Total
Positiu 3 0 3
Negatiu 17 62 79

Total 20 62 82

aCGH

L'analisi mitjancant CMA s’ha realitzat en dues tandes. En la primera tanda, s’analitzen 41

pacients tenint en compte els seglients criteris técnics d’acceptacié dels resultats dels arrays:

— Valors de qualitat dins els rangs d’excel-lent (DLRS<0,20) i correcte(0,20<DLRS<0,30).

— Es considera que una CNV és vertadera quan s’inclouen quatre o més sondes consecutives

amb una log2 ratio minima de 0,25.

S’han identificant un total de 85 CNVs rares, 63 de les quals han estat analitzades mitjancant una
tecnica molecular alternativa per la seva confirmacid: 53 s’han analitzat amb MLPA no comercial,
quatre amb MLPA comercial, una amb FISH no comercial i cinc CNVs identificades en un mateix
pacient s’han analitzat amb un segon CMA. Els estudis de confirmacié han validat el 88,8% de les
CNVs identificades (56/63). Les set CNVs no confirmades corresponen a cinc arrays diferents (tres

falsos positius sén producte d’'un mateix array). Els falsos positius es caracteritzen per:

— Localitzar-se en regions altament repetitives i riques en variants estructurals, quatre de les

quals no inclouen gens ni elements reguladors coneguts.

— Presentar valors de qualitat en el rang correcte(DLRS: 0,2-0,30) en dos arrays i valor al limit alt

del rang excel-lent (0,189) en un array.

— Incloure només quatre sondes consecutives amb valors de log2 ratio minima de 0,25 en dues

de les CNVs no confirmades.
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Aguesta analisi ha comportat redefinir els parametres de qualitat per I'acceptacié dels resultats

dels arrays :

— Valors de qualitat (DLRS) <0,18.

— Es considera que una CNV és vertadera quan s’inclouen cinc o més sondes consecutives amb

una log2 ratio minima de $0,25.

En la segona tanda, s’han analitzat 45 pacients obtenint un valor promig de DLRS de 0,15 (0,126-
0,21), tres dels quals presentaven anomalies observades per cariotip amb bandes G. Es repeteix el
CMA en quatre casos amb DLRS>0,18 obtenint valors optims (<0,18) per la seva acceptacio.
L'analisi dels resultats identifica 138 CNVs rares, de les quals 27 s’han analitzat mitjancant una
segona teécnica (seleccionant aquelles CNVs classificades com CNVp o VOUSpp i algunes CNVs amb
significacié clinica incerta): 15 s’han analitzat amb MLPA no comercial, quatre amb MLPA
comercial, set amb FISH no comercial i una amb cariotip. Les 27 CNVs han estat confirmades. A
més a més, el CMA ha detectat les quatre anomalies identificades pel cariotip convencional en

tres individus.

La tecnica de CMA realitzada en dues tandes ha identificat un total de 223 CNVs (annex 2), 94 de
les quals han estat confirmades mitjancant una técnica alternativa. S’han identificat set falsos

positius (Taula 3.4).

Taula 3.4: Confirmacié de variants en nombre de copies identificades mitjangant cariotip molecular

Técnica N2 CNVs analitzats N2 CNVs Falsos

12 tanda 22 tanda TOTAL | confirmats | positius
Cariotip 0 5* 5 5 0
MLPA comercial 4 4 8 8 0
MLPA amb sondes no comercials 53 15 68 62 6
FISH amb sondes no comercials 1 7 8 7 1
CMA 5 0 5 5 0
Total 63 31 94 87 7

(*) Quatre CNVs havien estat identificades amb el cariotip amb bandes G.
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3.2. Tecniques de confirmacio de les variants en nombre de copies

Per la confirmacio de les CNVs es van posar a punts les técniques de MLPA i FISH amb sondes no

comercials.

Amb els suport del softwareonline Proseek (http://davinci.crg.es/estivill_lab/mlpa/) pel disseny
adequat de les sondes i seguint les recomanacions de MRC-Holland, es van dissenyar 68 sondes
(Taula 3.4). Per cada panell utilitzat, es va incloure una mostra control positiva per determinar la
qualitat dels resultats. Del total de 68 sondes utilitzades, el valor del control positiu va ser

incorrecte en tres d’elles, pel que van ser redissenyades.

Per la confirmacié de CNVs mitjancant FISH, cada sonda problema s’ha preparat juntament amb
una sonda control. Es van confirmar set de les vuit CNVs analitzades mitjangant aquesta tecnica
(taula 3.4), sense identificar cap reorganitzacid (translocacié desequilibrada o insercid). La CNV
gue no va ser confirmada es va analitzar amb una tercera tecnica (MLPA no comercial) que va
mostrar un resultat concordant amb la técnica de FISH, confirmant que es tractava d’un artefacte

del CMA.

3.3. Anomalies genetiques identificades

El 38% dels individus adults amb diagnostic dual presenta una alteracid genetica associada al
fenotip (Taula 3.5). S’han identificat canvis de dosi en 31 individus (vuit dels quals corresponen a
sindromes clinicament reconegudes), una translocacié equilibrada en un individu, una mutacid
puntual en un individu i una mutacié dinamica (expansio del triplet CGG del gen FMR1) en cinc

individus (Figura 3.2).
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Taula 3.5: Alteracions geneétiques identificades en la cohort d’adults amb diagnostic dual

Alteracié Id Pacient

Cromosomiques

Translocacié equilibrada t(6;9)(p21;q13) 96

del9g31g32 90

dupXp11.4p21.3 71
Cromosoma X derivatiu d’una inversid: 10!

delXp11.2p22.33 i dupXq25g28
Sindromes clinicament reconegudes

del7q11.23 (SW) 5
del15q11q13 (SPW) 7,31

del17p11.2 (SSM) 62

Mutacié RAI1 (SSM) 46

del22q11.2 (SVCF) 1,2,3,4

SXF

6,51, 52" 5319 118

CNVs submicroscopiques

del2p16.3 (NRXN1) 55,94
dup3q29 34
del7g31 32,151
del8p23.1 85
del8qg21.13 66
dup9p24.2p24.1 122 1231
del10g21.3 82
Reorganitzacié subtelomeérica 2619
delecié 10g26.12926.3 i duplicacié 15926.3
del12p12.1 63
dup15qg11q13 98
del15¢g13.2q13.3 14
dup15q14q15.1 59 go
del15g26.2 92
del16p11.2p12 9
dupl7q24.1g24.2 79
del22g13.33 18

(1)Individu amb dues CNVs; (2) Germans amb la mateixa alteracio.
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35

30 -~

15 A

10 A

Canvi de dosi Translocacio mutacioé puntual mutacié dinamica
esquilibrada

Figura 3.2: Freqliéncia de les diferents alteracions genétiques identificades

Els resultats obtinguts s’"han agrupat en tres categories:

Sindromes clinicament reconegudes: individus amb sospita clinica d’'una sindrome especifica

confirmada (pacients 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 31, 46, 51, 52, 53, 62, 118 Taula 3.5).

Translocacié cromosomica equilibrada: alteracié cromosomica visualitzada pel cariotip en qué

I'array ha posat de manifest que no hi ha un canvi de dosi (pacient 96 Taula 3.5).

CNVs: s’inclouen tots els individus amb alteracions amb canvi de dosi a excepcié d’aquells que
presenten una sindrome clinicament reconeguda (pacients 9, 10, 14, 18, 26, 32, 34, 55, 59, 60,

63, 66, 71,79, 82, 85, 90, 92, 94, 98, 122, 123, 151 Taula 3.5).
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3.3.1. Sindromes especifiques clinicament conegudes

L'analisi del triplet CGG de la regié 5’ del gen FMR1 ha permes identificar una mutacié completa
en cinc individus (6, 51, 52, 53 i 118), corresponent a la SXF, tres dels quals sén germans (51, 52 i
53). La sospita clinica d’una sindromeconeguda ha estat confirmada en nou individus, identificant-
ne quatre (1, 2, 3 i4) amb SVCF per delecié 22q11, dos (7 i 31) amb SPW per delecié 15q11q13, un
(46) amb SSM per mutacié puntual del gen RAI1 (c.367dupG, NM_030665.3) que provoca un codd
stop, un (62) amb SSM per delecié 17p11.2 i un (5) amb SW per delecié 7q11.23. En total, 14
individus (14% de la cohort) presenten sindromes clinicament reconegudes(Taula 3.6), vuit de les

quals estan causades per CNVs.
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Taula 3.6: Pacients amb sindromes clinicament reconegudes

Anomalia Trastorn psiquiatric Trastorn de conducta Historia familiar
SVCF del22911.2 H 19 Fobia social - -
SVCF del22911.2 H 34 L sQz - Avia materna amb deméncia
Mare SVCF + trastorn psicotic +
3 SVCF? del22q11.2 D 24 L Trastorn esquizoefectiu depressiu Agressivitat verbal i fisica Parkinson. Familia materna
antecedents d’epilépsia
4 SVCF? del22911.2 D 46 L Sz . - Filla SVCF + trastorn psicotic
Trastorn delirant
5 sw? del7q11.23 D 50 M Trastorn bipolar - -
6 SXF CGG>200 H 35 M TDAH Agre55|V|.tat verb.al i f|.5|ca, conducta sexual Mare Q| limit
inapropiada i demandant Pare SQZ
7 SPW? del15q11q13 denovo H 40 L sQz - -
Episodi depressiu greu sense
31 sPw? del15g11q13 denovo D 27 M simptomes psicotics Agressivitat fisica i conducta autoagressiva -
Trastorn explosiu intermitent
6 SSM ¢.367dupG RAI1 b 29 L Trastorn explosiu intermitent Agressivitat verbal i f|S|c.a,. co.nducta autoagressiva i Pare trastorn de.pendenu.a aIthoI
(NM_030665.3) oposicionista Germana seguiment psicologic
51 SXF CGG>200 H 45 L TDAH - Cosi SXF (DI lleu + TEA)
527 SXF CGG>200 H 39 M Autisme infantil - N eur
Agressivitat verbal i fisica, conducta demandant i Avia materna amb possible trastorn

53! SXF CGG>200 H 20 M TDAH & erralnt salut mental

62 SsM2 del17p11.2 H % M Trastorn explosiu intermitent Agressivitat verbal i fisica, conducta autoagressiva i Oncle materrl sQz

demandant Oncle patern abus alcohol
Autisme infantil Agressivitat verbal i fisica, conducta destructiva,

118 SXF CGG>200 H 50 M autoagressiva, oposicionista, demandant, entre altres -

Trastorn hipercinetic disocial
problemes de conducta

(1d) Identificador pacient; (Sd) Sindrome; (DI) Grau de discapacitat intel-lectual; (SXF) Sindrome X Fragil, (SVCF) Sindrome Velocardiofacial; (SPW) Sindrome Prader Willi; (SSM)
Sindrome Smith Magenis; (SW) Sindrome de Williams; (CGG>200) Expansié de més 200 repeticions del triplet de nucleotids CGG del gen FMR1 provocant la mutacié completa; (Del)
Delecio; (H) Home; (D) Dona; (L) Lleu; (M) Moderada; (TDAH) Trastorn de deficit d’atencid i hiperactivitat; (SQZ) Esquizofrénia; (Ql) Quocient intel-lectual; (TEA) Trastorn d’espectre

autista; (1) Germans; (2) Sindrome causada per CNV.
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3.3.2. Translocacié cromosomica equilibrada

El cariotip amb bandes G ha identificat una translocacié reciproca de novo aparentment
equilibrada entre el bra¢ curt del cromosoma 6 i el brag llarg del cromosoma 9 (Figura 3.3).
L'estudi mitjancant CMA ha confirmat que es tracta d’una translocacié equilibrada i no s’han
identificat CNVs de rellevancia. La pacient presenta una DI lleu, trastorns de I'humor (afectius)
persistents i una dismorfologia caracteritzada per una cara asimeétrica, macrostomia, mandibula

prominent i base nasal ampla.
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Figura 3.3: Cariotip amb bandes G de la translocacié equilibrada t(6;9)(p27;q13)

Les fletxes indiquen els cromosomes 6 i 9 reorganitzats.
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3.3.3. Variants en nombre de copies

L'estudi de CMA s’ha realitzat a tots els pacients, a excepcié dels 14 casos amb sindromes
clinicament reconegudes. En els casos que presentaven alteracions en el cariotip i en el MLPA
subtelomeric, s’ha aplicat el CMA per determinar la longitud de les CNVs, els punts de trencament

i detectar la presencia d’altres CNVs.

El CMA aplicat a 86 individus ha identificat un total de 1.650 CNVs amb una mitjana de 19,2
CNVs/individu. El 86,5% (1.427) corresponen a CNVs polimorfiques, 921 delecions i 506
duplicacions, amb una mitjana de 16,5 CNVs polimorfiques/pacient. El 13,5% (223) restant
correspon a CNVs rares, set de les quals han resultat ser artefactes de la técnica. En total s’han
identificat 216 CNVs rares en 81 individus (cinc pacients no presenten CNVs rares), 104 delecions
(48,1%) i 112 duplicacions (51,9%), amb una mitjana de 2,5 CNVs rares/pacient. Segons els criteris
descrits a material i métodes, es classifiquen en quatre grups: 13 CNVp, 12 VOUSpp, 138 VOUSpb i
53 CNVb (Figura 3.4i Taula 3.7).
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250

100 pacients

_____

14 pacients amb sindromes
confirmades

86 pacients 200 '
L =
'}" =
i .
' 150
1.650CNVs
t 100
1.427 CNVs
polimorfiques
\
223 CNVsrares
50
7 Falsos positius 9/
N 4 6
216 CNVs rares
N -0
R —
Classificacio TOTAL CNVp VOUSpp VOUSpb CNVh

Figura 3.4: Representacio de I’analisi mitjangant CMA i de la classificacié de CNVs rares

(CNVp) Variant en nombre de copies patogénica; (VOUSpp) Variant de significacid clinica incerta probablement
patogenica; (VOUSpb) Variant de significacié clinica incerta probablement benigne; (CNVb) Varaint en nombre de copies
benigne; (Vermell) delecions; (Verd) duplicacions.

Taula 3.7: CNVs identificades en els 86 individus analitzats mitjangant CMA

CNVp VOUSpp VOUSpb CNVb
Ne CNVs 13 12 138 53
Long't‘(‘sb';"tjana 10.031,650 717,724 213,042 131,054
Rang longitud 28,101-51.008,178 24,496-2.738,947 9,747-3.706,574 22,752-616,227

(CNVp) Variant en nombre de copies patogénica; (VOUSpp) variants de significacid clinica incerta probablement
patogeéniques; (VOUSpb) Variants de significacid clinica incerta probablement benignes; (CNVb) Variant en nombre de
copies benigne.
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El grup de CNVp presenta una longitud mitjana d’aproximadament 10Mb, on el 76,9% (10/13)
presenta una longitud superior a 1Mb, i amb una proporcid 2,25:1 (9:4) de delecions respecte
duplicacions. LesVOUSpp presenten una longitud mitjana de 717,7Kb, amb una longitud inferior a
500Kb en el 50% (6/12), i una proporcié 1:1 (6:6) de delecions respecte duplicacions. Les VOUSpb i
CNVb tenen una longitud mitjana de 213pb i 131pb respectivament, amb el 93% (129/138) de les
VOUSpb i el 96% (51/53) de les CNVb amb una longitud inferior a 500Kb (sent inferiors a 100Kb en
el 65% de les VOUSpb i el 58% de les CNVb), i una proporcié de delecions respecte duplicacions de
0,8:1 (60:78) i 1,2:1 (29:24) respectivament. Considerant que les VOUSpb i les CNVb no
contribueixen en el fenotip, s’han unit en un Unic grup anomenat CNVs no patogeniques (Figura

3.5).

no patogeniques

CNVp

VOouUSpp

m<500kb m500kb-1Mb m>1Mb

Figura 3.5: Representacio de la longitud de les CNVs en les tres categories

(CNVp) Variants en nombre de copies patogeéniques; (VOUSpp) Variants de significacid clinica incerta proablement
patogéniques; (no patogeniques) Inclou les VOUS probablement benignes i les CNVs benignes.

Per identificar una possible diferencia en la longitud de les CNVs entre els grups de CNVp, VOUSpp
i no patogeniques, al no presentar una distribucié normal s’ha utilitzat el test Kruskal-Wallis i una
comparacio per parells mitjancant el test Mann-Whitney. Els resultats indiquen una diferéncia
estadisticament significativa en la longitud de les CNVs entre els tres grups (p<0,001), amb una
longitud significativament superior en el grup de CNVp respecte als altres dos grups (p<0,01) i una
tendéncia a la significacid en el grup VOUSpp respecte al grup no patogenic (p=0,018). La
diferéncia en la longitud de les delecions respecte les duplicacions no és estadisticament

significativa.
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3.3.3.1. Variants en nombre de copiespatogéniques

Les 13 CNVp s’han considerat causants del fenotip en 11 individus (Taula 3.8), dos dels quals
presenten dues CNVp (pacients 10 i 26), i tots presenten altres CNVs rares no patogeniques. S’ha
realitzat I'estudi dels progenitors per determinar I'heréncia de 12 de les 13 CNVp: vuit de novo,

dues heretades i dues derivende la mateixa inversié materna (Figura 3.6).

O P N W M U1 OO N

de novo materna inversid materna desconegut
equilibrada

W delecio m duplicacio

Figura 3.6: Heréncia de les variants en nombre de copies patogéniques

Els 11 individus amb CNVp s’agrupen en cinc categories:

— Alteracions cromosomiques: tres pacients amb alteracions identificades mitjangant cariotip

convencional.

— CNVs recurrents: tres pacients amb alteracions descrites com a sindromes recurrents.

— CNV a la mateixa regid cromosomica en individus no emparentats: dos pacients no

emparentats presenten una CNVp a la mateixa regio.

— Mdltiples CNVs en un Unic individu: un individu amb dues CNVp.

— Altres CNVp: dos pacients amb delecions responsables de la clinica.
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Taula 3.8: Fenotip cognitiu i psiquiatric i genotip dels individus amb variants en nombre de copiess classificades com a patogéniques

CNVp (hg19)

2p16.3(50660882-51078593)x1

Longitud
(Kb)

417

Heréncia

De novo

N2 Gens
RefSeq

Trastorn psiquiatric

TB

Trastorn de conducta

Altres CNVs (hg19)

2021.3(135832699-135865414)x1 *
5q12.1(059715912-059771517)x3 *

94

2p16.3(50510602-51137271)x1

626

Materna

Trastorn delirant persistent

Conducta destructiva i
d’agressivitat fisica i verbal

15922.31(065329938-065362884)x1 *

90

9931.1932(107056010-115867141)x1

8.811

NA

67

Fobies especifiques (aillades)
Trastorn d’adaptacié

Conducta d’agressivitat verbal,
oposicionista, demandant i altres
problemes de conducta

8q11.21(48166013-48224194)x3 *

26

10926.12926.3(122259702-135434178) x1

15426.3(99168589-10248088)x3

13.174

3.312

De novo

De novo

113

32

TOC
Trastorn de conducta hipercinétic

Conducta d’agressivitat fisica

1942.2(231715133-231813980)x3 '
2p22.3(32626512-33332063)x3 *
2031.1(169907405-169934898)x3 *

3¢13.32(118731995-118817506)x3 *

4q28.3(134921321-135180169)x1 *
6p21.32(32450699-32637117)x1 *

63

12p12.1(23432294-26233996)x1

2.801

De novo

14

Criteri diagnostic general per
problemes del comportament

16G22.3(72612701-72667608)x1 *

98

15q11q13(23699701-29006852)x3

5.306

De novo

126

Fobies especifiques (aillades)

Conducta d’agressivitat fisica

3013.33(120458780-120477254)x1 *
12¢24.12¢24.13(112184121-112315182)x3 *

17p11.2(19143173-19235773)x3 *

14

15q13.2913.3(30943703-32439084)x1

1.495

De novo

10

Trastorn generalitzat d’ansietat

8p23.2(2349676-2611645)x3 >
17925.3(75922616-76006562)x3 *

16p12.3p11.2(18901309-29182196)x1

10.280

De novo

131

Trastorn psicotic polimorf agut
sense simptomes de SQZ

NP

18

22q13.33(51123291-51224402)x1

101

De novo

Autisme infantil

Conducta d’agressivitat fisica,
destructiva, oposicionista i altres
problemes de conducta

1p33(50251279-50398578)x1 *

15¢26.3(100241987-100455105)x3 *

17¢25.1(73928952-73955405)x3 *

71

Xp21.3p11.4(25816432-38085678)x3

12.244

Materna

38

Altres trastorns de personalitat i
comportament organics degut a
malaltia mental, dany i disfuncié

Conducta d’agressivitat verbal i
fisica, oposicionista i altres
problemes de conducta

2p13.3(071645495-071791549)x3 *
8p12(035339203-035395724)x3 *

10

Xp11.2p22.33(169901-51101339)x3

Xq25q28(124642297-155227312)x1

51.008

30.410

Inversié materna

Inversié materna

360

335

Conducta d’agressivitat fisica i
oposicionista

1p21.1(105477393-105542371)x1
2p16.3(50894904-50923005)x1 *
12912(40610402-40786005)x3 *
14¢31.3(85851168-85897804)x1 *
16p13.12(12791776-12807266)x1
17¢24.3(70815557-70825304)x1 *

(Id) Identificador pacient; (CNVp) Variant en nombre de copies patogenica;(Gens RefSeq) Gens humans coneguts codificants i no codificants de proteines segons la col-leccié de
sequeéncies de referéncia NCBI; (DI) Grau de discapacitat intel-lectual; (Dism.) Dismorfia; (HF) Historia familiar; (NA) No analitzat; (L) Lleu; (M) Moderada; (TB) Trastorn bipolar; (TOC)
Trastorn obsessiu-compulsiu; (SQZ) Esquizofrénia; (NP) No en presenta; (1) Variant de significaciod clinica incerta probablement benigne; (2) Variant en nombre de copies benigne.
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3.3.3.1.1. Alteracions cromosomiques

L’estudi mitjancant el cariotip convencional amb bandes G ha identificat tres canvis de dosi amb
una longitud superior a 10Mb: una deleciéd 16p12.3p11.2, una duplicacié Xp21.3p11.4 i un

cromosoma X derivatiu amb duplicacié a Xp i delecidé a Xq .

Deleci6 16p12.3p11.2

La delecié té una longitud de 10,28Mb segons I'estudi mitjancant CMA acotant els punts de
trencament a 16p12.3p11.2 (Figura 3.7). L'estudi dels progenitors indica una delecié de novo. La
pacient (9 Taula 3.8) és una dona de 44 anys amb DI moderada, trastorn psicotic agut sense
simptomes d’SQZ i dismorfia caracteritzada per una talla baixa, microstomia, microcefalia,
implantacio posterior del cabell baixa, prominéncia maxilar, estrabisme, escoliosi, veu nasal, nas

petit amb punta rodona i base ampla i artrogriposi. No té antecedents familiars coneguts.

(hromesomeView: chrié (AMP: 0._ w.'_l. LOH:
4 17.5 Mb

20.0 Mb

22.5 Wb

25.0 mb

27.5 Mb -

30.0 Mb

Figura 3.7: Deleci6 16p12.3p11.2
(Fletxa) Cromosoma 16 delecionat identificat amb bandes G.
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Duplicacio Xp21.3p11.4

La duplicacié al brag curt del cromosoma X, 46,Y,dup(X)(p21.3p11.4) (Figura 3.8) identificada al
pacient 71 (Taula 3.8) té una longitud de 12,2Mb segons determina el CMA. Entre els gens
inclosos destaquen el DMD, associat a la Distrofia Muscular de Duchenne, i ILIRAPL1, associat a DI
lligada al cromosoma X. EI CMA ha identificat dues CNVs rares addicionals no patogéniques.
L'estudi mitjancant cariotip convencional de la mare ha determinat que és portadora de la
duplicacid. El fenotip del pacient, baré de 27 anys, es caracteritza per una DI lleu, trastorn de la
personalitat i comportament organic, problemes de conducta (entre ells agressivitat i conducta

oposicionista) i dismorfia (obesitat generalitzada, llavi inferior gruixut, malaoclusié dental, cara

rodona i peus plans).

