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  Sensitive-­‐	
  Multiplex	
  Ligation-­‐dependent	
  Probe	
  Amplification	
  

NFQ	
  	
   	
   Non-­‐fluorescent	
  quencher	
  

Ni-­‐NTA	
   	
   Nickel-­‐nitrilotriacetic	
  acid	
  

NMD	
   	
   Nonsense-­‐mRNA	
  mediated	
  decay	
  

OMIM	
   	
   Online	
  Mendelian	
  Inheritance	
  in	
  Man	
  

Pb	
   	
   Parell	
  de	
  bases	
  

PBS	
   	
   Phosphate	
  Buffered	
  Saline	
  

PCR	
  	
   	
   Polymerase	
  Chain	
  Reaction	
  

Pi	
   	
   Inorganic	
  Phosphate	
  

PKA	
   	
   Protein	
  Kinase	
  A	
  

pLI	
   	
   Probability	
  of	
  Loss	
  of	
  Function	
  Intolerance	
  

PTC	
   	
   Premature	
  stop	
  codon	
  

PVDF	
   	
   Polyvinylidene	
  fluoride	
  

PWS-­‐SRO	
   Prader	
  Willi	
  syndrome-­‐Smallest	
  Region	
  of	
  deletion	
  Overlap	
  

QD	
   	
   Quocient	
  de	
  dosi	
  

QI	
   	
   Quocient	
  Intel·∙lectual	
   	
   	
  

qPCR	
   	
   Quantitative	
  Polymerase	
  Chain	
  Reaction	
  

Rpm	
   	
   Revolucions	
  per	
  minut	
  

RPO	
   	
   Right	
  Probe	
  Oligonucleotid	
  

SA	
   	
   Síndrome	
  d’Angelman	
  

SA-­‐like	
   	
   Síndrome	
  d’Angelman-­‐like	
  

SNP	
   	
   Single	
  Nucleotid	
  Polymorphism	
  

SNV	
   	
   Single	
  Nucleotid	
  Variant	
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SWI/SNF	
   SWItch/Sucrose	
  Non-­‐Fermentable	
  

SysID	
   	
   Systems	
  Biology	
  Approaches	
  to	
  ID	
  

TD	
   	
   Trastorn	
  del	
  desenvolupament	
  

TDAH	
   	
   Trastorn	
  de	
  dèficit	
  d’atenció	
  i	
  hiperactivitat	
  

TEA	
   	
   Trastorn	
  d’espectre	
  autista	
  

TND	
   	
   Trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament	
  

UTR	
   	
   Untranslated	
  Region	
  

VCF	
   	
   Variant	
  Call	
  Format	
  

WES	
   	
   Whole	
  Exome	
  Sequencing	
  

WGS	
   	
   Whole	
  Genome	
  Sequencing	
  

WT	
   	
   Wild	
  Type	
  

	
  

Recopilatori	
  de	
  gens	
  

ADSL	
  	
   	
   Adenylossucinate	
  lyase	
  

ARID1A	
  	
   AT-­‐rich	
  interaction	
  domain	
  1A	
  

ARID1B	
  	
   AT-­‐rich	
  interaction	
  domain	
  1B	
  

ASXL3	
   	
   ASXL	
  transcriptional	
  regulator	
  3	
  

ATAD3A	
   ATPase	
  family	
  AAA	
  domain	
  containing	
  3A	
  

ATP10A	
  	
   ATPase	
  phospholipid	
  transporting	
  10A	
  

ATRX	
   	
   ATRX	
  chromatin	
  remodeler	
  

BAP1	
   	
   BRCA1	
  associated	
  protein	
  1	
  

CDKL5	
   	
   Cyclin	
  dependent	
  kinase	
  like	
  5	
  

CHMP7	
  	
   Charged	
  multivesicular	
  body	
  protein	
  7	
  

COX7B	
   	
   Cytochrome	
  c	
  oxidase	
  subunit	
  7B	
  

CREBBP	
  	
   CREB	
  binding	
  protein	
  

CSTF2	
   	
   Cleavage	
  Stimulation	
  Factor	
  Subunit	
  2	
  

DEAF1	
   	
   DEAF1	
  transcription	
  factor	
  

E6-­‐AP	
   	
   E6-­‐associated	
  protein	
  

EEF1A2	
  	
   Eukaryotic	
  translation	
  elongation	
  factor	
  1	
  alpha	
  2	
  

EHMT1	
  	
   Euchromatic	
  histone	
  lysine	
  methyltransferase	
  1	
  

EIF2B2	
   	
   Eukaryotic	
  translation	
  initiation	
  factor	
  2B	
  subunit	
  beta	
  

EIF4G1	
   	
   Eukaryotic	
  translation	
  initiation	
  factor	
  4	
  gamma	
  1	
  

EP300	
   	
   E1A	
  binding	
  protein	
  p300	
  

FOXG1	
   	
   Forkhead	
  box	
  G1	
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GABRB2	
   Gamma-­‐aminobutyric	
  acid	
  type	
  A	
  receptor	
  beta2	
  subunit	
  

GAPDH	
   	
   Glyceraldehyde-­‐3-­‐Phosphate	
  Dehydrogenase	
  

GRIN1	
   	
   Glutamate	
  ionotropic	
  receptor	
  NMDA	
  type	
  subunit	
  1	
  

GRIN2A	
  	
   Glutamate	
  ionotropic	
  receptor	
  NMDA	
  type	
  subunit	
  2A	
  

GRIN2B	
  	
   Glutamate	
  ionotropic	
  receptor	
  NMDA	
  type	
  subunit	
  2B	
  

HERC2	
   	
   HECT	
  and	
  RLD	
  domain	
  containing	
  E3	
  ubiquitin	
  protein	
  ligase	
  2	
  

HSF2	
   	
   Heat	
  Shock	
  factor	
  2	
  

HSPG2	
   	
   Heparan	
  Sulfate	
  Proteoglycan	
  2	
  

HTT	
   	
   Huntingtin	
  

IMPG1	
   	
   Interphotoreceptor	
  matrix	
  proteoglycan	
  1	
  

IQSEC2	
   	
   IQ	
  motif	
  and	
  Sec7	
  domain	
  ArfGEF	
  2	
  

KANSL1	
  	
   KAT8	
  regulatory	
  NSL	
  complex	
  subunit	
  1	
  

KAT5	
   	
   Lysine	
  acetyltransferase	
  5	
  

KCNQ2	
   	
   Potassium	
  voltage-­‐gated	
  channel	
  subfamily	
  Q	
  member	
  2	
  

KCNQ3	
   	
   Potassium	
  voltage-­‐gated	
  channel	
  subfamily	
  Q	
  member	
  3	
  

KIF1A	
   	
   Kinesin	
  family	
  member	
  1A	
  

KMT2C	
   	
   Lysine	
  methyltransferase	
  2C	
  

LAS1L	
   	
   LAS1	
  like	
  ribosome	
  biogenesis	
  factor	
  

MAGEL2	
   MAGE	
  family	
  member	
  L2	
  

MAPK8IP2	
   Mitogen-­‐activated	
  protein	
  kinase	
  8	
  interacting	
  protein	
  2	
  

MAPK8IP3	
   Mitogen-­‐activated	
  protein	
  kinase	
  8	
  interacting	
  protein	
  3	
  

MBD5	
   	
   Methyl-­‐CpG	
  binding	
  domain	
  protein	
  5	
  

MECP2	
   	
   Methyl-­‐CpG	
  binding	
  protein	
  2	
  

MEF2C	
   	
   Myocyte	
  enhancer	
  factor	
  2C	
  

METTL24	
   Methyltransferase	
  like	
  24	
  

MKNR3	
  	
   Makorin	
  ring	
  finger	
  protein	
  3	
  

NDN	
   	
   Necdin,	
  MAGE	
  family	
  member	
  

NLGN	
   	
   Neuroligin	
  	
  

NLGN4X	
   Neuroligin	
  4	
  X-­‐Linked	
  

NR1I3	
   	
   Nuclear	
  receptor	
  subfamily	
  1	
  group	
  I	
  member	
  3	
  

NRXN	
   	
   Neurexin	
  1	
  

PI4KA	
   	
   Phosphatidylinositol	
  4-­‐kinase	
  alpha	
  

PLXNB2	
  	
   Plexin	
  B2	
  

PWRN1	
  	
   Prader-­‐Willi	
  region	
  non-­‐protein	
  coding	
  RNA	
  1	
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PWRN2	
  	
   Prader-­‐Willi	
  region	
  non-­‐protein	
  coding	
  RNA	
  2	
  

RAB5B	
   	
   RAB5B,	
  member	
  RAS	
  oncogene	
  family	
  

RAI1	
   	
   Retinoic	
  acid	
  induced	
  1	
  

RHOBTB2	
   Rho	
  related	
  BTB	
  domain	
  containing	
  2	
  

RMND1	
  	
   Required	
  for	
  Meiotic	
  Nuclear	
  Division	
  1	
  homolog	
  

SATB2	
   	
   SATB	
  homeobox	
  2	
  

SCN2A	
   	
   Sodium	
  voltage-­‐gated	
  channel	
  alpha	
  subunit	
  2	
  

SHANK2	
   SH3	
  and	
  Multiple	
  Ankyrin	
  Repeat	
  Domains	
  2	
  

SHANK3	
   SH3	
  and	
  multiple	
  ankyrin	
  repeat	
  domains	
  3	
  

SHROOM4	
   Shroom	
  family	
  member	
  4	
  

SLC35A2	
   Solute	
  carrier	
  family	
  35	
  member	
  A2	
  

SLC6A1	
  	
   Solute	
  carrier	
  family	
  6	
  member	
  1	
  

SLC9A6	
  	
   Solute	
  carrier	
  family	
  9	
  member	
  A6	
  

SMARCA1	
   SWI/SNF	
  related,	
  matrix	
  associated,	
  actin	
  dependent	
  regulator	
  of	
  chromatin,	
  

subfamily	
  a,	
  member	
  1	
  

SMARCA2	
   SWI/SNF	
  related,	
  matrix	
  associated,	
  actin	
  dependent	
  regulator	
  of	
  chromatin,	
  

subfamily	
  a,	
  member	
  2	
  

SMARCA4	
   SWI/SNF	
  related,	
  matrix	
  associated,	
  actin	
  dependent	
  regulator	
  of	
  chromatin,	
  

subfamily	
  a,	
  member	
  4	
  

SMARCB1	
   SWI/SNF	
  related,	
  matrix	
  associated,	
  actin	
  dependent	
  regulator	
  of	
  chromatin,	
  

subfamily	
  b,	
  member	
  1	
  

SMARCE1	
   SWI/SNF	
  related,	
  matrix	
  associated,	
  actin	
  dependent	
  regulator	
  of	
  chromatin,	
  

subfamily	
  e,	
  member	
  1	
  

SMCR8	
   	
   SMCR8-­‐C9orf72	
  complex	
  subunit	
  

SMG1	
   	
   MG1	
  nonsense	
  mediated	
  mRNA	
  decay	
  associated	
  PI3K	
  related	
  kinase	
  

SNORD116	
   Small	
  nucleolar	
  RNA,	
  C/D	
  box	
  116	
  cluster	
  

SNURF-­‐SNRPN	
   Small	
  nuclear	
  ribonucleoprotein	
  polypeptide	
  N	
  

SOX11	
   	
   SRY-­‐box	
  transcription	
  factor	
  11	
  

SPEG	
   	
   Striated	
  Muscle	
  Enriched	
  protein	
  kinase	
  

SPTAN1	
  	
   Spectrin	
  alpha,	
  non-­‐erythrocytic	
  1	
  

SPW	
   	
   Síndrome	
  de	
  Prader	
  Willi	
  

STXBP1	
  	
   Syntaxin	
  binding	
  protein	
  1	
  

SYNGAP1	
   Synaptic	
  Ras	
  GTPase	
  activating	
  protein	
  1	
  

TBL1XR1	
   Transducin	
  beta	
  like	
  1	
  X-­‐linked	
  receptor	
  1	
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TCF4	
   	
   Transcription	
  factor	
  4	
  

TM4SF20	
   Transmembrane	
  4	
  L	
  six	
  family	
  member	
  20	
  

TUBB2B	
   Tubulin	
  beta	
  2B	
  class	
  IIb	
  

UBE3A	
   	
   Ubiquitin	
  protein	
  ligase	
  E3A	
  

UBE3A-­‐ATS	
   UBE3A	
  antisense	
  transcript	
  

UPF1	
   	
   UPF1	
  RNA	
  helicase	
  and	
  ATPase	
  

UPF2	
   	
   UPF2	
  regulator	
  of	
  nonsense	
  mediated	
  mRNA	
  decay	
  

UPF3B	
   	
   UPF3B	
  regulator	
  of	
  nonsense	
  mediated	
  mRNA	
  decay	
  

VAMP2	
  	
   Vesicle	
  associated	
  membrane	
  protein	
  2	
  

ZEB2	
   	
   Zinc	
  finger	
  E-­‐box	
  binding	
  homeobox	
  2	
  

ZNF238	
  	
   Zinc	
  Finger	
  Protein	
  238	
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El	
  neurodesenvolupament	
  es	
  defineix	
  com	
  el	
  procés	
  biològic	
  que	
  compren	
  el	
  desenvolupament	
  i	
  

la	
  maduració	
  del	
  sistema	
  nerviós.	
  El	
  desenvolupament	
  del	
  cervell	
  comença	
  en	
  la	
  tercera	
  setmana	
  

de	
   gestació	
   amb	
   la	
   formació	
   del	
   tub	
   neural.	
   A	
   partir	
   de	
   la	
   novena	
   setmana	
   fins	
   al	
   final	
   de	
   la	
  

gestació	
  es	
  produeixen	
  processos	
  de	
  proliferació,	
  migració	
  i	
  diferenciació	
  cel·∙lular	
  que	
  esdevenen	
  

cap	
  al	
  final	
  del	
  període	
  embrionari	
  en	
  la	
  formació	
  dels	
  compartiments	
  del	
  sistema	
  nerviós	
  central,	
  

del	
  sistema	
  nerviós	
  perifèric	
   i	
  en	
   la	
   formació	
  dels	
  circuits	
  neuronals	
  (1,2)	
   (Figura	
  1).	
  Qualsevol	
  

disrupció	
   en	
   aquesta	
   complexa	
   cadena	
   d’esdeveniments,	
   pot	
   causar	
   disfuncions	
   en	
   el	
  

desenvolupament	
   del	
   cervell	
   i	
   com	
   a	
   conseqüència	
   resultar	
   en	
   trastorns	
   del	
  

neurodesenvolupament	
  (TND)	
  (3,4).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Els	
  TND	
  són	
  un	
  grup	
  de	
   trastorns	
  complexes	
   i	
  heterogenis	
  que	
  es	
   caracteritzen	
  per	
  presentar	
  

afectacions	
   a	
   nivell	
   cognitiu,	
   motor,	
   de	
   comunicació	
   i	
   de	
   comportament	
   adaptatiu	
   que	
   es	
  

manifesten	
   en	
   etapes	
   primerenques	
   del	
   desenvolupament	
   (5).	
   L’espectre	
   dels	
   dèficits	
   en	
   el	
  

desenvolupament	
   compren	
   des	
   de	
   problemes	
   d’aprenentatge	
   i	
   de	
   les	
   funcions	
   executives	
   a	
  

problemes	
   globals	
   d’interacció	
   social	
   o	
   intel·∙ligència.	
   Dins	
   dels	
   TND	
   s’inclouen	
   el	
   Trastorn	
  

d’Espectre	
   Autista	
   (TEA),	
   Discapacitat	
   Intel·∙lectual	
   (DI),	
   Trastorn	
   de	
   Dèficit	
   d’Atenció	
   i	
  

Hiperactivitat	
   (TDAH),	
   i	
   problemes	
   de	
   llenguatge	
   (DSM-­‐5)	
   (4–7).	
   En	
   molts	
   casos,	
   hi	
   ha	
   co-­‐

morbiditat	
  de	
  més	
  d’un	
  TND,	
  per	
  exemple,	
  els	
  individus	
  amb	
  TEA	
  freqüentment	
  presenten	
  DI	
  i	
  els	
  

individus	
   amb	
   TDAH	
   freqüentment	
   presenten	
   un	
   trastorn	
   específic	
   de	
   llenguatge	
   (8).	
   S’ha	
  

suggerit	
  que	
  es	
  deu	
  a	
  què	
  es	
  troben	
  afectades	
  vies	
  moleculars	
  comunes	
  en	
  els	
  TND	
  (9).	
  	
  

1.1	
  Trastorns	
  del	
  neurodensenvolupament	
  (TND) 

Figura	
  1|	
  Etapes	
  del	
  desenvolupament	
  del	
  cervell.	
  Imatge	
  modificada	
  i	
  adaptada	
  de	
  
Tau	
  GZ	
  et	
  al.,	
  2009.	
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La	
  DI	
  s’engloba	
  dins	
  dels	
  TND	
  i	
  es	
  caracteritza	
  per	
  dèficits	
  a	
  nivell	
  intel·∙lectual	
  i	
  de	
  funcionament	
  

adaptatiu,	
  que	
  inclou	
  habilitats	
  conceptuals,	
  socials	
  i	
  pràctiques.	
  És	
  un	
  dels	
  TND	
  més	
  comuns,	
  la	
  

seva	
  prevalença	
  en	
  població	
  general	
  és	
  de	
  l’1-­‐3%.	
  S’inicia	
  durant	
  el	
  període	
  del	
  desenvolupament	
  

i	
  es	
  pot	
  manifestar	
  fins	
  a	
  l’edat	
  adulta.	
  El	
  terme	
  retard	
  global	
  del	
  desenvolupament	
  s’utilitza	
  en	
  

els	
  individus	
  menors	
  de	
  5	
  anys	
  que	
  no	
  es	
  poden	
  sotmetre	
  als	
  tests	
  estandarditzats	
  per	
  valorar	
  la	
  

gravetat	
  clínica.	
  La	
  DI	
  es	
  subdivideix	
  en	
  quatre	
  grups	
  segons	
  el	
  quocient	
  intel·∙lectual	
  (QI):	
  i)	
  lleu	
  

(QI	
  50-­‐69),	
  ii)	
  moderada	
  (QI	
  35-­‐49),	
  greu	
  (QI	
  20-­‐34)	
  i	
  profunda	
  (QI	
  inferior	
  a	
  20)	
  (8,10,11).	
  	
  

Dins	
   de	
   la	
  DI,	
   la	
  DI	
   greu	
   compren	
   el	
   4%	
  dels	
   casos	
   i	
   té	
   una	
   prevalença	
   del	
   0,3-­‐0,5%	
   (12).	
   Els	
  

individus	
  amb	
  DI	
  greu,	
  a	
  part	
  de	
  presentar	
  un	
  problema	
  de	
  funcionament	
  intel·∙lectual	
  greu,	
  en	
  

molts	
   casos	
   també	
   presenten	
   problemes	
   motors,	
   un	
   llenguatge	
   expressiu	
   i	
   habilitats	
  

comunicatives	
  greument	
  afectades,	
  utilitzant	
  només	
  paraules	
  aïllades	
  o	
  frases	
  curtes	
  (8,12–14).	
  

L’etiologia	
  es	
  divideix	
  en:	
  i)	
  causes	
  genètiques,	
  que	
  constitueixen	
  aproximadament	
  el	
  50%	
  dels	
  

casos,	
  on	
  s’inclouen	
  els	
  defectes	
  monogènics,	
  anomalies	
  cromosòmiques	
  i	
  canvis	
  en	
  número	
  de	
  

còpies	
  (CNVs),	
   ii)	
  el	
  25%	
  dels	
  casos	
  corresponen	
  a	
  factors	
  ambientals,	
  entre	
  els	
  que	
  s’inclouen	
  

l’exposició	
  a	
  toxines,	
  infeccions	
  que	
  afecten	
  al	
  sistema	
  nerviós	
  central,	
  malalties	
  que	
  afecten	
  a	
  la	
  

mare	
   durant	
   l’embaràs	
   i	
   hipòxia/isquèmia	
   i	
   iii)	
   un	
   25%	
   dels	
   casos	
   presenta	
   una	
   etiologia	
  

desconeguda	
  (12,15,16).	
  	