Pacient n271

l

ChromosemeView: chil JAMP: 1, DEL: 0, LOH: 0
p22324 -

prz.12
p_"?ll:'

p21.24

pnaf et

B34

pi1214

Mare
. v
Y X
I AT
[

25Mb

5.0 mn

375 Mb

0.0 Me

Part superior: Cariotip amb bandes G. (Fletxa) Cromosoma X amb duplicacié. Part inferior:Imatge de CMA amb la

Figura 3.8: Duplicacié Xp21.3p11.4

duplicacié..
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Cromosoma X derivatiu amb duplicacid del brac curt i delecid del brac llarg

El cromosoma X derivatiu identificat en la pacient 10 mitjangant cariotip amb bandes G prové
d’una inversié materna, que resulta en una duplicacié en el brag curt i una delecié en el brag llarg:
46,X,der(X)inv(X)(p11.2925),dup(X)(p22.33p11.2),del(X)(g25928) (Figura 3.9). EI CMA ha
determinat els punts de trencament i la longitud de la duplicacié i la delecié6 de 51Mb i 30Mb
respectivament (Taula 3.8). Addicionalment, s’han identificat sis CNVs rares considerades no
patogeniques, entre elles una delecié 2p16.3 que inclou una regid intronica del gen NRXN1. La
pacient és una dona de 38 anys amb DI moderada, conducta agressiva i oposicionista i trets
dismorfics, incloent macrocefalia, cara llarga, macrostomia, paladar alt i estret, hipertrofia de
genives, filtrum llarg, solc de Sidney, camptodacticlia, hipoplasia de llavis majors, base nasal
ampla i hemangioma. La mare és portadora d’una inversid pericéntrica: 46,X,inv(X)(p11.22g25). La
historia familiar indica que la pacient té tres familiars amb DI (IV.2, 11l.7 i 111.8 jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). L'estudi del cariotip realitzat a alguns familiars mostra la
inversid pericéntrica en una germana i neboda sanes (I1.2 i lll.1 respectivament) i un cariotip
normal en una neboda sana (lll.2) i en un familiar afectat de DI (IV.2) (iError! No se encuentra el
origen de la referencia.). L'estudi mitjangant CMA de la germana portadora de la inversio (11.2)
amb un nét afectat de DI, identifica la delecid intronica a 2p16.3, una delecié de 15Kb a 16p13.12
que altera I'estructura del gen CPPED1 i dues duplicacions al cromosoma X corresponents als
punts de trencament de la inversid: duplicacié Xp11.2 de 146Kb que altera la dosi del gen NUDT10
i duplicacié Xg25 que no altera la dosi de cap gen conegut. L'estudi de CMA del familiar afectat de

Dl i amb cariotip normal (IV.2) no ha identificat cap canvi de dosi.
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Figura 3.9: Cromosoma X derivatiu

(a) La flexta senyala la delecio identificada amb bandes G; (b) CMA de la pacient 10 on s’observa la duplicacié Xp i la
delecid Xq. (c) Inversid pericentrica identificada a la mare (fletxa).

n4a

nmi n.z m3 nm4 s e 7 ng ms

V.1 V.2 W3 Va4 IVh V.6 W7 IVvE V9

Figura 3.10: Arbre genealogic de la pacient amb duplicacié Xp i delecié Xq
(Fletxa) Pacient 10 amb dupXp i delXq. (-) Portador de la inversié pericéntricadel cromosoma X.

(. /@ ) Discapacitat intel-lectual.
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3.3.3.1.2 . Veriants en nombre de copies recurrents

Es presenten tres pacients amb CNVs recurrents: microduplicacid 15ql11gl13, microdelecio

15g13.3 i microdelecié 22q13 (Taula 3.8).

Duplicacié 15911913 d’origen matern

S’ha identificat una duplicacié 15q11q13 (Figura 3.11) ambles sondes localitzades a la regid
pericentromérica del brag llarg del cromosoma 15 dels kits de MLPA P036 i PO70, que ha estat
confirmada mitjangant I'analisi de dosi de MS-MLPA i ha permes identificar els punts de
trencament corresponents a BP2 i BP3 de la regid critica PW/SA. L’estudi dels progenitors ha
mostrat que no en sén portadors. EIl CMA ha determinat una longitud de 5,3Mb incloent els gens
MRKN3, MAGEL2, NDN, SNURF-SNRPN, UBE3A, ATP10A, GABRB3, OCA i HERC2. L'estudi de
microsatel-lits del cromosoma 15 a pacient i progenitors (Figura 3.12) i el resultat del patré de

metilacié del MS-MLPA mostren |'origen matern de I’al-lel duplicat.

El pacient (98Taula 3.8), un baré de 18 anys, presenta DI moderada, TOC, trastorn de conducta
hipercinética i agressivitat. El fenotip dismorfic inclou macrocefalia, paladar alt i estret, orelles

grans, dits de les mans llargs, estrabisme i escoliosi.
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Figura 3.11: Representaci6 grafica del resultat de MLPA amb el kit P0O70 al pacient 98
(*) Duplicacio 15q11q13.
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Figura 3.12: Representacio grafica de I'estudi de microsatel-lits del cromosoma 15

S’analitzen cinc microsatél-lits localitzats a la regié 15q11q13 (A:D15S11, B:D155128, C:D155113, D:D15597, E:GABRB3)
i tres microsatel-lits a regid distal (F:D155194, G:D155123 i H:D15S131). El pacientpresenta un al-lel provinent del pare
(*) i un al-lel amb dues copies dels microsatel-lits de la regié 15q11q13 (A, B, C, D i E) provinents dels dos cromosomes

15 de la mare(&).

Deleci6 15913.3

Elresultat de CMA haidentificat una microdelecié 15q13.2q13.3 de 1,5Mb (Figura 3.13) localitzada
entre les duplicacions segmentaries BP4 i BP5 distals a la regié PW/SA. La delecié inclou els gens
TRPM1, KLF13, OTUD7A i LOC283710, els pseudogens LOC100288637 i HERC2P10, i I'extrem 5’ del
gen CHRNA7 (NM_000746.5) provocant la perdua dels 4 primers exons que impedeix la traduccid

de la proteina (Figura 3.14). El posterior analisi mitjangant MLPA amb el kit comercial P343 que
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inclou tres sondes especifiques per la regid alterada (TRPM1, KLF13 iCHRNA?7) ha determinat que

els progenitors no sén portadors de la delecid i per tant és una delecié de novo.

30.5 Mb 310 M ETE™ 32.0 Mb 32.5 Mo

Figura 3.13: Imatge de cariotip molecular de la delecié 15q13.2q13.3
A la part inferior s’observa el contingut genétic de la CNV. Es produeix una disrupcié del gen CHRNA7 (fletxa).

Scale 500 kb { haig
chris: | 31,560, 060| 32, 800, poal
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15013.3
RefSeq Genes
GOLGASH HERC2P18 W TREM1 (= KLF13 CHRNAT e
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Duplications of »>1008 Bases of Non-RepeatMasked Sequence
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delecio 150g13.3
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Figura 3.14: Representacié de UCSC de la regi6 15q13.2q13.3

S’observen els gens RefSeq inclosos a la delecié (linia negra de la part inferior) flanquejada per duplicacions
segmentaries (Segmental Dups). El punt de trencament distal (fletxa) altera I’estructura del gen CHRNA?7.

El pacient (14 Taula 3.8) és un baré de 27 anys que presenta DI lleu, trastorn generalitzat
d’ansietat, irritabilitat, desordres del son, tremolors i inquietud. Altres trets identificats sén la
obesitat generalitzada, pél corporal generalitzat, mala oclusié dental, paladar alt i estret,
ginecomastia i macroorquidisme. La historia familiar indica una mare amb trastorn d’ansietat,
pare amb consum d’alcohol, avia materna amb QI limit i dos germans (un home i una dona) amb

atacs epileptics en edat pediatrica. Els pares no sén portadors pero donat que no es pot descartar
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la preséncia de la delecid a la linia germinal es va analitzar la germana amb antecedents

d’epilepsia en edat infantil, descartant la presencia de la delecid i d’altres CNVs.

Microdelecié 22q13

S’ha identificat una microdelecié 2213 mitjangant el kit de MLPA P036 (Figura 3.15) que

posteriorment ha estat confirmada amb I’estudi de FISH i caracteritzada per CMA (Figura 3.16). La

delecid s’estén des de I'intré 9 del gen SHANK3 (NM_033517.1) fins al telomer.

1.40
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1p36.33

Xq28

Figura 3.15: Representaci6 grafica del resultat deMLPAamb el kit P036

Gene Wiew ichr22 : 51047920 51299822 , 251 Kb

(Fletxa) Deleci6 22q13.

Figura 3.16: Imatge de CMA de la deleci6 22q13

La caracteritzacid de la delecié mitjangant CMA determina que inclou parcialment al gen SHANK3.
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La pacient (18 Taula 3.8) és una dona de 25 anys amb un fenotip cognitiu i psiquiatric que inclou
DI moderada, autisme infantil, conducta d’agressivitat fisica, destructiva i oposicionista entre
altres problemes de comportament. Presenta paladar alt i estret, plenitud periorbitaria, fissures

palpebrals obliquades cap avall, base nasal ampla, hipercifosis toracica i taques café en llet.

3.3.3.1.3. Variants en nombre de copies a la mateixa regi6 cromosomica en individus no

emparentats

S’ha identificat una delecié 2p16.3 en dos individus no emparentats, totes dues afectant al gen de
la NRXN1.S’ha realitzat I'estudi de segregacio de la delecid 2p16.3 i una avaluacié cognitiva dels
familiars portadors dels dos adults de la cohort juntament amb un tercer cas pediatric que

presenta una delecié implicant la mateixa regio.

La pacient 55 (Taula 3.8 paginalOQiTaula 3.9) és una dona de 21 anys amb DI lleu, TB i una
conducta caracteritzada per reaccions a la frustracid inapropiades. L'avaluacid del perfil cognitiu
mostra una sindrome disexecutiva amb una conducta incontrolada, baixa tolerancia a la frustracio
i dificultats en la integracié de noves informacions, tant verbals com visuals. Presenta un fenotip
dismorfic caracteritzat per una cara llarga, implantacié baixa de les orelles, hipotelorisme, ulls
enfonsats, prominéncia maxilar, paladar alt i malposicié dentaria. Els resultats del CMA indiquen
una delecié de 417Kb que inclou els exons 6-18 del gen alfa NRXN1 (NM_001135656.1) (Figura
3.17). L'estudi dels progenitors mitjangant MLPA ha determinat una delecié de novo (iError! No

se encuentra el origen de la referencia.).

El pacient 94 (Taula 3.8 paginal00i Taula 3.9) és un bard de 20 anys amb DI lleu, trastorn psicotic
no especificat amb deliris hipocondriacs, autisme atipic, TOC i conducta violenta, destructiva i
agressiva amb rebequeries explosives. El perfil neurocognitiu inclou concretisme i deteriorament
sever de la funcié executiva, principalment en relacié a la memoria de treball, la dificultat per
classificar la informacié correctament i déficit de raonament abstracte. El fenotip dismorfic inclou
cara llarga, ulls enfonsats, hipotelorisme, implantacié baixa de les orelles, prominéncia makxilar i
paladar alt. La delecid identificada mitjangant CMA té una longitud de 626Kb i inclou els exons 6-
18 del transcrit alfa NRXN1 (NM_001135656.1) i I'inici del transcrit beta NRXN1 (NM_138735.2)
(Figura 3.17). L'estudi dels progenitors mitjancant MLPA ha determinat una heréncia materna

(iError! No se encuentra el origen de la referencia.). L’avaluacié cognitiva de la mare portadora
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ndica un QI limit (Ql=69) amb un comportament caracteritzat per gelosia, déficit en I'auto-control,
fluctuacions en l'estat d’anim i inestabilitat emocional, amb impulsivitat i ansietat. L’avaluacié

psicologica revela una baixa memoria de treball i un patré disexecutiu.

El tercer pacient és un nen d’ll anys amb DI lleu, trets autistes, hiperactivitat i conducta
desafiant. El perfil neurocognitiu es caracteritza per trastorn del llenguatge, mala memoria de
treball i atencid. Presenta una dismorfia facial amb cara llarga, ulls enfonsats, prominencia maxilar
i filtrum llarg (Taula 3.9). S’ha identificat una delecié a 2p16.3 de 516Kb que inclou els exons 1-5
del gen NRXN1 (NM_001135656.1) (Figura 3.17). L’estudi mitjancant MLPA dels progenitors ha
determinat una heréncia materna. La mare, de 36 anys, és la quarta de cinc germans aparentment
normals (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). L'avaluacié neurocognitiva
realitzada en la mare identifica un QI limit (Ql=75) amb un deteriorament cognitiu i trastorn
d’ansietat generalitzat, una sindrome disexecutiva caracteritzada per dificultats en la memoria de
treball, en la commutacio de I'atencid, en la flexibilitat mental i en la fluidesa verbal. S’ha realitzat
I’estudi mitjangant MLPA a familiars de segon i tercer grau, identificant dues tietes portadores de
la delecié (1.1 i I.5). La tieta Il.1 presenta un QI dins els rangs de la normalitat perd amb una
tendéncia a respondre de forma agressiva a petites provocacions. S’ha diagnosticat un trastorn
histrionic de la personalitat amb poca flexibilitat mental i bloqueig cognitiu. La tieta I.5 ha tingut
problemes escolars i presenta un Ql baix (QI=86) i s’identifiquen nivells elevats d’ansietat i estrés,
amb pors i pensaments perseverants de catastrofe. Es diagnostica un trastorn generalitzat
d’ansietat. Presenta problemes cognitius incloent dificultats en la memoria de treball, fluidesa
verbal i semantica i d’organitzacié. El fenotip cognitiu de les portadores juntament amb el del
probandus es recullen a la Taula 3.9. Els oncles no portadors de la delecid (I1.2 i I.3) presenten un

nivell d’intel-ligencia dins els rangs de la normalitat.
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Figura 3.17: Representacio de la localitzacié molecular de les tres delecions 2q16.3

(Linies vermelles) Delecions 2p16.3; (a/-NRXN1) Isoforma NM_001135656.1; (a2-NRXN1) Isoforma NM_001135659.1;
(B—NRXN1) Isoforma NM_138735.2.

Pacient 55

tric

Figura 3.18: Arbres genealogics de les tres families amb delecié 2q16.3

La fletxa senyala als probandus. (-) Portador de la delecié; (Il /@) Discapacitat intel-lectual; ([ /@) Individus
aparentment sans amb problemes cognitius
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Taula 3.9: Fenotip dels pacients i familiars portadors de la delecié 2p16.3

Pacient 55 Pacient 94 (I1.1) Mare (1.2) Pacient pediatric (I11.1) Mare (11.4) Tieta (I1.1) NEERR))
(1.2)

Grau de DI Lleu Lleu Ql limit Lleu Ql limit Normal Ql baix

Trastorn psiquiatric TB Trastorn |?s.ict‘.)tic, autisme TGA Trets autistes TGA Trastorn histri(‘:mic dela TGA
atipici TOC personalitat
Trastorn conductual + + + + - + +
Perfil cognitiu D D D Trast(?rr) de IIenguat.ge, ma.I? D Poca flex.ibilitat.rr.lental i D
memoria de treball i atencid bloqueig cognitiu. SD

Cara llarga + + NA + NA NA NA
Implantacié baixa orelles + + NA - NA NA NA
Hipotelorisme + + NA - NA NA NA
Ulls enfonsats + + NA + NA NA NA
Prominéncia maxilar + + NA + NA NA NA
Paladar alt + + NA - NA NA NA
Malposicié dentaria + - NA - NA NA NA
Filtrum llarg - - NA + NA NA NA

(Ql) Quocient intel-lectual; (TB) Trastorn bipolar; (TOC) Trastorn obsessiu-compulsiu; (TGA) Trastorn generalitzat d’ansietat; (SD) Sindrome disexecutiva; (NA) No avaluat.
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3.3.3.1.4 . Multiples variants en nombre de copies en un unic individu

La tecnica de MLPA pel cribatge de regions subtelomeriques ha identificat una delecié en el brag
llarg del cromosoma 10 i una duplicacié en el brag llarg del cromosoma 15 en un Unic individu (26
Taula 3.8 pagina 100), validades mitjangant FISH amb sondes comercials (Figura 3.19). S'observa
una reorganitzacié subtelomerica amb la duplicacié de 159 translocada a regié telomeérica de 10q.
L'estudi dels progenitors no ha identificat cap reorganitzacid en els pares. EIl CMA ha permes
caracteritzar els punts de trencament i la longitud de la delecié 10926.12g26.3 (3Mb) i de la
duplicacié 15926.3 (13Mb) i ha identificat sis CNVs rares addicionals. El pacient, un baré de 44
anys, presenta DI moderada, TOC, trastorn de conducta hipercinetic, conducta agressiva i fenotip
dismorfic amb orelles displasiques, paladar alt i estret, estrabisme, espai intermamilar

incrementat, cara llarga i base nasal ampla. No es coneixen antecedents familiars.
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Figura 3.19: Reorganitzacié subtelomérica identificada al pacient 26

A) Representacié grafica del resultat de MLPA amb el kit P036 que identifica una delecié 10q (*) i una duplicacié 15q
(&). B) La imatge de FISH permet identificar la reorganitzacié subtelomeérica. S’ha utilitzat la barreja de TotelVision que
inclou: sonda especifica pel brag curt del cromosoma 10 (verda), sonda especifica pel brag llarg del cromosoma 10
(vermella), sonda especifica pel brag llarg del cromosoma 15 (groga) i una sonda de sequiéncia Unica de la regié 15922
(blava). La fletxa blanca senyala el cromosoma 10 amb delecié subtelomérica del brag llarg i amb material de la regio
subtelomerica del cromosoma 15. C) Imatge de CMA de la delecié 10q (esquerra) i la duplicacié 15q (dreta).
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3.3.3.1.5 Altres variants en nombre de copies patogéniques

Deleci6 9931.1932

El CMA ha identificat una delecid 9931.1932 de 8,8Mb de longitud que ha estat confirmada
mitjangant la re-avaluacié a posteriori del cariotip amb bandes G (Figura 3.20). No s’ha pogut
realitzar I'estudi dels progenitors per determinar I’heréncia de I'alteracio. El pacient (90 Taula 3.8
pagina 100) és un bard de 24 anys que presenta una DI moderada, fobies especifiques aillades,
trastorn d’adaptacid i conductes d’agressivitat, oposicionista i demandant. L’avaluacié
dismorfologica identifica una cifosis dorsal, blefarofimosi, absencia de plec distal interfalangic
bilateral, hipoplasia de les orelles, pel corporal generalitzat, braquicefalia, cara llarga, mandibula
prominent, sinofridia i fissures palpebrals obliglies. En la historia familiar consta un cosi amb

depressio.

Chromosome\View: chrd (AMP: 1, B(]._;I, LOH: 0) Gene View =ched : 108168183-117755006 , 12.5 Mb
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Figura 3.20: Deleci6 9q31.1q32
CMA (esquerra) i bandes G (dreta) de la delecié 9931.1g32 (fletxa) identificada al pacient 90.
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Deleci6 12p12.1

RESULTATS

El CMA ha identificat una delecié 12p12.1 de 2,8Mb de longitud (Figura 3.21) que inclou el gen

SOX5, descrit recentment en individus amb DI. La delecié s’ha validat mitjangant MLPA i I'estudi

dels progenitors mostra que no en soén portadors. La pacient (63 Taula 3.8 pagina 100), una dona

de 19 anys, presenta una DI lleu, TOC, trastorn de conducta hipercineétic i conducta agressiva. El

fenotip dismorfic inclou pel corporal generalitzat, paladar alt i estret, retrognatia i base nasal

ampla.

ChromosomeYiew: chrl2 [AMP: 1, DEL: 1, LOH: 0) Gene Yiew :chri? : Z2498707-2T167642 , 466 Mb

p13.324

p13.24
pi2.3]
p12.24
p11.234
pl11.214

413114

013,13
q13.24
g14.13

q14.24
a5+
a1+
21,24
a21.314

1.3
922
073.14

q23.24
024114
024,134
24,224
24314

024,324
g4, 33

&

23.0 Wb ]

24.0 Mb

25.0 Mb

26.0 b s

270 Mb

s

Figura 3.21: Imatge de CMA de la deleci6 12p12.1

115



RESULTATS

3.3.3.2. Variants de significacio clinica incerta probablement patogéniques

S’han identificat 12 CNVs que podrien ser la causa genética del fenotip de 12 individus (Taula
3.10), sis delecions i sis duplicacions. L’estudi dels progenitors s’ha pogut realitzar en set casos,
sent totes les CNVs heretades (Figura 3.22). A la Taula 3.11es resumeixen els gens candidats
inclosos a les CNVs classificades com a VOUSpp, I'efecte de la CNV, la funcié de la proteina
codificada i les evidéncies existents a la literatura i bases de dades que han permes classificar-les

en aquest grup.

materna paterna materna i paterna desconegut

W deleci6 mduplicacié

Figura 3.22: Heréncia de les variants de significacio clinica incerta probablement patogeniques

Els 12 casos es presenten agrupats en:

— CNV en germans: tres parelles de germans amb genotip compartit (59-60, 122-123 i 79-

germa) i una parella de germans amb genotip no compartit (82-81).

— CNV a la mateixa regiéo cromosomica en tres individus no emparentats:dos pacients no
emparentats amb delecidé a la mateixa regié (32 i 151) alterant el gen IMMP2L i un pacient

amb una VOUSpb (115) que afecta a regid intronica del mateix gen.

— Altres CNVs VOUSpp: un pacient amb duplicacié en homozigosi (34), un pacient amb una
Unica CNV rara (92) i dos pacients que presenten VOUSpb addicionals que poden contribuir en

el fenotip (66 i 85).
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VOUSpp (hg19)

Taula 3.10: Fenotip psiquiatric i cognitiu i genotip dels individus amb CNVs classificades com a VOUSpp

longitud
(Kb)

Heréncia

Trastorn psiquiatric

Trastorn de conducta

Agressivitat verbal i fisica,

Dismorfia

Altres CNVs (hg19)

10q23.33(96625510-96751004)x3 *

10925.1(107984130-108014302)x1 >

34 3029(196022728-196515371)x3 492 Mat-Pat 14 Trastorn d’estrés post-traumatic conducta demandant + + 11922.3(102938672-103205118)x3 *
20q12(41184930-41287946)x1 "
. - 12923.1(96881237-96934971)x1
32 7931.1(111195151-111283170)x1 82 Materna 1 Trastorn d’estrés post-traumatic + + 1411.2(22513004-22968425)x1. >
2p23.1(30814684-30848349)x1 *
TOC . i 2p25.3(2571139-3596661)x3 *
151 70931.1(111112186-111255558)x1 143 Materna 1 Autisme infantil Agressivitat verbal i fisica + + 6p22.1(27632341-27659350) x3 2
14g11.1911.2(22395084-23011311)x1 >
Agressivitat verbal, conducta
. destructiva, sexual inapropiada, 1931.2(191935045-191992138)x1
8 8p23.1(10254051-10449952)x1 195 NA 3 Transvestisme oposicionista i demandant, amb * 1224.13(112183921-112315323)x3 *
altres problemes de conducta
Fobies especifiques 2p12 (79767455-79807301)x1 *
66 8921.13(80288192-81019201)x1 731 Paterna 6 Trastorn generalitzat d’ansietat * * 7p22.1(5857029-5882229)x1 *
1p34.2(40183006-40309338)x3 *
122 9p24.2p24.1(4094627-4671089)x3 576 NA 4 - Agressivitat verbal + + 1411.2(22935084-22968425)x1 >
20q13.13(48152656-48178810)x1 *
2q13(110852960-110983703)x3 *
123 9p24.2p24.1(4094627-4671089)x3 576 NA 4 Trastorn generalitzat d’ansietat Agressivitat verbal i fisica + + 10p13(14986974-015059703)x1 *
14q11.2(22513004-22992672)x1 >
Agressivitat verbal i fisica, 1p21.1(104306630-104731539)x3
82 10921.3(67963693-68265572)x1 301 NA ! ) conducta destructiva * * 14q11.2(22431667-23016598)x1 >
Agressivitat verbal i fisica, 1
. - . 6025.2(152936285-152959146)x1
59 15014q15.1(37882913-40621860)x3 2.738 Paterna 20 Trastorn de conducta hipercinetic . c.on.ducta destructlva., + + 733(133460590-133492814)x1 *
oposicionista, demandant i errant
TOC Conducta sexual inapropiada, 6025.2(152936285-152959146)x1 *
60 15914q15.1(37882913-40621860)3 2.738 Paterna 20 Trastorn de conducta hipercinétic demandant i errant * * 7q33(133469590-133492814)x1 *
Sindrome d’Asperger
92 15026.2(94959126-94983622)x1 24 NA 1 Episodi depressiu amb sindrome - + + -
somatica
79 17924.1q24.2(64129644-64759936)x3 630 Paterna 4 Reacci6 d'estrés agut Agressivitat fisica + + 10g24.2(100705378-100909995)x1 *

Altres trastorns dels habits i impulsos

(1d) Identificador pacient; (VOUSpp) Variant de significacio clinica incerta probablement patogénica; (Gens RefSeq) Gens humans coneguts codificants i no codificants de proteines
segons la col-leccid de sequeéncies de referéncia NCBI; (DI) Grau de discapacitat intel-lectual; (HF) Historia familiar; (CNV) Variant en nombre de copies; (Mat-Pat) Heréncia d’ambds
progenitors; (NA) No analitzada; (L) Lleu; (M) Moderada; (TOC) Trastorn obsessiu.-compulsiu; (1) VOUS probablement benigne; (2) VOUS benigne.