  

	
  

1.1.1	
  Gens	
  associats	
  amb	
  els	
  trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament	
  

Els	
   gens	
   que	
   estan	
   implicats	
   en	
   els	
   TND	
   porten	
   a	
   terme	
   bàsicament	
   tres	
   funcions	
   que	
   són	
  

essencials	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   del	
   cervell:	
   remodelació	
   de	
   la	
   cromatina,	
   regulació	
   de	
   la	
  

transcripció	
  i	
  la	
  sinapsi.	
  	
  	
  

	
  

Remodelació	
  de	
  la	
  cromatina	
  

La	
  remodelació	
  de	
   la	
  cromatina	
  està	
   implicada	
  en	
   la	
  formació	
  de	
  connexions	
  a	
  nivell	
  neuronal	
  

durant	
   la	
   neurogènesi	
   i	
   la	
   diferenciació	
   neuronal	
   (17).	
   Els	
   remodeladors	
   de	
   la	
   cromatina	
  

intervenen	
   regulant	
   l’estructura	
   de	
   la	
   cromatina	
   i	
   l’expressió	
   gènica,	
   a	
   través	
   de	
   marques	
  

epigenètiques	
   o	
   modificacions	
   post-­‐transcripcionals	
   d’histones	
   com	
   la	
   fosforilació,	
   metilació,	
  

acetilació	
   i	
   ubiquitinació.	
   Aquestes	
   modificacions	
   post-­‐transcripcionals	
   d’histones	
   fan	
   que	
   la	
  

cromatina	
  sigui	
  o	
  no	
  accessible	
  als	
  factors	
  de	
  transcripció.	
  Estan	
  regulades	
  per	
  diferents	
  proteïnes	
  

que	
  es	
  classifiquen	
  en	
  quatre	
  grups:	
  i)	
  les	
  d’escriptura	
  (writers)	
  implicades	
  en	
  l’addició	
  de	
  grups	
  

metil,	
   acetil,	
   ubiqüitines	
   o	
   fosfat	
   a	
   les	
   histones,	
   ii)	
   les	
   implicades	
   en	
   l’eliminació	
   de	
   les	
  

modificacions	
   post-­‐transcripcionals	
   (erasers),	
   iii)	
   les	
   lectores	
   (readers),	
   que	
   exerceixen	
   la	
   seva	
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funció	
  depenent	
  de	
  les	
  modificacions	
  o	
  marques	
  en	
  les	
  histones	
  i	
  iv)	
  els	
  complexes	
  remodeladors	
  

dependents	
   d’ATP.	
   Un	
   dels	
   complexes	
   més	
   importants	
   implicats	
   en	
   la	
   remodelació	
   de	
   la	
  

cromatina	
  i	
  associat	
  a	
  TND	
  és	
  el	
  complex	
  dependent	
  d’ATP	
  BAF	
  (SWI/SNF)	
  (17).	
  Aquest	
  complex	
  

intervé	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   neuronal	
   i	
   en	
   la	
   formació	
   d’estructures	
   del	
   cervell	
   en	
   etapa	
  

embrionària	
  com	
  el	
  prosencèfal	
  o	
  l’epiteli	
  olfactiu	
  (18,19).	
  En	
  les	
  cèl·∙lules	
  progenitores	
  neuronals,	
  

npBAF,	
  actua	
  interaccionant	
  amb	
  el	
  factor	
  de	
  transcripció	
  repressor	
  REST	
  i	
  el	
  seu	
  co-­‐repressor,	
  

inhibint	
   gens	
   neuronals	
   i	
   mantenint	
   la	
   identitat	
   dels	
   progenitors	
   neuronals	
   (20).	
   Variants	
   en	
  

algunes	
  de	
   les	
   subunitats	
  del	
   complex	
  SWI/SNF	
  estan	
  associades	
  a	
   la	
   síndrome	
  de	
  Coffin-­‐Siris	
  

(SMARCB1,	
  SMARCA4,	
  SMARCE1,	
  ARID1A,	
  ARID1B	
   i	
  SOX11)	
  i	
  a	
  la	
  síndrome	
  Nicolaides-­‐Baraitser	
  

(SMARCA2)	
   (21,22).	
  Altres	
  gens	
  modificadors	
  de	
   la	
  cromatina	
  que	
  estan	
   implicats	
  en	
  TND	
  són	
  

MECP2,	
  EHMT1,	
  CREBBP	
  i	
  EP300	
  que	
  estan	
  associats	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rett,	
  síndrome	
  de	
  Kleefstra	
  

i	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rubinstein-­‐Taybi,	
  respectivament	
  (23,24).	
  	
  

	
  

Factors	
  de	
  transcripció	
  

En	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  cervell	
  és	
  crucial	
  la	
  regulació	
  espacial	
  i	
  temporal	
  de	
  l’expressió	
  gènica	
  

per	
  controlar	
  els	
  processos	
  de	
  proliferació,	
  diferenciació	
  i	
  migració	
  neuronal,	
  així	
  com	
  la	
  formació	
  

i	
  eliminació	
  de	
  sinapsis.	
  La	
  regulació	
  de	
  l’expressió	
  gènica	
  controla	
  la	
  presència	
  i	
  la	
  producció	
  de	
  

productes	
  gènics	
  que	
  permeten	
  a	
  la	
  cèl·∙lula	
  respondre	
  a	
  senyals	
  intra-­‐	
  i	
  extracel·∙lulars,	
  definir	
  la	
  

identitat	
   cel·∙lular	
   durant	
   el	
   desenvolupament	
   i	
   coordinar	
   l’activitat	
   cel·∙lular.	
   El	
   control	
   de	
   la	
  

transcripció	
   es	
   porta	
   a	
   terme	
   principalment,	
   per	
   factors	
   de	
   transcripció	
   i	
   modificadors	
   de	
   la	
  

cromatina.	
  Els	
  factors	
  de	
  transcripció	
  s’uneixen	
  a	
  seqüències	
  específiques	
  en	
  l’ADN	
  i	
  permeten	
  la	
  

transcripció	
   selectiva	
   de	
   gens	
   per	
   l’ARN	
  polimerasa	
   II	
   (25).	
   S’han	
   reportat	
   diversos	
   factors	
   de	
  

transcripció	
  implicats	
  en	
  TND,	
  un	
  exemple	
  és	
  el	
  factor	
  de	
  transcripció	
  4	
  (TCF4),	
  que	
  s’ha	
  descrit	
  

que	
  té	
  llocs	
  d’unió	
  en	
  gens	
  neuronals	
  implicats	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  L’haploinsuficiència	
  

de	
  TCF4	
  és	
  la	
  causa	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  Pitt-­‐Hopkins,	
  variants	
  comunes	
  en	
  la	
  població	
  general	
  que	
  

provoquen	
  canvis	
  subtils	
  en	
  l’expressió	
  de	
  TCF4	
  s’han	
  associat	
  a	
  esquizofrènia	
  (26,27).	
  Un	
  altre	
  

exemple,	
   és	
   el	
   gen	
   SATB2	
   que	
   codifica	
   per	
   una	
  proteïna	
  de	
   la	
  matriu	
   nuclear	
   que	
   s’associa	
   a	
  

regions	
   riques	
   en	
   AT	
   i	
   regula	
   l’expressió	
   gènica	
   en	
   el	
   nucli,	
   variants	
   en	
   aquest	
   gen	
   causen	
   la	
  

síndrome	
  associada	
  a	
  SATB2	
  (SAS)	
  (28).	
  	
  

	
  

Sinapsis	
  

Les	
  neurones	
  són	
  cèl·∙lules	
  polaritzades	
   les	
  quals	
  a	
  través	
  d’impulsos	
  nerviosos	
  es	
  comuniquen	
  

amb	
  altres	
  neurones	
  a	
  través	
  de	
  la	
  sinapsi,	
  mitjançant	
  neurotransimissors.	
  Els	
  neurotransmissors	
  

són	
   sintetitzats	
   per	
   les	
   neurones	
   presinàptiques	
   i	
   emmagatzemats	
   en	
   vesícules	
   sinàptiques.	
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Aquestes	
  vesícules	
  es	
  transfereixen	
  a	
  la	
  zona	
  activa	
  on	
  es	
  fusionen	
  amb	
  la	
  membrana	
  presinàptica	
  

provocant	
   l’alliberació	
   dels	
   neurotransmissors	
   per	
   exocitosi	
   a	
   la	
   fenedura	
   sinàptica.	
   Els	
  

neurotransmissors	
  alliberats	
  s’uneixen	
  als	
  seus	
  receptors	
  o	
  a	
  canals	
  iònics	
  activats	
  per	
  la	
  unió	
  de	
  

lligand	
  en	
  la	
  membrana	
  postsinàptica,	
  desencadenant	
  una	
  transducció	
  del	
  senyal	
  químic	
  en	
  un	
  

flux	
  d’ions	
  a	
  través	
  de	
  la	
  membrana	
  (29).	
  

En	
   la	
   diferenciació	
   neuronal	
   i	
   en	
   la	
   formació	
   dels	
   circuits	
   neuronals	
   és	
   essencial	
   la	
   correcta	
  

projecció	
   dels	
   axons	
   neuronals,	
   formació	
   i	
   arborització	
   de	
   les	
   dendrites,	
   el	
   manteniment	
   i	
  

l’eliminació	
   de	
   les	
   sinapsis	
   (30).	
   La	
   modificació	
   dels	
   circuits	
   neuronals	
   a	
   nivell	
   estructural	
   i	
  

funcional,	
  com	
  a	
  conseqüència	
  de	
  l’activitat	
  neuronal	
  s’anomena	
  plasticitat	
  sinàptica.	
  Durant	
  les	
  

primeres	
  etapes	
  del	
  desenvolupament	
  en	
  la	
  infància,	
  la	
  plasticitat	
  sinàptica	
  és	
  essencial	
  per	
  a	
  la	
  

maduració	
  dels	
  circuits	
  neuronals	
  (31).	
  Els	
  gens	
  que	
  codifiquen	
  proteïnes	
  que	
  intervenen	
  en	
  els	
  

processos	
  anteriorment	
  esmentats	
  s’han	
  associat	
  a	
  TND.	
  Una	
  exemple	
  són	
  les	
  neuroxines	
  (NRXN)	
  

que	
  són	
  proteïnes	
  d’adhesió	
  sinàptica	
  que	
  es	
  troben	
  localitzades	
  en	
  la	
  membrana	
  presinàptica	
  i	
  

s’uneixen	
   a	
   les	
   neuroligines	
   (NLGN)	
   situades	
   en	
   la	
  membrana	
   postsinàptica.	
   Variants	
   tant	
   en	
  

NRXN	
  com	
  en	
  NLGN	
  han	
  estat	
  associades	
  a	
  TEA.	
  Un	
  altre	
  exemple,	
  són	
  els	
  receptors	
  d’àcid	
  γ-­‐

aminobutíric	
  (GABA)	
  com	
  GABRB3	
  o	
  de	
  glutamat	
  com	
  GRIN2A	
  o	
  GRIN2B	
  que	
  intervenen	
  en	
  les	
  

sinapsis	
   inhibitòries	
   i	
   excitatòries,	
   respectivament,	
   i	
   han	
   estan	
   associats	
   a	
   encefalopaties	
  

epilèptiques	
  i	
  TEA	
  (32,33).	
  

	
  

La	
  síndrome	
  d’Angelman	
  (SA)	
  és	
  un	
  TND	
  que	
  es	
  caracteritza	
  per	
  una	
  DI	
  greu	
  amb	
  absència	
  de	
  

llenguatge,	
   característiques	
   craneofacials	
  dismòrfiques	
  distintives,	
  problemes	
  neurològics	
   com	
  

l’atàxia	
   i/o	
   tremolor	
   de	
   les	
   extremitats	
   i	
   epilèpsia	
   associada	
   a	
   un	
   patró	
   específic	
   en	
  

l’electroencefalograma	
   (EEG)	
   que	
   persisteix	
   en	
   l’edat	
   adulta.	
   Entre	
   els	
   trets	
   del	
   fenotip	
  

conductual	
  es	
  troben	
   l’aparença	
  feliç,	
  hiperactivitat	
   i	
  dèficit	
  d’atenció.	
  Altres	
  problemes	
  clínics	
  

inclouen	
   problemes	
   d’alimentació	
   i	
   gastrointestinals,	
   trastorn	
   del	
   cicle	
   son-­‐vigília,	
   escoliosi	
   i	
  

hipersensibilitat	
   a	
   la	
   calor	
   (34–36).	
   La	
   prevalença	
   de	
   la	
   SA	
   és	
   d’aproximadament	
   1/15.000	
  

naixements	
  (37,38).	
  L’edat	
  mitja	
  del	
  diagnòstic	
  es	
  troba	
  per	
  sobre	
  dels	
  18	
  mesos	
  a	
  causa	
  de	
  la	
  

inespecificitat	
  clínica	
  que	
  presenten	
  els	
  individus	
  durant	
  el	
  primer	
  any	
  de	
  vida	
  (36).	
  

	
  

1.2.1	
  Aspectes	
  clínics	
  de	
  la	
  SA	
  

El	
  consens	
  clínic	
  establert	
  per	
  Williams	
  et	
  al.,	
  (36)	
  l’any	
  2005	
  	
  i	
  que	
  actualment	
  segueix	
  sent	
  vigent	
  

pel	
  diagnòstic	
  de	
  la	
  SA	
  considera	
  trets	
  clínics	
  consistents	
  els	
  presents	
  en	
  el	
  100%	
  dels	
  individus.	
  

1.2	
  Síndrome	
  d’Angelman	
  (SA) 
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Aquests	
  trets	
  inclouen	
  el	
  retard	
  del	
  desenvolupament	
  greu,	
  trastorn	
  del	
  moviment	
  o	
  l’equilibri	
  

(atàxia),	
   afectació	
   greu	
   del	
   llenguatge	
   i	
   fenotip	
   conductual	
   característic	
   amb	
   qualsevol	
  

combinació	
  d’atacs	
  de	
  riure,	
  aparença	
  feliç,	
  hiperexcitabilitat,	
  estereotípies	
  (principalment	
  aleteig	
  

de	
  mans),	
  hiperactivitat	
  i	
  tendència	
  a	
  la	
  dispersió.	
  Els	
  trets	
  clínics	
  freqüents	
  es	
  consideren	
  aquells	
  

presents	
  en	
  més	
  del	
  80%	
  dels	
  casos,	
  com	
  són	
  la	
  microcefàlia,	
  les	
  crisis	
  epilèptiques	
  i	
  EEG	
  patològic	
  

amb	
  un	
  patró	
  característic.	
  Els	
  trets	
  associats	
  estan	
  presents	
  en	
  el	
  20-­‐80%	
  dels	
  casos.	
  Entre	
  ells	
  

es	
  troben:	
  occipuci	
  pla,	
  solc	
  occipital,	
  protrusió	
  lingual,	
  trastorns	
  de	
  succió/deglució,	
  problemes	
  

d’alimentació,	
   prognatisme,	
   boca	
   gran	
   amb	
   espai	
   interdental	
   augmentat,	
   baveig	
   freqüent,	
  

moviments	
   masticatoris,	
   estrabisme,	
   hipopigmentació	
   de	
   pell	
   i	
   ulls,	
   hiperreflèxia	
   de	
   les	
  

extremitats	
   inferiors,	
   braços	
   aixecats	
   i	
   semiflexionats	
   durant	
   la	
  marxa,	
   trastorn	
   del	
   cicle	
   son-­‐

vigília,	
   atracció	
   i	
   fascinació	
   per	
   l’aigua,	
   trastorns	
   d’alimentació,	
   obesitat	
   en	
   adults,	
   escoliosi	
   i	
  

restrenyiment	
  (36,39)	
  (Taula	
  1).	
  

	
  

Trets	
  clínics	
  consistents	
  i	
  freqüents	
  de	
  la	
  SA:	
  

Capacitat	
  cognitiva	
  i	
  llenguatge	
  

Les	
  habilitats	
  cognitives	
  es	
  troben	
  greument	
  afectades	
  i	
  l’edat	
  mental	
  dels	
  pacients	
  SA	
  correspon	
  

a	
  la	
  d’un	
  individu	
  de	
  3	
  a	
  17	
  mesos.	
  El	
  llenguatge	
  també	
  està	
  greument	
  afectat,	
  essent	
  el	
  llenguatge	
  

expressiu	
  més	
  afectat	
  que	
  el	
  receptiu,	
   ja	
  què	
  són	
  capaços	
  de	
  comprendre	
  i	
  comunicar-­‐se	
  amb	
  

sistemes	
  de	
  comunicació	
  alternatius	
  com	
  gestos	
  i	
  senyalant	
  objectes	
  o	
  pictogrames	
  (40,41).	
  

	
  

Fenotip	
  conductual	
  

El	
  fenotip	
  conductual	
  es	
  caracteritza	
  per	
  una	
  aparença	
  feliç	
  amb	
  atacs	
  de	
  riure,	
  dèficit	
  d’atenció,	
  

hiperactivitat,	
   hiperexcitabilitat,	
   estereotípies,	
   atracció/fascinació	
   per	
   l’aigua	
   i	
   exploració	
   dels	
  	
  

objectes	
  amb	
   la	
  boca.	
  Els	
   individus	
  amb	
  SA	
  mostren	
  una	
   sensibilitat	
  disminuïda	
  al	
  dolor	
   i	
  una	
  

hipersensibilitat	
  a	
  la	
  calor	
  (42).	
  

	
  

Desenvolupament	
  motor	
  

Els	
  problemes	
  motors	
  més	
  comuns	
  en	
  individus	
  amb	
  SA	
  inclouen	
  espasticitat,	
  atàxia	
  al	
  caminar	
  i	
  

tremolors.	
  La	
  majoria	
  dels	
  individus	
  tenen	
  un	
  to	
  muscular	
  normal,	
  tot	
  i	
  que,	
  en	
  un	
  25%	
  dels	
  casos	
  

hi	
  ha	
  una	
  hipotonia	
  persistent	
  i	
  un	
  30%	
  dels	
  casos	
  desenvolupa	
  hipertonia.	
  L’edat	
  de	
  sedestació	
  

es	
  situa	
  en	
  els	
  12	
  mesos,	
  mentre	
  que	
  l’adquisició	
  de	
  la	
  marxa	
  es	
  situa	
  en	
  els	
  3	
  anys	
  d’edat.	
  Un	
  

10%	
  dels	
  individus	
  no	
  caminen	
  i	
  els	
  que	
  ho	
  aconsegueixen	
  presenten	
  en	
  molts	
  casos	
  una	
  marxa	
  

atàxica	
  i	
  inestable.	
  En	
  alguns	
  casos,	
  mostren	
  tremolors	
  de	
  les	
  extremitats	
  que	
  s’incrementen	
  en	
  

l’edat	
  adulta	
  (43–45).	
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Epilèpsia	
  i	
  EEG	
  

Les	
  crisis	
  epilèptiques	
  s’inicien	
  abans	
  dels	
  tres	
  anys	
  de	
  vida,	
  els	
  principals	
  tipus	
  d’epilèpsia	
  que	
  

presenten	
  els	
  pacients	
  amb	
  SA	
  són	
  absències,	
  generalitzada	
  tònica-­‐clònica	
  i	
  atònica-­‐mioclònica	
  

(46,47).	
  El	
  80%	
  dels	
  pacients	
  presenten	
  un	
  EEG	
  alterat,	
  s’han	
  descrit	
  tres	
  tipus	
  de	
  patró	
  que	
  són	
  

característics	
  de	
  la	
  SA,	
  el	
  patró	
  més	
  comú	
  és	
  el	
  delta,	
  però	
  també	
  hi	
  ha	
  individus	
  que	
  presenten	
  

el	
  patró	
  theta	
  i	
  el	
  de	
  puntes	
  en	
  àrees	
  posteriors	
  (48).	
  

Característiques	
  clíniques	
  consistents	
  (presents	
  en	
  el	
  100%	
  dels	
  individus	
  amb	
  SA)	
  

-­‐Retard	
  del	
  desenvolupament	
  greu	
  

-­‐Trastorn	
  del	
  moviment:	
  marxa	
  atàxica,	
  tremolor	
  de	
  les	
  extremitats	
  o	
  inestabilitat	
  psicomotriu	
  

-­‐Fenotip	
   conductual:	
   combinació	
  d’atacs	
  de	
   riure,	
   aparença	
   feliç,	
   estereotípies	
   (principalment	
  aleteig	
  de	
  mans),	
  

comportament	
  hipermotoric,	
  hiperexcitabilitat	
  i	
  tendència	
  a	
  la	
  dispersió	
  

-­‐Afectació	
  greu	
  del	
  llenguatge	
  que	
  inclou	
  l’absència	
  de	
  llenguatge	
  o	
  l’ús	
  mínim	
  de	
  paraules.	
  Habilitats	
  comunicatives	
  

no	
  verbals	
  i	
  llenguatge	
  receptiu	
  superiors	
  al	
  llenguatge	
  expressiu	
  

Característiques	
  clíniques	
  freqüents	
  (presents	
  en	
  més	
  del	
  80%	
  dels	
  individus	
  amb	
  SA)	
  

-­‐Estancament	
  en	
  el	
  creixement	
  del	
  perímetre	
  cefàlic,	
  resultant	
  en	
  microcefàlia	
  postnatal	
  

-­‐Epilèpsia.	
  L’aparició	
  de	
  les	
  crisis	
  comicials	
  es	
  dóna	
  abans	
  dels	
  3	
  anys	
  de	
  vida	
  i	
  millora	
  en	
  l’edat	
  adulta	
  

-­‐Anomalies	
  en	
  l’EEG	
  amb	
  un	
  patró	
  característic	
  

Característiques	
  clíniques	
  associades	
  (presents	
  en	
  el	
  20-­‐	
  80%	
  dels	
  individus	
  amb	
  SA)	
  

-­‐Occipuci	
  pla	
  

-­‐Solc	
  occipital	
  

-­‐Protrusió	
  lingual	
  

-­‐Trastorns	
  de	
  succió/deglució	
  

-­‐Problemes	
  d’alimentació/hipotonia	
  troncal	
  

-­‐Prognatisme	
  

-­‐Boca	
  ampla	
  i	
  espai	
  interdental	
  augmentat	
  

-­‐Baveig	
  freqüent	
  

-­‐Moviments	
  masticatoris	
  

-­‐Estrabisme	
  

-­‐Hipopigmentació	
  de	
   la	
  pell,	
   cabell	
   i	
  ulls	
   comparat	
  amb	
  altres	
  membres	
  de	
   la	
   família	
   (present	
  en	
   individus	
  amb	
  

deleció	
  de	
  la	
  regió	
  cromosòmica	
  15q11-­‐q13)	
  

-­‐Hiperreflèxia	
  de	
  les	
  extremitats	
  inferiors	
  

-­‐Braços	
  aixecats	
  i	
  semiflexionats	
  durant	
  la	
  marxa	
  

-­‐Hipersensibilitat	
  a	
  la	
  calor	
  

-­‐Trastorns	
  del	
  cicle	
  son-­‐vigília	
  i	
  disminució	
  de	
  la	
  necessitat	
  de	
  dormir	
  

-­‐Atracció/fascinació	
  per	
  l’aigua	
  

-­‐Trastorns	
  de	
  l’alimentació	
  

-­‐Obesitat	
  (en	
  adults)	
  

-­‐Escoliosi	
  

-­‐Restrenyiment	
  

Taula	
  1|	
  Consens	
  clínic	
  pel	
  diagnòstic	
  de	
  la	
  SA	
  (Williams	
  et	
  al.,	
  2005)	
  (35).	
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1.2.2	
  Etiologia	
  de	
  la	
  SA	
  

La	
  causa	
  de	
  la	
  SA	
  és	
  la	
  pèrdua	
  d’expressió	
  en	
  les	
  neurones	
  de	
  la	
  proteïna	
  ubiquitina	
  lligasa	
  E6-­‐AP	
  

(proteïna	
   associada	
   E6)	
   codificada	
   per	
   la	
   còpia	
   materna	
   del	
   gen	
  UBE3A,	
   localitzat	
   a	
   la	
   regió	
  

cromosòmica	
  15q11-­‐q13.	
  La	
  regió	
  cromosòmica	
  15q11-­‐q13	
  compren	
  6Mb	
  i	
  inclou	
  un	
  conjunt	
  de	
  

gens	
  que	
  mostren	
  una	
  expressió	
  diferencial	
  depenent	
  de	
   l'origen	
  parental.	
  Aquesta	
  regió	
  està	
  

flanquejada	
  per	
   repeticions	
  en	
  baix	
  número	
  de	
  còpies	
  que	
  originen	
  delecions	
   i/o	
  duplicacions	
  

com	
   a	
   conseqüència	
   d’una	
   recombinació	
   homologa	
   desigual.	
   Es	
   coneixen	
   tres	
   punts	
   de	
  

trencament	
  principals	
  (o	
  breakpoints,	
  BP):	
  BP1,	
  BP2	
  i	
  BP3.	
  També	
  s’han	
  descrit	
  punts	
  més	
  distals	
  

a	
  BP3	
  denominats	
  BP4,	
  BP5	
  i	
  BP6.	
  

La	
  regió	
  15q11-­‐q13	
  es	
  pot	
  subdividir	
  en	
  (Figura	
  2):	
  	
  

-­‐La	
  regió	
  més	
  centromèrica	
  que	
  està	
  situada	
  entre	
  els	
  punts	
  de	
  trencament	
  BP1-­‐BP2	
  i	
  conté	
  els	
  

gens	
  NIPA1,	
  NIPA2,	
  CYFIP1	
  i	
  TUBGCP5,	
  que	
  tenen	
  una	
  expressió	
  biparental.	
  	
  

-­‐La	
  regió	
  entre	
  els	
  punts	
  de	
  trencament	
  BP2	
  i	
  BP3	
  compren	
  4	
  Mb	
  i	
  es	
  troba	
  sotmesa	
  a	
  impronta	
  

genòmica.	
  Els	
  gens	
  MKRN3,	
  MAGEL2,	
  NDN,	
  PWRN1,	
  C15orf2,	
  SNURF-­‐SNRPN,	
  i	
  diversos	
  gens	
  que	
  

codifiquen	
   per	
   small	
   nucleolar	
   RNAs	
   (snoRNA)	
   tenen	
   una	
   expressió	
   paterna.	
   El	
   gen	
   UBE3A	
  

s’expressa	
  de	
  manera	
  al·∙lel	
  específica	
  en	
  neurones,	
  mentre	
  que	
  en	
   l’al·∙lel	
  patern	
  s’expressa	
  el	
  

transcrit	
   antisentit	
   UBE3A-­‐ATS	
   que	
   impedeix	
   l’expressió	
   del	
   gen	
   UBE3A.	
   En	
   canvi,	
   en	
   l’al·∙lel	
  

matern	
  no	
  hi	
  ha	
  expressió	
  d’UBE3A-­‐ATS,	
  permetent	
  l’expressió	
  del	
  gen	
  UBE3A.	
  Els	
  gens	
  PWNR2,	
  

ATP10A,	
  GABRB3,	
  GABRB5,	
  GABRG3,	
  OCA2	
  i	
  HERC2	
  tenen	
  una	
  expressió	
  biparental.	
  	
  

L’expressió	
   gènica	
  de	
   la	
   regió	
  entre	
  els	
  punts	
  de	
   trencament	
  BP2	
   i	
   BP3	
  es	
   troba	
   regulada	
  pel	
  

centre	
  de	
  impronta	
  (IC)	
  que	
  es	
  troba	
  subdividit	
  en	
  dues	
  regions	
  crítiques,	
  la	
  de	
  Prader	
  Willi	
  (PWS-­‐

SRO)	
   i	
   la	
  de	
   SA	
   (AS-­‐SRO).	
   PW-­‐SRO	
   inclou	
   la	
   regió	
  promotora	
   i	
   l’exó	
  1	
  del	
   gen	
  SNURF-­‐SNRPN	
   i	
  

promou	
  l’expressió	
  dels	
  gens	
  del	
  cromosoma	
  patern	
  mentre	
  que	
  AS-­‐SRO	
  actua	
  reprimint	
  el	
  centre	
  

PWS-­‐SRO	
  en	
  el	
  cromosoma	
  matern	
  (49,50)	
  (Figura	
  2).	
  La	
  pèrdua	
  de	
  l’expressió	
  dels	
  gens	
  de	
  l’al·∙lel	
  

patern	
  (en	
  particular	
  el	
  snoRNA,	
  SNORD116)	
  produeix	
  la	
  síndrome	
  de	
  Prader-­‐Willi	
  (SPW).	
  

El	
  gen	
  UBE3A	
  té	
  una	
  expressió	
  específica	
  de	
  l’al·∙lel	
  matern	
  en	
  neurones	
  madures,	
  principalment	
  

en	
  les	
  regions	
  de	
  l’hipocamp,	
  còrtex,	
  tàlem,	
  bulb	
  olfactori	
  i	
  en	
  el	
  cerebel,	
  mentre	
  que	
  en	
  la	
  resta	
  

de	
  teixits	
  l’expressió	
  és	
  bial·∙lèlica	
  (51).	
  En	
  neurones,	
  l’al·∙lel	
  patern	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  està	
  silenciat	
  

per	
  la	
  síntesi	
  del	
  transcrit	
  antisentit	
  UBE3A-­‐ATS	
  que	
  s’inicia	
  en	
  el	
  gen	
  SNURF-­‐SNRPN.	
  L’expressió	
  

tant	
  del	
   transcrit	
  UBE3A-­‐ATS	
   com	
  del	
   transcrit	
  UBE3A	
  en	
   la	
   cadena	
  oposada	
  en	
   l’al·∙lel	
   patern	
  

provoca	
  la	
  col·∙lisió	
  de	
  les	
  maquinàries	
  de	
  transcripció	
  a	
  nivell	
  de	
  l’intró	
  4.	
  Com	
  a	
  conseqüència	
  es	
  

produeix	
  una	
  dissociació	
  de	
  les	
  polimerases,	
  acabant	
  la	
  transcripció	
  prematura	
  dels	
  dos	
  transcrits,	
  

l’antisentit	
  i	
  el	
  que	
  codifica	
  la	
  proteïna	
  E6-­‐AP	
  (52).	
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1.2.2.1	
  Mecanismes	
  moleculars.	
  

La	
  SA	
  està	
  causada	
  pels	
  següents	
  mecanismes	
  moleculars	
  (53,54):	
  

•   La	
  deleció	
  de	
  la	
  regió	
  15q11-­‐q13	
  en	
  el	
  cromosoma	
  d’origen	
  matern	
  és	
  la	
  causa	
  més	
  freqüent	
  

de	
  la	
  SA	
  (70-­‐75%	
  dels	
  casos).	
  Dins	
  de	
  les	
  delecions,	
  la	
  deleció	
  de	
  tipus	
  I	
  compren	
  el	
  40%	
  dels	
  

casos	
  i	
  inclou	
  els	
  punts	
  de	
  trencament	
  BP1	
  a	
  BP3,	
  d’altra	
  banda,	
  la	
  deleció	
  de	
  tipus	
  II	
  compren	
  

el	
   50%	
   dels	
   casos	
   de	
   deleció	
   i	
   inclou	
   del	
   punt	
   de	
   trencament	
   BP2	
   a	
   BP3.	
   Delecions	
   que	
  

incloguin	
   punts	
   de	
   trencament	
   més	
   llunyans	
   (BP4,	
   BP5	
   i	
   BP6)	
   es	
   consideren	
   delecions	
  

atípiques	
  (55).	
  El	
  risc	
  de	
  recurrència	
  és	
  inferior	
  a	
  l’1%	
  si	
  el	
  cariotip	
  de	
  la	
  mare	
  és	
  normal.	
  

•   Variants	
  puntuals	
  patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  Constitueixen	
  

la	
  segona	
  causa	
  més	
  freqüent	
  (10-­‐15%	
  dels	
  casos)	
  i	
  poden	
  ser	
  de	
  novo	
  o	
  familiars.	
  En	
  la	
  revisió	
  

portada	
  terme	
  per	
  Sadikovic	
  et	
  al.,	
  2014	
  un	
  71,7%	
  són	
  de	
  novo	
  i	
  un	
  28,9%	
  heretades	
  (56).	
  Les	
  

variants	
  puntuals	
  identificades	
  es	
  localitzen	
  principalment	
  en	
  els	
  exons	
  3	
  i	
  10	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  

Figura	
  2|	
  	
  Expressió	
  diferencial	
  dels	
  gens	
  de	
  la	
  regió	
  15q11-­‐q13.	
  A)	
  Gens	
  expressats	
  en	
  el	
  cromosoma	
  patern,	
  B)	
  
Gens	
  expressats	
  en	
  el	
  cromosoma	
  matern.	
  Els	
  rectangles	
  en	
  blau	
  mostren	
  gens	
  d’expressió	
  paterna,	
  en	
  vermell	
  
d’expressió	
  materna	
   i	
   els	
  grisos	
  d’expressió	
  bial·∙lèlica.	
  Les	
   fletxes	
   indiquen	
   la	
   orientació	
  de	
   la	
   transcripció.	
   Els	
  
rectangles	
  blancs	
  emmarcats	
  en	
  blau	
  o	
  vermell,	
  indiquen	
  els	
  gens	
  que	
  no	
  s’expressen	
  en	
  el	
  cromosoma	
  patern	
  o	
  
matern,	
  respectivament.	
  Les	
  línies	
  en	
  color	
  blau	
  són	
  snoRNAs	
  i	
  en	
  color	
  negre	
  els	
  punts	
  de	
  trencament	
  (BP).	
  El	
  
centre	
  de	
  impronta	
  (IC)	
  està	
  representat	
  en	
  vermell	
  el	
  AS-­‐SRO	
  i	
  en	
  blau	
  el	
  PWS-­‐SRO.	
  Els	
  cercles	
  en	
  negre	
  indiquen	
  
la	
  metilació	
  de	
   l’ADN.	
   El	
   transcrit	
  antisense	
  UBE3A-­‐ATS	
  s’inicia	
  upstream	
   del	
   gen	
  SNURF-­‐SNRPN	
   i	
   impedeix	
   la	
  
transcripció	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  en	
  el	
  cromosoma	
  patern.	
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(NM_130838.1)	
  considerant-­‐se	
  hotspots	
   (56,57).	
  El	
   risc	
  de	
   recurrència	
  és	
  del	
  50%	
  quan	
   la	
  

mare	
  és	
  portadora.	
  En	
  molt	
  baixa	
  freqüència,	
  s’han	
  reportat	
  delecions	
  intragèniques	
  o	
  totals	
  

del	
  gen	
  UBE3A	
  (58).	
  	
  

•   La	
   disomia	
   uniparental	
   paterna	
   del	
   cromosoma	
   15	
   és	
   la	
   causa	
   del	
   2-­‐5%	
   dels	
   casos.	
  

Majoritàriament	
  són	
  isodisomies	
  degudes	
  a	
  una	
  no	
  disjunció	
  materna,	
  seguit	
  d’una	
  duplicació	
  

postzigòtica	
  del	
  cromosoma	
  15	
  patern	
  (59,60).	
  El	
  risc	
  de	
  recurrència	
  és	
  inferior	
  a	
  l’1%	
  si	
  el	
  

cariotip	
  dels	
  progenitors	
  és	
  normal.	
  

•   El	
  defecte	
  en	
  el	
  centre	
  de	
  la	
  impronta	
  succeeix	
  un	
  1-­‐2%	
  dels	
  casos	
  amb	
  SA.	
  És	
  la	
  causa	
  menys	
  

freqüent,	
   està	
   produïda	
   per	
   errors	
   en	
   l’establiment	
   de	
   la	
   impronta	
   genòmica	
   (85%)	
   o	
  

delecions	
  en	
  el	
  centre	
  de	
  la	
  impronta	
  (15%).	
  En	
  tots	
  dos	
  casos	
  el	
  resultat	
  és	
  un	
  cromosoma	
  

matern	
   amb	
   un	
   epigenotip	
   patern.	
   Els	
   defectes	
   en	
   l’establiment	
   de	
   la	
   impronta	
   són	
  

esporàdics	
  i	
  el	
  risc	
  de	
  recurrència	
  és	
  inferior	
  a	
  l’1%,	
  mentre	
  que	
  les	
  delecions	
  en	
  el	
  centre	
  de	
  

la	
  impronta	
  majoritàriament	
  són	
  familiars	
  amb	
  un	
  risc	
  de	
  recurrència	
  del	
  50%	
  (61).	
  	
  

	
  

En	
   el	
   10%	
  dels	
   individus	
   amb	
  diagnòstic	
   clínic	
   de	
   SA	
   no	
   es	
   confirma	
   el	
  mecanisme	
  molecular	
  

descrit,	
  és	
  a	
  dir,	
  no	
  presenten	
  un	
  patró	
  de	
  metilació	
  anormal	
  de	
  la	
  regió	
  15q11-­‐q13	
  ni	
  variants	
  

patogèniques	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  .	
  Aquests	
  pacients	
  es	
  defineixen	
  com	
  a	
  síndrome	
  d’Angelman-­‐like.	
  

S’han	
  descrit	
  alguns	
  pacients	
  que	
  presentarien	
  alteracions	
  genètiques	
  en	
  gens	
  responsables	
  de	
  

síndromes	
  que	
  són	
  considerades	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  ja	
  que	
  presenten	
  característiques	
  

clíniques	
  solapants	
  (62).	
  	
  

	
  

1.2.2.2	
  Gen	
  UBE3A	
  

El	
  gen	
  UBE3A	
  codifica	
  per	
  una	
  E3	
  ubiquitina	
  lligasa	
  E6-­‐AP	
  (E6-­‐Associated	
  Protein)	
  que	
  catalitza	
  la	
  

transferència	
   d’ubiquitines	
   als	
   residus	
   de	
   lisina	
   de	
   les	
   proteïnes	
   subjectes	
   de	
   degradació	
   pel	
  

sistema	
  ubiquitina	
  proteosoma.	
  La	
  família	
  de	
  proteïnes	
  E3	
  lligases	
  es	
  caracteritza	
  perquè	
  totes	
  

presenten	
  el	
  domini	
  C-­‐terminal	
  HECT	
   (Homologous	
   to	
  E6-­‐AP	
  C-­‐Terminus),	
  el	
  qual	
  conté	
  el	
   lloc	
  

actiu	
   ubiquitina	
   lligasa	
   (63).	
   En	
   absència	
   d’UBE3A,	
   no	
   es	
   poden	
   ubiquitinar	
   ni	
   degradar	
   les	
  

proteïnes	
   diana	
   per	
   la	
   via	
   ubiquitina-­‐proteosoma,	
   la	
   qual	
   està	
   implicada	
   en	
   la	
   transducció	
   de	
  

senyals,	
   progressió	
   del	
   cicle	
   cel·∙lular,	
   reorganització	
   del	
   citoesquelet,	
   reparació	
   de	
   l’ADN	
   i	
  

regulació	
  de	
  la	
  transcripció	
  (39,56).	
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Funcions	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  

Ubiquitinació	
  de	
  proteïnes	
  

S’han	
   identificat	
   diferents	
   substrats	
   d’UBE3A	
   com	
   p53,	
   p27,	
   p18,	
   pbl/ECT2,	
   α-­‐sinucleines,	
  

l’efexina-­‐V,	
  SK2	
  i	
  BMAL1.	
  Aquests	
  substrats	
  s’acumulen	
  en	
  les	
  neurones	
  en	
  absència	
  d’UBE3A	
  i	
  

intervenen	
   en	
   diverses	
   funcions	
   implicades	
   en	
   el	
   neurodesenvolupament,	
   entre	
   les	
   quals	
   es	
  

troben:	
  el	
  creixement	
  i	
  migració	
  neuronal,	
  control	
  de	
  sinapsis	
  excitatòries,	
  densitat	
  de	
  les	
  espines	
  

dendrítiques,	
  aprenentatge,	
  memòria,	
  plasticitat	
  sinàptica	
  i	
  regulació	
  del	
  ritme	
  circadià	
  (62,67–

69).	
  	