Taula 3.11: Gens candidats inclosos dins de les CNVs classificades com a VOUSpp



Efecte

Funcio del producte génic

Evidencies a literatura i bases de dades

Activitat serina/treonina quinasa que intervé en el desenvolupament dendritic de les neurones

dup3q29 PAK2 D corticals embrionaries. Regula remodelacions al citoesquelet, proliferacié cel-lular, migracié i unié  Sindrome de microduplicacié 3q29 de longitud superior (FERNANDEZ-JAEN et al.
amb altres components cel-lulars 2014)
FBXO4S T Localitzacié a membrana pre- i post-sinaptica implicada en migracié neuronal, resposta cel-lular a Gen candidat per SQZ (WANG et al. 2014)
dany d’ADN, ubiquitinitzacié proteica i migracio cel-lular de cortex cerebral
1 Proteina necessaria per |’activitat catalitica del complex peptidasa de membrana mitocondrial Associacio de la regié 7931 a TEA, TDAH i TB (Elia et al. 2010; Girirajan et al.
del7g31.1 IMMP2L D . . . s N . .
interna implicada en processar senyals per dirigir les proteines a mitocondris 2011; Casey et al. 2012)
del8p23.1 MSRA D Gen conservat amb alts nivells d’expressio a sistema nervids, codifica per proteina amb activitat Sindrome de microdelecié 8p23.1 de longitud superior
pes. péptid-metionina sulfoxid reductasa implicada en la reparacié de dany oxidatiu Gen candidat per SQZ (WALss-BAss et al. 2009)
del8qg21.13 STMN2 T Regulacié de I'estabilitat dels microtibuls en neurones corticals i del creixement neuronal CNVs de longitud superior descrltezsoclc;r; a patogeniques (PALOMARE et al.
Individus amb DI i trastorn cognitiu descrits a DECIPHER
dup9p24.2p24.1° SLC1A1 T Transportador de glutamat implicat en la secrecid de neurotransmissors Delecions associades a SQZ i TB (MYLES-WORSLEY et al. 2013)
Expressié diferencial entre individus amb TOC i controls (PORTON et al. 2013)
del10g21.3 CTNNA3 Implicada en funcions d’adhesio cel-lula-cél-lula amb expressié a cerebel i cortex cerebral Possible gen associat a autisme (BACCHELLI et al. 2014)
SPRED1 Activitat serina/treonina quinasa implicada en la inhibicié de la via MAPK Tres CNVs classificades com a VOUS i una patogénica a ClinVar
A ) Associacio de SPRED1 amb plasticitat neuronal i de conducta (BReMs et al.
dup15q14q15.12 RASGRP1 Regulador de calci implicat en la transduccié de senyal 2007; DENAYER et al, 2008)
PAKE T Activitat serina/treonina quinasa implicada en la regulacio de la transcripcid, fosforil-lacié i RASGRP1 com a biomarcador candidat pel TB (KaTo et al. 2011)
processos d’apoptosi i organitzacié del citoesquelet Implicacié de PAK6 en el funcionament cognitiu (FURNARI et al. 2013)

del15g26.2 MCTP2 D Proteina d’unid a calci amb possible implicacié en la funcié sinaptica Regio SusceptI(bsfnpcearn?jtilslastmpeeL';Z(ZC(IE)AJEI:EJCZE:?F;;Ll\glggg;.EY et al. 2009)

dup17q24.1q24.2 PRKCA D Activitat serina/treonina quinasa i tirosina quinasa implicada en transmissio sinaptica, creixement Pacient amb conducta agressiva, autisme, DI i déficit de llenguatge

de neurites, desenvolupament neuronal i memoria de treball

(DECIPHER: 248978)

(CNV) Variant en nombre de copies; (VOUSpp) Variant de significacié clinica incerta probablement patogénica; (D) Disrupcioé del gen; (T) Gen totalment inclos; (SQZ) Esquizofreénia;
(TEA) Trastorn d’espectre autista; (TDAH) Trastorn d’atencid i hiperactivitat; (TB) Trastorn bipolar; (DI) Discapacitat intel-lectual; (TOC) Trastorn obsessiu-compulsiu; (DECIPHER) Base
de dades de variants genomiques i fenotips en humans; (ClinVar) Bases de dades de variants genomiques; (1) CNV identificada en tres individus no relacionats; (2) CNVs identificades

en parelles de germans.
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3.3.3.2.1 . Germans amb discapacitat intel-lectual

S’han identificat tres CNVs compartides entre germans i una parella de germans amb genotip

no compartit.

Duplicacio 9p24.2p24.1

S’ha identificat una duplicacié 9p24.2p24.1 de 576Kb (Figura 3.23), confirmada mitjangant
MLPA, en dos barons de 50 i 45 anys (122 i 123 Taula 3.10respectivament) que presenten DI
moderada i trastorn de conducta agressiva, i trastorn d’ansietat generalitzat en un d’ells.
Ambdds individus presenten dismorfia, caracteritzada per orelles grans, llengua llarga, pectus
excavatum, ptosis, macrostomia i nas gros amb punta bulbosa al pacient 122 (1.1 Figura 3.24) i
implantacid baixa de les orelles, filtrum curt, llavi inferior prim, paladar alt i estret,
macrocefalia, cara llarga i front alt al pacient 123 (II.2 Figura 3.24). No es disposa de mostra

dels progenitors per I'estudi de I'heréncia.

P —— rore MomY A BSOS e e

Figura 3.23: Duplicacié 9p24.2p24.1 identificada mitjangant CMA

I.1 1.2

1.1 112

Figura 3.24: Arbre geneologic dels pacients 122 (11.1) i 123 (11.2)
(W) Discapacitat intel-lectual
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La duplicacié solapa amb CNVs identificades en individus amb trastorn cognitiu (Figura 3.25) i
CNVs de longitud superior associades a Dl i autisme i inclou el gen SLCIA1, altament conservat,

gue codifica pel transportador de glutamat EEAC1.
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Figura 3.25: Representacio de UCSC dels gens RefSeq inclosos a la regié 9p24.2p24.1

A la part inferior de la figura es representa la duplicacié identificada a la parella de germans (fletxa) i les dues CNVs
solapants descrites a DECIPHER.

Duplicacié 15g14q15.1

En una altra parella de germans (59 i 60 Taula 3.10) s’ha identificat una duplicacié 15q14q15.1
d’origen patern de 2,7Mb que ha estat validada mitjangant FISH amb sondes BAC (Figura 3.26).
Els pacients, una dona de 26 anys (I1.1) i un bard de 24 (11.2), presenten DI moderada i TC, i en
el noi es diagnostica un TOC. La valoracié dismorfologica constata una microcefalia,
hipotelorisme i dits llargs en ambdds individus. La noia presenta una mandibula prominent i
regié periorbitaria amb epicantus i el noi té una cara llarga, ulls enfonsats i pectus excavatum.
La historia familiar registrada indica una mare amb QI limit i un pare amb dificultats a I'etapa

de la infancia.

La CNV identificada en ambdds germans solapa completament amb dues duplicacions de
longitud inferior descrites a ClinVar com a VOUS i parcialment amb dues altres duplicacions,
una d’elles de longitud superior descrita com a patogenica (Figura 3.27). La regié duplicada
inclou el gen SPRED1, associat a plasticitat neuronal i de conducta (BREMS et al. 2007; DENAYER
et al. 2008), el gen RASGRP1, biomarcador candidat pel TB (KATO et al. 2011), i el gen PAKE,

implicat en funcions cognitives (FURNARI et al. 2013).
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Figura 3.26: Duplicacié 15q14q15.1
Part superior esquerra: arbre genologic dels pacients 59 (I1.1) i 60 (l1.2). (-) Portador de la duplicacio;

() @ Discapacitat intel-lectual.Part superior dreta: duplicacié 15q14q15.1 identificada mitjangant CMA. Part
inferior: imatges de FISH no comercial, utilitzada per la confirmacié de la duplicacié. EIl BAC RP11-127C4 especific
per la regié 15914 es marca amb fluorocrom SpectrumOrange (sonda vermella, problema) i el BAC RP11-81L17
especific per 15925.2 es marca amb fluorocrom SpectrumGreen (sonda verda, control). La imatge inferior esquerra
mostra un nucli interfasic amb tres senyals vermelles corresponents a la sonda problema (senyalades amb una
fletxa). La imatge inferior dreta correspon a una metafase en el que s’observen els dos cromosomes 15(senyalats
amb una fletxa). La senyal vermella més intensa en un dels cromosomes correspon a la duplicacio.
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Figura 3.27: Representacié de UCSC dels gens RefSeq inclosos a la regié 15q14q15.1

La duplicacid (linea blava marcada amb una fletxa) present als pacients 59 i 60 solapa amb delecions (linees
vermelles) i duplicacions (linees blaves) descrites a ClinVar. Les duplicacions de longitud inferior es classifiquen com
a variants de significacio clinica incerta i les duplicacions de longitud superior es classifiquen com a patogeniques.

Duplicacio 17924.1q924.2

La duplicacié 17g24.1924.2 de 630Kb de longitud (Figura 3.28) s’ha identificat en un baré de 26
anys que presenta DI lleu, reaccié d’estrés agut, trastorn dels habits i impulsos, agressivitat
fisica i una dismorfia facial caracteritzada per orelles llargues, 10buls oculars marcats, llavi
superior en arc de cupido, paladar alt i estret i cara llarga (pacient 79 Taula 3.10). La historia
familiar recopilada indica antecedents familiars (Figura 3.28), amb una mare diagnosticada
d’SQZ, un pare amb un Ql limit i un germa amb DI lleu, tot i que no s’ha obtingut més
informacié clinica del germa. L'estudi dels familiars ha revelat que el pare i el germa soén

portadors de la duplicacié.

La CNV solapa amb una duplicacié de longitud inferior identificada en un individu que presenta
conducta agressiva, autisme i deéficit de llenguatge segons DECIPHER i inclou el gen PRKCA
suggerit com a responsable de la DI, obesitat, canvis d’humor i al-lucinacions descrites en la

sindrome de la microdelecié 17q24.2 (VERGULT et al. 2012).
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Figura 3.28: Duplicaci6 17q24.1q24.2

Esquerra: imatge del CMA de la duplicacié. Dreta: arbre geneologic del pacient 79 (fletxa).

() Portador de la duplicacl]( ) Discapacitat intel-lectual.

Deleci6é 10921.3

Mitjancant CMA s’ha identificat una delecié 10g21.3 de 301,8Kb (Figura 3.29) en un pacient
(82 Taula 3.10) amb DI moderada, conducta agressiva i destructiva i dismorfia facial, mentre

que el seu germa, amb DI lleu i trastorn depressiu recurrent, no presenta la delecid.

La CNV identificada al cromosoma 10 provoca la disrupcid del gen CTNNA3, que codifica per
una proteina d’adhesid cel-lular amb expressidé a cervell que es creu implicada en les etapes
inicials del desenvolupament, amb alts nivells d’expressié en individus amb Alzheimer i
descrita com a possible candidat per autisme amb model d’heréncia recessiva (BACCHELLI et al.

2014).
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Figura 3.29: Delecié 10q21.3

Part superior: arbre genologic del pacient 82 (fletxa). () Discapacitat intel-lectual. Part inferior dreta, imatge de la
delecié 10g21 afectant regié intronica del gen CTNNA3 al pacient 82. Part inferior esquerra, imatge de CMA de la
mateixa regié en el germa 11.1 amb una dosi normal.

3.3.3.2.2 .. Variants en nombre de copiesa la mateixa regié cromosomica en tres individus no

emparentats

S’ha observat una delecié a 7931 afectant parcialment al gen IMMP2L (NM_001244606)
identificada mitjancant CMA en tres individus no emparentats (Figura 3.30). L’estudi
mitjangant MLPA ha permés confirmar les tres delecions i I'estudi dels progenitors en dos dels
tres individus determina una heréncia materna en ambdds casos. El disseny d’encebedors

especifics ha permeés establir els punts de trencament.
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Figura 3.30: Representacié de UCSC del contingut genétic de les tres delecions identificades a 7q31

(Linies vermelles) Delecions en tres individus no emparentats.

El pacient32 (Taula 3.10) presenta una delecié de 81,5Kb que inclou els primers dos exons del
gen IMMP2L. Mitjancant seqlienciacié Sanger s’han establert els punts de trencament (Figura
3.31) definint una longitud total de 88,019Kb. El pacient és un baré de 23 anys amb DI
moderada, trastorn d’estrés postraumatic, cara llarga, turricefalia i mamiles supernumeraries.

La mare, portadora de la delecio, té diagnostic d’Alzheimer.
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Figura 3.31: Delecié 7q31 del pacient 32

Part superior:CMA. Part inferior: seqiiéncia de I'al-lel delecionat que permet determinar la localitzacié de la CNV
(fletxa) i identificar els punts de trencament.

El pacient 151 (Taula 3.10) presenta una delecié de 143,3Kb afectant als quatre primers exons

del gen IMMP2L. L'amplificacid i sequlenciacié dels punts de trencament (Figura 3.32) ha
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permeés acotar la longitud de la delecié a 152,634Kb. El pacient és un bard de 18 anys amb DI
moderada, TOC, autisme infantil i agressivitat. L'avaluacié dismorfologica identifica fossetes
auriculars bilaterals, llavi inferior invertit, dents separades, cap petit (-1DS), front amb glabel-la
prominent, estrabisme, plenitud periorbitaria, criptorquidia i base nasal ampla. La mare,

portadora de la delecid, ésnormal.
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Figura 3.32: Delecié 7q31 del pacient 151

Part superior: CMA. Part inferior: seqliencia de I'al-lel delecionat que permet determinar la localitzacié de la CNV
(fletxa) i identificar els punts de trencament.

La delecid en la pacient 115 (annex 2) s’ha classificat com a VOUSpb per afectar Gnicament a
una regio intronica del gen. Es tracta d’'una delecié de 24,843Kb (chr7:111015303-111040146)
(Figura 3.33) que inclou part de I'intré 4 (Figura 3.30). La pacient és una dona de 39 anys amb
DI lleu i sindrome Gilles de la Tourette. No s’ha pogut realitzar I'estudi dels progenitors per

establir I’'heréencia de la delecid.

126



RESULTATS

JLAALIEh ey R, e e e I
Y U

ETA N, N

=ra

Figura 3.33: Delecidé 7q31 de la pacient 115

Part superior: CMA. Part inferior: seqlieéncia de I’al-lel delecionat que permet determinar la localitzacié de la CNV
(fletxa) i identificar els punts de trencament.

3.3.3.2.3 . Altres variants en nombre de copies de sigrnificacio clinica incerta

Duplicacio 3929 en homozigosi

Els valors de log2 ratio de la duplicacié a 3q29 identificada al pacient 34 indica la presencia de
quatre dosis del segment de 492,6Kb de longitud (Figura 3.34). L'individu presenta quatre
CNVs rares addicionals (Taula 3.10). L'estudi dels pares i dos germans s’ha realitzat mitjancant
CMA identificant que ambdds progenitors i una germana sén portadors de la duplicacioé i que

un germa també és portador de quatre copies (Figura 3.35).

El pacient és un bard de 26 anys amb DI lleu, trastorn d’estrés postraumatic, agressivitat i
conducta demandant. El fenotip dismorfic es caracteritza per una obesitat generalitzada, llavi
superior prim, paladar alt i estret, epicantus, estrabisme, ginecomastia i hipoplasia nasal. Els
progenitors sén cosins germans, ambdds amb un Ql limit, i el germa portador de quatre copies
de la regio 3929 presenta una DI greu. L’alteracio solapa amb la regid critica per la sindrome de

microduplicacié descrita per Lisi et al. (LisI et al. 2008).
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Figura 3.34: Duplicacié 3929 en homozigosi

A la part dreta s’observa que el valor de les log2 ratiotendeixen a superar I'1 (fletxa), suggerint la preséncia de
quatre dosis dels segment duplicat.

L1 1.2 IL.3 IL4

\

Figura 3.35: Arbre genealogic del pacient 34

Els pares son cosins germans, tots dos portadors de la duplicacié 3929 () amb un QI limit (Z¥YO). No es coneix el

fenotip de la germana portadora (11.2). El pacient 34 (fletxa), un germa (11.4) i un tiet (1.5) presenten DI(Jll/ @. E!

germa |l.4 també és portador de quatre copies de la regié 3g29. No s’ha pogut accedir a les mostres biologiques
dels tiets materns.
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Deleci6 15026.2

La delecié 15g26.2 és la Unica CNV rara descrita en la pacient 92 (Taula 3.10). Dona de 30 anys
que presenta DI lleu, sindrome d’Asperger i episodi depressiu amb sindrome somatica.
Existeixen antecedents familiars de problemes psiquiatrics, amb un oncle patern amb
diagnostic de SQZ i altres oncles paterns sota tractament psiquiatric. La variant ha estat
validada per MLPA no comercial i I'estudi de la germana indica que és portadora de la delecio.
La mare no n’és portadora. No s’ha pogut accedir a la mostra del pare. La delecié té una
longitud de 24,5Kb i altera parcialment el gen MCTP2 eliminant I'exd 17 de la isoforma 1
(NM_018349.3) (Figura 3.36). S’ha descrit una possible contribucié del gen MCTP2 en el
fenotip esquizofrenic (DJUROVIC et al. 2009) i la regié 15926.1g26.2 s’ha associat a autisme i TB

(CHAGNON 2005; MCAULEY et al. 2009).
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Figura 3.36: Deleci6 15¢26.2

Part superior: imatge de la delecié identificada mitjangant CMA a la pacient 92. Part inferior: representacié de la
localitzacié molecular de la CNV (linia vermella) que inclou I'ex6 17 de la isoforma 1 del gen MCTP2 (NM_018349.3).

Delecio 8p21.3 i duplicacié 12g24.13

El pacient 85 (Taula 3.10), bard de 22 anys, presenta DI lleu, transvestisme, agressivitat verbal,
conducta destructiva, oposicionista, demandant i sexual inapropiada. El fenotip dismorfic es
caracteritza per presentar un front petit, cara llarga, microcefalia, perfil nasal convex, punta

nasal prominent, macrostomia, mala oclusid dental i testes petits. No es coneixen els
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antecedents familiars. L’estudi mitjancant CMA ha identificat una delecié de 196Kb a la regid
8p23.1 que inclou I'extrem 3’ del gen altament conservat MSRA (Figura 3.37), amb alts nivells
d’expressio a teixit nervids que actua com a mecanisme de defensa pel dany oxidatiudescrit
com a candidat per SQZ (WALSS-BASS et al. 2009). Addicionalment, el CMA ha identificat dues
CNVs rares no patogéniques, de les quals cal destacar la duplicacié 12924.13 (Figura 3.38) que
inclou totalment el gen ALDH2, aldehid deshidrogenasa mitocondrial amb elevada expressio a
cervell associat a problemes de dependencia a substancies (Agrawal et al. 2012; Wang et al.
2013), i altera I'estructura dels gens ACAD10, amb elevada expressié a cervell fetal, i
MAPKAPKS5, amb funcié proteina quinasa. A DECIPHER s’han descrit duplicacions similars en

individus amb DI que presenten altres CNVs amb possible contribucid a la clinica.
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Figura 3.37: Represetnacio de la localitzacié molecular de la delecié 8p23.1

La delecid (linea vermella) identificada al pacient 85 inclou el gen PRSS55 i altera I'estructura del gen MSRA
eliminant I'extrem 3’.
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Figura 3.38: Representacio de la localitzacié molecular de la duplicacié 12g24.13

La duplicacié (linia blava senyalada amb una fletxa) inclou el gen ALDH2 i altera I'estructura dels gens ACAD10 i
MAPKAPKS. La CNV solapa amb duplicacions (linies blaves) de longitud similar descrites a DECIPHER.
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Delecié 8921.13 i delecid 2p12

El pacient 66 (Taula 3.10) presenta una DI lleu, fobies especifiques, trastorn generalitzat
d’ansietat i dismorfia caracteritzada per un llavi superior prim, paladar en forma d’U,
mandibula prominent, cara llarga, front petit, sinofridia i base nasal ampla. La historia familiar
indica un oncle matern amb DI. El resultat de CMA ha identificat una delecié 8qg21.13 de
731Kb, amb heréncia paterna segons MLPA realitzat als progenitors. Solapa amb delecions de
longitud superior descrites en individus amb DI (PALOMARES et al. 2011) i inclou el gen STMN2
(o SCG10) (Figura 3.39) implicat en el creixement neuronal. Addicionalment, s’ha identificat
una delecié 2p12 de 39,8Kb en el mateix pacient, en aquest cas heretada de la mare. La CNV es
classifica com a VOUSpb per afectar a regid intronica del gen CTNNAZ2 (Figura 3.40), pero cal
destacar que es tracta d’'un gen que codifica per una proteina sinaptica d’associacié a

cadherines amb nivells elevats d’expressio en la diferenciacié neuronal.
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Figura 3.39: Representacio de la localitzacié molecular de la delecié 8q21.13

La delecid (linia vermella) identificada al pacient 66 inclou els gens STMN2, HEY1, LINC01607, LOC101927040,
MRPS28i TPD52.
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Figura 3.40: Representacio de la localitzacié molecular de la delecié 2p12

La delecid (linia vermella) identificada al pacient 66 inclou regié intronica del gen CTNNA2.
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3.3.4. Efecte de les variants en nombre de copies en el fenotip

S’ha realitzat una analisi de les variables categoriques als 86 individus analitzats mitjangant
CMA comparant els 23 individus que presenten CNVp o VOUSpp amb els 63 individus que no
presenten una causa genetica coneguda. El grau de DI, la presencia de TP, la preséncia de TC i
la co-morbiditat de TPambTC no mostra diferéncies estadisticament significatives (Taula 3.12)

segons la preséncia o abséncia de CNVp i VOUSpp.

S’ha identificat una diferencia estadisticament significativa en la preséencia de co-morbiditat
psiquiatrica (dos trastorns diagnosticats en un individu) segons el grups de CNVs. Els individus
amb CNVp o VOUSpp tenen un risc incrementat de 4,22 (95% Cl=1,21-14,74, p=0.035) de

presentar co-morbiditat psiquiatrica.

Taula 3.12: Analisi comparatiu de variables categoriques
CNVp +VOUSpp CNVnp

(n=23) (n=63) Significacid
Grau de DI
Dl lleu 11 42 p=0,140
DI moderada 12 21
Trastorn psiquiatric
Si 19 54 p=0,833
No 4 9
Trastorn conductual
Si 16 40 p=0,213
No 7 23
Trastorn psiquiatric + Trastorn Conductual
Si 12 31 p=0,370
No 11 32
Co-morbiditat psiquiatrica
Si 7 6 OR=4,22
No 12 48 (95%Cl=1,21-14,74, p=0.035)
Ne trets dismorfics 6,67 7,38 p>0,05

(CNVp+VOUSpp) Individus que presenten variants en nombre de copies patogeéniques o variants de significacié
clinica incerta probablement patogéniques; (CNVnp) Individus sense causa genética coneguda; (OR) Oddratio.

Tots els individus de la poblacié presenten dismorfia, amb una mitjana de sis trets dismorfics
per individu. El nimero mig de trets dismorfics segons la presencia o abséncia de CNVp o
VOUSpp no presenta una diferéncia estadisticament significativa (Taula 3.12). Les

caracteristiques dismorfiques més freqlients es mostren a la Taula 3.13.

132



RESULTATS

Taula 3.13: Caracteristiques dismorfiques freqiients a la poblacié

N=86 (%) % Individus % Individus amb % Individus sense

: amb CNVp VOUSpp CNVp/VOUSpp
(n=11) (n=12) (n=63)
Dismorfia del paladar 66,3 72,73 50 55,56
Dismorfia facial . 40,7 45,45 58,3 36,5
Microcefalia 162 9 16,7 14,46
Macrocefalia . 105 18,18 8,3 11,11
Dismorfia dits de les mans 24,4 18,18 41,67 22,22

(%) Percentatge; (n) Individus; (CNVp) Variants en nombre de copies patogenica; (VOUSpp) Variants de significacio
clinica incerta probablement patogeénica.

3.4. Estudi cas control de variants en nombre de copies en set

regions especifiques

S’han seleccionat set regions amb CNVs identificades en la cohort: dues regions amb CNVp
(2p16.3, 12p12), quatre regions amb CNVs VOUSpp (3929, 15q14q915, 15926.2 i 17g24) i una
regié amb VOUSpb afectant a regio intronica d’un gen de rellevancia (2p12). S’ha dissenyat un
panell de MLPA amb sondes no comercials per determinar la seva preséncia en una poblacio
de 184 pacients amb DI (73 dones i 111 homes, amb una mitjana d’edat de 31 anys) i en 189

mostres control. No s’han identificat alteracions en cap de les dues poblacions.
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4.1. Avaluacio de les tecniques de cribatge i de confirmacid

Amb l'objectiu d’establir I'origen genétic del diagnostic dual de DI lleu-moderada i TP/TC en
una poblacié de 100 adults, s’ha aplicat una estrategia d’analisi genética seqliencial. S’ha
realitzat I'estudi del cariotip, cribatge del SXF i estudis moleculars dirigits a la confirmacio
d’una sospita clinica d’una sindrome especifica i posteriorment s’han aplicat les tecniques de
MLPA i CMA per la deteccié de CNVs submicroscopiques a aquells individus sense alteracions

genetiques.

4.1.1. Multiplex ligation dependent probe amplification pel cribatge de

regions subtelomeériques

La técnica de MLPA pel cribatge de regions subtelomériques emprada en 82 individus ha
identificat un total de quatre CNVp en tres pacients, amb una discordanca en un resultat. La
baixa sensibilitat de la téecnica és deguda a que els kits P036 i P0O70 inclouen una Unica sonda
per cada regid, localitzades en loci diferents, i una de les sondes de la regié 22g13 no va
detectar la delecié. S’aconsella I'Gs conjunt dels dos kits en el cribatge de les regions
subtelomeriques (Monfort et al. 2006) i es precisa una tercera técnica (FISH, MLPA no
comercial o CMA) per a la seva confirmacio en cas de resultats discordants (Santa Maria et al.

2015).

La sensibilitat diagnostica d’aquesta tecnica per a la deteccié de CNVs en el genoma és baixa
(20%) ja que les sondes incloses en els dos kits emprats majoritariament detecten anomalies a
les regions subtelomeériques. En canvi, la carrega de CNVs intersticials associades a patologia és
més elevada (Vissers et al. 2003; Shaw-Smith et al. 2004; Schoumans et al. 2005), doncs el
CMA ha identificat alteracions patogéniques en 17 dels 82 individus amb resultat negatiu per

MLPA.
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4.1.2. Cariotip molecular pel cribatge del genoma

La técnica de CMA realitzada a 86 individus (80 sense alteracions genétiques, 3 amb
alteracions detectades amb MLPA i 3 amb alteracions cromosomiques) s’ha dut a terme en
dues tandes. En la primera tanda, es confirma el 89% de les CNVs analitzades mitjangant una
segona tecnica. Les set CNVs no confirmades corresponen a artefactes de la técnica. En
aquestes regions hi ha un elevat contingut d’elements repetitius que suposen un obstacle per
la hibridacié correcte de I’ADN i poden escapar a la supressio per la Human Cot incorporada a
la barreja d’hibridacio, propiciant problemes artefactuals. L’avaluacié d’aquests falsos positius
ha permes redefinir els parametres de qualitat i processat per la segona tanda d’arrays,

confirmant el 100% de les CNVs analitzades mitjan¢ant una segona técnica.

Les 94 CNVs confirmades en les dues tandes de CMA presenten una longitud promigd’l,7Mb
(14Kb-50Mb),de les quals el 34% tenen una longitud inferior a 50Kb. La identificacid
d’alteracions de longitud petita és conseqiliéncia de l'elevada densitat de sondes de la
plataforma utilitzada (resolucié mitjana de 5,3Kb amb un enriquiment de 4,6Kb en els gens
RefSeq). La longitud de I'alteracid identificada no és un parametre que afecti a I'especificitat,
pero si el nombre de sondes. La primera tanda de CMA va detectar sis CNVs amb solament 4
sondes consecutives, dues de les quals van resultar ser falsos positius. Aquests dos falsos
positius corresponien a arrays amb un valor de DLRS superior a 0,2. L'incrementde quatre a
cinc sondes consecutives a I’hora de considerar que una alteracid és vertadera,va disminuir
I’efecte que pot tenir el soroll de fons en la determinacio de la proporcié de la intensitat del
senyal. Perd no és I'Unic requisit, doncs una CNV amb 182 sondes consecutives va resultar ser
un artefacte de la técnica en un array amb el valor de DLRS (0,26) més elevat de tota la série,
pel que es va reduir el valor de DLRS acceptable de 0,3 a 0,18. D’aquesta manera, i d’acord
amb els valors obtinguts en els arrays corresponents als falsos positius, la mesura de la
proporcié en la intensitat entre dues sondes (DLRS) esdevé el parametre de control de qualitat

més important a I’'hora de determinar la fiabilitat dels resultats.

La variabilitat en el DLRS es va veure associada a la degradacié del marcatge durant els rentats
post-hibridacid, degut a l'elevada sensibilitat a I'0z6 atmosferic en presencia d’humitat

relativa. El laboratori no disposa d’un espai lliure d’ozé per reduir aquesta degradacio, pero la
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utilitzacié de la solucid Stabilization and Drying especifica per la preservacié del marcatge i

d’acetonitril després dels rentats post-hibridacié van aportar millores en els valors del DLRS.

Tot i la optimitzacié del protocol tecnic per obtenir uns resultats fiables, s’aconsella utilitzar
tecniques alternatives (MLPA o FISH) per la confirmacié de les CNVs de rellevancia clinica i

minimitzar possibles diagnostics erronis.

El CMA s’ha convertit en una eina de gran utilitat per a la deteccié de CNVs al llarg de tot el
genoma. L’avantatge davant les técniques de citogenetica convencional és I'elevada cobertura,
I’elevada resolucié i la seva rapidesa. La incorporacié d’aquesta tecnologia ha revolucionat
I’estudi de les CNVs i en especial en el camp de la DI, identificant un gran nombre d’alteracions
associades a patologia en individus amb resultats normals pel cariotip i MLPA de regions
subtelomeriques. Perdo a més a més, ha permes caracteritzar els punts de trencament de les
anomalies identificades pel cariotip convencional i MLPA, ja que la densitat de sondes de
I’'aCGH de 400K permet definir el punt de trencament amb un marge de 4,6Kb-5,3Kb d’error

(distancia promig entre la Ultima sonda amb dosi normal i primera sonda alterada).

Una de les limitacions que presenta la tecnica de CMA, igual que la MLPA, és la incapacitat de
detectar variants equilibrades(translocacions i inversions). Aquestes alteracions, només una
detectada en la cohort d’adults (translocacié recipirca equilibrada), s’identifiquen en poblacio
amb DI i TP amb una baixa freqtiencia (Jacobs et al. 1992; Sultana et al. 2002; Castermans et al.

2003; Hochstenbach et al. 2009; Malli et al. 2014; Schneider et al. 2015).

4.2 . Tecniques de confirmacio

Les técniques de FISH i MLPA es consideren de gran utilitzat per a la confirmacié de les CNVs.
No només sdn cost-efectivesrespecte a un segon array amb marcatge invers (Dye-Swap), sind
gue a més a més permeten I'estudi dirigit a una CNV determinada en progenitors i familiars,
evitant problemes en la identificacié de possibles CNVs associades amb altres patologies no

relacionades (Hills et al. 2010).
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L'avantatge de la técnica de FISH és que identifica el nombre de copies de la regié diana , pero
també la seva localitzacié en el cromosoma. En el cas de la reorganitzacié subtelomeérica, va
permetre observar una regid terminal de 15qg translocada a 10q. La técnica de FISH amb
sondes no comercials posada a punt per la confirmacié de CNVs ha confirmat set de les vuit
CNVs analitzades, pero no ha identificat cap reorganitzacié. La limitacid més important
d’aquesta técnica és la longitud de les sondes utilitzades (~150pb), pel que el seu Us es limita
Unicament a aquelles CNVs superiors a 200Kb. No obstant, actualment existeixen sondes
d’oligonucleotids sintetitzades in silicomarcades amb fluorescéncia, que identifiquen
alteracions a partir de 50Kb. D’aquesta manera, es poden confirmar les CNVs de longitud
petita a la vegada que es pot identificar la seva localitzacié. S’agilitza el procés de la técnica de
FISH ja que no s’ha de realitzar el cultiu, la digestié i el marcatge de la sonda. Es de gran
importancia determinar la presencia de reorganitzacions (translocacions i inversions) pel

correcte consell genétic als familiars, doncs els portadors tenen un risc elevat de recurrencia.

La tecnica de MLPA té I'avantatge que utilitza sondes d’oligonucleotids amb una seqliéncia
d’hibridacié de minim 20pb i a més a més permet la confirmacié de diverses CNVs en una Unica
analisi. Malgrat que s’han hagut de redissenyar el 4% de les sondes, la técnica de MLPA ha

permés confirmar els resultats de CMA de manera més rapida que la tecnica de FISH.

4.3 . Avaluacio de I'estrategia d’analisi geneética

La Dl i els TP sén trastorns complexes amb una forta base geneética. El coneixement d’aquestes
patologies ha avancat rapidament al llarg dels darrers anys amb |’aparicié de noves tecnologies
d’alta resolucié que posen de manifest la contribucié d’alteracions genetiques associades,
entre elles les CNVs. La cohort de 100 pacients adults amb diagnostic dual de DI lleu-moderada
i TP/TC presenta anomalies genétiques amb una possible contribucié en el fenotip en el 38%
dels casos(Hochstenbach et al. 2009; Taylor et al. 2010), freqiiencia elevada que pot explicar-
se per dues raons. En primer lloces tracta d’una cohort de pacients afectats de dues patologies
amb una elevada co-morbiditati solapament genétic(Cooper et al. 2007; Lowe et al. 2007,

Morgan et al. 2008; Zhu et al. 2014) suggerint que el criteri d’inclusié de diagnostic dual
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incrementa la probabilitat d’identificar CNVs. | en segon lloc, el fet que la longitud de les CNVs
no s’hagi considerat com a factor limitant per la seva classificacié ha permes considerar CNVs
de longitud inferior a 500Kb com a probable causa genética en el 21% (8/38) dels individus.
Malgrat que encara no hi ha suficients dades sobre la seva contribucid en el context clinic, s’ha
determinat un increment en la carrega de les CNVs <500Kb en els TND respecte a la poblacid

control (Pinto et al. 2010; Mannik et al. 2015).

L'aplicacié de I'estrategia d’analisi genética seqiiencial ha permées determinar el rendiment
diagnostic de cadascuna de les tecniques utilitzades, essent similar al descrit a la literatura pel
cariotip convencional (4%) i pel cribatge de regions subtelomeriques amb MLPA
(3,6%)(Sutherland et al. 1976; Jacobs et al. 1978; Shevell et al. 2003; Guitart-Feliubadalo et al.
2006; Boggula et al. 2014; Santa Maria et al. 2015). En canvi, el rendiment diagnostic de la
tecnica de CMA (26,7%) en la poblacié d’adults és superior a la freqiiéncia diagnostica mitjana
establerta en estudis per la identificacid de la base genética de la DI (13,6%) (Taylor et al. 2010;
Baker et al. 2012; Willemsen et al. 2014). Tot i que s’excloguin els tres individus amb
alteracions cromosomiques identificades amb bandes G, la taxa de deteccié es manté superior
a la descrita, sent del 24,1%. Existeix, pero, una gran variabilitat que oscil-la des del 9% fins al
50% en les dades publicades(Hochstenbach et al. 2011). Si ens centrem en dues de les séries
més grans publicades en DI fins a I'actualitat, el mapa de morbiditat de CNVs descrit per un
grup america I'any 2011 determina una freqiiéncia del 14,2% (Cooper et al. 2011) mentre que

I'estudi d’'una poblacié del Regne Unit determina una freqiieéncia del 25%(Ahn et al. 2013).

Aguesta gran variabilitat és conseqtiencia de les diferéncies en la resolucié del CMA utilitzat,
del nombre d’individus inclososi dels criteris de seleccié dels pacients. En poblacions
pediatriques, la valoracié del funcionament cognitiu es veu condicionat per la propia edat. En
els infants ambdeficit del desenvolupament no es poden aplicar qlestionaris especifics per
establir el Ql i en alguns casos el funcionament cognitiu podra resultar normal en
I'adolescencia i en edat adulta (Taylor et al. 2010). La variabilitat en la freqliéncia diagnostica
també pot explicar-se per la realitzacid prévia d’estudis cromosomics i moleculars especifics.
En aquest estudi s’han emprat técniques moleculars dirigides a la confirmacié de la sospita
clinica d’una sindrome especifica. D’aquesta manera, s’han identificat 14 sindromes
clinicament reconegudes, vuit de les quals estan causades per CNVs. Si el CMA s’hagués aplicat

com a primera técnica en 'estudi de la cohort, tal i com es proposa en la Dl inespecifica, el TEA
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i els defectes congenits no sindromics (Kearney et al. 2011), la taxa de deteccié de CNVs amb
possible contribucié en el fenotip augmentaria del 24,1% al 31% dels casos. D’aquests, el
61,3% (19/31) presenten CNVp i el 38,7% (12/31) presenten VOUSpp, pel que els criteris de

classificacié son un factor que també intervé en el rendiment diagnostic.

Al llarg del desenvolupament d’aquesta tesi han millorat els protocols i les eines
bioinformatiques facilitant la implementacié del CMA al laboratori i actualment s’utilitza com a
tecnica diagnostica de primera linia per I'abordatge de la DI (Manning et al. 2010). En la
practica clinica, s’aconsella emprar aCGH amb un enriquiment de sondes en regions conegudes
associades a clinica i amb una menor resolucid en regions sense significacié clinica coneguda,

que poden conduir a confusié.

Aixi doncs, al laboratori s’ha implementat una nova estrategia per I'abordatge de la Dl i els TP.
La primera eina del cribatge del genoma en la DI inespecifica és el CMA (Figura 4.1), tot i que
en cas d’'una sospita clinica d’'una sindrome especifica es procedeix a realitzar tecniques
moleculars dirigides a la seva confirmacid. Posterioment al CMA, i en cas de no identificar una

causa genetica, el criabtge de la SXF permet descartar la segona causa més comuna de DI.

La tecnologia de NGS emergent esta revolucionant el camp de la recerca de la Dl i els TP, ja
que incrementa un 10% el diagnostic genetic gracies a la identificacio de mutacions puntuals
(2015; Grozeva et al. 2015), i esdevé una nova eina en |'estrategia diagnostica. En els casos
sense un diagnostic genetic, es procedeix a la seqlienciacié de les regions codificants del
genoma (exoma) i s’aplica un filtratge per I'analisi dels gens candidats per DI o bé directament

es realitza la seqiienciacio dirigida als gens que es volen analitzar (panells).

La seqlienciacié del genoma complet permet la deteccid de VE juntament amb |'analisi de
mutacions puntuals (Yoon et al. 2009; Abecasis et al. 2010; Sudmant et al. 2010; Hormozdiari
et al. 2011; Mills et al. 2011; Talkowski et al. 2011; Xi et al. 2011; Zhu et al. 2012) i podria
arribar a substituir al CMA, pero encara no es disposa de les eines i el coneixement suficient
per I'analisi i la interpretacio de la gran magnitud de dades que proporciona aquesta técnica a

la practica clinica.
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Figura 4.1: Nou algoritme proposat per I’estudi genétic de la discapacitat intel-lectual i/o diagnostic
dual

4.3.1. Contribucio de les variants en nombre de copies a la discapacitat

intel-lectual i als trastorns psiquiatrics/conductuals

En la cohort de 100 pacients, 12 casos presenten una CNV recurrent (sindromes de
microdelecid, dup15q11ql3, del15g13.3, dell6p12.2p12.1 i del 22q13) i 19 casos presenten
CNVs no recurrents, on s’inclouen des d’alteracions cromosomiques amb més de 100 gens fins
a CNVs de 24,5Kb amb alteracions intrageniques. La distribucié d’aquestes CNVs no és
uniforme al llarg del genoma (Figura 4.2), d’acord amb el que s’ha descrit en poblacié amb DI
(Coe et al. 2014)i en poblacié sense fenotip advers (Zarrei et al. 2015). Hi haagrupacions en
determinades regions de seqiiénciarepetitiva. Els LCR participen en el mecanisme de NAHR
responsable de delecions i duplicacions recurrents,mentre que la resta de CNVp i VOUSpp
presenten elements repetitius (SINE, LINE, Alu, etc.) implicats en la formacié dels guanys i

pérdues de material mitjangcant mecanismes de microhomologia(Conrad et al. 2010).
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Els vuit individus amb sindrome de microdelecié clinicament reconegudapresenten una
dismorfia i TC caracteristics de cadascuna de les sindromes i també un TP. En els quatre
individus amb SVCF, una de les sindromes de microdelecié més comunes(Tezenas Du Montcel
et al. 1996; Oskarsdottir et al. 2004),es presenta una una elevada freqiiéncia d’'SQZ o trastorn
esquizoefectiu. En dos casos, la delecid 22g11.2 és heretada i els portadors manifesten un
trastorn psicotic (Shprintzen et al. 1992). Els dos individus de la cohort afectats amb SPW per
microdelecié de la regié 15g11q13 presenten un comportament compulsiu per la ingesta
d’aliments, caracteristic d’aquesta sindrome, i el diagnostic d’un TP co-morbid en ambdds
pacients és habitual. Tant I'SQZ com el trastorn depressiu major sense simptomes psicotics han
estat préviament descrits (Sinnema et al. 2011). En el cas del SSM, el comportament
autoagressiu, les rebequeries i la impulsivitat sén conductes associades a la sindrome (Elsea et
al. 2008). |, finalment, el diagnostic de TB en la pacient amb SW és poc freqlient(Salgado et al.
2014) sent el TDAH i el trastorn d’ansietat els TP habitualment descrits(Green et al. 2012;
Salgado et al. 2014). Cada vegada és més coneguda la co-existéncia de TP en les sindromes

clinicament reconegudes.

Per identificar noves regions candidates en la DI i/o TP, ens centrem en els 86 individus amb DI

inespecifica, 23 dels quals presenten CNVp o VOUSpp.
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Figura 4.2: Mapa de CNVs en la cohort d’adults amb diagnostic dual

Es representen les delecions (vermell) i les duplicacions (verd) de les sindromes clinicament reconegudes
(requadres), de les CNVp i de les VOUSpp (*), indicant la banda citogenetica afectada i el gen candidat.
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4.3.1.1. Variants en nombre de copies recurrents

Cromosoma 15: dup15911g13idel 15913.29g13.3 (Taula 3.8 pagina 100)

La regidé proximal del cromosoma 15 és una de les més inestables del genoma degut a la
preséncia de sis seqliencies LCR amb tendéncia a aparellar-se mitjangant el mecanisme de
NAHR i produint delecions i duplicacions (Figura 4.3). Entre els punts de trencament BP2 i BP3
es localitzen gens sotmesos a impronta genomica, MKRNA3, MAGEL2, NDN, PWRN2, c150rf12 i
SNURF-SNPRN amb una expressié paterna i els gens UBE3A i ATP10A amb una expressid
materna. Les delecions d’origen patern sén responsables de la SPW mentre que les delecions
d’origen matern donen lloc a la SA. Les duplicacions també tenen una manifestacié clinica
diferent en funcié de I'origen parental. La duplicaci6 15q11ql3 entre BP2 i BP3 d’origen
matern identificada en el pacient 98 s’ha associat a un fenotip caracteritzat per DI, autisme,
convulsions i hipotonia pero també s’haidentificat en individus ambSQZ i TB determinant una
expressio variable (Cook et al. 1997; Schroer et al. 1998; Bolton et al. 2001; Thomas et al. 2003;
Sahoo et al. 2005; Piard et al. 2010; Ingason et al. 2011). La seva freqiiencia estimada és del
0,3% dels individus amb autisme (Depienne et al. 2009). El segment duplicat inclou el gen
GABRB3 que codifica per una subunitat d’'un canal de clor complex amb accié inhibidora en la
neurotransmissid del sistema nervids. Existeixen evidéncies de la implicacié de les vies
GABAeérgiques en l'autisme (Fatemi et al. 2009; Pizzarelli et al. 2011; Chen et al. 2014). No
obstant, I'expressid bial-lelica de GABRB3 contrasta amb el fet que el fenotip caracteristic de la
duplicacié 15q11q13 s’hagi identificat generalment en casos d’origen matern, mentre que les
duplicacions paternes habitualment presenten un fenotip normal. Recentment s’ha reportat
una duplicacié que inclou Unicament al gen UBE3A que segrega en tots els individus afectes de
DI i TP en una familia de quatre generacions heretada per via materna. La sobreexpressio
d’UBE3A suggereix aquest gen com a candidat pels problemes del neurodesenvolupament i

fenotip psiquiatric en la duplicacid intersticial materna 15q11q13 (Noor et al. 2015).
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Figura 4.3: Representacio de la regié 15q11q13

(BP) Punts de trencament. Delecions de classe | (BP1-BP3) i de classe Il (BP2-BP3) associades a sindrome de Prader
Willi (origen patern) i Angelman (origen matern). Duplicacions BP1-BP3/BP2-BP3 d’origen matern associades a
autisme i trastorns del neurodesenvolupament. Delecié 15q13.3 (generalment BP4-B5, pero també amb algunes
delecions que presenten BP3 com a punt proximal de trencament) amb fenotip variable. Imatge obtinguda de
(Depienne et al. 2009).

La delecid a 15q13.3 descrita per primera vegada I'any 2008 esta associada a Dl i convulsions
(Sharp et al. 2008) i s’ha relacionat amb diferents trastorns, incloent defectes congénits, SQZ,
epilépsia, TC, TDAH i TEA. Un 75% dels casos presenta un patré d’heréncia dominant amb
penetrancia incompleta i expressivitat variable (Gillentine et al. 2015). La delecié 15q13.2q13.3
present en el pacient 14 localitzada entre els punts de trencament BP4 i BP5 és la més comuna
de les variants (Figura 4.3). Inclou el gen CHRNA7 que codifica per una subunitat de receptors
nicotinics transmembrana o7 amb elevats nivells d’expressié a cervell, implicat en Ia
transmissid i transduccid de senyal sinaptica i regula la inhibicié i excitacié de
neurotransmissors. Esta implicat en la plasticitat sinaptica associada a I|’aprenentatge,
memoria i atencid (Schaaf 2014). Alteracions en aquest gen (delecions, duplicacions i
mutacions puntuals) s’"han associat a un ventall de TP suggerint que és un gen dosi sensible pel
desenvolupament normal del cervell. El pacient presenta DI, dismorfia lleu, TC i trastorn de
I’estat d’anim. En canvi, no presenta convulsions, epilépsia ni electroencefalograma anomal,

caracteristiques descrites en el 37,2% (Gillentine et al. 2015). Aquesta gran variabilitat en les
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manifestacions cliniques pot explicar que el seu reconeixement clinic sigui dificil, malgrat ser
una alteraci6 amb una prevalenga del 0,3% (similar a altres sindromes clinicament

reconegudes).

Deleci6 16p12.3p12.1 (Taula 3.8 pagina 100)

La regid pericentromeérica del cromosoma 16 també té una estructura complexa enriquida amb
elements repetitius tipus LCR, que indueixen a reorganitzacions mediades per NAHR produint
CNVs de diferent longitud amb una elevada frequiiencia (Figura 4.4), com la delecid
16p12.3p12.1 identificada enla pacient 9 de 10,3Mb que inclou més de 100 gens coneguts.
L'any 2007 es van descriure quatre individus amb DI i dismorfia en els que s’identifica una
delecié 16p11.2p12.2 (OMIM:313604) amb una regié minima de solapament de 7,1Mb (Ballif
et al. 2007). Posteriorment, es va descriure la delecié 16p12.1 (OMIM:136570) associada a
trastorns del desenvolupament i aprenentatge en nens amb un fenotip variable que inclou
defectes cardiacs, convulsions i anomalies del creixement, mentre que en adults s’identifica en
individus amb SQZ, problemes d’aprenentatge, depressid, TB i convulsions(Girirajan et al.
2010). Per altra banda, microdelecions i microduplicacions (OMIM:611913 i OMIM:614671
respectivament) més petites d’aproximadament 555Kb a 16p11.2 confereixen susceptibilitat
per TEA en I'1% dels pacients (Fernandez et al. 2010) tot i que també es troben presents en
poblacié general. La DI moderada, la talla baixa, la preséncia de defectes congenits i d’'una
dismorfia lleu en la pacient sén caracteristiques descrites préviament, encara que no existeix
un patro dismorfologic especific. La variabilitat en I'expressié, juntament amb la penetrancia

incompleta, en dificulten el reconeixement clinic.
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Figura 4.4: Regi6 pericentromerica del cromosoma 16

La delecid present en la pacient 9 (linia vermella) estar flanquejada per duplicacions segmentaries i solapa amb
alteracions descrites a OMIM (linies liles) associades a trastorns del neurodesenvolupament.

Deleci6 22913.33 (Taula 3.8 pagina 100)

La delecié 2213 és responsable de la sindrome Phelan McDermid (PhMcD) i és la segona
alteracié subtelomérica més comuna en individus amb DI després de la delecié 1p36 (Ravnan
et al. 2006). La dismorfia lleu, la DI moderada, I'autisme i les conductes agressives observades
en la pacient 18 sdn trastorns associats a aquesta sindrome. EI CMA de la delecié determina
que la ultima sonda amb dosi normal es localitza entre els exons 3 i 4 del gen SHANK3 i la
primera sonda amb una log2 ratio inferior a -0,25 es localitza entre els exons 9i 10 (Figura 4.5).
Entre aquestes dues sondes es localitzen dos segments de DNA repetitiu que podrien veure’s
implicats en recombinacions amb els nucleotids repetitius de la seqiiencia terminal. La
caracteritzacié molecular dels punts de trencament en tres individus no emparentats identifica
que el segment localitzat entre els exons 8 i 9 esta implicat en les tres alteracions, suggerint-lo

com a hotspot (Wong et al. 1997; Bonaglia et al. 2006).

Les delecions descrites en el SPhMcD tenen una longitud des de 95Kb fins a 9Mb, amb una
regid minima de solapament de 100Kb amb el gen SHANK3 com a candidat pels defectes
neurologics. Delecions intersticials d’aquest gen s’han associat a un fenotip amb DI i déficit de
llenguatge (Bonaglia et al. 2011) i mutacions puntuals s’han identificat en el 0,5% de pacients
amb TEA en els quals s’observa una variabilitat fenotipica (Moessner et al. 2007; Waga et al.