  

	
  

Regulació	
  del	
  proteosoma	
  

La	
  funció	
  d’UBE3A	
  no	
  es	
  limita	
  a	
  la	
  ubiquitinació	
  de	
  proteïnes	
  per	
  a	
  què	
  siguin	
  degradades	
  per	
  la	
  

via-­‐ubiquitina	
  proteosoma,	
  sinó	
  que	
  també	
  controlaria	
  l’activitat	
  proteolítica	
  del	
  proteosoma,	
  a	
  

través	
   de	
   la	
   seva	
   associació	
   amb	
   PSMD4,	
   que	
   és	
   una	
   subunitat	
   reguladora	
   del	
   proteosoma.	
  

PSMD4	
  intervindria	
  en	
  el	
  recanvi	
  del	
  proteosoma	
  per	
  autofàgia	
  quan	
  es	
  troba	
  ubiquitinat.	
  S’ha	
  

proposat	
   que	
   sota	
   determinades	
   condicions,	
   UBE3A	
   regularia	
   el	
   recanvi	
   per	
   autofàgia	
   del	
  

proteosoma	
  a	
  través	
  de	
  la	
  interacció	
  i	
  ubiquitinació	
  de	
  PSMD4	
  (64,65).	
  A	
  més,	
  s’han	
  identificat	
  13	
  

subunitats	
  del	
  proteosoma	
  i	
  proteïnes	
  que	
  interaccionen	
  amb	
  el	
  proteosoma	
  que	
  són	
  substrats	
  

d’UBE3A,	
  entre	
  elles	
  Rpn10,	
  Rng10	
  i	
  DDI1.	
  La	
  ubiquitinació	
  de	
  DDI1	
  no	
  induiria	
  la	
  seva	
  degradació	
  

sinó	
  que	
  tindria	
  una	
  funció	
  reguladora	
  (66).	
  

	
  

Complex	
  HUN	
  

En	
  estudis	
  de	
  proteòmica	
  s’ha	
  observat	
  que	
  HERC2,	
  UBE3A	
  i	
  NEURL4	
  formen	
  el	
  complex	
  HUN,	
  el	
  

qual	
  s’ha	
  suggerit	
  que	
  estaria	
  implicat	
  en	
  la	
  via	
  de	
  senyalització	
  de	
  mTORC1	
  i	
  en	
  la	
  reorganització	
  

del	
   citoesquelet	
   d’actina,	
   afectant	
   a	
   la	
   plasticitat	
   sinàptica	
   i	
   a	
   la	
   morfologia	
   de	
   les	
   espines	
  

dendrítiques	
  en	
  neurones	
  (70,71).	
  	
  

	
  

Regulació	
  de	
  la	
  transcripció	
  per	
  UBE3A	
  

De	
  manera	
  independent	
  a	
  la	
  seva	
  funció	
  ubiqüitina	
  lligasa,	
  UBE3A	
  pot	
  actuar	
  com	
  un	
  coactivador	
  

de	
   receptors	
   nuclears	
   d’hormones	
   o	
   regulant	
   negativament	
   l’expressió	
   de	
   gens	
   induïts	
   per	
  

l’hormona	
   estradiol	
   (72).	
   Un	
   dels	
   gens	
   induïts	
   per	
   l’hormona	
   estradiol	
   i	
   que	
   està	
   regulat	
  

negativament	
  per	
  UBE3A	
  és	
   el	
   gen	
  ARC,	
   que	
  està	
   implicat	
   en	
  el	
   control	
   dels	
   nivells	
   basals	
   de	
  

receptors	
  AMPAR	
  (α-­‐amino-­‐3-­‐hydroxy-­‐5-­‐methyl-­‐4-­‐isoxazolepropionic	
  acid).	
  També	
  s’ha	
  observat	
  

que	
  UBE3A	
  podria	
  regular	
  els	
  nivells	
  de	
  la	
  proteïna	
  ARC	
  a	
  través	
  de	
  la	
  seva	
  ubiquitinació	
  directa	
  

(73,74).	
  UBE3A	
   també	
  està	
   implicat	
   en	
   la	
   transcripció	
   de	
   receptors	
   de	
   glucocorticoides,	
   quan	
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s’altera	
  la	
  via	
  de	
  senyalització	
  d’aquests	
  receptors	
  es	
  produeixen	
  afectacions	
  de	
  l’eix	
  hipotàlem-­‐

hipòfisi-­‐suprarenal,	
  resultant	
  en	
  una	
  major	
  susceptibilitat	
  a	
  l’estrès	
  i	
  a	
  l’ansietat	
  (75).	
  En	
  relació	
  

amb	
  l’activitat	
  transcripcional	
  d’UBE3A,	
  aquest	
  interacciona	
  amb	
  la	
  proteïna	
  MCM6	
  que	
  forma	
  

part	
  del	
  complex	
  MCM,	
  necessari	
  per	
  a	
   la	
   iniciació	
   i	
   l’elongació	
  en	
   la	
   replicació	
  de	
   l’ADN	
  (76).	
  

Aquest	
  fet	
  suggereix	
  que	
  UBE3A	
  podria	
  ser	
  rellevant	
  en	
  la	
  replicació,	
  reparació	
  i	
  transcripció	
  de	
  

l’ADN	
  (70).	
  	
  

	
  

Models	
  de	
  ratolí	
  SA	
  

Els	
  models	
  de	
   ratolí	
  han	
  contribuït	
  a	
   la	
  comprensió	
  de	
   la	
  patogènesi	
  molecular	
  de	
   la	
  SA	
   i	
  a	
   la	
  

identificació	
  de	
  noves	
  dianes	
  terapèutiques	
  pel	
  seu	
  tractament.	
  El	
  model	
  de	
  SA	
  més	
  utilitzat	
  és	
  

knockout	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  m-­‐/p+,	
  generat	
  a	
  través	
  de	
  la	
  deleció	
  de	
  l’exó	
  2	
  de	
  l’al·∙lel	
  matern	
  del	
  gen	
  

UBE3A.	
   Els	
   ratolins	
  UBE3A	
   m-­‐/p+	
   mostren	
   una	
   reducció	
   del	
   pes	
   del	
   cervell,	
   atàxia,	
   alteracions	
  

motores	
   i	
   un	
   patró	
   anormal	
   en	
   l’EEG.	
   A	
   més,	
   també	
   mostren	
   defectes	
   en	
   l’aprenentatge,	
  

deteriorament	
   de	
   la	
   memòria,	
   reducció	
   de	
   la	
   densitat	
   d’espines	
   dendrítiques	
   i	
   dèficits	
   en	
   la	
  

potenciació	
  a	
  llarg	
  terme	
  (long-­‐term	
  potentation,	
  LTP)	
  en	
  l’hipocamp	
  (77,78).	
  Els	
  ratolins	
  UBE3A	
  
m-­‐/p+	
  mostren	
  una	
  activitat	
  reduïda	
  de	
  la	
  proteïna	
  calci-­‐calmodulina	
  quinasa	
  II	
  (CAMKII),	
  a	
  causa	
  

d’un	
  augment	
  en	
  la	
  seva	
  fosforilació,	
  que	
  té	
  un	
  impacte	
  en	
  la	
  inducció	
  LTP	
  i	
  com	
  a	
  conseqüència	
  

en	
  la	
  memòria.	
  El	
  restabliment	
  de	
  l’activitat	
  de	
  CAMKII	
  produeix	
  una	
  millora	
  en	
  el	
  comportament	
  

i	
   en	
   l’aprenentatge	
   (79,80).	
   L’anàlisi	
   de	
   xarxes	
   d’interacció	
   evidencia	
   que	
   CAMKII	
   i	
   UBE3A	
   es	
  

relacionarien	
  a	
  través	
  de	
  les	
  proteïnes	
  ASPP2	
  i	
  HIF1AN	
  i	
  confluirien	
  en	
  una	
  mateixa	
  via	
  molecular	
  

(70).	
  

Els	
   ratolins	
  UBE3A	
  m-­‐/p+	
   també	
  presenten	
  un	
  augment	
  en	
   la	
   senyalització	
  de	
   la	
  neuroregulina-­‐

ErbB4	
  produint	
  una	
  plasticitat	
  sinàptica	
  anòmala	
  i	
  un	
  deteriorament	
  de	
  la	
  memòria.	
  El	
  dèficit	
  en	
  	
  

LTP	
  pot	
  ser	
  rescatat	
  per	
  inhibidors	
  d’ErbB	
  introduïts	
  directament	
  en	
  l’hipocamp	
  de	
  ratolins	
  UBE3A	
  
m-­‐/p+	
  (81).	
  Estudis	
  de	
  neurones	
  de	
  l’hipocamp	
  de	
  ratolins	
  UBE3A	
  m-­‐/p+	
  també	
  han	
  mostrat	
  defectes	
  

en	
  la	
  guia	
  dels	
  axons	
  neuronals,	
  a	
  causa	
  d’anomalies	
  en	
  l’establiment	
  d’adhesions	
  focals	
  (82).	
  

El	
   restabliment	
  de	
   la	
   còpia	
  materna	
  en	
  models	
  de	
   ratolí	
  on	
  es	
  pot	
   induir	
   la	
  expressió	
  del	
  gen	
  

UBE3A	
  (Ube3aStop/p+;	
  Cre+)	
  mostren	
  que	
  hi	
  ha	
  finestres	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament	
  on	
  es	
  poden	
  

rescatar	
  algunes	
  de	
  les	
  característiques	
  clíniques.	
  Els	
  dèficits	
  a	
  nivell	
  motor	
  es	
  rescaten	
  en	
  ratolins	
  

adolescents,	
  mentre	
  que	
  l’ansietat,	
  els	
  comportaments	
  repetitius	
  i	
  l’epilèpsia	
  només	
  es	
  rescata	
  

durant	
  les	
  etapes	
  primerenques	
  del	
  desenvolupament.	
  La	
  plasticitat	
  sinàptica	
  en	
  l’hipocamp	
  es	
  

pot	
  rescatar	
  a	
  qualsevol	
  edat.	
  D’altra	
  banda,	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  la	
  deleció	
  de	
  la	
  còpia	
  materna	
  en	
  

ratolins	
  induïbles	
  (CreERT;	
  Ube3amflox/p+)	
  a	
  les	
  3	
  setmanes	
  o	
  a	
  les	
  12	
  setmanes	
  de	
  vida,	
  no	
  té	
  efecte	
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a	
  nivell	
  de	
  comportament	
  ni	
  provoca	
  una	
  sensibilitat	
  augmentada	
  a	
  l’epilèpsia.	
  Es	
  demostra	
  que	
  

el	
  gen	
  UBE3A	
  té	
  un	
  paper	
  essencial	
  en	
  les	
  etapes	
  primerenques	
  del	
  desenvolupament	
  del	
  cervell,	
  

però	
  més	
  limitat	
  en	
  el	
  cervell	
  adult	
  (83,84).	
  

En	
  la	
  recerca	
  de	
  noves	
  dianes	
  terapèutiques,	
  recentment,	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  els	
  ratolins	
  UBE3A	
  m-­‐

/p+	
  presenten	
  un	
  augment	
  en	
  els	
  nivells	
  de	
  PTPA	
  que	
  és	
  un	
  activador	
  de	
  la	
  proteïna	
  fosfatasa	
  2	
  

(PP2A).	
   En	
   el	
   sistema	
   nerviós	
   PP2A	
   és	
   essencial	
   en	
   el	
   creixement	
   neuronal,	
   diferenciació,	
  

assemblatge	
   del	
   citoesquelet,	
   en	
   la	
   morfologia	
   de	
   les	
   espines	
   dendrítiques	
   i	
   en	
   la	
   plasticitat	
  

sinàptica.	
  En	
  ratolins	
  UBE3A	
  m-­‐/p+,	
  PTPA	
  no	
  pot	
  ser	
  ubiquitinat	
  ni	
  degradat	
  per	
   la	
  via	
  ubiqüitina	
  

proteosoma,	
  augmentant	
  el	
  seus	
  nivells	
  i	
  com	
  a	
  conseqüència	
  produint	
  un	
  increment	
  en	
  l’activitat	
  

de	
  PP2A	
  (85,86).	
  La	
  inhibició	
  de	
  PP2A	
  amb	
  el	
  fàrmac	
  LB-­‐100	
  rescata	
  els	
  dèficits	
  en	
  la	
  morfologia	
  

de	
   les	
  espines	
  dendrítiques	
   i	
   la	
   transmissió	
  de	
   la	
   sinapsi	
  excitatòria,	
  així	
   com	
  els	
  dèficits	
  en	
  el	
  

comportament	
  (87).	
  

	
  

Interaccions	
  d’UBE3A	
  amb	
  altres	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  

Algunes	
  de	
  les	
  síndromes	
  incloses	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  estan	
  causades	
  per	
  	
  variants	
  

patogèniques	
  en	
  gens	
  que	
  interactuen	
  o	
  estan	
  relacionats	
  amb	
  UBE3A.	
  El	
  gen	
  MECP2	
  causant	
  de	
  

la	
  síndrome	
  de	
  Rett	
  (MIM	
  #	
  312750)	
  interacciona	
  físicament	
  amb	
  UBE3A	
  i	
  actuen	
  regulant	
  a	
  nivell	
  

transcripcional	
   gens	
   comuns,	
   fet	
   que	
   explicaria	
   perquè	
   la	
   SA	
   i	
   la	
   síndrome	
  de	
  Rett	
   presenten	
  

característiques	
  clíniques	
  solapants	
  (88).	
  D’altra	
  banda,	
  el	
  gen	
  	
  HERC2	
  responsable	
  de	
  la	
  síndrome	
  

de	
   deficiència	
   de	
  HERC2	
   (MIM	
   #	
   615516)	
   interacciona	
   físicament	
   amb	
  UBE3A,	
   ja	
   què	
  HERC2	
  

també	
  és	
  una	
  E3	
  ubiquitina	
  lligasa	
  que	
  participa	
  en	
  la	
  via	
  de	
  degradació	
  de	
  proteïnes	
  ubiquitina-­‐

proteosoma.	
   A	
   més,	
  HERC2	
   i	
   UBE3A	
   formen	
   part	
   del	
   complex	
   proteic	
   HUN,	
   juntament	
   amb	
  

NEURL4	
  (70,89).	
  El	
  gen	
  TCF4	
  causant	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  Pitt-­‐Hopkins	
  (MIM	
  #	
  610954)	
  també	
  s’ha	
  

relacionat	
   amb	
  UBE3A.	
   En	
   la	
   línia	
   cel·∙lular	
   de	
  neuroblastoma	
   SH-­‐SY5Y,	
   el	
  knockdown	
  de	
  TCF4	
  

provoca	
  una	
  disminució	
  de	
  l’expressió	
  del	
  gen	
  UBE3A,	
  suggerint	
  que	
  el	
  gen	
  TCF4	
  actua	
  regulant	
  

l’expressió	
   d’UBE3A	
   (90).	
   Recentment,	
   s’ha	
   reportat	
   que	
   els	
   gens	
  UBE3A	
   i	
  MEF2C	
   (síndrome	
  

MEF2C	
   (MIM	
   #	
   613443))	
   interaccionen	
   físicament	
   en	
   estudis	
   realitzats	
   en	
   Drosophila	
  

Melanogaster.	
   S’ha	
   suggerit	
   que	
   UBE3A	
   regularia	
   els	
   nivells	
   de	
  MEF2C	
   a	
   través	
   de	
   la	
   seva	
  

ubiquitinació	
  i	
  la	
  subseqüent	
  degradació	
  en	
  el	
  proteosoma	
  (91).	
  	
  	
  

	
  

1.2.3	
  Correlació	
  genotip-­‐fenotip	
  

Els	
  pacients	
  amb	
  la	
  SA	
  presenten	
  un	
  major	
  o	
  menor	
  grau	
  de	
  gravetat,	
  depenent	
  del	
  mecanisme	
  

molecular.	
  El	
  fenotip	
  més	
  greu	
  el	
  presenten	
  els	
  pacients	
  amb	
  deleció	
  respecte	
  a	
  la	
  resta	
  de	
  classes	
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moleculars.	
  S’ha	
  suggerit	
  que	
  hi	
  ha	
  diferències	
  fenotípiques	
  entre	
  els	
  individus	
  amb	
  la	
  deleció	
  de	
  

tipus	
   I	
   (BP1-­‐BP3)	
   respecte	
  als	
  pacients	
  amb	
   la	
  deleció	
  de	
   tipus	
   II	
   (BP2-­‐BP3).	
  Els	
   individus	
  amb	
  

deleció	
  de	
  tipus	
  I	
  presentarien	
  major	
  afectació	
  del	
  llenguatge,	
  trets	
  autistes	
  i	
  una	
  epilèpsia	
  més	
  

greu	
  i	
  de	
  pitjor	
  pronòstic	
  que	
  els	
  pacients	
  amb	
  deleció	
  de	
  tipus	
  II.	
  No	
  obstant,	
  no	
  hi	
  ha	
  diferències	
  

en	
  la	
  capacitat	
  cognitiva	
  i	
  les	
  habilitats	
  adaptatives	
  (92–95).	
  	
  

	
  

Els	
   pacients	
   amb	
   deleció	
   respecte	
   als	
   altres	
   mecanismes	
   moleculars	
   presenten	
   una	
   major	
  

prevalença	
  de	
  TEA,	
  absència	
  de	
  llenguatge	
  o	
  ús	
  de	
  paraules	
  aïllades,	
  major	
  taxa	
  d’epilèpsia,	
  un	
  

patró	
  en	
  l’EEG	
  més	
  greu	
  i	
  a	
  nivell	
  cognitiu	
  no	
  progressen	
  més	
  dels	
  12-­‐14	
  mesos	
  (92,96–100).	
  En	
  

la	
  revisió	
  portada	
  a	
  terme	
  per	
  Moncla	
  et	
  al.,	
  1999	
  (101)	
  en	
  la	
  qual	
  comparen	
  20	
  pacients	
  amb	
  

deleció	
   amb	
   20	
   pacients	
   sense	
   deleció	
   (disomia	
   uniparental	
   paterna,	
   defecte	
   d’impronta	
   i	
  

variants	
   patogèniques	
   en	
   el	
   gen	
  UBE3A),	
   observen	
   que	
   els	
   pacients	
   sense	
   deleció	
   presenten	
  

microcefàlia	
  en	
  un	
  35%,	
  respecte	
  al	
  90%	
  dels	
  pacients	
  amb	
  deleció.	
  Els	
  pacients	
  sense	
  deleció	
  són	
  

capaços	
  de	
  caminar	
  de	
  manera	
  independent	
  i	
  un	
  70%	
  presenten	
  epilèpsia	
  comparat	
  amb	
  el	
  90%	
  

dels	
   pacients	
   amb	
  deleció.	
   Els	
   pacients	
   sense	
  deleció	
  podien	
   adquirir	
   de	
  4	
   a	
   10	
  paraules	
   i	
   en	
  

quatre	
  casos	
  eren	
  capaços	
  d’utilitzar	
  més	
  de	
  20	
  paraules.	
  	
  

El	
  fenotip	
  dels	
  pacients	
  amb	
  variants	
  puntuals	
  patogèniques	
  i	
  delecions	
  intragèniques	
  en	
  UBE3A	
  

s’ha	
  suggerit	
  que	
  és	
  molt	
  similar	
  (41).	
  Aquests	
  individus	
  comparats	
  amb	
  els	
  pacients	
  amb	
  deleció	
  

presenten	
  una	
  puntuació	
  millor	
  a	
  nivell	
  cognitiu,	
  en	
  les	
  habilitats	
  motores	
  i	
  de	
  llenguatge	
  receptiu	
  

i	
  expressiu.	
  La	
  prevalença	
  de	
  convulsions	
  i	
  microcefàlia	
  és	
  similar	
  a	
  la	
  dels	
  pacients	
  amb	
  deleció.	
  

El	
   retard	
   del	
   desenvolupament	
   dels	
   individus	
   amb	
   variants	
   puntuals	
   patogèniques	
   i	
   delecions	
  

intragèniques	
  en	
  UBE3A	
  és	
  comparable	
  amb	
  el	
  present	
  en	
  la	
  disomia	
  uniparental	
  i	
  el	
  defecte	
  de	
  

la	
  impronta	
  (97).	
  

Finalment,	
  els	
  pacients	
  amb	
  disomia	
  uniparental	
  paterna	
  i	
  defecte	
  de	
  la	
  impronta	
  tenen	
  un	
  millor	
  

creixement	
   físic,	
   menor	
   taxa	
   d’anomalies	
   del	
   moviment	
   i	
   una	
   menor	
   prevalença	
   d’epilèpsia,	
  

comparat	
  amb	
  els	
  pacients	
  amb	
  deleció	
  (101,102).	
  