2011) i en individus amb SQZ i DI (Gauthier et al. 2010). Forma part d’una familia de proteines
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localitzades a densitat postsinatpica, formades per cinc dominis conservats que permeten la
interaccid amb receptors de glutamat. SHANK3 presenta multiples promotors intragenics i
splicings alternatius produint una gran diversitat d’isoformes amb expressio cerebral especifica
al llarg del desenvolupamentdel sistema nervids central, distribucié subcel-lular especifica i
regulades a través de l'activitat neuronal suggerint una funcié sinaptica diferent per cada

isoforma que explicaria la diversitat fenotipica (Wang et al. 2014).
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Figura 4.5: Regi6 22q13.33

Representacid de la localitzacié del punt de trencament de la delecié identificada a la pacient 18. En verd es
senyalen els olignoculeotids inclosos al panell de CMA: A_16_P21355697, la ultima sonda de CMA amb dosi normal;
A_16_P03641851, la primera sonda delecionada. En negre es representen els segments de DNA repetitiu i la fletxa
senyala la regié hotspot proposada per Bonaglia et al. 2006.
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4.3.1.2. Variants en nombre de copies no recurrents

La delecid 9931.1932 (8,8Mb), la delecidé 10926.1926.3 (13Mb), la duplicacié 15g26.3 (3Mb), la
duplicacié Xp i la delecid Xq sén alteracions cromosomiques clarament associades al fenotip
(Roggenbuck et al. 2004; Kulharya et al. 2008; Piccione et al. 2008; Mucciolo et al. 2014). La
seva longitud i el gran contingut genétic impedeix identificar un gen candidat. La preséncia de
dues CNVs amb una possible contribucié en el fenotip, la delecié 10926.12q26.3 i la duplicacio
15q derivades d’una translocacié reciproca (10;15) equilibrada a linia germinal, és un exemple
de l'efecte de diferents alteracions en un mateix individu que en modulen el fenotip i
participen en la seva heterogeneitat(Quintela et al. 2015). Un altre exemple és la delecié Xpila
duplicacid Xq, provinents d’una inversid pericéntrica. El cromosoma X derivatiu es presenA en
una pacient amb una elevada carrega familiar de DI, suggerint que la inversio s’ha transmés al
llarg de les generacions de forma desequilibrada en els individus afectats. Pero I'analisi genétic
descarta aquesta hipotesi, pel que en una mateixa familia poden haver-hi diferents factors

genetics implicats(Bonnet-Brilhault et al. 2015).

La delecié de 2,8Mb a 12p12.1 solapa amb delecions de longitud superior descrites en
individus amb retras psicomotor, microcefalia i dismorfia facial (Hoppe et al. 2014). Inclou un
total de 14 gens, perd en aquest cas es destaca el gen SOX5 ja que s’han descrit delecions
d’entre 72KB i 466KB que inclouen Unicament aquest gen en individus amb DI, TP i TC (Lamb et
al. 2012). Es un factor de transcripcid amb tres transcrits principals implicats en el
desenvolupament embrionari i determinacié del desti cel-lular. S’ha suggerit com a possible
candidat per TEA (Rosenfeld et al. 2010) i la identificaciéd d’una mutacié en un individu amb DI
moderada, ansietat i dismorfia déna suport a que SOX5 pugui ser candidat per aquests
trastorns (Nesbitt et al. 2015). La retrognatia, la base nasal ampla i la conducta agressiva
present en la pacient de la cohort d’adults sén caracteristiques comunes a les descrites

préviament, mentre que per primera vegada s’observa una co-morbiditat amb TOC.
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4.3.1.2.1. Variants en nombre de copies a la mateixa regié cromosomica en individus no

emparentats: del2p16.3 i del7q31

En una poblacié de 100 individus amb heterogeneitat fenotipica es considera una troballa
rellevant la identificacié de CNVs compartides en individus no emparentats de les quals encara
es desconeix la seva freqliencia.Tot i que els punts de trencament en cada cas son diferents, en
ambdues regions s’altera I'estructura d’un Unic gen, el qual es considera responsable del
fenotip dels pacients. Probablement, I'elevat contingut de seqliéncies repetitives intercalades
tipus LINE, SINE i Alu en ambdues regions cromosomiques participen en la formacié de les

CNVs.

Deleci6 2916.3: NRXN1(Taula 3.8 pagina 100)

La regid 2p16.3 inclou el gen NRXN1 que codifica per receptors de superficie cel-lular
localitzats a regid presinaptica i que interaccionen amb elements extracel-lulars (neuroligines,
proteines neuronals transmembrana riques en leucina, cerebelines i distroglicans) per a formar
complexes dependents de calci en les sinapsis del sistema nervids central. Aquests complexes
son essencials per a la formacid dels contactes pre-sinaptics i la neurotransmissio (Reissner et
al. 2008; Missler et al. 2012). La sequiencia del gen conté dos promotors de localitzacid
molecular diferent que donen lloc a dues isoformes principals, una isoforma llarga (a-NRXN1) i
una isoforma curta (B-NRXN1), ambsplicingsque donen lloc a una heterogeneitat proteica
estimada de 292 possibles transcrits amb una variabilitat d’expressié en el cervell (Rowen et al.
2002). Les delecions identificades en dos individus adults no emparentats presenten punts de
trencament diferents (Figura 3.17pagina 111) afectant les dues isoformes principals en el
pacient 94, mentre que en la pacient 55 només afecta la isoforma llarga. Les manifestacions
cliniques en la isoforma curta apareixen en menys freqiiencia en comparacié als problemes
que apareixen en la isoforma llarga (Duong et al. 2012; Dabell et al. 2013), perd no hi ha una
correlacié amb una clinica especifica. De fet, delecions d’ambdues isoformes s’han descrit en
individus amb DI, deficit de llenguatge, deficit del desenvolupament i hipotonia (Bena et al.
2013) amb una variabilitat en la descripcidé dismorfologica. En els dos individus de la cohort es
descriu per primera vegada unes caracteristiques dismorfiques comunes: cara llarga, ulls
enfonsats, prominéncia premaxilar, hipertelorisme, implantacié baixa de les orelles, paladar alt

i estret i cifosi dorsal (Vinas-Jornet et al. 2014). Ambdds casos presenten un diagnosticdual de
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DI lleu i TP, malgrat que el diagnostic psiquiatric és diferent, pero esta d’acord amb la gran
diversitat dels TP associats a I’haploinsuficiencia de NRXN1: TEA, ansietat, depressié, TB, TDAH
i SQZ(Wisniowiecka-Kowalnik et al. 2010; Schaaf et al. 2012; Noor et al. 2014).

Tot i que la prevalenca de delecions a NRXN1 en pacients és superior respecte poblacié control
(Schaaf et al. 2012), s’han identificat alteracions freqlients en poblacié control (Redon et al.
2006) i s’ha identificat un elevat percentatge de casos heretats de progenitors sans (Bena et al.
2013) suggerint una penetrancia incompleta que s’ha estimat del 33%(Duong et al. 2012; Kirov
2015). En els casos previs reportats no s’ha realitzat una avaluacio psicologica i psiquiatrica
dels portadors. L’avaluacié dels familiars portadors de la delecié d’un cas pediatric juntament
amb la mare portadora del pacient 94 revela un Ql entre 69 i 91 (normal-limit), trastorns de
personalitat i de conducta, en particular ansietat i impulsivitat, i un patrd cognitiu caracteritzat
per una sindrome disexecutiva amb simptomes similars als presents en els dos pacients adults
(Taula 3.9paginall2). Els elevats nivells d’ansietat concorden amb |'elevada freqiéncia de
conducta ansiosa observada en models animals (Grayton et al. 2013). Aixi doncs, queda palés
que I'haploinsuficiencia d’aquest gen afecta a tots els portadors amb diferents nivells
d’expressio, suggerint una variabilitat en I'expressié fenotipica enlloc d’'una penetrancia
incompleta(Vinas-Jornet et al. 2014). Aquest fet posa de manifest la necessitat d’avaluar
clinicament als portadors de les alteracions per confirmar la seva condicid de sa abans de

determinar la patogenicitat d’'una CNV.

Delecions 7931: IMMP2L (Taula 3.10 pagina 117)

Delecions a 7931 afectant al gen IMMP2L s’han identificat en tres individus no relacionats en la
cohort d’adults. El gen IMMP2L amb expressid a cervell fetal i de I'adult, entre altres teixits,
codifica per subunitats de la membrana interna del complex peptidasa, que catalitza
I’eliminacié de senyals peptidiques necessaries pel transport de proteines des de la matriu
mitocondrial fins a I'espai intermembrana, i esta implicat en el metabolisme energeétic i
oxidatiu del mitocondri. El déficit de proteina déna lloc a una hiperactivitat mitocondrial amb
una produccié incrementada de superoxid que promou l'activacié de les vies de mort cel-lular.
La regid 7922931 i concretament el gen IMMP2L s’ha identificat en estudis de Iligament del
genoma complet com a factor de risc pel TEA (Maestrini et al. 2010; Pagnamenta et al. 2010;

Girirajan et al. 2011; Casey et al. 2012), TDAH (Elia et al. 2010) i desordres del llenguatge (Lai et
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al. 2001) i un estudi recent ha identificat tres delecions i una duplicacié del gen en individus
amb TND amb una variabilitat en I'expressié (Gimelli et al. 2014). La delecié identificada en
tres individus no emparentats té una localitzacid molecular diferent en cada pacient (Figura
4.6, Taula 4.1). En els pacients 32 i 151, amb DI moderada i TP (trastorn d’estrés post-traumatic
i TOC respectivament), s’ha classificat com a VOUSpp ja que inclou regié codificant;exons
exons 1-2en el pacient 32 i exons 1-4en el pacient 151. En canvi, la delecié en la pacient 115 es
classifica com a VOUSpb seguint els criteris de classificacié establerts ja que afecta a regid
intronica, pero cal tenir en compte el diagnostic de sindrome Gilles de la Tourette (SGT) en
aquesta pacient. El gen IMMP2L s’ha descrit com a possible candidat per aquesta patologia i un
estudi recent ha identificat una delecié a IMMP2L en set pacients amb SGT, dues deles quals
tenen una localitzacié molecular similar a la que presenta la pacient afectant Unicament a la
mateixa regid intronica (Bertelsen et al. 2014). Aquests autors descriuen un transcrit alternatiu
amb dos exons alternatius localitzats a la regid intronica delecionada (Figura 4.6) amb una
expressio especifica de cervell, mentre que I'expressié pel transcrit NM_001244606 és ubiqua.
Aquests resultats posen de manifest que les alteracions en regions introniques han de ser
avaluades més exhaustivament per identificar la possible preséncia de transcrits alternatius no
descrits, factors d’inici de la transcripcié i seqliencies reguladores que puguin intervenir en la

patogenicitat de la CNV(Qiao et al. 2014).
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Figura 4.6: Regi6 7q31

Es mostren la isoforma NM_001244606 (RefSeq Genes) i la isoforma descrita per Bertelsen et al 2014 (Ensembl
Gene Prediction) del gen IMMP2L. Representacid de les CNVs (linies vermelles: delecions; linia blava: duplicacid)
identificades a la cohort d’adults, juntament amb les descrites per Bertelsen et al.2014 i Gimelli et al. 2014
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Taula 4.1: Informacié general de les tres delecions 7q31 i recull d’onze CNVs descrites a la literatura

Exons Exons
NM_0012606 transcrit
alternatiu*

Longitud
(Kb)

Simptomes CNV  Punts de trencament [hg19]

32 H Dimoderada, TEPT, | 111195151-111283170 88 12 - M
dismorfia
B1' H SGT i TDAH del  110959798-111290945 331 1,234 1,2 P
G22 H DP, DL, TC, epilépsia, 1 111066736-111201968 152 3,4 - p
hipotonia, TEA
G32 H DP, DL, epilepsia, del  111066736-111316651 249 12,34 - p
hipotonia
DI moderada, TOC,
151 H autisme, agressivitat i del 111108961-111261634 152 1,2,3,4 - M
dismorfia
G1? D  Nistagmusi dismorfia  del  110879586-111149166 269 4 1,2 P
B4l H SGTiTOC del  110889476-111080538 191 - 12 P
B3' H SGT, TDAH i Asperger del 110892600-111055300 163 - 1,2 M
B6' H SGT, TDAH i TOC del  110904173-111113977 210 - 1,2 P
115 D Dl lleu, SGT, dismorfia del 111015303-111040146 25 - 1,2 NA
B5' H SGT del  111029575-111079376 49 - 1,2 NA
B2 H SGT i TDAH del  111051907-111199868 148 3,4 - M
B7' H SGT i TDAH del  111054100-111197400 143 3,4 - P
G4’ H DP, DL, hipotonia dup  110135083-110505806 370 7 4 P

(Id) Identificador pacient; (S) Sexe; (H) Home; (D) Dona; (CNV) Tipus de variant en nombre de copies; (del) Delecid;
(dup) Duplicacid; (Kb) Quilobases; (H) Heréncia; (M) Materna; (P) Paterna; (NA) No analitzada; (DI) Discapacitat
intel-lectual; (TEPT) Trastorn d’estrés post-traumatic; (SGT) Sindrome Gilles de la Tourette; (TDAH) Trastorn de déficit
d’atencio i hiperactivitat; (DP) Déficit psicomotor; (DL) Déficit del llenguatge; (TC) Trastorn de conducta; (TEA)
Trastorn d’espectre autista; (TOC) Trastorn obsessiu-compulsiu; (*) ENSTO0000450877(1) (Bertelsen et al. 2014); (2)
(Gimelli et al. 2014)

4.3.1.2.2 . Variants de significacio clinica incerta probablement patogéniques

Seguint els criteris de classificacié descrits a material i metodes, s’han classificat com a
VOUSpp aquelles CNVs que inclouen gens i/o regions préviament descrits com a candidats per
DI i/o TP, o bé inclouen gens amb funcié a sistema nervids malgrat que no s’hagin associat a
patologia, identificant un total de 12 VOUSpp en 12 individus que corresponen a 8 regions. La
identificacio de delecions a 7931 en dos individus suggereix una forta implicacié del gen inclos
en el fenotip, com ja s’ha comentat préviament. La resta de VOUSpp es presenten en dos grups
segons hi ha més o menys evidencies de |'associacid de la regié o del gen amb el fenotip:

VOUSpp amb forta susceptibilitat i VOUSpp amb susceptibilitat debil.
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VOUSpp amb forta susceptibilitat

Duplicacioé 3929: PAK2 i FBXO45(Taula 3.10 pagina 117)

La duplicacié 3929 en homozigosisolapa parcialment amb la regié critica de 1,6-1,7Mb
responsable de les sindromes de microdelecid i microduplicaci6 3929, amb punts de
trencament flanquejats per LCR(Rossi et al. 2001; Lisi et al. 2008; Quintero-Rivera et al. 2010).
S’han descrit 12 duplicacions a 3g29 amb una extensié des de 200Kb fins a 2,4Mb en les que
els punts de trencament no concorden amb els LCR, pel que es suggereix que,a més a més de
la NAHR, altres mecanismes participen en la formacié de CNVs en aquesta regié (Ballif et al.
2008). No s’han identificat gens candidats en el segment duplicat de 492Kb, pero s’inclouen
dos gens amb funcions rellevants que podrien estar implicats en el fenotip. Per una banda, el
gen PAK2, homoleg al gen PAK3 associat a DI lligada al cromosoma X, que codifica per una
proteina amb activitat serina/treonina quinasa reguladora de reordenaments al citoesquelet,
proliferacié cel-lular, migracié i unié amb altres components cel-lulars que intervé en el
desenvolupament dendritic de les neurones corticals embrionaries (Demyanenko et al. 2010).
Té una expressié majoritaria en cél-lules endotelials i, a nivell cerebral, s’expressa Unicament a
substancia blanca (regié amb funcions en el desenvolupament de la memoria de treball i
I’habilitat en la lectura) (Mills et al. 2013). Per altra banda, el genFBXO45altament conservat i
d’elevada expressid a sistema nervids central en les diferents etapes del desenvolupament,
amb localitzacio a regid pre- i post-sinaptica. La proteina codificada regula la proteolisi de N-
caderina sota la regulacié del calci promovent la diferenciacid neuronal (Chung et al. 2014) i
interacciona amb altres proteines permetent la formacié d’un complex E3-lligasa fonamental
pel desenvolupament de les neurones de sistema nervids central i periféric (Saiga et al. 2009).
En ratolins, la sobreexrpesssié de Fbxo45 ddéna lloc a una disminucié de la corrent post-

sinaptica excitadora (Tada et al. 2010).

Existeixen pocs casos reportats per determinar la rellevancia clinica d’aquestes duplicacions,
les quals en moltes ocasions s’han heretat de pares aparentment sans o s’han observat
juntament amb altres variants que poden contribuir en el fenotip. La historia familiar del
pacient 34 revela una elevada carrega de DI. La severitat fenotipica es correlaciona amb el
nombre de copies de 3929 en el probandus homozigot, afectat per DI lleu, trastorn d’estrés

post-traumatic i trastorns de conducta, i els progenitors i la germana heterozigots, els quals
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presenten Ql limit, suggerint que la regié 3929 és un factor de risc per la DI amb sensibilitat de
dosi. El germa amb duplicacié en homozigosi mostra un fenotip de DI i TEA molt més greu que
el del probandus. L'estudi de CMA en tots els individus revela la presencia d’altres CNVs en els
qguatre membres de la familia estudiats, cap de les quals amb rellevancia clinica per si mateixa,
pero no es pot descartar la possible interaccié entre les diferents CNVs. Pel germa petit amb
fenotip més sever no es pot descartar la preséncia d’alguna mutacié puntual en algun gen clau

per la DI.

Duplicacid 9924.2924.1: SLC1A1 (Taula 3.10 pagina 117)

La duplicacié 9p24.2p24.1 de 576Kb identificada en una parella de germans (pacients 122 i
123) amb DI moderada i TC inclou el gen SLC1IA1 que codifica per un transportador de
glutamat dependent de sodi expressat a sistema nervids central en el soma i en dendrites
neuronals. Esta implicat en la potenciacié sinaptica mitjangant la regulacié de la transmissio
glutamatergica i la seva expressid en les primeres etapes del desenvolupament suggereix una
funcié important en el desenvolupament de les xarxes neuronals glutamatergiques, les quals
estan fortament associades a SQZ i altres TP relacionats. S’ha descrit una possible implicacié de
SLC1IA1 en diverses patologies, incloent isquemies, Alzheimer, SQZ, epilepisa i TB
esquizoefectiu (Myles-Worsley et al. 2013; Bianchi et al. 2014) i nivells alterats de la proteina
s’han associat a TP, identificant una disminucio de I'expressio en individus amb TOC (Porton et
al. 2013) i un increment de I'expressié en individus amb SQZ (Bauer et al. 2008). Aquestes
dades suggereixen que és un gen dosi sensible implicat en una via important pel
desenvolupament cognitiu. Duplicacions similars s’han descrit a DECIPHER en tres individus

amb trastorns cognitius i conductuals.

Duplicacié 15914915.1: SPRED1, RASGRP1 i PAK6(Taula 3.10 pagina 117)

La duplicacié 15q14q15.1 (pacients 59 i 60) de 2,7Mb és la VOUSpp de longitud més gran
identificada a la cohort d’adults. De la vintena de gens inclosos en la variant, destaca el gen
altament conservat SPREDI1, que codifica per una proteina que regula la via Ras/quinasa
(MAPK) implicada en la plasticitat sinaptica i formacié de la memoria. Mutacions en proteines

de la via MAPK s’han associat a diferents sindromes amb fenotips solapants, anomenades
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rasopaties, entre les quals s’inclou la neurofibromatosi 1 (NF1). L'any 2007 es van identificar
mutacions en el gen SPRED1 en individus amb un fenotip similar a la NF1 caracteritzat per
taques cafe en llet, pigues axil-lars, macrocefalia i dismorfia perd sense presentar
neurofibromes ni tumors a sistema nervids central (Brems et al. 2007). Mutacions puntuals i
algunes delecions d’aquest gen sén responsables de la sindrome de Legius (SL) caracteritzada
per taques cafe en llet i pigues, amb coexistencia de problemes d’aprenentatge, DI, TDAH i
autisme (Pasmant et al. 2009; Spencer et al. 2011). Les dades en ratolins knockout mostren
que la pérdua de funcié d’aquest gen esta implicada en defectes de I'aprenentatge i funcid
cognitiva (Denayer et al. 2008) pero fins a I'actualitat no s’ha identificat cap guany de funcié
associat a patologia. La identificacié de la duplicacié en dos germans afectats de diagnostic
dual heretada d’un progenitor amb problemes cognitius suggereix una possible implicacié de
I'alteracid en la clinica. El pectus excavatum present en ambdds germans i les pigues a tot el
cos observades en un d’ells sén caracteristiques descrites en la SL. El segment 15q14q14.1, i en

concret el gen SPRED1, podria tractar-se d’una regié dosi sensible.

Dins de la duplicacié identificada, destaquen uns altres dos gens que poden influir en el
fenotip: el gen RASGRP1, regulador del calci amb expressié a sistema nervids descrit com a
possible biomarcador pel TB (Kato et al. 2011), i el gen PAK6, amb una elevada expressio a
cortex cerebral i hipocamp que s’associa a problemes d’aprenentage i comportament en

ratolins knockout(Furnari et al. 2013).
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VOUSpp amb susceptibilitat debil

Deleci6 8p23.1: MSRA (Taula 3.10 pagina 117)

La delecié 8p23.1 de 196Kb identificada al pacient 85 solapa amb la sindrome microdelecional
8p23.1 de 3,4Mb que cursa amb una DI lleu i moderada, microcefalia, anomalies cardiaques
congenites i trastorns del conductuals (Hutchinson et al. 1992; Claeys et al. 1997; Ballarati et
al. 2011). Malgrat sén pocs els individus reportats amb una caracteritzacié molecular, s’ha
descrit una regio de solapament de 2,3Mb i es suggereixen els gens MSRA, SOX3 i SOX7 com a
responsables de la microcefalia i la dismorfia (Paez et al. 2008). La preséncia de microcefalia i
dismorfia lleu en el pacient aporta noves evidéncies de la possible implicacidé del gen MSRA en
aquestes caracteristiques tipiques de la sindrome de la microdelecid. Es tracta d’un gen
altament conservat que codifica per un enzim antioxidant amb elevats nivells d’expressié a
hipocamp i cerebel que actua com a mecanisme de defensa i reparacid dels efectes de dany
oxidatiu mitjangant la reduccié de metionina sulfoxid a metionina. S’ha descrit com a candidat
per SQZ (Walss-Bass et al. 2009; Ma et al. 2011) i TB (Ophoff et al. 2002) i alguns estudis en
suggereixen una implicacid en trastorns neurodegeneratius, observant una disminucié de
I’expressié en cervell de pacients amb Alzheimer (Gabbita et al. 1999) i identificant-lo com a
possible diana terapeutica pels defectes locomotors en la malaltia del Parkinson (Wassef et al.
2007). El pacient presenta una CNV addicional, la duplicacié 12q24.13, classificada com a
VOUSpb segons els criteris establerts. Solapa amb CNVs similars descrites a DECIPHER com a
VOUS en més de 20 individus en els que es reporten problemes globals del desenvolupament.
S’inclouen tres gens: ACAD10, ALDH2 i MAPKAPK5. ACAD10 té elevats nivells d’expressio a
cervell fetal i una localitzacié mitocondrial, participant en el metabolisme d’acids grassos, i
MAPKAPK5 és supressor de tumor amb activitat serina treonina quinasa implicat en la
transduccié de senyal. La disrupcié de I'extrem 5’ de MAPKAPKS i de I'extrem 3’ d’ACAD10
produiria una proteina de fusié ACAD10-MAKAPK5. Una duplicacié similar ha estat identificada
en dues families amb TEA descartant la seva contribucio en el fenotip ja que la caracteritzacio
del transcrit de fusié va mostrar un codd stop prematur que provoca la degradacié de la
proteina (Holt et al. 2012), pero seria necessari caracteritzar els punts de trencament de la
duplicacié identificada i realitzar estudis funcionals per determinar I'impacte d’aquesta

duplicacid en I'expressié génica. No existeixen evidencies suficients perqué la duplicacié pugui
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ser classificada com a VOUSpp, perd podria contribuir de manera additiva en el fenotip del

pacient.