	
  

S’han	
  descrit	
  pacients	
  amb	
  SA	
  amb	
  un	
  defecte	
  de	
  la	
   impronta	
  en	
  mosaic,	
  aquests	
   individus	
  en	
  

general	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  més	
  lleu	
  o	
  atípic	
  que	
  recorda	
  a	
  la	
  SPW.	
  En	
  aquests	
  pacients	
  s’ha	
  

suggerit	
  que	
  com	
  més	
  alt	
  és	
  el	
  percentatge	
  de	
  cèl·∙lules	
  normals	
  (1-­‐40%)	
  més	
  lleu	
  és	
  el	
  fenotip.	
  

Respecte	
   a	
   les	
   diferents	
   classes	
  moleculars	
   que	
   conformen	
  el	
   SA	
   clàssic,	
   els	
   pacients	
   amb	
  un	
  

defecte	
  de	
  la	
  impronta	
  en	
  mosaic	
  presenten:	
  i)	
  retard	
  del	
  desenvolupament,	
  que	
  només	
  en	
  un	
  

20%	
  dels	
  casos	
  és	
  greu,	
   ii)	
  poden	
  adquirir	
  entre	
  100-­‐1000	
  paraules	
   i	
  utilitzar	
  frases,	
   iii)	
   l’atàxia	
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està	
  present	
  en	
  un	
  33-­‐41%	
  dels	
   individus,	
   iv)	
   l’adquisició	
  de	
   la	
  marxa	
  es	
  situa	
  als	
  21	
  mesos	
  de	
  

mitjana,	
  v)	
  un	
  19%	
  presenta	
  microcefàlia,	
  vi)	
  l’EEG	
  típic	
  es	
  troba	
  present	
  en	
  un	
  50%	
  dels	
  individus,	
  

vii)	
  entre	
  el	
  5-­‐20%	
  presenta	
  epilèpsia	
  i	
  viii)	
  un	
  73%	
  presenta	
  problemes	
  de	
  la	
  son.	
  Pel	
  que	
  fa	
  al	
  

fenotip	
  conductual,	
  presenten	
  una	
  major	
  taxa	
  d’ansietat	
  (95%)	
  i	
  hiperactivitat	
  (59%).	
  Finalment,	
  

un	
  dels	
  trets	
  característics	
  dels	
  SA	
  en	
  mosaic	
  és	
  la	
  obesitat	
  (64-­‐76%)	
  com	
  a	
  conseqüència	
  d’una	
  

hiperfàgia,	
  solapant-­‐se	
  amb	
  la	
  SPW	
  i	
  portant	
  a	
  què	
  en	
  alguns	
  casos	
  es	
  diagnostiquin	
  clínicament	
  

com	
  SPW	
  (103–106).	
  

	
  

1.2.4	
  Guany	
  de	
  funció	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  	
  

La	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  és	
  responsable	
  de	
  la	
  SA,	
  mentre	
  que	
  les	
  duplicacions	
  de	
  la	
  

regió	
  15q11-­‐q13	
  en	
  el	
  cromosoma	
  matern	
  (dup15q11-­‐q13),	
  la	
  presència	
  d’un	
  cromosoma	
  extra	
  

isodicèntric	
  15q11-­‐q13	
  (idic(15)	
  matern),	
  la	
  duplicació	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  i	
  la	
  variant	
  puntual	
  T485A	
  

identificada	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A,	
  produeixen	
  un	
  guany	
  de	
  funció,	
  causant	
  altres	
  TND	
  (107–111).	
  	
  

La	
  síndrome	
  dup15q11-­‐q13	
  es	
  caracteritza	
  per	
  una	
  hipotonia,	
  DI,	
  retard	
  del	
  desenvolupament,	
  

afectació	
   del	
   llenguatge,	
   epilèpsia	
   i	
   TEA.	
   Els	
   pacients	
   amb	
   idic(15)	
   matern	
   es	
   troben	
   més	
  

greument	
  afectats	
  que	
  els	
  portadors	
  de	
  la	
  dup15q11-­‐q13	
  (108).	
  Estudis	
  realitzats	
  en	
  cervells	
  post-­‐

mortem	
  d’individus	
  que	
  presentaven	
   la	
  dup15q11-­‐q13	
  mostren	
  un	
  augment	
  de	
   l’expressió	
  de	
  

transcrits	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  i	
  de	
  la	
  proteïna	
  codificada	
  per	
  aquest	
  gen	
  (109),	
  recolzant	
  que	
  el	
  guany	
  

de	
   funció	
   del	
   gen	
  UBE3A	
   és	
   el	
   principal	
   mecanisme	
   de	
   patogenicitat.	
   També	
   s’ha	
   descrit	
   la	
  

duplicació	
   completa	
   del	
   gen	
   UBE3A	
   en	
   una	
   pacient	
   que	
   presentava	
   retard	
   global	
   del	
  

desenvolupament	
  i	
  TEA.	
  La	
  duplicació	
  havia	
  estat	
  heretada	
  per	
  via	
  materna	
  i	
  en	
  la	
  família	
  hi	
  havia	
  

casos	
  d’individus	
  amb	
  dificultat	
  d’aprenentatge,	
  ansietat	
  i	
  depressió	
  (110).	
  

Finalment,	
   la	
   seqüenciació	
   del	
   genoma	
   complet	
   (WGS)	
   en	
   un	
   pacient	
   que	
   presentava	
   TEA	
   va	
  

identificar	
  la	
  variant	
  T485A	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  La	
  fosforilació	
  de	
  la	
  Thr485	
  per	
  la	
  proteïna	
  quinasa	
  

A	
  (PKA)	
  provoca	
  una	
  disminució	
  de	
  l’activitat	
  d’UBE3A,	
  inhibint	
  la	
  seva	
  pròpia	
  ubiquitinació,	
  així	
  

com	
  la	
  dels	
  seus	
  substrats.	
  La	
  variant	
  T485A	
  impedeix	
  la	
  fosforilació	
  d’UBE3A	
  per	
  part	
  de	
  la	
  PKA,	
  

provocant	
  un	
   increment	
  de	
   l’activitat	
  d’UBE3A	
  que	
   té	
   com	
  a	
   conseqüència	
  un	
  augment	
  en	
   la	
  

densitat	
  de	
   les	
  espines	
  dendrítiques	
   in	
   vivo	
   i	
   canvis	
   a	
  nivell	
   estructural	
  en	
  el	
   cervell,	
   els	
  quals	
  

contribuirien	
  a	
  la	
  patogènesi	
  de	
  l’autisme	
  (111).	
  

	
  

1.2.5	
  Diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  

En	
  el	
  10%	
  dels	
  individus	
  amb	
  diagnòstic	
  clínic	
  de	
  SA,	
  no	
  s’identifiquen	
  les	
  alteracions	
  moleculars	
  

reportades	
   per	
   la	
   SA,	
   aquests	
   individus	
   es	
   classifiquen	
   com	
   SA-­‐like.	
   S’han	
   descrit	
   diferents	
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síndromes	
   que	
   poden	
   estar	
   causades	
   per	
   CNVs	
   i/o	
   per	
   variants	
   puntuals,	
   que	
   presenten	
  

característiques	
   clíniques	
   solapants	
   amb	
   la	
   SA	
   i	
   que	
   en	
   alguns	
   casos	
   són	
   les	
   responsables	
   del	
  

fenotip	
  SA-­‐like	
  (Taula	
  2).	
  	
  

	
  

Taula	
  2|	
  Resum	
  de	
  les	
  síndromes	
  incloses	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA.	
  Taula	
  adaptada	
  de	
  l’article	
  Tan	
  et	
  al.,	
  

2014	
  (112,113).	
  	
  

Síndrome	
   Gen	
   Característiques	
  solapants	
  amb	
  la	
  SA	
  

Phelan-­‐McDermid	
  (MIM	
  #	
  606232)	
   SHANK3	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  moderat-­‐greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  o	
  ús	
  mínim	
  de	
  paraules	
  
Hipotonia	
  
Problemes	
  d’alimentació	
  
Moviments	
  masticatoris	
  
Hiperactivitat	
  i	
  dèficit	
  d’atenció	
  

Haploinsuficiència	
  de	
  MBD5	
  (MIM	
  #	
  156200)	
   MBD5	
  

DI	
  greu	
  
Afectació	
  greu	
  del	
  llenguatge	
  
Epilèpsia	
  
Dèficit	
  d’atenció	
  

Koolen-­‐de	
  Vries	
  (MIM	
  #	
  610443)	
   KANSL1	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  lleu-­‐moderat	
  
Hipotonia	
  
Epilèpsia	
  
Problemes	
  d’alimentació	
  
Aparença	
  feliç	
  

Pitt-­‐Hopkins	
  (MIM	
  #	
  610954)	
   TCF4	
  

DI	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Marxa	
  atàxica	
  
Aparença	
  feliç	
  
Hipotonia	
  
Boca	
  gran	
  i	
  espai	
  interdental	
  augmentat	
  

Christianson	
  (MIM	
  #	
  300243)	
   SLC6A9	
  

DI	
  greu-­‐profunda	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Microcefàlia	
  postnatal	
  
Epilèpsia	
  
Marxa	
  atàxica	
  
Hipotonia	
  
Atacs	
  de	
  riure	
  freqüents	
  

Mowat-­‐Wilson	
  (MIM	
  #	
  235730)	
   ZEB2	
  

DI	
  moderada-­‐greu	
  
Ús	
  mínim	
  de	
  llenguatge	
  expressiu	
  
Microcefàlia	
  
Hipotonia	
  
Epilèpsia	
  
Caminar	
  de	
  base	
  ample	
  amb	
  els	
  braços	
  aixecats	
  
Moviments	
  masticatoris	
  

Kleefstra	
  (MIM	
  #	
  610253)	
   EHMT1	
  

DI	
  moderada-­‐greu	
  
Afectació	
  del	
  llenguatge	
  amb	
  ús	
  mínim	
  de	
  paraules	
  
Hipotonia	
  
Epilèpsia	
  
Problemes	
  de	
  la	
  son	
  
Prognatisme	
  

Deficiència	
  de	
  HERC2	
  (MIM	
  #	
  615516)	
   HERC2	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  moderat	
  
Afectació	
  del	
  llenguatge	
  
Caminar	
  de	
  base	
  ample	
  amb	
  els	
  braços	
  aixecats	
  
Dèficit	
  d’atenció	
  	
  
Hipotonia	
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Taula	
  2|	
  Continuació.	
  

Deficiència	
  d’adenilsuccinasa	
  (MIM	
  #	
  103050)	
   ADSL	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  greu	
  
Afectació	
  del	
  llenguatge	
  
Microcefàlia	
  
Epilèpsia	
  

Rett	
  (MIM	
  #	
  312750)	
   MECP2	
  

DI	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Microcefàlia	
  postnatal	
  
Hipotonia	
  
Epilèpsia	
  
Problemes	
  de	
  la	
  son	
  
Atacs	
  de	
  riure	
  inapropriats	
  

Encefalopatia	
  epilèptica	
  infantil	
  primerenca,	
  2	
  	
  
(MIM	
  #	
  300672)	
  

CDKL5	
  

DI	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Hipotonia	
  
Problemes	
  de	
  la	
  son	
  

Haploinsuficiència	
  de	
  FOXG1	
  (MIM	
  #	
  613454)	
   FOXG1	
  

DI	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Microcefàlia	
  postnatal	
  
Epilèpsia	
  
Hipotonia	
  
Problemes	
  de	
  la	
  son	
  

Duplicació	
  MECP2	
  (MIM	
  #	
  300260)	
   MECP2	
  

DI	
  greu	
  
Ús	
  mínim	
  de	
  paraules	
  
Hipotonia	
  	
  
Epilèpsia	
  

Haploinsuficiència	
  de	
  MEF2C	
  (MIM	
  #	
  613443)	
   MEF2C	
  

DI	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Epilèpsia	
  
Caminar	
  de	
  base	
  ample	
  	
  
Hipotonia	
  

Alfa-­‐talassèmia-­‐DI	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  
(MIM	
  #	
  301040)	
  

ATRX	
  

DI	
  greu-­‐profunda	
  
Afectació	
  del	
  llenguatge	
  
Microcefàlia	
  
Hipotonia	
  
Baveig	
  
Reflux	
  gastroesofàgic	
  

Encefalopatia	
  epilèptica	
  infantil	
  primerenca,	
  4	
  
(MIM	
  #	
  612164)	
  

STXBP1	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  greu	
  
Absència	
  de	
  llenguatge	
  
Hipotonia	
  
Atàxia	
  

DI	
  associada	
  a	
  WAC	
  (MIM	
  #	
  616708)	
   WAC	
  

Retard	
  del	
  desenvolupament	
  lleu	
  a	
  greu	
  
Afectació	
  del	
  llenguatge	
  
Problemes	
  de	
  la	
  son	
  
Epilèpsia	
  
Hipotonia	
  
Problemes	
  d’alimentació	
  
Boca	
  ampla	
  

	
  

	
  

L’any	
  1990	
  es	
  va	
  iniciar	
  el	
  Projecte	
  Genoma	
  Humà	
  amb	
  el	
  propòsit	
  de	
  conèixer	
  la	
  seqüència	
  de	
  

l’ADN	
  del	
  genoma	
  humà.	
  L’objectiu	
  d’aquest	
  projecte	
  va	
  ser	
  determinar	
   la	
  posició	
  dels	
  3	
  x	
  109	
  

parells	
  de	
  bases	
  (pb)	
  que	
  conformen	
   l’ADN	
  i	
   identificar	
  els	
  25.000	
  gens	
  que	
  estan	
  presents.	
  El	
  

1.3	
  Variació	
  genètica	
  i	
  aplicació	
  de	
  les	
  noves	
  tecnologies	
  de	
  
seqüenciació	
  en	
  els	
  trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament 
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projecte	
   va	
   finalitzar	
   l’any	
   2003	
   i	
   va	
   permetre	
   establir	
   la	
   seqüència	
   del	
   genoma	
   humà	
   de	
  

referència,	
  així	
  com	
  promoure	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  noves	
  tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  (114).	
  

La	
  variació	
  genètica	
  contribueix	
  a	
  les	
  diferències	
  fenotípiques	
  interindividuals,	
  entre	
  poblacions	
  i	
  

espècies.	
  S’estima	
  que	
  la	
  variació	
  genètica	
  entre	
  dos	
  humans	
  és	
  de	
  l’1%,	
  això	
  implica	
  que	
  1	
  de	
  

cada	
  1000	
  pb	
  serà	
  diferent	
  entre	
  dos	
  individus	
  (115).	
  Les	
  variacions	
  genètiques	
  es	
  poden	
  dividir	
  

en	
  dos	
  grups:	
  les	
  variacions	
  que	
  afecten	
  a	
  la	
  seqüència	
  de	
  nucleòtids	
  i	
  les	
  variants	
  estructurals.	
  

Dins	
   de	
   les	
   variacions	
   en	
   la	
   seqüència	
   s’inclouen	
   els	
   canvis	
   d’un	
   únic	
   nucleòtid	
   (SNVs)	
   i	
   les	
  

delecions	
   o	
   insercions	
   (INDELs).	
   Les	
   variants	
   estructurals	
   consisteixen	
   en	
   reorganitzacions	
   de	
  

material	
  genètic	
  i	
  es	
  classifiquen	
  en	
  dos	
  grups	
  depenent	
  de	
  si	
  afecten	
  o	
  no	
  a	
  la	
  dosi	
  gènica:	
  i)	
  les	
  

CNVs	
   que	
   consisteixen	
   en	
   delecions,	
   duplicacions,	
   insercions	
   i	
   triplicacions	
   i	
   ii)	
   les	
   variacions	
  

equilibrades	
  que	
  no	
  afecten	
  a	
  la	
  dosi	
  i	
  on	
  s’inclouen	
  les	
  translocacions	
  equilibrades	
  i	
  les	
  inversions	
  

(116,117).	
  	
  

	
  

Amb	
  l’objectiu	
  d’estudiar	
  quina	
  és	
  la	
  variació	
  genètica	
  en	
  el	
  genoma	
  humà,	
  s’han	
  desenvolupat	
  

diferents	
   projectes.	
   L’any	
   2002	
   es	
   va	
   iniciar	
   el	
   projecte	
  HapMap	
   amb	
   l’objectiu	
   de	
  mapar	
   la	
  

diversitat	
   d’haplotips	
   en	
   el	
   genoma	
   humà,	
   a	
   través	
   de	
   la	
   caracterització	
   de	
   canvis	
   d’un	
   únic	
  

nucleòtid	
  polimòrfic	
  (SNPs)	
  comuns	
  (freqüència	
  al·∙lèlica	
  superior	
  al	
  5%)	
  en	
  diferents	
  poblacions	
  

humanes.	
  Es	
  va	
  finalitzar	
  el	
  projecte	
  amb	
  la	
  identificació	
  d’un	
  total	
  de	
  8	
  milions	
  de	
  SNPs	
  comuns	
  

en	
  el	
  genoma	
  humà.	
  L’any	
  2003	
  es	
  va	
  iniciar	
  el	
  projecte	
  ENCODE	
  (Encyclopedia	
  of	
  DNA	
  elements)	
  

amb	
  l’objectiu	
  d’interpretar	
  les	
  dades	
  obtingudes	
  del	
  projecte	
  genoma	
  humà.	
  En	
  la	
  primera	
  fase	
  

es	
   va	
   analitzar	
   l’1%	
   del	
   genoma	
   corresponent	
   a	
   les	
   regions	
   funcionals	
   o	
   que	
   codifiquen	
   per	
  

proteïnes.	
  En	
  la	
  segona	
  fase	
  es	
  va	
  analitzar	
  el	
  99%	
  del	
  genoma	
  restant,	
  incloent	
  la	
  quantificació	
  

dels	
  diferents	
  tipus	
  d’ARN,	
  es	
  van	
  mapar	
  les	
  regions	
  codificants,	
  les	
  modificacions	
  d’histones	
  i	
  els	
  

llocs	
  d’unió	
  de	
  factors	
  de	
  transcripció	
  i	
  de	
  metilació	
  de	
  l’ADN.	
  En	
  la	
  darrera	
  fase	
  que	
  va	
  culminar	
  

l’any	
  2016,	
  es	
  van	
  revisar	
  els	
  resultats	
  obtinguts	
  prèviament	
  amb	
  l’objectiu	
  d’aplicar-­‐los	
  a	
  estudis	
  

genòmics	
  de	
  malalties	
  (118).	
  	
  

	
  

La	
  incorporació	
  de	
  les	
  noves	
  tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  (Next	
  Generation	
  Sequencing,	
  NGS)	
  ha	
  

permès	
  caracteritzar	
  la	
  variació	
  en	
  el	
  genoma	
  humà	
  a	
  gran	
  escala.	
  El	
  1000	
  Genomes	
  Project	
  es	
  va	
  

iniciar	
  l’any	
  2007	
  amb	
  la	
  finalitat	
  d’estudiar	
  la	
  distribució	
  de	
  variants	
  genètiques	
  comunes	
  i	
  rares	
  

en	
   el	
   genoma	
   humà.	
   En	
   aquest	
   projecte	
   s’han	
   identificat	
   un	
   total	
   de	
   88	
  milions	
   de	
   variants,	
  

d’aquestes	
   84,7	
   milions	
   són	
   SNPs,	
   3,6	
   milions	
   INDELs	
   i	
   60.000	
   variants	
   estructurals	
   (119).	
  