Delecié 8921.13: STMN2 (Taula 3.10 pagina 117)

La delecié 8g21.13 d’heréncia paterna (pacient 66) té una longitud de 731Kb i inclou 6 gens
coneguts, destacant el gen STMN2, també anomenat SCG10. Codifica per una proteina
essencial pel procés de creixement implicada en la regulacio de I'estabilitat dels microtubuls en
neurones corticals, promovent l'elongacié de neurites, amb elevats nivells d’expressio
neuronal durant el desenvolupament i en neurones sensorials de I'adult (Bondallaz et al.
2006). L'augment de la seva expressidé observat en axons proximals post-lesié en ratolins el
suggereix com a marcador per la regeneracid d’axons (Shin et al. 2014). Les funcions descrites
apunten a una possible implicacié del gen en els TND, tot i que les haploinsuficiencies descrites
a la literatura sén de longitud superior i suggereixen una regié candidata de localitzacid
proximal respecte a la identificada (Palomares et al. 2011). En aquest pacient és de destacar la
preséncia d’'una CNV addicional, la delecié 2p12 d’heréncia materna que afecta al gen CTNNA2
amb elevats nivells d’expressid neuronal. Codifica una proteina sinaptica reguladora de la
morfologia, estabilitat i plasticitat sinaptica mitjancant I'associacié a cadherines i implicada en
la patogenesis del TDAH (Lesch et al. 2008) i SQZ (Mexal et al. 2008). Seguint els criteris
establerts de classificacid, aquesta CNV es considera VOUSpb ja que afecta Unicament a regio
intronica. No obstant, cal tenir en compte que les alteracions en regions introniques poden
afectar I'expressié d’isoformes alternatives, com s’ha suggerit previament en el cas de la
delecié 7q31, i per tant convindria caracteritzar els punts de trencament i definir I'efecte de la

CNV en I'expressié del gen per determinar una possible contribucié en el fenotip.

Delecio 10923: CTNNA3 (Taula 3.10 pagina 117)

La delecié 10923 present en el pacient 82, amb DI moderada i TC, solapa amb una delecié
descrita a DECIPHER en un individu afectat per problemes cognitius i conductuals. El germa del

pacient, amb DI lleu, no és portador de la delecid. La CNV identificada només en un dels dos
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germans amb DI té una longitud de 301Kb i inclou els exons 12-13 del gen CTNNA3, amb
elevada expressié a hipocamp i cortex durant les primeres etapes del desenvolupament i
implicat en la formacié d’adhesions cel-lula-cel-lula. S’"han descrit SNPs i CNVs associats a TEA
(Wang et al. 2009; Weiss et al. 2009; Levy et al. 2011; Girirajan et al. 2012; O'Roak et al. 2012;
Prasad et al. 2012) i s’ha identificat una associacio amb Alzheimer (Miyashita et al. 2007). Un
estudi genomic en families amb TEA ha identificat un pacient amb delecié en heterozigosi
composta heretada de dos progenitors sans portadors de la delecid, suggerint un model
d’herencia recessiva (Bacchelli et al. 2014). Tenint en compte que en 'actualitat s’esta veient
que els portadors d’algunes malalties recessives tenen algun tipus de manifestacidclinica
(Gianetti et al. 2012), es proposa I'existéncia d’'una mutacié puntual a I'al-lel homoleg que
reduiria I'expressié del gen, esdevenint un factor de risc pel fenotip lleu. La preséncia d’una
delecié suposaria una perdua completa de I'expressid i provocaria un fenotip agreujat. Per
poder determinar la correlacié genotip-fenotip seria necessari la seqlienciacié de tots els

membres de la familia, pero aixo no és factible per la manca de disponibilitat dels progenitors.

Delecid 15926.2: MCTP2 (Taula 3.10 pagina 117)

La delecié 15g26.2 de 24,5Kb és la Unica CNV rara identificada en la pacient 92, afectada de DI
lleu, sindrome d’Asperger i episodi depressiu. Aquesta CNV solapa amb delecions de longitud
superior associades a TB i autisme (Chagnon 2005; McAuley et al. 2009) i inclou parcialment el
gen MCTP2 afectant a un exo de la isoforma llarga del gen. La funcié exacta de la proteina és
encara poc coneguda per0 es creu que pot participar en la via de transduccié de senyal
intracel-lular i funcié sinaptica, amb una localitzaci6 a membrana plasmatica i un domini
citosolic d’unié a calci (Shin et al. 2005). Disrupcions del gen poden causar defectes cardiacs
(Lalani et al. 2013) i s’ha suggerit com a possible gen candidat per SQZ en un estudi
d’associacio (Djurovic et al. 2009) que estaria d’acord amb la historia familiar d‘SQZ en la linia
paterna d’aquesta pacient. Malauradament no s’ha pogut accedir al pare per realitzar I’estudi
genetic pero probablement en sigui portador ja que la germana de la pacient és portadora de

la delecid i la mare no n’és portadora.
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Duplicacié 179g24.1924.2: PRKCA (Taula 3.10 pagina 117)

La duplicacié 17924.1g24.2 (pacient n79) de 630Kb altera I'estructura del gen PRKCA que
codifica per una proteina quinasa implicada en transmissié sinaptica, creixement de neurites,
desenvolupament neuronal i memoria de treball. S’ha descrit com a gen candidat per la
sindrome de la microdelecié 17q24.1q24.2 al localitzar-se en la regié minima de solapament
en diferents delecions 17g24.2 identificades en individus amb DI, retras del llenguatge i
obesitat (Vergult et al. 2012) i es suggereix com a candidat per TB (Hahn et al. 1999) i SQZ
(Carroll et al. 2010). Tot i que no s’han descrit duplicacions similars a la literatura, a DECIPHER
es descriu una duplicacié de longitud inferior que també altera I'estructura de PRKCA en un
individu amb DI, problemes de comportament i autisme. A més a més, la CNV s’ha identificat

en el germai en el pare del pacient, afectes de Dl lleu i Ql limit.

4.4 . Re-avaluacio dels criteris de patogenicitat

La presencia de CNVp en el 19% dels casos i de VOUSpp en el 12% dels casos aporta noves
evidencies de I'impacte de les CNVs en la Dl i els TP, pero determinar la seva patogenicitat és
un repte dificil. Els estudis d’associacid son de gran utilitat per determinar la correlacié
genotip-fenotipde regions candidates, pero cal tenir en compte que fins i tot les CNVs més
freqlients tenen una prevalenca individual molt baixa, des de 0,061% per la del3g29 fins a
0,54% per la del22q11.2 (Kirov 2015). Aixo justifica que I'estudi de cribatge de les set regions
especifiques (2p12, 2p16.3, 3929, 12p12, 15914915, 15926.2 i 17g24) no hagi aportat dades
per la interpretacio dels resultats. Encara que s’hagués identificat alguna alteracid, els resultats

tindrien poca poténcia per detectar associacions degut al baix nombre d’individus analitzats.

Els consens de classificacié de les CNVs tenen en compte la longitud, la dosi, I'heréncia, el
contingut genétic i les dades existents a la literatura (Miller et al. 2010; Kearney et al. 2011;
Hanemaaijer et al. 2012) establint que la patogenicitat correlaciona amb les CNVs rares, de

novo (o heretades de progenitors afectes), riques en gens coneguts i quan s’han descrit
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préviament associades a patologia, habitualment amb predomini de delecions. L’avaluacié de

les CNVp i VOUSpp identificades per CMA suggereixuna revisio d’aquests criteris.

1) Longitud

Tot i que s’ha identificat una correlacié entre la longitud de les CNVs i la patogenicitat,
determinant que les CNVs de longitud superior tenen una major probabilitat de ser
patogeniques (Taula 3.7 pagina 97), sis CNVs >1Mb s’han classificat com a variants no
patogéniques per incloure gens sense funcions a sistema nervids i no solapar amb alteracions
descrites en individus amb fenotip similar (annex 2). Per altra banda, si bé és cert que la
carrega de CNVs >500Kb en poblacié amb DI (25%) és significativament superior que en la
poblacié general (8%) (Itsara et al. 2010; Cooper et al. 2011), delecions de longitud<500Kb (una
delecié a 2p16.3 i la delecié a 22g13.33) i dues delecions 2p16.3 de longitud <1Mb (516Kb i
626Kb) tenen una correlacié clara amb el fenotip. L'augment de la resolucié de les técniques
de cribatge posa de manifest una elevada carrega de CNVs de longitud petita (<500Kb), essent
el 32% de les CNVp/VOUSpp, i d’acord amb Coe i col-laboradors és una via prometedora
d’estudi en la Dl i el TEA (Coe et al. 2012; Asadollahi et al. 2014). L'impacte de les CNVs en el
fenotip no recau en la seva longitud sind en el contingut genetic i en I'efecte de determinats

gens en I'expressié de proteines rellevants en el neurodesenvolupament.

2) Dosi: delecié/duplicacié

Les sindromesde microdelecié son més freqlients en la DI en comparacidéa les sindromes de
microduplicacié d’acord amb els resultats obtinguts (Figura 4.2 pagina 145). Tot i aixo, la
freqiiéncia de delecions en les CNVp i VOUSpp no presenta una diferéncia estadisticament
significativa en comparacio a la freqliencia de duplicacions. Malgrat que les haploinsuficiéncies
tendeixen a ser més deleteries que els guanys de dosi,cada vegada es reporten més
duplicacions en regionson inicialment s’havien descrit delecions associades a DIl i/o TP (Sanders
et al. 2011). Les CNVs allocus 16p11.2 s’han associat a TEA i SQZ (Weiss et al. 2008; McCarthy

et al. 2009) i s’ha confirmat que tant les delecions com les duplicacions en aquesta regio tenen
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un fort efecte en I'expressid dels gens inclosos a la CNV i de gens colindants, produint
alteracions en vies implicades en el neurodesenvolupament i I'autisme (Blumenthal et al.
2014). Existeixen moltes regions dosi sensibles en les que s’han identificat guanys, perdues i
mutacions puntuals associades a patologia (Zoghbi et al. 2012), com per exemple les regions

15q11q13 i 15q13.3.

Pero el canvi de dosi no és I'inic mecanisme pel qual les CNVs poden contribuir en la clinica. La
localitzacié dels punts de trencament pot alterar el marc de lectura d’'un gen determinat i tenir
efectes en la seva expressid. Els estudis funcionals permeten valorar I'expressido geénica i
determinar I'efecte d’una CNV tant en el producte del gen directament afectat com dels gens
amb els que interacciona (Scoles et al. 2011). A més a més, es poden produir gens de fusié que
alterin processos biologics importants pel desenvolupament (Rippey et al. 2013). La majoria de
duplicacions intersticials sén en tandem i amb una orientacié directa, perd també es poden
produir reordenaments complexes que presentin tres o més punts de trencament
(Weckselblatt et al. 2015). La caracteritzaci6 molecular de les duplicacions mitjangant
seqiienciacid és essencial per determinar la influencia de les duplicacions en el fenotip

(Newman et al. 2015).

3) Heréncia

La transmissié de les CNVp i VOUSpp indica que la seva heretabilitat no és un parametre que
es pugui tenir en consideracid per descartar la seva implicacid en el fenotip (Vulto-van Silfhout
et al. 2013). El 15,4% de les CNVp sén heretades (una d’elles lligada al cromosoma X) i I'estudi
dels progenitors en 7 dels 12 pacients amb VOUSpp revela que totes son heretades, pel que es
podria considerar una penetrancia incompleta, tal i com s’ha descrit per diverses CNVs (Kirov
2015). Pero les dades cliniques registrades dels familiars portadors i la inclusié de parelles de
germans afectats aporta evidencies sobre la variabilitat en I'expressié de les CNVs heretades.
S’han identificat quatre CNVs en parelles de germans amb DI i TP, dues de les quals sén
heretades de progenitors amb Ql limit (dup39g29 i dupl7q24.1924.2), una heretada d’un
progenitor amb dificultats en I'aprenentatge (dup15q14q15.1) i una duplicacié 9p24 d’origen
desconegut. Els familiars portadors han de ser avaluats clinicament per confirmar la seva

condicid de sans (Stefansson et al. 2014), tal i com revela I'estudi de segregacié de la delecié
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2p16.3 en el que I'avaluacié cognitiva i psiquiatrica dels portadors de la CNV ha identificat un
Ql entre 69 i 91, T, ansietat, sindrome disexecutiva i trastorns de personalitat en totes les

portadores (Vinas-Jornet et al. 2014).

4.5. Variabilitat geneética i heterogeneitat fenotipica

La presencia de CNVp i VOUSpp en 11 individus amb DI lleu i 12 individus amb DI moderada no
es correlacionada amb la severitat de la DI (Taula 4.2) i en el 30,7% dels casos la mateixa CNV
s’associa a diferents graus de DI. El fenotip dels progenitors portadors de CNVp/VOUSpp
presenta una variabilitat en I'expressid, des de la normalitat (del7q31 i del8g21.13) fins a
problemes cognitius lleus (dup3qg29, del 2p16.3, dup15q14g15.1 i dupl7q24.1q24.2). Aquesta
gran heterogeneitat podria explicar-se pel model del doble hit que proposa que algunes
variants son factors de risc pero no sén els Unics determinants del fenotip, una segona
alteracio pot actuar com a factor additiu o modulador (Girirajan et al. 2010). Tenint en compte
qgue el CMA ha detectat un total de 216 CNVs rares en 81 individus, amb una mitjana de
2,5CNVs rares/pacient, no es pot descartar que les CNVs considerades no patogéniques (que
representen el 90,4% de les CNVs rares) puguin contribuir en el fenotip, d’acord amb
I'increment de CNVs rares observat en poblacié afectada respecte la control (Coe et al. 2012).
La preséncia concomitant de dues CNVp en individus amb DI moderada (pacients 10 i 26) i la
diferéncia en la manifestacid clinica de la regié 3929 en funcié de la dosi (quatre copies de la
regid en el pacient 34 amb DI lleu i tres copies en els progenitors amb QI limit) déna suport al
model del doble hit. Aquest efecte modulador del fenotip també pot ser conseqiiéncia de
I’efecte de mutacions puntuals en gens de susceptibilitat per Dli/o TP (O'Roak et al. 2011; Qiao

et al. 2014).

Existeixen altres mecanismes que intervenen en la variabilitat en I'expressio, com la inactivacio
del cromosoma X, la impronta genomica i I'epigenetica modulada per factors ambientals

(Rzhetsky et al. 2014).
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Taula 4.2: Distribucié de les variants patogeniques (CNVp i VOUSpp) segons el grau de DI

Dl lleu DI moderada
Id Sexe CNV kb Classificacié Id Sexe CNV Kb Classificacié
71 H dupXp21.3p11.4  12.244 CNVp 10 D delXg25g28 30.410 CNVp
dupXp11.2p22.33  51.008 CNVp
98 H dup15g11ql3 5.306 CNVp 26 H del10g26.12¢g26.3 13.174 CNVp
dup15926.3 3.312 CNVp
duplq42.2 98 VOUSpp
63 D del12p12.1 2.801 CNVp 9 D dell6p12.3p11.2  10.280 CNVp
14 H del15q13.2q13.3  1.495 CNVp 90 H del9g31.1g32 8.811 CNVp
66 H del8q21.13 731 VOUSpp 59 D dup15q14q15.1  2.738 VOUSpp
79 H dupl7q24.1qg24.2 630 VOUSpp 60 H dup15q14q15.1 2.738 VOUSpp
94 H del2p16.3 626 CNVp 122 H dup9p24.2p24.1 576 VOUSpp
34 H dup3q29 492 VOUSpp 123 H dup9p24.2p24.1 576 VOUSpp
55 D del2p16.3 417 CNVp 82 H del10g21.3 301 VOUSpp
85 H del8p23.1 195 VOUSpp 151 H del7g31.1 152 VOUSpp
92 D del15q26.2 24 VOUSpp 18 D del22q13.33 101 CNVp
32 H del7g31.1 83 VOUSpp

(Id) Identificador del pacient; (DI) Discapacitat intel-lectual; (CNV) Variant en nombre de copies; (Kb) Quilobases; (H)
Home; (D) Dona; (CNVp) CNV patogenica; (VOUSpp) Variant de significacié clinica incerta probablement patogenica

S’ha posat de manifest una gran variabilitat en el fenotip psiquiatric associat a regions i gens
candidats per DI i TP. La valoracid del contingut genetic de les CNVp i VOUSpp ha identificat la
preséncia de 13 gens candidats per TP i aporta noves evidéncies de I'existéncia d’un
solapament genetic en els diferents TP (Taula 4.3) (Burnside et al. 2011; Dabell et al. 2013;
Kirov et al. 2014). Tant és aixi, que la preséncia de CNVp i VOUSpp suposa un risc 4,22 vegades
superior de presentar dos TP en un mateix individu respecte els pacients sense causa genética
coneguda, suggerint que la coexisténcia de diferents TP podria ser un indicador de factors

genetics associats.

A més a més dels gens candidats per TP identificats, tres gens inclosos en VOUSpp (FBX0O45,
PAK6 i STMIN2) tenen funcions rellevants pel neurodesevnolupament. Tot i que actualment no
exiteixen evidéncies suficients d’una correlacié amb patologia, es considera que sén tres gens
amb una possible susceptibilitat per la DI i els TP, sent necessari la identificacié de nous casos

per determinar la seva associacié amb el fenotip.
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Taula 4.3: Regions i gens candidats a trastorns psiquiatrics

CNV Gen TP en el present estudi Referencies consultades (*)
candidat TEA TDAH SQZ TB TOC A SGT
B
T. delirant
2p16.3 Del NRXN1 + + + o+ -+ o+
Sindrome disexecutiu
Ansietat
SGT
7931 Del IMMP2L T. d’estrés post-traumatic + + -+ o+ -+

TOC + autisme

8p23.1 Del MSRA  Transvestisme, conductes agressives i destructives - - R
9p24.2p24.1 Dup SLC1A1 T. generalitzat d’ansietat - - + o+ o+ - -
10g21.3 Del CTNNA3 Agressivitat i conducta destructiva + + - - - - -
12p12 Del SOX5 T. conducta + + - - -+ -
15911913 Dup UBE3A Fobies especifiques + + + -+ o+ -
15g13.3 Del/Dup CHRNA7 T. generalitzat d’ansietat + + + o+ - - -
TOC
15914915 Dup/Del SPRED1 + + - - - - -
T. conducta hipercinetica
TOC
15914915 Dup  RASGRP1 - - -+ - - L

T. conducta hipercinética

Sindrome d’Asperger
15926.2 Del MCTP2 - - + - - - -
Episodi depressiu amb sindrome somatica

Reaccio d’estrés agut
17q24.1924.2 Dup PRKCA - - + o+ - -
Altres t. dels habits i impulsos

229g13.33 Del SHANK3 Autisme + - + o+ - - -

(TP) Trastorn psiquatric; (T) Trastorn; (TEA) T. de I'espectre autista; (TDAH) T. d’atencid i hiperactivitat; (SQZ)
Esquizofrenia; (TB) T. bipolar; (TOC) T.obsessiu-compulsiu; (A) Ansietat; (SGT) Sindrome Gilles de la Tourette

(*) (Hahn et al. 1999; Lai et al. 2001; Ophoff et al. 2002; Moessner et al. 2007; Bauer et al. 2008; Djurovic et al.
2009; Pasmant et al. 2009; Walss-Bass et al. 2009; Wang et al. 2009; Weiss et al. 2009; Carroll et al. 2010; Elia et al.
2010; Gauthier et al. 2010; Maestrini et al. 2010; Pagnamenta et al. 2010; Rosenfeld et al. 2010; Wisniowiecka-
Kowalnik et al. 2010; Girirajan et al. 2011; Kato et al. 2011; Levy et al. 2011; Ma et al. 2011; Spencer et al. 2011;
Waga et al. 2011; Casey et al. 2012; Girirajan et al. 2012; Lamb et al. 2012; O'Roak et al. 2012; Prasad et al. 2012;
Schaaf et al. 2012; Grayton et al. 2013; Myles-Worsley et al. 2013; Porton et al. 2013; Bacchelli et al. 2014; Bertelsen
et al. 2014; Bianchi et al. 2014; Gimelli et al. 2014; Noor et al. 2014; Schaaf 2014; Gillentine et al. 2015; Nesbitt et al.
2015; Noor et al. 2015)

L’elevada co-morbiditat i I'existéncia de gens amb efectes pleiotropics aporta noves evidencies
de vies comunes entre els TP i la DI, tals i com la via glutamatergica (SHANK3 i SLC1A1) (Javitt
2007; Tebartz van Elst et al. 2014) i la via de les ubiquitines (UBE3A i FBX045) (Javitt 2007,

Glessner et al. 2009), aixi com processos biologics comuns. Els gens implicats en les primeres
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etapes del desenvolupament (SOX5, FBX0O45, STMN2 i CTNNA3), els gens amb expressio a
sistema nervids i de localitzacid sinaptica tenen una elevada implicacié en aquestes patologies,
destacant diverses funcions: formacid de la sinapsis (NRXN1), plasticitat (CHRNA?7), transduccio
de senyal (CHRNA7, NRXN1, PRKCA) i potenciacid (SLC1A1) (Kaufman et al. 2010; Gatt et al.
2015). Aixi mateix, alteracions en els mecanismes oxidatius estan implicats en els TP (IMMP2L i

MSRA) (Salim 2014).

4.6. Perspectives en l'estudi de la discapacitat intel-lectual i els

trastorns psiquiatrics

Actualment, els esforcos en la investigacid de la DI i els TP es dirigeixen a la creacio de
consorcis col-laboratius, que estan dirigits a I'estudi de grans cohorts mitjancant seqlienciacid
del genoma complet i a dur a terme meta-analisi de les dades obtingudes, que permeten
realitzar estudis d’associaci6 amb un millor potencial estadistic.No obstant, els estudis
familiars amb una caracteritzacié clinica exhaustiva aporten una informacié molt valuosa que
completa la informacié dels estudis de grans cohort, contribuint en la descripcié completa del

fenotip dels pacients i dels portadors.

L’estudi en poblacié adulta aporta nombrosos avantatges (Taylor et al. 2010). En primer lloc,
determinar I'etiologia genetica és essencial pel pronostic i tractament adequat al pacient, aixi
com un millor seguiment de les patologies associades derivant el pacient als professionals
especialitzats. En segon lloc, coneixer la causa genetica i realitzar un analisi dels familiars per
determinar la condicié de portador permet oferir un consell genétic, determinar el risc de
recurrencia i, en el cas de ser un factor de susceptibilitat que el pacient pugui desenvolupar
alguna manifestacio subclinica, es pot oferir una avaluacié, un seguiment i un tractament
especifics. En tercer lloc, la informacio de les bases genetiques dels TP obtinguda de pacients
adults pot ser de gran utilitat pels casos pediatrics. El diagnostic precoc dels TP n’afavoreix la
seva prevencio a partir d’'un seguiment i tractaments especifics per mitigar o fins i tot impedir-

ne la manifestacio clinica.
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Els grups multidisciplinars composats per professionals de les arees de la psiquiatria, la
psicologia, la neurologia, la bioinformatica i la genética permeten integrar els nous
coneixements per oferir una millor atencié al pacient. La ressonancia magneética funcional
permet una avaluacié de les anomalies cognitives mentre que la ressonancia magnetica
estructural permet caracteritzar I'estructura cerebral. L'aplicacié d'aquestes tecnologies son
cada vegada més freqiients en els estudis de la DI i els TP per correlacionar l'impacte de les
anomalies genétiques amb el funcionament cognitiu i I'estructura i permet identificar

anomalies en els portadors (Stefansson et al. 2014).

169



170



5. CONCLUSIONS

171



172



CONCLUSIONS

En la poblacié adulta amb diagnostic dual de discapacitat intel-lectual i trastorns
psiquiatrics ifo de la conducta s’ha identificat una freqliiéncia elevada (38%)
d’alteracions genetiques que majoritariament corresponen a variants en nombre de
copies. La preséncia d’un segon trastorn psiquiatric augmenta la probabilitat que la

causa sigui geneética.

Es proposa el cariotip molecular com a primera tecnica d’analisi genetica del
diagnostic dual de discapacitat intel-lectual i trastorns psiquiatrics i/o de la conducta.
Les variants en nombre de copies sén factors que predisposen tant a la discapacitat

intel-lectual lleu com moderada.

Els criteris de longitud, dosi i heréencia per la classificacié de les variants en nombre de
copies sén poc determinants per definir la patogenicitat de les variants de significacio
clinica incerta. L'avaluacidé del fenotip dels familiars portadors i no portadors és de

gran utilitat per facilitar la seva interpretacio i establir una correlacié genotip-fenotip.

La delecié 2p16.3 és un factor de risc per la discapacitat intel-lectual i els trastorns
psiquiatrics i té una expressivitat variable. Es descriu per primera vegada un fenotip
dismorfic comu entre els adults afectes i una sindrome disexecutiva i ansietat en tots

els portadors.

La delecié 7931 identificada en tres individus no emparentats amb una heterogeneitat

fenotipica suggereix que IMMP2L és un gen candidat pels trastorns psiquiatrics.

L'efecte patogenic de les delecions en les regions 3929 i 15q14q15.1 (SPRED1) esta
demostrat. Els nostres resultats apunten que les duplicacions reciproques també tenen

un efecte en I'expressié fenotipica, encara que de menor gravetat.

S’aporten noves evidéncies d’'una gran heterogeneitat de trastorns psiquiatrics

associats a cadascuna de les variants en nombre de copies.
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BACs utilitzats per la confirmacié de variants en nhombre de copies mitjancant FISH

Regio Blat (Hg18) sonda problema sonda control Regid sonda control
11q14.1 81,283,204-81,529,758 RP11-268M13 RP11-118A14 11p15.1
Xp22.33/Yp112 796,171-1,176,808 RP11-309M23 RP11-496N21 Xg22.1

15q14 35,670,205-38,409,152 RP11-127C4 RP11-81L17 15qg25.2

12p12.1 23,323,561-26,125,263 RP11-707G18 RP11-317E02 12q

8qg21.13 80,450,747-81,181,756 RP11-97F17 RP11-222M11 8p21.3

1p21.1 104,012,320-104,555,156 RP11-151P07 RP11-644J10 1p36.13

Xq22.1 100,695,536-101,036,403 RP11-496N21 RP11-309M23 Xp22.33

Sondes de MLPA dissenyades per la confirmacidé de variants en hombre de copies

Gen Regid (pb) | Sequencia d'hibridacio L Sequencia d'hibridacié R

- 2q14.3 85 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAAGACCCAGGGTCCGGGAT - 3' 5'P - TCAGAAGAGGGTCCTGATGCTGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

ACAT1 11922.3 | 89 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTCATGACGGCAGATGCAGCGA - 3' 5'P - AGAGGCTCAATGTTACACCACTGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

THSD7A.1I 7p21.3 93 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttGCCCGTCCTTTGAATAACCACA - 3' 5'P - TGCACTGGGATTCTCCCTTAAGTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 12p11.22 | 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgGATGTGTATCATGCCAAGCCAAACCATT - 3' 5'P - TATTTACTGCTGCCAGACCCTCCAACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1 2p16.3 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaGAGCATCGGAGATGAGGTCCGGA - 3' 5'P - AGCCGTCCATTTAAATCAACTGATGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

EXOC4 7q33 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCAATCTGATATACAGGTTGTGGGGGA- 3' 5'P - AAGGCTCTGGTGGAAATAGGGCCAGAGAACCACTCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
MSX1a 4pl6.2 109 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacCCATGATGGTCTGCGCTGCTCCA - 3' 5'P - TCTCTGGTCTGCGGGAACTACTCCTAGAATCCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
PDE4D 5q12.1 113 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacggcgtaGCAGGACAGTGGGCACTATCTGAGA - 3! 5'P - ATGGAGTGAAGTGACCCTTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

MCTP2 15026.2 | 117 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaGCATAGGTGCATGTGCGTGTAAGAGT - 3' 5'P - TCATATTGGCGGCTGCCAATGGTAGTGGCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
SYNEL.II 6q25.2 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgcgtattcgtactgactaGCTGATATTTCCCTCTGGGCTGGACCTGACTCTAT -3"' | 5'P - TTACGGAAGGGGGCAGAACTTCCAGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

RAS3GAP1 2g21.3 125 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaGCTTTTAGTGGGATGATCTTGATCCAGGCTGA - 3' 5'P - AGGCCAGCCAGGCCACCTGTATAGAGTGGAATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
RASL12a 15022.31 [ 129 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAaCAGATGGTTAGCCAGGTCAGACACAGTGCCTTGGGTGTAAGT -3' 5'P- TTGAGCTTCCCTCTGTGCTAGACCCCTGTGTGGCCTGGGGGGACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC -3'




Gen Regio (pb) Sequencia d'hibridacio L Sequeéncia d'hibridacio R

- 12p11.22 |83 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCATTCTGCCCCTCTAACCT - 3! 5'P - TGACTGACTGACCCACAGGTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

COL6A1 21922.3 87 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAGGATGCTGTGAACGAGGCCA - 3! 5'P - AGCACCTGGGCGTCAAAGTCTTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

THSD7A 7p21.3 91 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCATGTCAAGCAATTGGGTGTACCT - 3' 5'P - TGTTGCCAGGCCTCAACTCTGACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

RASA3 13934 95 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGGCTTCCCCAGAGAAAGACTT - 3' 5'P - TGAACGCTTCACTCCTCTGTAGCCCTGAGGATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
BC047112 5p15.2 100 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACATGGGAAGCTCACACCCACACAGCTGA - 3' 5'P - TCTTTAGCGCCCACCACCATCTGGAAGATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 4q35.2 104 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCAGTTTCCTTAACCACACCGGGCACTGCTGA - 3' 5'P - TTCATCCACCTGGTGGATGAGAACGACTTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

APOH 17q24.2 108 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTTGATGGGCCACAGTCCTGTGAGAGGGCAGATA - 3' 5'P - AACTTTCTCATCCCTCCTCGGGACACATAGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3!
DISC1FP1 11q14.3 112 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaGATTGGTCCAACCCAGCAGGAGACAGGGGA - 3' 5'P - AGCATGCAACCCGATGAACACATAGGTACGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
HPSE2 10g24.2 116 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaCATGTGTGATACGTGGAGCCTCTGCACT - 3' 5'P - AGATGTTCTTCCAAGGAAGTGTCCCTCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NSDHL Xq28 120 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacgGTTTGATAATCCCCAGGTGCGGTTCT - 3' 5'P - TTCTGGGTGACCTCTGCAGCCGACAGGTAATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FKSG52 3p21.31 124 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacgCCCAAAGTCATGCTGTACTGGGTTCCAGTCA - 3' 5'P - TGGTTCCTTCACTGATGAGCTGCAAGGCCTTCAGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
PPIE 1p34.2 128 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaGATGTCAGGTGATGTATCTTCACACCAGGCATCGA - 3' 5'P - TGTCAGGGCAACGGAAATTAAAGACTGGAAAGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
PCNT 21922.3 132 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacggcgtattcgt GGAACCTGGAGAGTCATCATCAAGCAGCCA - 3' | 5'P - TTGAGAAGTTACGTGAAGACCTGCAGTCCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

Gen Regid (pb) Sequiencia d'hibridacié L Seqliencia d'hibridacié R

KLRAP1 12p13.2 92 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAACAATGGACGGAGCATGGT - 3' 5'P - TAATATCTGCACAATCAGTGGTTACTGCTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

RASA3 13934 95 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGGCTTCCCCAGAGAAAGACTT - 3' 5'P - TGAACGCTTCACTCCTCTGTAGCCCTGAGGATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
CACNA1A 19p13.2 98 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGAECCTGGCAGAGGATATTGACAACATGAAGA - 3' 5'P - ACAACAAGCTGGCCACCGCGGAGTCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

ATP1A2 01923.3 104 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGAECGGATGAGCTGAACTTTCCCACGGAG - 3' 5'P - AAGCTTTGCTTTGTGGGGCTCATGTCTATGATTGATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
GHRHR 07p14.3 110 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgCCATAGCATCTCTATTGTAGCCCTCTTCGTGGCCA - 3! 5'P - TCACCATCCTGGTTGCTCTCAGGTTTGTCATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
PDE4D 5q12.1 113 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacggcgtaGCAGGACAGTGGGCACTATCTGAGA - 3' 5'P - ATGGAGTGAAGTGACCCTTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

MAPT 17921.31 | 116 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttCTAAGGTGGATCTCGGTGGTTTCTAGA - 3' 5'P - TGTGACAGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCacggTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
GRXCR1 4p13 122 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacggCAATCCTGAAGAGTATGCTGGCCCT - 3' 5'P - TTCTGTATTTGGACTTAAACCTAACTGTTGTGGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
RAS3GAP1 2g21.3 125 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaGCTTTTAGTGGGATGATCTTGATCCAGGCTGA - 3' 5'P - AGGCCAGCCAGGCCACCTGTATAGAGTGGAATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10g24.32 | 128 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT - 3' 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
MSRA 8p23.1 134 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggatact CCGGGAGGGACAGACTTTCTACTATGCGGAAGACT - 3' 5'P - ACCACCAGCAGTACCTGAGCAAGAACCCCAATGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'




Barreja 3v3 ‘

Gen Regio (pb) | Seqtiencia d'hibridacié L Sequeéncia d'hibridacié R

SLC4A1 17921.31 |89 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGAGGGATCAAGGGCGAACA - 3' 5'P - TCAAGGGACTGGGGTAGACATCAAGGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
MRPS15.0pcié2 | 1p34.3 95 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAATCGGCGGTGGGCTCTTCGGTAA - 3 5'P - TACAGAGGGGGGAAGGTGTACTCAATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 10p12.33 | 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcGCCAAAGAGCAATCAGGAGCTGTTA -3' 5'P - TCTGCTCAGAGAGTGAAACACGGTACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CCDC148 2q24.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA - 3! 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
ALDH2 12924.12 | 113 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagGTTCATCTCCTTCACCTCCGAAATGATCTCGCT - 3' 5'P - TTTGGGTTTACGGCCGGTCTCTgacttagTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
BC042094 1g31.2 125 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacCCTTGGAAAATAATAACCCGAGTTTGGTGAGAGGA - 3' 5'P - TGTCTAATATAGAGGGCACTCCAGGAGTGGGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10g24.32 | 128 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT - 3 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
MSRA 8p23.1 134 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggatactCCGGGAGGGACAGACTTTCTACTATGCGGAAGACT - 3" | 5'P - ACCACCAGCAGTACCTGAGCAAGAACCCCAATGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
Gen Regid (pb) | Sequencia d'hibridacid L Sequeéncia d'hibridacié R

- 22q13.22 | 84 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCACATCTCCAGCATCCAGCA - 3 5'P - ATCTTGTGGATCCCGCTGTGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

ACAT1 119223 |89 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTCATGACGGCAGATGCAGCGA - 3' 5'P - AGAGGCTCAATGTTACACCACTGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 6q14.1 93 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTATCTCCTGCTGTGGGGGATGAGATT - 3' 5'P - AACCCCAGCGCTGTAGTTGTCTTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CSF2RA Xp22.33 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGTCTCCACGAACCCTACAGTCTTGGTT - 3' 5'P - TATGGGACTCTTAGTGCCAGTGTGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

SUPT3H 6p12.3 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGAAGTACCATTACTGCTAAAGGCCACTGTACA - 3 5'P - TGAAGTCAGAGCTCCTTGAAGGCATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 6p12.1 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttaACAGAGACATGTGCCGTGTAAGACA - 3' 5'P - TCAGTAACACTGCTGGGCTCCCCTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

GYG2 Xp22.33 109 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgactCCGTGCATTCTAGCCTGTATCATCTCAT - 3' 5'P - TTGGACAAATGCTGGCACGTTGtacggTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

IGSF11 3q13.32 113 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgactCAATGGAATGAGCTCTGACCCAA - 3' 5'P - ACACACTACCATGGAGAACTCCCCGtctgtgatcgtTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3!
CLSTN2 3923 117 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggCCAGGGATGTGAAAGCATCAGGA - 3' 5'P - AGGGTTAATAAGGCTATATTGACACGCACacggcgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17q22 121 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggegtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
B3GALT1 2g24.3 125 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtctgtgatcgtacgtgaCCAGGAAGCAGCAGCGTGAGGTGTTGCTA - 3' 5'P - AGAGAAGTGGCTTGAATATCAGGGCAGCCgacttagc TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
GTF2H3 12924.31 [ 129 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAacttacggacggcgtattcCTCATCATAGGCTTTCTAACCTACTCCCTGA -3’ 5'P - ATCCGGGTCCTCATTGTGAAATGCATGCgacttagcgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FGD6 12q22 133 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAagcgacttacggacggcgtattcgtCAGGAAAAACATTCGAGGTTGCATCACTT - 3' 5'P - TCCGAGACAGCTTCATCAGAATTCCTTCTTTGgacttTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 5p13.1 137 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacggcegtattcgtactCCCTTCATTGCAGGGTGGTGTTGGTA - 3' | 5'P - atccacacatatatctgagtttcacacactttcagc TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'




Barreja 3-4

Gen Regid (pb) | Seqtiencia d'hibridacié L Sequeéncia d'hibridacié R

MRPS15.0pcié2 | 1p34.3 95 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAATCGGCGGTGGGCTCTTCGGTAA - 3' 5'P - TACAGAGGGGGGAAGGTGTACTCAATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
CSF2RA Xp22.33 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGTCTCCACGAACCCTACAGTCTTGGTT - 3! 5'P - TATGGGACTCTTAGTGCCAGTGTGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 10p12.33 | 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcGCCAAAGAGCAATCAGGAGCTGTTA -3' 5'P - TCTGCTCAGAGAGTGAAACACGGTACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 6p12.1 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttaACAGAGACATGTGCCGTGTAAGACA - 3! 5'P - TCAGTAACACTGCTGGGCTCCCCTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CCDC148 2924.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA - 3! 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
ALDH2 12924.12 | 113 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagGTTCATCTCCTTCACCTCCGAAATGATCTCGCT - 3! 5'P - TTTGGGTTTACGGCCGGTCTCTgacttagTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17q22 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggegtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
BC042094 1931.2 125 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacCCTTGGAAAATAATAACCCGAGTTTGGTGAGAGGA - 3! 5'P - TGTCTAATATAGAGGGCACTCCAGGAGTGGGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10924.32 | 128 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT -3"' | 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
Gen Regio (pb) | Sequéncia d'hibridacio L Sequencia d'hibridacié R

FRYL 4p12 89 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTCCTTCCTCCTGACTGAACACA - 3! 5'P - ACAACTGCCCAGACACGGAAGACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CTNNA2 2p12 93 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgaCTCTGTTCATCATGTACCCAACTCCCA - 3' 5'P - ATCCCAGGCACTTGAGCTGACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

UPRT Xql3.3 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgaGTTAGATGTTCTGAGGAGGCGGGAGCA - 3' 5'P - ACCGAGAGAGCACGTGAGCATCTGTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

SUPT3H 6p12.3 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGAAGTACCATTACTGCTAAAGGCCACTGTACA - 3' 5'P - TGAAGTCAGAGCTCCTTGAAGGCATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 2932.3 105 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCAATGCGATCATGGAAAGGGTCATGCCTAA -3' 5'P - TCACTGCAGCATGTTCTTGCCCAACTCTTATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
CCDC148 2024.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA - 3' 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

PPP1R13L 19913.32 [ 112 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttCAGCACTGTGGCTAGCCCATTACTCTA - 3' 5'P - TGTCACCTTTATGCCACTTAGGTAAACACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
LINC01572 16qg22.3 116 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCTCCCACCTTGCTCCTCCCATACCTCTACA -3' 5'P - ATGGATGCAAAGGTCAGTGACTCCCTCcttacggaTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17q22 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggegtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
XKR9 8q13.3 124 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacGGTATTGGTTTGCCTTAAAAAGGGGT - 3' 5'P - TACCATGCAGCTTTTAAATATGACAGCAATACgacttTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10924.32 | 128 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT-3' | 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'




Gen Regid (pb) | Sequencia d'hibridacid L Sequeéncia d'hibridacié R

ZNF815P 7p22.1 90 5' - GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTGCACCCGGCTAGTCCTAAT - 3' 5'P - ACATATGTTAAATACAAGGAGTGAAACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

Xq27.3 Xq27.3 95 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACcttaGAACAATGCACACGGGCCCTTCT - 3' 5'P - AGTCCCTGGCATGAATCCACTGCATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

SUPT3H 6p12.3 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGAAGTACCATTACTGCTAAAGGCCACTGTACA - 3' 5'P - TGAAGTCAGAGCTCCTTGAAGGCATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

PTPRP2 20q12 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagCACTATCCCTCACGTGGGTTGAGCCAGT - 3' 5'P - TCAGAGGGAGGGACATCTTTTTGCAATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CCCDC148 | 2qg24.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA - 3! 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

- 18q23 112 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttaCTGCCTGAGCATTCTTTACCTATGTCCTGATCCAT - 3 5'P - TCGTGAATGAGCCTCTGGGGTTAAATACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17q22 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggegtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FAM135B 8q24.23 125 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAaGAACTCACTTAGAAGTAGAGGGGAAGCAGCAAGCTCCGCT - 3' 5'P - AGGCTGGAACCCACTTAGAGGACAGTATCAAGGAGGCTCCCETCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10924.32 | 128 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT - 3" | 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

Gen Regid (pb) | Sequencia d'hibridacio L Seqliencia d'hibridacié R

COL6A1 21922.3 87 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAGGATGCTGTGAACGAGGCCA - 3' 5'P - AGCACCTGGGCGTCAAAGTCTTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

KANSL1 17921 94 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGCAACAGTGCTTTGTCGTGAGT - 3' 5'P - TACAAGATTGGCTACACCATCTGACAGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1 assist | 2p16.3 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgcttgcctgacagaccaatttcaa - 3' 5'P - TTACGTACTTACTATGCCCCTCAACAGCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3!
GRXCR1 4p13 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAATCCTGAAGAGTATGCTGGCCCT - 3! 5'P - TTCTGTATTTGGACTTAAACCTAACTGTTGTGGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- Xq21.3 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcCCTGTGAACTGAGTTCAAATGCAGCCCA - 3! 5'P - TCCTGCTGGGAGATGAAGTTGATCAGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
CCCDC148 2q24.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'

- 149g31.1 112 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacGAGGAGAAACCAGGGCTGAACCATT - 3' 5'P - TCAGAGTCATTCCATGAGGACTGATGATAAGTGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
ADAMTSL3 15qg25.2 116 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgaCAATGCCAAGGAGGACAACTGTGGAGTCTGTGCCGGCGA - 3' 5'P - TGGCTCCACCTGCAGGCTTGTACGGGGACAATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17922 121 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggcgtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
- 2q14.3 124 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttGTGGCTGATGAGCTCTAGGGGAAGACAGCAGTGGGCCTGCTTA - 3! 5'P - ATTATCAATGGGCTGGGCAAGCTAGCCCCGCAGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10924.32 | 128 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT-3' 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'
RIMKLB 12p13.31 [ 132 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgtGGTATGTGTGGCTTTTTGCCAAATGCACTGTTCTGATTCCAGCTCTGAA -3' | 5'P - AGTTTAGTGGAAGTCTGGCAGATTAAGCCAAGACACAACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'




Gen Regid (pb) | Seqtiencia d'hibridacié L Sequeéncia d'hibridacié R

- 14g32.31 90 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTGTGGCCAGTTTCCTGACTCCCCA - 3' 5'P - TCTAGTGATTGGCACCCAGAGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

DOPEY2 21q22.12 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGTTTGGCTGAGATATTGCATCAGAAGT - 3' 5'P - TCATAGATGCTGACGTGGAGGAACGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3

SHOX Xp22.33PAR 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTCACATCAAGCTGTTCCCACCGTAA - 3! 5'P - AACTCACTCCTGACGTCCACCTCTCCTGGGATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
BRCA2ex3 BRCA2ex3 105 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGCTGGCTTCAACTCCAATAATATTCAA - 3' 5'P - AGAGCAAGGGCTGACTCTGCCGCTGTACCAATCTCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
CCCDC148 2924.1 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCGTCAGCCACCGATTCCCCAGAAA 5'P - AGAGGATAGTGTTTTCTTTGCAACTCCCTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'

ARMCX2 Xg22.1 112 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgGAATTTTCTCCTCCTCCTCCTCGCCTGGGTTA - 3! 5'P - AACGCACGGCAGCGAGCTGCGCAATAGAGTTGGTACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
LINC01492 9g31.1 116 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCTTCTGCTTCTCTGGTGGTAATTTGCTTAGT - 3' 5'P - AATCACATTTTATTGACTTCCTTTCTGGCCTTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
LINC01572 16q22.3 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaCTCCCACCTTGCTCCTCCCATACCTCTACA - 3 5'P - ATGGATGCAAAGGTCAGTGACTCCCTCcttacggaTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- Xp22.33/Yp11.32 | 124 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttGATAATCATGTCCATTTGGGCACTGACTTCTCTAGATGGC - 3' | 5'P - ATCTCACCAGAGACTAAGTACTGGGTGCTGACAATTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
XKR9 8q13.3 128 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacGGTATTGGTTTGCCTTAAAAAGGGGT - 3' 5'P - TACCATGCAGCTTTTAAATATGACAGCAATACgacttTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

Gen Regid (pb) Sequencia d'hibridacio L Sequeéncia d'hibridacié R

PDzZD4 Xq28 94 5'- gggttccctaagggttggactcagggceaatgatgttgagetegggcet - 3' 5'P - tgctgtcgecattetgetgetecctctagattggatcttgetggeac - 3'

IMMP2L-intro | 7g31.1 100 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCCTAAGATTGAAGAAGTGCATATCTGAGGTCA - 3 5'P - AGGACAAGGCGGGCAGTGCTCAATGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

SLC1A1 9p24 104 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTGGATGCCATGTTAGATCTCATCAGgtgagtgtt - 3' 5'P - ttgccacaaggtggcttcaagggcatgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

IMMP2L-exo 7931.1 108 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtctgtgatcgctaggtccttccaccectgaccat - 3' 5'P - tecttacttacCCTTTCTCCCGCTCTTCactgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3

RBFOX3 17925.3 112 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtctgtgatcgggaacaggcacttggtgtgtgaata - 3' 5'P - aactgaccaccttgtacgacttcgatctgttattgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

PTPRD 9p23 116 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtctgtgatctgGAAGTTACCAGAAGATCAAGGAGTCCA - 3' 5'P - AGCctgataaaaagcaaaacagaggaaagtacgtgaTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17q22 121 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggegtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
FBXW4 10g24.32 | 128 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacgg GGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT-3' 5'- AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'




Barreja 10 ‘

Gen REGIO (pb) Sequencia d'hibridacio L Sequeéncia d'hibridacié R

CTNNA3 INTRO | 10g21.3 86 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtctccaggtactcacccctatgea - 3' 5'P - tgctgacagcecaaggtgtgg TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1 assist 2p16.3 96 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgcttgectgacagaccaatttcaa - 3' 5'P - TTACGTACTTACTATGCCCCTCAACAGCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1 2p16.3 101 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaGAGCATCGGAGATGAGGTCCGGA - 3' 5'P - AGCCGTCCATTTAAATCAACTGATGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CHL1 3p16.3 105 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGTGCAACTCGAGCTCCATCCTCCTCCGA - 3' 5'P - TTTCTAAGGTTCCAGTTTTCTGGAGGGACAGTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- 17911 109 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTACACATGTGGCCTCATGCCCAAGGGTTTGTT - 3' 5'P - AGATGGCCTCTGACTCTGTGGGATTCAACTTGACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

- Xp22.31 113 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGCAGTTCCTGTCTGAGGTGGAGTCTGACTGGAT - 3' 5'P - TGCCACCCTTGTCTGGGCAGGTGATCTATCTGCTCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
ACOXL 2q13 117 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACACCGTGCCTTGAAGTTGACTGAAGTTACAGTAGCCTT - 3 5'P - ATTTTGTTCCCTGAACTCCTGGACACAGCTGTCCTGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
- 17922 121 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggcgtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
XKR9 8q13.3 128 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacGGTATTGGTTTGCCTTAAAAAGGGGT - 3' 5'P - TACCATGCAGCTTTTAAATATGACAGCAATACgacttTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10g24.32 | 128 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT-3' | 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'




Barreja utilitzada pel cribatge de regions especifiques en |'estudi cas-control

Seqliéncia d'hibridacié L

Seqliéncia d'hibridacié R

PRKCA 1724 82 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGTTCACAAGCAATGCGTCA - 3' 5'P - TCAATGTCCCCAGCCTCTGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

CTNNA2 2pl12 91 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTCTGTTCATCATGTACCCAACTCCCA - 3 5'P - ATCCCAGGCACTTGAGCTGACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

FBXO45 3929 94 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAAACCCCATTGCTCAGAGCACTGA - 3' 5'P - TGGTGCAAGGACCAAGATTGGTTTCgaTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1.assist | 2p16.3 97 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgcttgcctgacagaccaatttcaa - 3' 5'P - TTACGTACTTACTATGCCCCTCAACAGCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

NRXN1 2pl6.3 101 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgaGAGCATCGGAGATGAGGTCCGGA - 3 5'P - AGCCGTCCATTTAAATCAACTGATGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3

SOX5 12p12.1 104 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAAAACTTCTGAGGATCCTCCTGAAGTA -3 5'P - TGGCTCTACACCTTGGACCGTTTAAAAAGCtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

APOH 17924 108 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTTGATGGGCCACAGTCCTGTGAGAGGGCAGATA - 3' 5'P - AACTTTCTCATCCCTCCTCGGGACACATAGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3

SOXS5.11 12p12.1 114 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAagtcCACAGCAGCCACCTATGATCGTCTCCAACTGA - 3 5'P - ACCTGTCAAGTGAGTCCAAACCTTCTAAACCAATTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
MCTP2 15¢26.2 117 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggaGCATAGGTGCATGTGCGTGTAAGAGT - 3' 5'P - TCATATTGGCGGCTGCCAATGGTAGTGGCTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'

17q22 17q22 121 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAtagcgacttacggacggcgtaCTCTGCTTATGTGCCCAGCGT - 3' 5'P - TGGTCTGCTGTCTCAGGCCACTTTCCTCATTACtctgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
XKR9 8q13.3 124 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggacGGTATTGGTTTGCCTTAAAAAGGGGT - 3 5'P - TACCATGCAGCTTTTAAATATGACAGCAATACEacttTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'
FBXW4 10924.32 | 128 |5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacttacggGGTACCCTCCACCTCTACCCCAGCTTTCTTGGGCCT-3' 5'P - AGAGTGGCTGAGGGGAGCGTTAAGGAGCCATTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3'
MCTP2.11 15¢26.2 131 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGACACTGTCTGGAATTTTGAACTATATATGATCCCCTTGGCATTGTTGCTGA-3" | 5'P - TCTTTGTCTACAATTTCATCAGACCTGTGAAAGGCAAGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3
SPRED1 15q14 134 | 5'- GGGTTCCCTAAGGGTTGGAgacttagcgacGTTTGGTCTTACGTTTCAAAGTCCTGCTGA - 3' 5'P - TGCTAGGGCTTTTGATAGAGGTATCCGAAGAGCTATAGAGGATATTTCTCgTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC - 3'