Finalment,	
  convé	
  ressaltar	
  el	
  projecte	
  100.000	
  Genomes	
  que	
  es	
  va	
  iniciar	
  a	
  Gran	
  Bretanya	
  l’any	
  

2013	
  amb	
  l’objectiu	
  d’implementar	
  la	
  medicina	
  genòmica	
  en	
  el	
  sistema	
  nacional	
  de	
  salut	
  (NHS).	
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Dins	
  d’aquest	
  projecte	
  es	
  distingeixen	
  dos	
  programes:	
  i)	
  un	
  per	
  identificar	
  la	
  causa	
  genètica	
  de	
  

malalties	
  rares	
  pediàtriques	
  i	
  ii)	
  un	
  programa	
  de	
  càncer	
  per	
  determinar	
  l’etiologia	
  d’alguns	
  tipus	
  

concrets	
   de	
   càncer,	
   el	
   pronòstic	
   i	
   avaluar	
   la	
   resposta	
   a	
   potencials	
   tractaments.	
   Els	
   resultats	
  

preliminars	
   indiquen	
   que	
   s’ha	
   pogut	
   establir	
   un	
   diagnòstic	
   en	
   un	
   25-­‐50%	
   dels	
   individus	
   amb	
  

malalties	
  rares	
  pediàtriques	
  (120,121).	
  

	
  

1.3.1	
  Evolució	
  de	
  les	
  tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  

La	
  tecnologia	
  anomenada	
  de	
  primera	
  generació	
  consisteix	
  en	
  l’automatització	
  portada	
  a	
  terme	
  

per	
  Applied	
  Biosystem	
  Instrument	
  (ABI)	
  del	
  mètode	
  de	
  seqüenciació	
  descrit	
  l’any	
  1977	
  per	
  Sanger	
  

et	
   al.,	
   (122).	
   Posteriorment,	
   a	
   partir	
   del	
   projecte	
   genoma	
   humà,	
   es	
   van	
   desenvolupar	
   noves	
  

tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  anomenades	
  tecnologies	
  de	
  segona	
  generació	
  (NGS)	
  o	
  tecnologies	
  

de	
  seqüenciació	
  massiva	
  en	
  paral·∙lel	
  (MPS).	
  Aquestes	
  tecnologies	
  permeten	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  

molts	
  fragments	
  d’ADN	
  a	
  la	
  vegada,	
  reduint	
  el	
  temps	
  i	
  el	
  cost	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  (123).	
  A	
  partir	
  

de	
   l’any	
   2010,	
   es	
   van	
   començar	
   a	
   desenvolupar	
   les	
   tecnologies	
   de	
   tercera	
   generació,	
   que	
   a	
  

diferència	
  de	
   les	
   de	
   segona	
   generació	
  permeten	
   la	
   seqüenciació	
  d’una	
  única	
  molècula	
  d’ADN	
  

sense	
  necessitat	
  d’amplificació.	
  Això	
  es	
  tradueix	
  en	
  la	
  generació	
  de	
  long-­‐reads	
  tenint	
  avantatges	
  

respecte	
  a	
  les	
  tecnologies	
  de	
  segona	
  generació:	
  i)	
  millor	
  assemblatge	
  de	
  genomes,	
  ii)	
  és	
  més	
  fàcil	
  

mapar	
   els	
   fragments	
   seqüenciats	
   en	
   el	
   genoma	
   de	
   referència,	
   iii)	
   permet	
   diferenciar	
   entre	
  

isoformes	
   i	
   iv)	
  avenços	
  en	
   la	
   identificació	
  de	
  variants	
  estructurals.	
  Tenint	
  en	
  compte	
  aquestes	
  

avantatges,	
   s’anticipa	
   que	
   en	
   els	
   pròxims	
   anys	
   s’implementaran	
   les	
   tecnologies	
   de	
   tercera	
  

generació	
  en	
  el	
  camp	
  del	
  diagnòstic	
  genètic	
  (124,125).	
  	
  

	
  

En	
  relació	
  amb	
  les	
  aproximacions	
  diagnòstiques	
  que	
  es	
  poden	
  realitzar	
  a	
  través	
  de	
  la	
  tecnologia	
  

de	
  NGS	
  es	
  diferencien:	
  i)	
  els	
  panells	
  de	
  gens,	
  que	
  corresponen	
  a	
  la	
  seqüenciació	
  d’un	
  conjunt	
  de	
  

gens	
  determinat	
  associats	
  a	
  una	
  patologia	
  concreta,	
  ii)	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  complet	
  (WES),	
  

que	
   inclou	
   totes	
   les	
   regions	
   codificants	
   (1-­‐2%	
   del	
   genoma)	
   i	
   iii)	
   la	
   seqüenciació	
   del	
   genoma	
  

complet	
   (WGS).	
  Les	
  principals	
  avantatges	
  del	
  panell	
  de	
  gens	
   respecte	
  al	
  WES	
   i	
  al	
  WGS	
  és	
  que	
  

permet	
   obtenir	
   una	
   cobertura	
  més	
   elevada	
   dels	
   gens	
   estudiats,	
   minimitza	
   la	
   identificació	
   de	
  

variants	
  de	
  significat	
  incert	
  (VUS),	
  redueix	
  la	
  probabilitat	
  d’identificar	
  troballes	
  secundaries,	
  així	
  

com	
  disminuir	
  el	
  cost	
  i	
  el	
  temps	
  de	
  resposta.	
  Per	
  contra,	
  la	
  utilització	
  del	
  panell	
  de	
  gens	
  implica	
  

la	
   necessitat	
   de	
   realitzar	
   actualitzacions	
   periòdiques	
   perquè	
   es	
   van	
   descobrint	
   nous	
   gens	
  

associats	
   a	
  malalties	
   i	
   el	
   re-­‐anàlisi	
   de	
   les	
   dades	
   té	
  un	
  ús	
   limitat	
   en	
   els	
   casos	
   sense	
  diagnòstic	
  

molecular	
  (126,127).	
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El	
   WES	
   a	
   diferència	
   dels	
   panells	
   de	
   gens,	
   inclou	
   totes	
   les	
   regions	
   codificants	
   del	
   genoma,	
  

permetent	
  analitzar	
  gens	
  que	
  encara	
  no	
  han	
  estat	
  associats	
  a	
  una	
  malaltia	
  determinada	
  i	
  per	
  tant,	
  

la	
  identificació	
  de	
  noves	
  variants	
  puntuals.	
  L’estratègia	
  del	
  re-­‐anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  introduint	
  canvis	
  

en	
  la	
  pipeline	
  bioinformàtica	
  al	
  llarg	
  del	
  temps	
  en	
  els	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  és	
  molt	
  eficaç	
  i	
  

incrementa	
   el	
   número	
   de	
   diagnòstics	
   (128,129).	
   Entre	
   els	
   inconvenients	
   es	
   troben	
   que	
   la	
  

cobertura	
  de	
  les	
  regions	
  analitzades	
  és	
  inferior	
  que	
  en	
  els	
  panells	
  de	
  gens,	
  el	
  volum	
  de	
  dades	
  a	
  

analitzar	
   és	
   superior,	
   existint	
   una	
   major	
   probabilitat	
   de	
   detectar	
   troballes	
   secundàries	
   i	
  

augmentant	
   la	
   identificació	
   de	
   VUS	
   (130–132).	
   Tant	
   els	
   panells	
   de	
   gens	
   com	
   el	
   WES	
   tenen	
  

limitacions	
   a	
   l’hora	
   de	
   detectar	
   variants	
   en	
   regions	
   repetitives,	
   variants	
   estructurals,	
   INDELs	
   i	
  

variants	
  en	
  el	
  genoma	
  mitocondrial	
  (127,133).	
  

En	
   darrer	
   lloc,	
   el	
  WGS	
  permet	
   seqüenciar	
   el	
   98%	
  del	
   genoma	
  humà	
   amb	
  una	
   cobertura	
  més	
  

uniforme	
   i	
   millors	
   paràmetres	
   de	
   qualitat	
   de	
   seqüenciació	
   respecte	
   el	
   WES.	
   El	
   WGS	
   és	
   la	
  

tecnologia	
  de	
  seqüenciació	
  més	
  eficient	
  per	
  detectar	
  tant	
  CNVs	
  com	
  altres	
  variants	
  estructurals,	
  

ja	
   què	
   cobreix	
   tots	
   els	
   punts	
   de	
   trencament.	
   Permet	
   la	
   detecció	
   de	
   variants	
   en	
   ARNs	
   no	
  

codificants,	
  expansions	
  de	
  short	
  tandem	
  repeats	
  i	
  variants	
  en	
  regions	
  codificants	
  que	
  no	
  es	
  troben	
  

ben	
   cobertes	
   en	
   el	
   WES.	
   Així	
   mateix,	
   es	
   poden	
   identificar	
   variants	
   en	
   regions	
   intròniques	
  

profundes	
  (deep	
  intronic)	
  i	
  en	
  regions	
  reguladores.	
  Entre	
  les	
  desavantatges	
  respecte	
  al	
  WES	
  es	
  

troben:	
   i)	
   el	
   cost	
  és	
  més	
  elevat,	
   ii)	
   es	
  necessita	
  una	
  gran	
   capacitat	
  d’emmagatzematge	
  de	
   les	
  

dades	
  i	
  iii)	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  és	
  més	
  complex	
  (134–137).	
  	
  

	
  

1.3.2	
  Aplicació	
  de	
  les	
  noves	
  tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  en	
  els	
  trastorns	
  

del	
  neurodesenvolupament	
  	
  

La	
  implementació	
  de	
  la	
  tecnologia	
  de	
  NGS	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  dels	
  TND	
  caracteritzats	
  per	
  una	
  gran	
  

heterogeneïtat	
  genètica	
  i	
  variabilitat	
  fenotípica	
  ha	
  permès	
  un	
  increment	
  en	
  la	
  taxa	
  de	
  diagnòstic,	
  

així	
   com	
  el	
   descobriment	
   de	
   nous	
   gens	
   implicats	
   en	
   aquests	
   trastorns.	
   A	
   dia	
   d’avui,	
   les	
   guies	
  

clíniques	
   consideren	
   el	
  WES	
   com	
   a	
   primer	
   test	
   diagnòstic	
   per	
   als	
   individus	
   amb	
   TND,	
   essent	
  

especialment	
   útil	
   en	
   formes	
   atípiques	
   de	
   síndromes	
   ja	
   conegudes,	
   malalties	
   rares,	
   trastorns	
  

genètics	
  que	
  no	
  presenten	
  trets	
  clínics	
  distintius	
  i	
  en	
  la	
  identificació	
  de	
  nous	
  gens	
  (138,139).	
  

El	
  principal	
  projecte	
  que	
  ha	
  demostrat	
  la	
  utilitzat	
  diagnòstica	
  de	
  l’aplicació	
  del	
  WES	
  en	
  cohorts	
  

amb	
   TND	
   ha	
   estat	
   Deciphering	
   Developmental	
   Disorders	
   (DDD).	
   S’ha	
   portat	
   a	
   terme	
   a	
   Gran	
  

Bretanya,	
  on	
  han	
  reclutat	
  unes	
  14.000	
  famílies	
  amb	
  trastorns	
  del	
  desenvolupament	
  (TD)	
  greus	
  i	
  

defectes	
  congènits.	
  Aquest	
  projecte	
  va	
  ser	
  capdavanter	
  en	
  la	
  implementació	
  de	
  WES	
  en	
  trios	
  en	
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casos	
  esporàdics	
  aportant	
  una	
  taxa	
  elevada	
  de	
  diagnòstics	
  i	
  el	
  descobriment	
  d’un	
  gran	
  nombre	
  

de	
  nous	
  gens	
  implicats	
  en	
  TND.	
  	
  

	
  

En	
  una	
  primera	
  fase,	
  l’aplicació	
  del	
  WES	
  en	
  1.133	
  trios	
  va	
  permetre	
  identificar	
  SNVs	
  responsables	
  

del	
  fenotip	
  present	
  en	
  el	
  27%	
  dels	
  individus	
  (140).	
  El	
  re-­‐anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES	
  introduint	
  

millores	
  en	
  la	
  pipeline	
  bioinformàtica	
  va	
  resultar	
  en	
  un	
  13%	
  de	
  diagnòstics	
  addicionals,	
  que	
  donen	
  

lloc	
  a	
  una	
  taxa	
  total	
  de	
  diagnòstic	
  del	
  40%.	
  Dins	
  del	
  40%	
  de	
  diagnòstics,	
  el	
  80%	
  estan	
  causats	
  per	
  

variants	
  de	
  novo	
  (141).	
  Posteriorment,	
  s’han	
  realitzat	
  diferents	
  anàlisis	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES	
  de	
  la	
  

cohort	
   d’estudi	
   i	
   s’han	
   incorporat	
   dades	
   de	
   nous	
   pacients	
   en	
   col·∙laboració	
   amb	
   altres	
   grups	
  

d’Europa	
   i	
  Estats	
  Units,	
   fet	
  que	
  ha	
  suposat	
  el	
  descobriment	
  de	
  nous	
  gens	
   i	
  ha	
  permès	
  establir	
  

nous	
  diagnòstics.	
  	
  

L’anàlisi	
  de	
  l’enriquiment	
  de	
  variants	
  de	
  novo,	
  estima	
  que	
  aproximadament	
  un	
  42%	
  de	
  la	
  cohort	
  

d’estudi	
  (4.293	
  individus)	
  és	
  portadora	
  de	
  variants	
  patogèniques	
  de	
  novo	
  en	
  regions	
  codificants,	
  

la	
  meitat	
  de	
  les	
  quals	
  són	
  variants	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  	
  D’aquests	
  resultats	
  s’ha	
  relacionat	
  l’edat	
  

paterna	
  avançada	
  amb	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  prevalença	
  dels	
  TD	
  (142).	
  D’altra	
  banda,	
  la	
  seqüenciació	
  

dirigida	
  d’elements	
  reguladors	
  en	
  individus	
  amb	
  TD	
  greus	
  sense	
  diagnòstic	
  per	
  WES,	
  ha	
  permès	
  

detectar	
  en	
  un	
  1-­‐3%	
  dels	
  individus	
  variants	
  patogèniques	
  de	
  novo	
  en	
  elements	
  reguladors	
  que	
  es	
  

troben	
  actius	
  en	
  el	
  cervell	
  fetal	
  	
  (143).	
  	
  

En	
  canvi,	
   l’anàlisi	
  de	
  la	
  contribució	
  de	
  variants	
  recessives	
  als	
  TD	
  indica	
  que	
  només	
  el	
  3,6%	
  dels	
  

casos	
   són	
  atribuïbles	
   a	
   variants	
   recessives	
   en	
  població	
   europea.	
   Per	
   contra,	
   en	
   individus	
   amb	
  

ancestres	
   del	
   Pakistan,	
   és	
   del	
   31%	
   degut	
   a	
   l’alta	
   freqüència	
   de	
   consanguinitat	
   en	
   la	
   població	
  

paquistanesa.	
  En	
  més	
  de	
  la	
  meitat	
  dels	
  casos,	
  els	
  gens	
  identificats	
  com	
  a	
  responsables	
  de	
  TD,	
  ja	
  

havien	
  estat	
  descrits	
  prèviament	
  (144).	
  

Cal	
  destacar	
  que	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES	
  en	
  TND	
  greus	
  ha	
  demostrat	
  que	
  variants	
  genètiques	
  

comunes	
   que	
   influeixen	
   en	
   trets	
   del	
   neurodesenvolupament	
   (com	
   són	
   intel·∙ligència,	
   autisme,	
  

circumferència	
  del	
  cap	
  i	
  el	
  pes	
  al	
  néixer)	
  en	
  la	
  població	
  general	
  afecten	
  també	
  la	
  presentació	
  i	
  

gravetat	
  dels	
  TND	
  greus,	
  causats	
  o	
  no,	
  per	
  variants	
  monogèniques.	
  (6).	
  	
  

	
  

1.3.2.1	
  Heterogeneïtat	
  genètica	
  i	
  variabilitat	
  fenotípica	
  en	
  els	
  trastorns	
  del	
  

neurodesenvolupament	
  

La	
  gran	
  variabilitat	
  fenotípica	
  i	
  comorbiditat	
  en	
  els	
  TND,	
  suposa	
  un	
  gran	
  repte	
  pel	
  seu	
  diagnòstic	
  

clínic	
   i	
  molecular	
   ja	
  què	
  molts	
  símptomes	
  o	
  característiques	
  clíniques	
  no	
  són	
  úniques	
  per	
  a	
  un	
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trastorn	
  o	
  una	
  síndrome	
  concreta	
  sinó	
  que	
  són	
  comuns	
  a	
  més	
  d’una	
  (5).	
  Variants	
  en	
  un	
  mateix	
  

gen	
  poden	
  donar	
  lloc	
  a	
  diferents	
  fenotips	
  (Taula	
  3),	
  així	
  com	
  diferents	
  gens	
  poden	
  estar	
  associats	
  

a	
  un	
  mateix	
  fenotip	
  (heterogeneïtat	
  genètica).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
  fet	
  de	
  què	
  un	
  mateix	
  gen	
  pugui	
  estar	
  implicat	
  en	
  diferents	
  fenotips	
  depèn	
  de	
  com	
  afecten	
  les	
  

variants	
  genètiques	
  a	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna	
  (p.e	
  guany	
  de	
  funció	
  versus	
  pèrdua	
  de	
  funció).	
  Un	
  

exemple,	
  és	
  el	
  gen	
  SMARCE1,	
  variants	
  missense	
  s’associen	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Coffin-­‐Siris	
  (MIM	
  #	
  

616938),	
  mentre	
  que	
  variants	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  (nonsense	
  i	
  frameshift)	
  són	
  responsables	
  de	
  

meningiomes	
   espinals	
   i	
   craneals	
   i	
   no	
   presenten	
   les	
   característiques	
   clíniques	
   de	
   Coffin-­‐Siris	
  	
  

(145,146).	
   Un	
   altra	
   bona	
   mostra	
   és	
   el	
   gen	
   CREBBP,	
   variants	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció	
   causen	
   la	
  

síndrome	
  de	
  Rubinstein-­‐Taybi	
  (MIM	
  #	
  180849),	
  mentre	
  que	
  variants	
  missense	
  en	
  els	
  dos	
  últims	
  

exons	
  (30	
  i	
  31)	
  s’associen	
  amb	
  la	
  síndrome	
  Menke-­‐Hennekam	
  (MIM	
  #	
  618332)	
  (147).	
  

	
  

En	
   relació	
   a	
   l’heterogeneïtat	
   genètica,	
   l’aplicació	
   de	
   WES	
   ha	
   permès	
   identificar	
   nous	
   gens	
  

responsables	
  de	
  pacients	
  amb	
  característiques	
  clíniques	
  solapants	
  amb	
  síndromes	
  ja	
  conegudes,	
  

anomenades	
  síndromes-­‐like.	
  Un	
  exemple	
  és	
  la	
  síndrome	
  de	
  Kleefstra,	
  causada	
  per	
  la	
  pèrdua	
  de	
  

funció	
   del	
   gen	
   EHMT1.	
   L’estudi	
   tant	
   per	
  WES	
   en	
   trios	
   com	
   la	
   seqüenciació	
   dirigida	
   de	
   gens	
  

implicats	
   en	
   la	
   remodelació	
   de	
   la	
   cromatina	
   de	
   pacients	
   que	
   presenten	
   les	
   característiques	
  

clíniques	
  de	
   la	
  síndrome	
  però	
  sense	
  variants	
  en	
  el	
  gen	
  EHMT1,	
  ha	
  permès	
   la	
   identificació	
  dels	
  

gens	
  KMT2C,	
  SMARCB1,	
  MBD5	
  i	
  NR1I3	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  Kleefstra-­‐like	
  (148,149).	
  	
  

De	
  forma	
  similar,	
  l’aplicació	
  del	
  WES	
  en	
  pacients	
  Rett-­‐like	
  ha	
  identificat	
  nous	
  gens	
  responsables	
  

(SLC35A2,	
  STXBP1,	
  ZNF238,	
  EEF1A2,	
  EIF2B2,	
  SHROOM4,	
  SCN2A,	
  KCNQ2,	
  MEF2C,	
  SYNGAP1,	
  KIF1A	
  

i	
  GRINI),	
  així	
  com	
  nous	
  gens	
  candidats	
  (RHOBTB2,	
  SMARCA1,	
  GABBR2,	
  EIF4G1	
  i	
  HTT)	
  (150–152).	
  

En	
  la	
  síndrome	
  Smith-­‐Magenis-­‐like	
  també	
  s’han	
  detectat	
  variants	
  en	
  nous	
  gens	
  (IQSEC2,	
  DEAF1,	
  

NDN,	
  KAT5,	
  BAP1	
  i	
  MAPK8IP3)	
  com	
  a	
  responsables	
  d’aquest	
  fenotip	
  (153).	
  	