8. ANNEX 2
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Sondes de MLPA dissenyades per la confiramcié de variants en nombre de copies

DLRS longitud | n2

nomencalture array,ISCN2013 (hg19) array |Tipologia |CNV (bp) |sondes |Herencia Confirmacié classificacié | Id pacient
1p21.1(104212797-104753633)x3 0,184 | dup 540836 43 MAT FISH BACs VOUSpb 81
1p21.1(104306630-104731539)x3 0,142 | dup 424909 41 MAT FISH BACs CNVb 82
1p21.1(105477393-105542371)x1 0,196 | del 64978 11 D NA CNVb 10
1p33(50251279-50398578)x1 0,169 | del 147299 26 D NA VOUSpb 18
1p34.2(40183006-40309338)x3 0,150 | dup 126332 24 D MLPA * VOUSpb 122
1p34.3(36902760 -36926536)x3 0,160 | dup 24000 7 D MLPA * fals positiu | 152
1p36.21(12846934-12917461)x1 0,154 | del 70527 6 D NA VOUSpb 96
1923.1(158480395-158833302)x3 0,165 | dup 352907 10 D NA VOUSpb 121
1924.3(234857734-234918636)x3 0,150 | dup 60902 7 D NA CNVb 88
1931.2(191935045-191992138)x1 0,122 | del 57093 6 D MLPA * CNVb 85
1932.1(204363657-204697698)x3 0,213 | dup 334041 69 D NA VOUSpb 158
1942.2(231715133-231813980)x3 0,155 | dup 98847 18 D NA VOUSpp 26
1q44(248601802-248646776)x3 0,149 | dup 44974 7 D NA VOUSpb 97
2p12(79767455-79807301)x1 0,226 | del 39846 9 MAT MLPA * VOUSpb 66
2p13.3(71645495-71791549)x3 0,112 | dup 146054 |31 D NA VOUSpb 71
2p16.3(50510602-51137271)x1 0,128 | del 626669 | 124 MAT MLPA * CNVp 94
2p16.3(50660882-51078593)x1 0,170 | del 417711 |81 de novo MLPA * CNVp 55
2p16.3(50894904-50923005)x1 0,196 | del 28101 18 D NA VOUSpb 10




2p22.3(32626512-33332063)x3 0,155 | dup 705551 151 D NA VOUSpb 26
2p22.3(32632139-33314352)x3 0,143 | dup 682213 147 D NA VOUSpb 87
2p22.3(34697718-34743849)x3 0,199 | dup 46131 9 D NA CNVb 120
2p23.1(30814684-30848349)x1 0,131 | del 33665 8 D NA VOUSpb 151
2p24.3(13222618-13278834)x3 0,172 | dup 56216 7 D NA CNVb 136
2p24.3(13234300-13278834)x3 0,147 | dup 44534 6 D NA CNVb 89
2p25.3(2571139-3596661)x3 0,131 | dup 1025522 | 144 D NA VOUSpb 151
2q13(110852960-110983703)x3 0,141 | dup 130743 |25 D NA VOUSpb 123
2q14.3(127465793-127772900)x1 0,269 | del 307107 |21 MAT MLPA * CNVb 117
2¢21.3(135832699-135865414)x1 0,170 | del 32715 8 MAT MLPA * VOUSpb 55
2024.1(159116206-159130730)x1 0,133 | del 14524 5 MAT MLPA * VOUSpb 41
2024.3(168678696-168700727)x1 0,139 | del 22031 5 PAT MLPA * VOUSpb 75
2931.1(169907405-169934898)x3 0,155 | dup 27493 7 D NA VOUSpb 26
2032.1(185933203-186075664)x1 0,145 | del 142461 |10 D NA CNVb 159
2032.3(194917685-194977196)x1 0,173 | del 59511 4 D NA CNVb 22
2034(209034588-209054976)x1 0,131 | del 20388 6 D NA VOUSpb 151
2034(214598504-214615736)x1 0,149 | del 17232 6 D NA VOUSpb 147
2037.3(242753511-242785464)x3 0,165 | dup 31953 5 D NA VOUSpb 121
3p24.3(17149197-17188340)x1 0,135 | del 39143 5 D NA CNVb 142
3p26.1(162514534-162619141)x3 0,139 | dup 104607 |10 D NA CNVb 113
3p26.1(4222750-4250985)x1 0,139 | del 28235 6 D NA CNVb 113




3913.31(113573685-113614453)x1 0,213 | del 40768 9 D NA VOUSpb 158
3913.32(118726184-118817647)x3 0,117 | dup 91463 17 de novo MLPA * VOUSpb 58
3913.32(118726184-118817647)x3 0,205 | dup 91463 17 MAT MLPA * VOUSpb 109
3913.32(118731995-118817506)x3 0,155 | dup 85511 16 D NA VOUSpb 26
3913.33(120458780-120477254)x1 0,199 | del 25496 6 D NA VOUSpb 98
3¢23(139915414-139945637)x1 0,212 | del 30223 6 PAT MLPA * VOUSpb 80
3426.1(162971164-163583877)x1 0,149 | del 612713 |58 D NA CNVb 147
3426.31(173248780-173284606)x3 0,145 | dup 35826 8 D NA VOUSpb 159
3429(196022728-196515371)x3 0,121 | dup 492643 |99 MAT/PAT | aCGH VOUSpp 34
4p12(48744010-48765232)x1 0,172 | del 21222 7 PAT MLPA * VOUSpb 124
4p13(43016423-43107036)x3 0,160 | dup 90613 10 PAT MLPA * VOUSpb 152
4p16.2(4860802 -4874857)x3 0,269 | dup 14055 4 D MLPA * fals positiu | 117
4p16.3(45882-68244)x3 0,172 | dup 22362 5 D NA VOUSpb 136
4G28.2(130702317-130774852)x3 0,180 | dup 72535 10 D NA CNVb 108
4G28.3(131949297-132352577)x3 0,143 | dup 403280 |32 D NA CNVb 87
4G28.3(134921321-135180169)x1 0,155 | del 258848 |20 D NA VOUSpb 26
4G31.21(144805113-144898447)x3 0,126 | dup 93334 6 D NA VOUSpb 84
5p13.1(39077434-39100186)x1 0,165 | del 22752 6 MAT MLPA * CNVb 43
5p15.2(9762427 -9927805)x1 0,123 | del 165378 |20 D MLPA * VOUSpb 24
5q11.1(49559920-49727613)x1 0,147 | del 167693 |14 D NA VOUSpb 89
5312.1(59715912-59771517)x3 0,170 | dup 55605 10 PAT MLPA * VOUSpb 55




5q13.3(76086349-76134632)x3 0,154 | del 48283 10 D NA VOUSpb 100
6p12.1(56917408-56953743)x3 0,115 | dup 36335 8 PAT MLPA * VOUSpb 30
6p12.3(45116671-45131653)x1 0,212 | del 14982 4 MAT MLPA * VOUSpb 80
6p12.3(45116671-45131653)x1 0,172 | del 14982 4 MAT MLPA * VOUSpb 45
6p21.2(37748620-37988120)x3 0,141 | dup 239500 |47 D NA VOUSpb 38
6p21.32(32441050-32505619)x3 0,140 | dup 64569 9 D NA VOUSpb 106
6p21.32(32450699-32637117)x1 0,155 | del 186418 |31 D NA VOUSpb 26
6p22.1(27632341-27659350)x3 0,131 | dup 27009 5 D NA CNVb 151
6p22.1(29093912-29155540)x1 0,145 | del 61628 13 D NA VOUSpb 99
6p22.1(29977952-30087387)x3 0,141 | dup 109435 |22 D NA VOUSpb 38
6p25.3(1288867-1325976)x3 0,180 | dup 37109 7 D NA VOUSpb 91
6p25.3(354363-433956)x1 0,158 | del 79593 18 D NA VOUSpb 17
6014.1(81269892 -81382095)x1 0,118 | del 112203 |9 PAT MLPA * CNVb 12
6021(109656354-109683297)x1 0,179 | del 26943 5 D NA CNVb 115
6025.2(152936085-152959287)x1 0,113 | del 23202 6 MAT MLPA * VOUSpb 60
6025.2(152936285-152959146)x1 0,164 | del 22862 6 MAT MLPA * VOUSpb 59
6025.3(158317798-158376354)x3 0,150 | dup 58556 12 D NA VOUSpb 128
7p14.1(38260953-38356859)x1 0,147 | del 95906 19 D NA VOUSpb 89
7p15.2(26888579-26936715)x3 0,126 | dup 48136 9 D NA VOUSpb 84
7p21.3(11725806-11774234)x1 0,123 | del 48428 11 D MLPA * VOUSpb 24
7p21.3(12369503-12432297)x3 0,140 | dup 62794 15 D NA VOUSpb 106




7p22.1(5857029-5882229)x1 0,226 | del 25200 4 PAT MLPA * + FISH BACs | VOUSpb 66
7q11.21(65414795-65446736)x3 0,141 | dup 31941 8 D NA VOUSpb 38
7q11.21(65934154-65990251)x3 0,162 | dup 56097 8 D NA CNVb 21
7931.1(108826771-108932077)x3 0,133 | dup 105306 22 de novo NA CNVb 41
7931.1(111015477-111034007)x1 0,179 | del 18530 5 D MLPA * Polimorfica® | 115
7931.1(111112186-111255558)x1 0,131 | del 143372 26 MAT MLPA * VOUSpp 151
7931.1(111198987-111280493)x1 0,148 | del 81506 14 MAT MLPA * VOUSpp 32
7931.1(112320660-112361854)x3 0,130 | dup 41194 6 D NA CNVb 153
7033(133469590-133492814)x1 0,113 | del 23224 6 PAT MLPA * VOUSpb 60
7033(133469790-13349267)x1 0,164 | del 22884 6 PAT MLPA * VOUSpb 59
8p12(35339203-35395724)x3 0,112 | dup 56521 12 D NA VOUSpb 71
8p23.1(10254051-10449952)x1 0,122 | del 195901 33 D MLPA * VOUSpp 85
8p23.2(2349676-2611645)x3 0,144 | dup 261969 33 D NA CNVb 14
8q11.21(48166013-48224194)x3 0,146 | dup 58181 6 D NA VOUSpb 90
8q11.21(48166213-48224053)x3 0,130 | dup 57840 6 D NA VOUSpb 153
8q11.21(48166213-48224053)x3 0,180 | dup 57840 6 D NA VOUSpb 108
8q13.3(71613553-71627512)x1 0,166 | del 13959 4 MAT MLPA * VOUSpb 63
8q13.3(72491793-72702599)x3 0,145 | dup 210806 11 D NA CNVb 99
8721.11(76028849-76360992)x3 0,145 | dup 332143 36 D NA CNVb 99
8721.13(80288192-81019201)x1 0,226 | del 731009 93 PAT MLPA * VOUSpp 66
8024.23(139224546-139239663)x1 0,173 | del 15117 4 D MLPA * VOUSpb 22




9p12p11.2(43565847 -47317679)x1 0,132 | del 3706574 |9 D NA VOUSpb 131
9p24.1(5304864-5335103)x1 0,154 | del 30239 6 D NA VOUSpb 100
9p24.2(2248366-2375193)x1 0,158 | del 126827 |16 D NA CNVb 17
9p24.2p24.1(4094627-4671089)x3 0,150 | dup 576462 | 106 D NA VOUSpp 122
9p24.2p24.1(4094627-4671089)x3 0,141 | dup 576462 | 106 D MLPA * VOUSpp 123
9931.1(105922704-106091785)x3 0,205 | dup 169081 |20 D MLPA * fals positiu | 109
9931.1932(107056010-115867141)x1 0,146 | del 8811131 1357 | D cariotip CNVp 90
9934.3(138130912-138309258)x3 0,135 | dup 178346 |28 D NA CNVb 142
10p12.33(19002293-19054802)x1 0,128 | del 52509 7 MAT MLPA * CNVb 73
10p13(14986974-15059703)x1 0,141 | del 72729 7 D NA VOUSpb 123
10q11.21(43859761-43902582)x3 0,174 | dup 42821 8 D NA VOUSpb 102
10q11.21(45218780-45359091)x1 0,139 | del 140311 |16 D NA VOUSpb 113
10q11.22(46158156-47695889)x1 0,154 | del 1537733 |56 D NA VOUSpb 100
10g21.3(67963693068265572)x1 0,142 | del 301880 |57 D MLPA * VOUSpp 82
10923.33(96625510-96751004)x3 0,121 | dup 125494 |17 MAT aCGH VOUSpb 34
10G24.2(100705378-100909995)x1 0,149 | del 204617 |37 PAT MLPA * VOUSpb 79
10g24.32(103347353-103390023)x3 0,133 | dup 42670 10 PAT MLPA * VOUSpb 41
10925.1(107109062-107306628)x3 0,162 | dup 197566 | 16 D NA CNVb 21
10925.1(107984130-108014302)x1 0,121 | del 30172 5 de novo aCGH CNVb 34
10G26.12926.3(122259702-135434178)x1 | 0,155 | del 13174476 |1964 | de novo MLPA CNVp 26
10G26.3(133437820-133671695)x3 0,180 | dup 233875 33 D NA CNVb 91




11q13.2(66420415-66449505)x1 0,145 | del 29090 7 D NA VOUSpb 99
11q14.1(81605556-81852110)x1 0,172 | del 246554 |29 PAT FISH BACs CNVb 45
11q14.1(83903383-83940170)x1 0,180 | del 36787 8 D NA VOUSpb 108
11q14.3(89998047-90090588)x1 0,115 | del 92541 13 MAT MLPA * CNVb 64
11q14.3(89998047-90090588)x1 0,168 | del 92541 13 MAT MLPA * CNVb 65
11¢22.3(102938672-103205118)x3 0,121 | dup 266446 | 54 MAT aCGH VOUSpb 34
11¢22.3(107954818-108053758)x3 0,269 | dup 98940 21 MAT MLPA * VOUSpb 117
11¢23.1(112046290-112081313)x1 0,174 | del 35023 5 D NA VOUSpb 102
12p11.21(31241495-31357004)x1 0,199 | del 115509 |13 D NA VOUSpb 120
12p11.21(31277996-31357004)x1 0,150 | del 79008 12 D NA CNVb 128
12p11.22(28697446-28743495)x3 0,146 | dup 46049 9 D MLPA * VOUSpb 47
12p12.1(23432294-26233996)x1 0,166 | del 2801702 | 456 de novo MLPA * + FISH BACs | CNVp 63
12p13.2(10683079-10789936)x3 0,128 | dup 106857 |18 D MLPA * VOUSpb 73
12p13.2(11218244-11249210)x3 0,172 | dup 30966 6 D NA VOUSpb 136
12p13.31(8819866-8862019)x3 0,150 | dup 42153 8 PAT MLPA * VOUSpb 88
12912(40610402-40786005)x3 0,196 | dup 175603 |79 D NA VOUSpb 10
12¢22(95444520-95507610)x3 0,167 | dup 63090 13 MAT MLPA * VOUSpb 67
12¢23.1(96881237-96934971)x1 0,148 | del 53734 10 D NA CNVb 32
12¢24.12924q13(112184121-112315182)x3 | 0,199 | dup 131062 |27 D NA VOUSpb 98
12¢24.13(112183921-112315323)x3 0,122 | dup 131402 |27 D NA VOUSpb 85
12¢24.31(124114535-124199277)x3 0,167 | dup 84742 17 PAT MLPA * VOUSpb 67




13q14.3(52581214-52697505)x1 0,196 | del 116291 |27 D NA VOUSpb 125
13g21.32(67295888-67345573)x1 0,154 | del 49685 11 D NA VOUSpb 96
13931.3(90321338-90421731)x3 0,174 | dup 100393 6 D NA CNVb 102
14911.1911.2(22395084-23011311)x1 0,131 | del 616227 134 D NA CNVb 151
14921.2(44826108-44923320)x3 0,181 | dup 97212 9 D NA CNVb 140
14922.1(51156334-51433946)x3 0,128 | dup 277612 |62 D NA VOUSpb 143
14931.1(82200740 -82230838)x1 0,269 | del 30098 4 D MLPA * fals positiu | 117
14931.3(85851168-85897804)x1 0,196 | del 46636 14 D NA VOUSpb 10
14932.31(101504838 -101872332)x3 0,189 | dup 367494 49 D MLPA * fals positiu 11
14932.33(104768861-104969321)x3 0,189 | dup 200460 28 D NA CNVb 11
15911.2(20489681-23209042)x3 0,250 | dup 2010788 | 153 PAT MLPA VOUSpb 48
15911.2913.1(23699701-29006852)x3 0,199 | dup 5730658 | 713 de novo MLPA CNVp 98
15q12(25755756-25854912)x3 0,126 | del 99157 15 D NA CNVb 84
15q13.2913.3(30943703-32439084)x1 0,144 | del 1495381 | 231 de novo MLPA CNVp 14
15q13.3(31620534-31647643)x1 0,181 | del 27109 7 D NA VOUSpb 140
15q14(38164787-38240786)x3 0,130 | dup 75999 10 D NA VOUSpb 153
15q14915.1(37882913-40621860)x3 0,113 | dup 2738947 | 406 PAT FISH BACs VOUSpp 60
15q14915.2(37883113-40621719)x3 0,164 | dup 2738607 |61 PAT FISH BACs VOUSpp 59
15q21.2(52257937-52314983)x3 0,143 | dup 57046 11 D NA VOUSpb 87
15q22.31(65329938-65362884)x1 0,128 | del 32946 8 MAT MLPA * VOUSpb 94
15¢25.3(83912816-84714815)x3 0,150 | dup 801999 151 PAT MLPA * VOUSpb 88




15¢26.2(94959126-94983622)x1 0,166 | del 24496 6 D MLPA * VOUSpp 92
15¢26.3(100241987-100455105)x3 0,169 |dup 213118 35 D NA VOUSpb 18
15¢26.3(99168589-102480888)x3 0,155 |dup 3312299 | 626 de novo MLPA CNVp 26
16p11.2p11.1(31955076-34784380)x3 0,141 |dup 2829304 | 106 D NA VOUSpb 38
16p11.2p11.1(32573808-35045499)x3 0,145 | dup 2471691 | 120 D NA VOUSpb 99
16p12.3p11.2(18901309-29182196)x1 0,122 | del 10280888 | 157 de novo cariotip CNVp 9
16p13.12(12791776-12807266)x1 0,196 | del 15490 9 D NA VOUSpb 10
16422.3(72612701-72667608)x1 0,166 | del 54907 7 PAT MLPA * CNVb 63
16q23.1(74372285-74472587)x3 0,154 | dup 100302 6 D NA VOUSpb 96
16¢23.1(75505879-75538457)x1 0,146 | del 32578 9 D NA VOUSpb 105
16qg23.1(75542203-75577557)x3 0,126 |dup 35354 8 D NA VOUSpb 84
164g23.1(75558516-75577557)x3 0,146 |dup 19041 5 D NA VOUSpb 105
164g23.1(76398562-76427860)x3 0,139 |dup 29298 6 D NA VOUSpb 113
17p11.2(19143173-19235773)x3 0,199 |dup 92601 22 D NA VOUSpb 98
17p11.2(21281052-22032763)x3 0,147 |dup 751711 55 D NA VOUSpb 89
17q22(50479802-50530000)x1 0,115 | del 50198 5 MAT MLPA * CNVb 30
17q24.1924.2(64129644-64759936)x3 0,149 |dup 630292 120 PAT MLPA * VOUSpp 79
17q24.3(70815557-70825304)x1 0,196 | del 9747 5 D NA VOUSpb 10
17g25.1(73928952-73955405)x3 0,169 |dup 26453 7 D NA VOUSpb 18
17g25.3(75922616-76006562)x3 0,144 | dup 83946 9 D NA VOUSpb 14
17q25.3(77368930-77392578)x3 0,199 |dup 23648 6 D MLPA * VOUSpb 120




17¢25.3(77368930-77397474)x3 0,166 | dup 28544 7 D MLPA * VOUSpb 86
18p11.32(1735225 -1848941)x1 0,132 | del 113716 |27 D NA CNVb 131
18p11.32(1906337-1980846)x1 0,141 | del 74509 10 D NA CNVb 38
18G23(77520762-77546945)x1 0,172 | del 26183 5 MAT MLPA * CNVb 45
19p13.2(6958753-7018231)x1 0,141 | del 59478 12 D NA VOUSpb 38
19p13.3(5739332-5766602)x1 0,141 | del 27270 7 D NA VOUSpb 38
19913.2q13.31(43261778-43746147)x3 0,162 | dup 484369 |9 D NA VOUSpb 21
19q13.32(45837364-45900705)x3 0,172 | dup 63341 14 MAT/PAT | MLPA * VOUSpb 124
19913.42(53681333-53707206)x3 0,196 | dup 25873 5 D NA VOUSpb 125
20q12(41180350-41241944)x1 0,133 | del 61594 13 MAT MLPA * VOUSpb 139
20q12(41184930-41287946)x1 0,121 | del 103016 |21 PAT aCGH VOUSpb 34
20q13.13(48152656-48178810)x1 0,150 | del 26154 5 D NA VOUSpb 122
21021.2(24493619-24622173)x1 0,146 | del 128554 |10 D NA CNVb 105
21q22.3(47400883-47482410)x1 0,114 | del 81527 16 D MLPA * VOUSpb 57
21q22.3(48031456-48073002)x3 0,149 | dup 41546 9 D NA VOUSpb 97
22q11.21(18894835-19010562)x3 0,172 | dup 115727 |19 D NA VOUSpb 136
22q13.32(49354696-49406044)x3 0,212 | dup 51348 7 PAT MLPA * CNVb 80
22q13.33(51123291-51224402)x1 0,169 | del 101111 |17 de novo MLPA CNVp 18
Xp21.3p11.4(25816432-38085678)x2 0,112 | dup 12244269 1738 | MAT cariotip CNVp 71
Xp22.33(1561019-1612474)x3 0,172 | dup 51455 22 D NA VOUSpb 136
Xp22.33(1850752-2052995)x3 0,213 | dup 202243 |57 D NA CNVb 158




Xp22.33(2250134-2276051)x1 0,172 | del 25917 12 D NA VOUSpb 136
Xp22.33(2695174-2804530)x1 0,167 | del 109356 25 MAT MLPA * VOUSpb 67
Xp22.33(302004-329692)x3 0,165 | dup 27688 14 D NA VOUSpb 121
Xp22.33/Yp11.32(1414686-1418039)x1 0,167 | del 3353 4 D NA VOUSpb 67
Xp22.33/Yp11.32(363986 -822935)x3 0,132 |dup 458949 157 MAT MLPA VOUSpb 131
Xp22.33/Yp11.32(449,073-632,978)x3 0,176 | dup 183905 64 MAT MLPA VOUSpb 130
Xp22.33/Yp11.32(876171 -1256808)x3 0,117 |dup 380637 74 D MLPA * + FISH BACs fals positiu 58
Xp22.33p11.22(169901-51101339)x3 0,196 |dup 51008178 | 19384 |IME cariotip CNVp 10
Xq13.1(71030284-71179227)x2 0,154 | dup 148943 12 D NA VOUSpb 100
Xg22.1(100808880-101149747)x3 0,150 |dup 340867 62 PAT MLPA * VOUSpb 88
Xg25(126015950-126241770)x1 0,158 | del 225820 22 D NA VOUSpb 17
Xg25q28(124642297-155227312)x1 0,196 | del 30410528 | 9556 IME cariotip CNVp 10
Xg27.3(145118666-145153097)x1 0,172 | del 34431 7 MAT MLPA * CNVb 124
Xq28(154391683-154425825)x1 0,150 | del 34142 5 D NA CNVb 88
Yp11.2(7944948 -9841727)x2 0,269 |dup 2446779 | 182 D MLPA * fals positiu | 117
Y¥q11.223(23020112-23050059)x2 0,126 |dup 29947 7 D NA CNVb 84
Y¥q11.223(23196033-23634706)x2 0,126 |dup 438673 53 D NA VOUSpb 84

(1d) Identificador; (del) Delecid; (dup) duplicacié; (MAT) Materna; (PAT) Paterna; (MAT/PAT) Heretat d’ambdds progenitors; (D) Desconeguda; (IME) Inverisé materna equilibrada; (*) MLPA
amb sondes no comercials; (CNVp) Variant en nombre de copies patogenica; (VOUSpp) Variant de sginificacié clinica incerta probablement patogénica; (VOUSpb) Variant de significacio clinica
incerta probablement benigne; (CNVb) Variant en nombre de copies benigne; (&) Variant que malgrat estigui descrita en >1% de la poblacid general ha estat validada per incloure un gen
candidat.