  	
  	
  

Base	
  de	
  dades	
  OMIM	
  (Actualitzada	
  Juny	
  2020)	
  

Gens	
  associats	
  a	
  1	
  fenotip	
   2971	
  

Gens	
  associats	
  a	
  2	
  fenotips	
   791	
  

Gens	
  associats	
  a	
  3	
  fenotips	
   278	
  

Gens	
  associats	
  a	
  4	
  o	
  més	
  fenotips	
   241	
  

Taula	
  3|	
  Número	
  de	
  gens	
  associats	
  a	
  un	
  o	
  més	
  fenotips.	
  Dades	
  extretes	
  d’OMIM	
  
(www.omim.org).	
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Com	
   ja	
   s’ha	
   mencionant	
   anteriorment,	
   la	
   variabilitat	
   en	
   la	
   presentació	
   i	
   expressió	
   de	
   les	
  

característiques	
   clíniques	
   d’un	
   individu,	
   depèn	
   també	
   de	
   la	
   seva	
   càrrega	
   genètica	
   individual.	
  

Existeixen	
   diferents	
   mecanismes	
   d’interacció	
   o	
   modificació	
   genètica	
   en	
   el	
   que	
   una	
   variant	
  

genètica	
   responsable	
   d’un	
   fenotip	
   determinat	
   pot	
   interaccionar	
   amb	
   altres	
   variants	
   rares	
   i	
  

freqüents	
   localitzades	
  en	
  altres	
  gens	
  o	
  bé	
  en	
  el	
  mateix	
  gen,	
  actuant	
  com	
  a	
  modificadores.	
  Per	
  

exemple,	
  en	
  la	
  deleció	
  16p11.2	
  s’ha	
  observat	
  que	
  la	
  càrrega	
  de	
  variants	
  genètiques	
  rares	
  modula	
  

la	
  variabilitat	
  clínica	
   intra	
   i	
   inter-­‐familiar	
  (154).	
  Els	
  factors	
  ambientals	
  també	
  s’ha	
  observat	
  que	
  

tenen	
  un	
  paper	
  important	
  en	
  l’expressió	
  de	
  determinats	
  trets	
  fenotípics	
  (155).	
  	
  

	
  

L’aplicació	
  de	
  les	
  noves	
  tecnologies	
  de	
  seqüenciació	
  en	
  els	
  laboratoris	
  de	
  diagnòstic	
  ha	
  fet	
  que	
  

s’incrementi	
  de	
  forma	
  exponencial	
  la	
  detecció	
  de	
  noves	
  variants	
  de	
  seqüència	
  en	
  gens	
  associats	
  

a	
  trastorns	
  genètics.	
  La	
  interpretació	
  clínica	
  d’aquestes	
  variants	
  és	
  fonamental	
  per	
  un	
  diagnòstic	
  

genètic	
  correcte.	
  Per	
  aquest	
  motiu,	
  l’American	
  College	
  of	
  Medical	
  Genetics	
  and	
  Genomics	
  (ACMG)	
  

juntament	
   amb	
   l’Association	
   for	
   Molecular	
   Pathology	
   (AMP)	
   and	
   the	
   College	
   of	
   American	
  

Pathologists	
  (CAP)	
  han	
  publicat	
  una	
  	
  guia	
  on	
  es	
  revisen	
  els	
  criteris	
  per	
  a	
  la	
  interpretació	
  de	
  variants	
  

de	
   seqüència	
   i	
   	
   es	
  descriuen	
   recomanacions	
  per	
  a	
   la	
   seva	
   classificació.	
   Els	
   criteris	
  utilitzats	
  es	
  

basen	
  	
  en	
  diferents	
  tipus	
  d’evidències	
  com	
  són:	
  dades	
  poblacionals,	
  dades	
  computacionals,	
  dades	
  

funcionals	
  i	
  dades	
  de	
  segregació,	
  entre	
  d’altres	
  (156).	
  	
  

	
  

Les	
  variants	
  de	
  seqüència	
  es	
  poden	
  classificar	
  en	
  5	
  categories	
  (157),	
  on	
  la	
  variant	
  és	
  assignada	
  

com:	
  	
  

-­‐Patogènica.	
  Contribueix	
  de	
  manera	
  directa	
  al	
  desenvolupament	
  de	
  la	
  malaltia.	
  En	
  el	
  cas	
  de	
  les	
  

malalties	
  amb	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  recessiva	
  o	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X,	
  s’ha	
  de	
  considerar	
  

que	
  només	
  una	
  variant	
  patogènica	
  pot	
  no	
  ser	
  suficient	
  per	
  causar	
  la	
  malaltia.	
  	
  

-­‐Probablement	
  patogènica.	
  Existeix	
  una	
  alta	
  probabilitat	
  (>90%)	
  de	
  què	
  sigui	
  la	
  responsable	
  de	
  la	
  

malaltia.	
  Es	
  necessiten	
  evidències	
  addicionals	
  que	
  demostrin	
  la	
  patogenicitat	
  de	
  la	
  variant.	
  

-­‐Significat	
   incert.	
  No	
  hi	
  ha	
   informació	
  suficient	
  que	
  permeti	
  discernir	
  si	
  es	
  tracta	
  d’una	
  variant	
  

patogènica	
  o	
  benigna.	
  

-­‐Probablement	
  benigna.	
  Existeix	
  una	
  alta	
  probabilitat	
  (>90%)	
  de	
  què	
  sigui	
  una	
  variant	
  benigna	
  i	
  

no	
  responsable	
  de	
   la	
  malaltia.	
  Es	
  necessiten	
  evidències	
  addicionals	
  que	
  demostrin	
  que	
  és	
  una	
  

variant	
  benigna.	
  	
  

-­‐Benigna.	
  La	
  variant	
  no	
  és	
  la	
  responsable	
  de	
  la	
  malaltia.	
  

1.4	
  Classificació	
  de	
  les	
  variants	
  genètiques	
  segons	
  la	
  guia	
  ACMG 
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Per	
  classificar	
  una	
  variant	
  dins	
  d’una	
  de	
  les	
  5	
  categories	
  esmentades	
  anteriorment,	
  s’ha	
  de	
  tenir	
  

en	
  compte	
  la	
  combinació	
  i	
  el	
  pes	
  dels	
  diferents	
  criteris	
  que	
  permeten	
  classificar	
  una	
  variant	
  com	
  

a	
   patogènica	
   o	
   benigna.	
   Entre	
   els	
   criteris	
  molt	
   sòlids	
   i	
   sòlids	
   de	
   patogenicitat	
   es	
   troben:	
   i)	
   la	
  

pèrdua	
  de	
  funció	
  (p.e	
  nonsense,	
  frameshift	
  i	
  de	
  splicing)	
  en	
  un	
  gen	
  haploinsuficient,	
  ii)	
  un	
  canvi	
  

d’aminoàcid	
  ja	
  descrit	
  anteriorment	
  com	
  a	
  causant	
  de	
  malaltia,	
  ii)	
  l’herència	
  de	
  novo,	
  iv)	
  estudis	
  

funcionals	
  in	
  vivo	
  o	
  in	
  vitro	
  que	
  demostren	
  l’efecte	
  deleteri	
  de	
  la	
  variant	
  sobre	
  la	
  proteïna	
  i	
  v)	
  una	
  

prevalença	
  de	
  la	
  variant	
  superior	
  en	
  individus	
  afectats	
  comparat	
  amb	
  individus	
  control.	
  	
  Els	
  criteris	
  

sòlids	
  que	
  permeten	
  classificar	
  una	
  variant	
  com	
  a	
  benigna	
  inclouen:	
  i)	
  una	
  freqüència	
  superior	
  al	
  

5%	
  	
  en	
  població	
  control,	
  ii)	
  una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  superior	
  a	
  l’esperada	
  per	
  un	
  trastorn	
  concret,	
  

iii)	
  estudis	
  funcionals	
  in	
  vivo	
  i	
  in	
  vitro	
  que	
  demostren	
  que	
  la	
  variant	
  no	
  té	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  sobre	
  

la	
   funció	
  de	
   la	
  proteïna	
   i	
   	
   iv)	
  no	
  hi	
  ha	
  segregació	
  de	
   la	
  variant	
  en	
  altres	
   individus	
  de	
   la	
   família	
  

afectats.	
  En	
  la	
  Figura	
  3	
  i	
  la	
  Taula	
  4,	
  es	
  troben	
  resumits	
  els	
  diferents	
  criteris	
  i	
  la	
  combinació	
  per	
  a	
  

la	
  classificació	
  de	
  variants.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

	
  
	
  
	
  

Criteris'per'classificar'una'
variant'com'a'patogènica

PVS1.'Variants'de'pèrdua'de'funció'en'
gens'on'es'coneix'que'aquest'mecanisme'
causa'la'malaltia.

PS1.'Afecta'al'mateix'aminoàcid'que'una'
altra'variant'patogènica'ja'coneguda.
PS2.'De#novo (confirmada).
PS3.'Estudis'funcionals'demostren'
l’efecte'deleteri'sobre'la'funció'de'la'
proteïna.
PS4.'Prevalença'augmentada'en'els'
individus'afectats'respecte'els'individus'
control.

PM1.'Hotspot o'domini'funcional'on'no'
s’han'descrit'variants'benignes.
PM2.'No'present'en'les'bases'de'dades'
de'població'control.
PM3.'Per'malalties'recessives,' detectada'
en'trans amb'una'altra'variant'
patogènica.
PM4.'Canvia'la'longitud'de'la'proteïna.
PM5.'Nou'canvi'missense en'un'
aminoàcid'on's’havien'identificat'variants'
missense patogèniques'anteriorment.
PM6. De#novo (sense' confirmar).

PP1.'CoPsegregació'amb'la'malaltia'en'
diferents'individus'de'la'família.'
PP2.'Gen'on's’han'descrit'poques'variants'
missense benignes'i'les'variantsmissense
patogèniques'són'comuns.
PP3.'Els'predictors'in#silico indiquen'que'
té'un'efecte'deleteri'sobre'la'proteïna.
PP4.'El'fenotip'del'pacient'o'la'historia'
familiar'és'especifica'd’un'gen.
PP5.'Fonts'respectables'indiquen'que'la'
variant'és'patogènica.

Criteris'per'classificar'una'
variant'com'a'benigna

BA1/BS1.'Freqüència'superior'al'5%'en'
població'control'o'superior'a'la'esperada'
per'a'la'malaltia'estudiada.
BS2.'Observada'en'individus'sans.
BS3.Estudis'funcional'indiquen'que'no'té'
un'efecte' deleteri.
BS4.'No'hi'ha'segregació'amb'la'malaltia'
en'els'individus'afectats'en'la'família.

BP1.'Variant'missense en'un'gen'on'
només'variants'de'pèrdua'de'funció'
causen'la'malaltia.'
BP2.'Observada'en cis amb'una'altra'
variant'patogènica.
BP3.'Deleció/duplicació'in1frame en'una'
regió'repetitiva'sense' funció'coneguda.
BP4.'Els'predictors'in#silico indiquen'que'
no'té'un'efecte'deleteri'sobre'la'proteïna.
BP5.'Identificada'en'un'cas'amb'una'altre'
variant'causant'de'la'malaltia.
BP6.'Fonts'respectables'indiquen'que'la'
variant'és'benigna.
BP7.'Canvi'sinònim'que'no'afecta'al'
splicing.

Cr
ite

ris
'sò

lid
s'

Cr
ite

ris
'd
e's
up

or
t

Cr
ite

ris
'sò

lid
s'

Cr
ite

ri'
m
ol
t's
òl
id

Cr
ite

ris
'm
od

er
at
s

Cr
ite

ris
'd
e's
up

or
t

Figura	
  3|	
  Criteris	
  per	
  a	
  la	
  classificació	
  d’una	
  variant	
  com	
  a	
  patogènica	
  o	
  benigna	
  seguint	
  la	
  
guia	
  ACMG.	
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Taula	
  4|	
  Criteris	
  combinats	
  per	
  a	
  la	
  classificació	
  de	
  variants	
  genètiques.	
  Taula	
  adaptada	
  de	
  Richards	
  et	
  al.,	
  2015	
  (156).	
  
	
  
Classificació	
   Combinació	
  de	
  criteris	
  

Patogènica	
  

(i)	
  1	
  molt	
  sòlid	
  (PSV1)	
  i	
  	
  

a)   ≥	
  1	
  sòlids	
  (PS1-­‐PS4)	
  o	
  	
  

b)   ≥	
  2	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  o	
  	
  

c)   1	
  moderat	
  (PM1-­‐PM6)	
  i	
  1	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  o	
  	
  

d)   ≥	
  2	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  

(ii)	
  ≥	
  2	
  sòlids	
  (PS1-­‐PS4)	
  o	
  

(iii)	
  1	
  sòlid	
  (PS1-­‐PS4)	
  i	
  	
  

a)   ≥	
  3	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  o	
  

b)   2	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  i	
  ≥	
  2	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  o	
  

c)   1	
  moderat	
  (PM1-­‐PM6)	
  i	
  ≥	
  4	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  

Probablement	
  

patogènica	
  

(i)	
  1	
  molt	
  sòlid	
  (PSV1)	
  i	
  1	
  moderat	
  (PM1-­‐PM6)	
  o	
  

(ii)	
  1	
  sòlid	
  (PS1-­‐PS4)	
  i	
  1-­‐2	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  o	
  

(iii)	
  1	
  sòlid	
  (PS1-­‐PS4)	
  i	
  ≥	
  2	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  o	
  

(iv)	
  ≥	
  3	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  o	
  

(v)	
  2	
  moderats	
  (PM1-­‐PM6)	
  i	
  ≥	
  2	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  o	
  

(vi)	
  1	
  moderat	
  (PM1-­‐PM6)	
  i	
  ≥	
  4	
  de	
  suport	
  (PP1-­‐PP5)	
  

Benigna	
  
(i)	
  1	
  sòlid	
  BA1	
  o	
  

(ii)	
  ≥	
  2	
  sòlids	
  (BS1-­‐BS4)	
  

Probablement	
  benigna	
  
(i)	
  1	
  sòlid	
  (BS1-­‐BS4)	
  i	
  1	
  de	
  suport	
  (BP1-­‐BP7)	
  o	
  

(ii)	
  ≥	
  2	
  suport	
  (BP1-­‐BP7)	
  

De	
  significat	
  incert	
  
(i)	
  No	
  compleix	
  els	
  criteris	
  anteriors	
  

(ii)	
  Els	
  criteris	
  de	
  classificació	
  benignes	
  i	
  patogènics	
  són	
  contradictoris	
  

	
  

Degut	
   a	
   la	
   complexitat	
   en	
   la	
   classificació	
   de	
   les	
   variants	
   seguint	
   aquests	
   criteris,	
   s’han	
  

desenvolupat	
  eines,	
  com	
   InterVar	
   (158)	
   i	
  Varsome	
  (159),	
  que	
  seguint	
   les	
   recomanacions	
  de	
   la	
  

guia	
   ACMG,	
   faciliten	
   la	
   classificació	
   de	
   les	
   variants,	
   ja	
   què	
   obtenen	
   de	
   forma	
   automàtica	
   la	
  

informació	
   necessària	
   de	
   bases	
   de	
   dades,	
   programes	
   de	
   predicció	
   in	
   silico,	
   etc.	
   No	
   obstant,	
  

l’usuari	
  ha	
  de	
  revisar	
  els	
  diferents	
  criteris	
  que	
  compleix	
  la	
  variant	
  i	
  modificar	
  o	
  afegir	
  els	
  que	
  siguin	
  

necessaris,	
  com	
  l’herència	
  o	
  la	
  segregació	
  familiar,	
  així	
  com	
  si	
  s’han	
  realitzat	
  estudis	
  funcionals	
  de	
  

variants.	
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L’impacte	
  funcional	
  d’una	
  variant	
  es	
  pot	
  predir	
  tenint	
  en	
  compte	
  el	
  tipus	
  de	
  variant:	
  les	
  variants	
  

truncants	
  (nonsense,	
  frameshift	
  i	
  en	
  alguns	
  casos	
  de	
  splicing)	
  produeixen	
  amb	
  una	
  alta	
  freqüència	
  

una	
   pèrdua	
   de	
   funció,	
   degut	
   a	
   què	
   el	
   mecanisme	
   Nonsense-­‐mediated	
   mRNA	
   decay	
   (NMD)	
  

degrada	
  els	
  transcrits	
  amb	
  codons	
  de	
  stop	
  prematurs.	
  En	
  el	
  cas	
  de	
  les	
  variants	
  missense	
  és	
  molt	
  

dificultós	
   predir	
   l’efecte	
   sobre	
   la	
   funció	
   de	
   la	
   proteïna,	
   per	
   aquest	
  motiu	
   s’han	
   desenvolupat	
  

programes	
  bioinformàtics	
  que	
  ajuden	
  a	
  predir	
  el	
  efecte	
  potencial	
  sobre	
  la	
  proteïna	
  i	
  així	
  poder	
  

classificar-­‐les.	
  No	
  obstant,	
  els	
  models	
  funcionals	
  in	
  vitro	
  i	
  in	
  vivo	
  són	
  els	
  que	
  realment	
  mostren	
  les	
  

conseqüències	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna	
  i	
  permeten	
  determinar	
  si	
  una	
  variant	
  és	
  patogènica.	
  	
  

	
  

1.5.1	
  Mecanismes	
  de	
  patogenicitat	
  

Existeixen	
  principalment	
  tres	
  mecanismes	
  de	
  patogenicitat:	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  guany	
  de	
  funció	
  i	
  

dominant	
  negatiu.	
  	
  

	
  

Mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  

El	
   mecanisme	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció	
   està	
   produït	
   principalment	
   per	
   variants	
   que	
   trunquen	
   la	
  

proteïna,	
  com	
  és	
  el	
  cas	
  de	
  les	
  variants	
  nonsense,	
  frameshift	
   i	
  de	
  splicing	
   (160).	
  No	
  obstant,	
   les	
  

variants	
  missense	
  també	
  poden	
  produir	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  ja	
  què	
  poden	
  afectar	
  negativament	
  

a	
  l’activitat,	
  el	
  plegament	
  o	
  l’estabilitat	
  de	
  la	
  proteïna,	
  (161).	
  Dins	
  del	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  

funció	
  es	
  poden	
  distingir	
  dos	
  tipus	
  de	
  variants:	
  

-­‐Les	
  variants	
  amorfes	
  donen	
  lloc	
  a	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  completa,	
  no	
  hi	
  ha	
  activitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  

codificada	
  per	
  aquell	
  al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant.	
  

-­‐Les	
   variants	
   hipomorfes	
   produeixen	
   una	
   pèrdua	
   parcial	
   de	
   la	
   funció	
   de	
   la	
   proteïna	
   com	
   a	
  

conseqüència	
  d’una	
  disminució	
  en	
  la	
  transcripció	
  o	
  una	
  proteïna	
  amb	
  una	
  funció	
  disminuïda.	
  	
  

	
  

S’han	
  descrit	
   tres	
   classes	
  de	
  gens:	
   i)	
   els	
   que	
   toleren	
   canvis	
  que	
   trunquen	
   la	
  proteïna,	
   ii)	
   gens	
  

recessius	
  que	
  toleren	
  canvis	
  truncants	
  en	
  heterozigosi	
  i	
  iii)	
  gens	
  haploinsuficients.	
  Un	
  indicador	
  

de	
  què	
  un	
  gen	
  és	
  intolerant	
  a	
  canvis	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  és	
  el	
  pLI,	
  que	
  és	
  un	
  score	
  de	
  probabilitat	
  

que	
  valora	
  el	
  número	
  de	
  variants	
  truncants	
  observades	
   i	
   les	
  esperades	
  en	
  un	
  determinat	
  gen.	
  

Com	
  més	
  proper	
  és	
  el	
  pLI	
  a	
  1	
  més	
  intolerant	
  és	
  el	
  gen	
  a	
  variants	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  També	
  hi	
  

ha	
   un	
   indicador	
   (z-­‐score)	
   que	
   avalua	
   les	
   variants	
  missense	
   esperades	
   i	
   les	
   observades	
   per	
   un	
  

determinat	
  gen,	
  permetent	
  valorar	
  si	
  un	
  gen	
  és	
  intolerant	
  a	
  variants	
  missense	
  (160).	
  

	
  

1.5	
  Impacte	
  funcional	
  de	
  les	
  variants	
  genètiques 
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Guany	
  de	
  funció	
  

El	
  mecanisme	
  de	
  guany	
  de	
   funció	
  pot	
  estar	
  causat	
  per:	
   i)	
  un	
   increment	
  en	
   la	
  producció	
  d’una	
  

proteïna	
  a	
  causa	
  d’una	
  duplicació/amplificació,	
  un	
  control	
  traduccional	
  incorrecte	
  o	
  un	
  augment	
  

en	
  l’estabilitat	
  de	
  l’ARN/proteïna	
  o	
  ii)	
  un	
  increment	
  en	
  l’activitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  (162,163).	
  

Es	
  poden	
  diferenciar	
  dos	
  tipus	
  de	
  variants	
  que	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  guany	
  de	
  funció:	
  

-­‐Les	
  variants	
  hipermorfes	
  donen	
  lloc	
  a	
  una	
  major	
  activitat	
  pròpia	
  de	
  la	
  proteïna.	
  

-­‐Les	
  variants	
  neomorfes	
  produeixen	
  una	
  proteïna	
  amb	
  una	
  	
  funció	
  diferent	
  a	
  la	
  de	
  la	
  proteïna	
  wild	
  

type	
  (WT).	
  

	
  

Dominant	
  negatiu	
  

Aquest	
  mecanisme	
   també	
   conegut	
   com	
   variants	
   antimorfes,	
   consisteix	
   en	
   la	
   producció	
   d’una	
  

proteïna	
  que	
  interfereix	
  en	
  l’activitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  WT.	
  Quan	
  les	
  variants	
  antimorfes	
  es	
  troben	
  

en	
  heterozigosi,	
  redueixen	
  l’activitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  codificada	
  per	
  l’al·∙lel	
  WT.	
  Un	
  exemple	
  clar	
  són	
  

els	
  complexes	
  multimèrics	
  de	
  proteïnes,	
  on	
  diferents	
  proporcions	
  de	
  proteïnes	
  mutades	
   i	
  WT,	
  

alteren	
  la	
  funció	
  de	
  tot	
  el	
  complex	
  (162).	
  	
  	
  

	
  

	
  

1.5.2	
  Mecanisme	
  de	
  qualitat	
  post-­‐transcripcional	
  Nonsense-­‐Mediated	
  

mRNA	
  Decay	
  (NMD)	
  

Nonsense-­‐mediated	
  mRNA	
  Decay	
  (NMD)	
  és	
  un	
  mecanisme	
  de	
  vigilància	
  de	
  l’ARNm	
  que	
  es	
  troba	
  

en	
  les	
  cèl·∙lules	
  eucariotes	
  i	
  que	
  evita	
  la	
  traducció	
  de	
  proteïnes	
  truncades. La	
  seva	
  funció	
  principal	
  

és	
  fer	
  què	
  el	
  procés	
  de	
  producció	
  de	
  proteïnes	
  sigui	
  eficient	
  per	
  a	
  les	
  cèl·∙lules	
  i	
  evitar	
  la	
  producció	
  

de	
  proteïnes	
  que	
  puguin	
  tenir	
  un	
  potencial	
  efecte	
  deleteri,	
  siguin	
  inestables	
  o	
  que	
  no	
  es	
  puguin	
  

plegar	
   correctament.	
   Aquest	
   mecanisme	
   actua	
   en	
   l’espai	
   de	
   temps	
   entre	
   la	
   transcripció	
   i	
   la	
  

traducció	
   (164,165).	
   El	
   principal	
   model	
   que	
   explica	
   com	
   els	
   transcrits	
   amb	
   codons	
   de	
   stop	
  

prematurs	
   són	
   reconeguts	
   i	
   activen	
   el	
  mecanisme	
  NMD	
   es	
   basa	
   en	
   els	
   complexes	
   EJC	
   (Exon-­‐

Junction	
  Complex).	
  Aquests	
  complexes	
  estan	
  implicats	
  en	
  el	
  splicing	
  del	
  pre-­‐ARNm.	
  A	
  mesura	
  que	
  

el	
  ribosoma	
  va	
  avançant	
  desplaça	
  els	
  complexes	
  EJC,	
  però	
  quan	
  hi	
  ha	
  un	
  codó	
  stop	
  prematur	
  el	
  

ribosoma	
  s’atura.	
  Com	
  a	
  conseqüència,	
  els	
  complexes	
  EJC	
  que	
  no	
  són	
  desplaçats	
  pel	
  ribosoma	
  

activen	
  el	
  mecanisme	
  NMD	
  reclutant	
  el	
  factor	
  Upf1	
  que	
  s’uneix	
  als	
  factors	
  Upf2	
  i	
  Upf3.	
  Upf1	
  és	
  

fosforilat	
  per	
  la	
  proteïna	
  quinasa	
  SMG1,	
  desencadenant	
  el	
  	
  reclutament	
  d’altres	
  factors	
  i	
  quinases	
  

que	
  acaben	
  eliminant	
  el	
  casquet	
  5’	
  i	
  deadenilant	
  l’extrem	
  3’	
  del	
  ARNm,	
  provocant	
  l’exposició	
  dels	
  

seus	
  extrems	
  a	
  la	
  degradació	
  per	
  exonucleases	
  (Figura	
  4)	
  (166–169).	
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Les	
  variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift	
  que	
  introdueixen	
  codons	
  de	
  stop	
  prematurs	
  que	
  es	
  troben	
  a	
  

>50-­‐55	
   nucleòtids	
  upstream	
   de	
   la	
   unió	
   exó-­‐exó	
   situada	
  més	
   en	
   l’extrem	
   3’,	
   desencadenen	
   el	
  

mecanisme	
  NMD.	
  Quan	
  el	
  codó	
  stop	
  prematur	
  es	
  troba	
  situat	
  en	
  l’últim	
  exó	
  o	
  a	
  <50-­‐55	
  nucleòtids	
  

de	
  l’última	
  unió	
  exó-­‐exó,	
  escaparien	
  del	
  mecanisme	
  NMD	
  (170)	
  (Figura	
  5).	
  Els	
  gens	
  que	
  no	
  tenen	
  

introns	
  són	
  immunes	
  al	
  mecanisme	
  NMD	
  (171).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

 

	
  

 

	
  

Figura	
   5|	
   Activació	
   del	
   mecanisme	
   Nonsense-­‐Mediated	
   mRNA	
  
Decay	
   (NMD)	
   segons	
   la	
   localització	
   del	
   codó	
   stop	
   prematur.	
   Els	
  
exons	
  estan	
  representats	
  com	
  rectangles	
  en	
  blau	
  i	
  els	
  asteriscs	
  en	
  
vermell	
  indiquen	
  codons	
  de	
  stop	
  prematurs.	
  	
  

Figura	
  4|	
  Model	
  que	
  mostra	
  l’activació	
  del	
  mecanisme	
  de	
  control	
  post-­‐transcripcional	
  Nonsense-­‐	
  
Mediated	
  mRNA	
   Decay.	
   Imatge	
   obtinguda	
   de	
   Marius	
  Walter	
   -­‐	
   Own	
  work.	
   PTC,	
  Premature	
   stop	
  
codon.	
  

Exó$1 Exó$2 Exó$3 Exó$4 Exó$5

Codó$stop$
prematur

STOP

*

>50<55$nucleòtids

Es$degrada$
l’ARNm$pel$

mecanisme$NMD

*

<50<55$nucleòtids

Escapa$el$
mecanisme$NMD

Codó$stop$
prematur

AUG

5’ 3’
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Hi	
  ha	
  algunes	
  excepcions	
  que	
  provoquen	
  la	
   inhibició	
  del	
  mecanisme	
  NMD	
  com	
  són	
  els	
  codons	
  

stop	
  prematurs	
  localitzats	
  en	
  exons	
  de	
  més	
  de	
  400	
  nucleòtids	
  o	
  a	
  <150	
  nucleòtids	
  del	
  codó	
  d’inici	
  

(172,173).	
   Aquestes	
   excepcions	
   explicarien	
   la	
   variabilitat	
   en	
   l’activació	
   del	
   mecanisme	
   NMD	
  

observada	
  entre	
  diferents	
  variants	
  i	
  gens	
  en	
  humans	
  (173,174).	
  

	
  

L’eficiència	
   del	
  mecanisme	
  NMD	
   és	
   variable,	
   essent	
   un	
   factor	
   important	
   que	
   contribueix	
   a	
   la	
  

diversitat	
  fenotípica	
  observada	
  entre	
  diferents	
  individus.	
  Entre	
  els	
  factors	
  que	
  poden	
  influenciar	
  

el	
  mecanisme	
  NMD	
  es	
  troben	
  SNPs	
  en	
  gens	
  de	
   la	
  maquinaria	
  de	
  NMD,	
  competició	
  amb	
  altres	
  

mecanismes	
   en	
   els	
   que	
   intervenen	
   les	
   mateixes	
   proteïnes	
   i	
   factors	
   ambientals	
   com	
   l’estrès	
  

cel·∙lular,	
  la	
  sobreexpressió	
  d’oncogens	
  o	
  la	
  hipòxia	
  que	
  inhibeixen	
  l’activitat	
  d’aquest	
  mecanisme	
  

(175–177).	
  	
  	
  

	
  

Alguns	
  dels	
  gens	
  que	
  estan	
  implicats	
  en	
  el	
  mecanisme	
  NMD	
  han	
  estat	
  associats	
  a	
  TND.	
  En	
  concret,	
  

variants	
  patogèniques	
  en	
  el	
  gen	
  UPF3B	
  i	
  delecions	
  en	
  heterozigosi	
  que	
  inclouen	
  el	
  gen	
  UPF2,	
  que	
  

són	
  dos	
  gens	
  que	
  formen	
  part	
  del	
  complex	
  EJC,	
  s’han	
  associat	
  a	
  DI.	
  Els	
  individus	
  amb	
  variants	
  de	
  

pèrdua	
  de	
  funció	
  en	
  el	
  gen	
  UPF3B	
  també	
  presenten	
  autisme,	
  esquizofrènia	
  i/o	
  dèficit	
  d’atenció	
  i	
  

hiperactivitat	
  (178–180).	
  

	
  

1.5.3	
  Estudis	
  funcionals	
  de	
  variants	
  	
  

Un	
  dels	
  mètodes	
  més	
  robusts	
  per	
  avaluar	
  la	
  patogenicitat	
  d’una	
  variant	
  són	
  els	
  estudis	
  funcionals.	
  

Aquests	
   estudis	
   es	
   poden	
   realitzar	
   tant	
   in	
   vivo	
   en	
   models	
   animals,	
   generant	
   la	
   variant	
   que	
  

presenta	
  el	
  pacient	
  i	
  comprovar	
  quins	
  són	
  els	
  efectes	
  fenotípics,	
  així	
  com	
  in	
  vitro,	
  utilitzant	
  línies	
  

cel·∙lulars.	
  El	
  model	
  in	
  vivo	
  més	
  utilitzat	
  és	
  el	
  ratolí,	
  degut	
  a	
  què	
  comparteix	
  entre	
  un	
  95-­‐98%	
  del	
  

genoma	
  amb	
  els	
  humans,	
  es	
  reprodueixen	
  ràpidament,	
  són	
  cost-­‐efectius	
  i	
  permeten	
  manipular	
  

el	
  genoma	
  de	
  forma	
  precisa.	
  Per	
  contra,	
  no	
  es	
  poden	
  avaluar	
  certs	
  aspectes	
  fenotípics,	
  com	
  per	
  

exemple,	
   l’afectació	
   del	
   llenguatge	
   (181).	
   D’altra	
   banda,	
   dins	
   dels	
   models	
   in	
   vitro,	
   la	
  

reprogramació	
  de	
  cèl·∙lules	
  mare	
  embrionàries	
  humanes	
  (hESC)	
  o	
  de	
  cèl·∙lules	
  mare	
  pluripotents	
  

induïdes	
  (hiPSC),	
  ha	
  permès	
  la	
  generació	
  i	
  l’estudi	
  de	
  neurones	
  (182).	
  Els	
  models	
  in	
  vitro	
  també	
  

presenten	
  inconvenients	
  atès	
  què	
  hi	
  ha	
  molta	
  heterogeneïtat	
  entre	
  els	
  clons	
  de	
  iPSC	
  i	
  al	
  tractar-­‐

se	
   de	
   cultius	
   en	
   2D	
   falten	
   connexions	
   amb	
   altres	
   neurones	
   per	
   donar	
   lloc	
   a	
   estructures	
  més	
  

complexes.	
  Considerant	
  aquestes	
   limitacions,	
   s’han	
  desenvolupat	
  protocols	
  per	
  a	
   la	
  generació	
  

d’organoides	
  de	
  cervell,	
  que	
  són	
  cultius	
  cel·∙lulars	
  en	
  3D	
  que	
  donen	
  lloc	
  a	
  estructures	
  cerebrals	
  i	
  

permeten	
  estudiar	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  cervell	
  in	
  vitro	
  (183).	
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Les	
   variants	
  missense	
   són	
  particularment	
  difícils	
   d’interpretar,	
   ja	
   què	
  poden	
  produir	
   un	
   ampli	
  

espectre	
  d’efectes.	
  L’alteració	
  de	
  la	
  seqüencia	
  d’aminoàcids	
  d’una	
  proteïna	
  pot	
  modificar	
  la	
  seva	
  

estructura	
   afectant	
   al	
   plegament,	
   l’estabilitat,	
   la	
   solubilitat	
   i/o	
   la	
   unió	
   a	
   cofactors	
   i	
   a	
   altres	
  

proteïnes	
  i	
  com	
  a	
  conseqüència	
  afectar	
  la	
  seva	
  activitat	
  (184).	
  A	
  nivell	
  fenotípic	
  poden	
  donar	
  lloc	
  

a	
   diferents	
   presentacions	
   clíniques	
   amb	
   una	
   expressivitat	
   variable	
   i	
   penetrància	
   incompleta	
  

(185,186).	
  	
  	
  

Els	
  estudis	
  funcionals	
  in	
  vivo	
  i	
  in	
  vitro	
  són	
  un	
  criteri	
  sòlid	
  per	
  a	
  la	
  classificació	
  d’una	
  variant	
  com	
  a	
  

patogènica	
  o	
  benigna.	
  Considerant	
  que	
  en	
  molts	
   casos	
   l’abordatge	
  d’aquests	
  estudis	
  és	
  difícil	
  

s’han	
   desenvolupat	
   diferents	
   assajos	
   que	
   permeten	
   generalitzar	
   i	
   aplicar-­‐se	
   a	
   diferents	
   gens.	
  

Entre	
  ells	
  es	
  troben	
  assajos	
  basats	
  en	
  el	
  rescat	
  d’una	
  via	
  cel·∙lular,	
  en	
  l’activació	
  transcripcional	
  de	
  

gens	
  diana	
  i	
  localització	
  cel·∙lular	
  (187). Assajos	
  que	
  prediuen	
  l’impacte	
  de	
  variants	
  sobre	
  l’ARNm	
  

(en	
  el	
  seu	
  processament	
  o	
  en	
  l’estabilitat)	
  poden	
  ser	
  de	
  molta	
  utilitat	
  quan	
  es	
  valoren	
  variants	
  

que	
  afecten	
  el	
  splicing,	
  en	
  regions	
  no	
  codificants,	
  regions	
  no	
  traduïdes	
  (5’	
  i	
  3’UTR)	
  o	
  variants	
  deep	
  

intronic	
  (156).	
  

Els	
  programes	
  de	
  predicció	
   in	
   silico	
  s’han	
  desenvolupat	
   com	
  una	
  eina	
  per	
   valorar	
  el	
  potencial	
  

efecte	
  deleteri	
  de	
  variants	
  genètiques	
  sobre	
   la	
   funció	
  de	
   la	
  proteïna	
   (188).	
  Hi	
  ha	
  dos	
   tipus	
  de	
  

programes:	
  i)	
  els	
  de	
  primera	
  generació	
  que	
  es	
  basen	
  en	
  algoritmes	
  que	
  valoren	
  la	
  conservació,	
  

homologia	
   de	
   seqüència	
   i	
   estructura	
   de	
   la	
   proteïna	
   i	
   ii)	
   els	
   de	
   segona	
   generació	
   basats	
   en	
  

machine-­‐learning,	
  que	
  parteixen	
  d’un	
  conjunt	
  de	
  dades	
  que	
  serveixen	
  per	
  entrenar	
  el	
  programa	
  

(training	
   dataset)	
   i	
   incorporen	
   la	
   informació	
   de	
   les	
   noves	
   dades	
   que	
   es	
   van	
   introduint	
   (187).	
  

Segons	
  la	
  guia	
  ACMG	
  es	
  recomana	
  utilitzar	
  diferents	
  programes	
  de	
  predicció	
  in	
  silico	
  i	
  no	
  utilitzar	
  

aquestes	
  prediccions	
   com	
  a	
  una	
  única	
  evidència	
  per	
   classificar	
  una	
  variant	
   com	
  a	
  patogènica,	
  

probablement	
  patogènica	
  o	
  benigna	
  (156).	
  	
  

	
  

Les	
  quinesines	
   són	
  una	
   família	
   de	
  proteïnes	
  motores	
  dependents	
  d’ATP	
  que	
   intervenen	
  en	
  el	
  

transport	
   intracel·∙lular	
   de	
  molècules	
   i	
   orgànuls	
   a	
   través	
   dels	
  microtúbuls.	
   Aquestes	
   proteïnes	
  

contribueixen	
   al	
   transport,	
   l’organització	
   i	
   el	
   manteniment	
   del	
   citoesquelet,	
   així	
   com	
   en	
   la	
  

segregació	
  del	
  material	
  genètic	
  durant	
  la	
  mitosi	
  i	
  la	
  meiosi	
  cel·∙lular	
  (189,190).	
  Es	
  caracteritzen	
  per	
  

presentar	
   un	
   domini	
   motor	
   globular	
   que	
   està	
   implicat	
   en	
   la	
   hidròlisi	
   de	
   l’ATP	
   i	
   en	
   la	
   unió	
   a	
  

microtúbuls,	
  una	
  regió	
  filamentosa	
  en	
  forma	
  de	
  tija	
  (stalk	
  region)	
  que	
  utilitzen	
  per	
  dimeritzar	
  i	
  	
  

una	
  regió	
  on	
  s’uneixen	
  les	
  vesícules	
  que	
  han	
  de	
  transportar	
  anomenada	
  cua	
  (191–193)	
  (Figura	
  6).	
  	
  

1.6	
  Quinesina	
  KIF1A 
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Les	
   quinesines	
   són	
   proteïnes	
   altament	
   conservades	
   entre	
   les	
   diferents	
   espècies,	
   existeixen	
  

diferents	
   tipus	
   dins	
   d’un	
   mateix	
   organisme,	
   suggerint	
   que	
   han	
   divergit	
   durant	
   l’evolució	
   per	
  

portar	
  a	
  terme	
  diferents	
  funcions	
  cel·∙lulars.	
  Es	
  poden	
  classificar	
  en	
  14	
  famílies	
  diferents	
  d’acord	
  

amb	
  els	
  resultats	
  d’anàlisis	
  filogenètics,	
  cadascuna	
  de	
  les	
  famílies	
  té	
  característiques	
  específiques	
  

i	
  porten	
  a	
  terme	
  funcions	
  diferents	
  (194).	
  Segons	
  on	
  es	
  localitza	
  el	
  domini	
  motor	
  les	
  quinesines	
  

es	
  poden	
  agrupar	
  en:	
  i)	
  en	
  les	
  N-­‐quinesines	
  es	
  troba	
  localitzat	
  en	
  l’extrem	
  N-­‐terminal,	
  ii)	
  en	
  les	
  

M-­‐quinesines	
  en	
  el	
  centre	
  de	
  la	
  proteïna	
  i	
  iii)	
  les	
  C-­‐quinesines	
  el	
  tenen	
  en	
  l’extrem	
  C-­‐terminal.	
  La	
  

localització	
  del	
  domini	
  motor	
  determina	
  la	
  direccionalitat	
  del	
  moviment.	
  De	
  les	
  14	
  famílies,	
  només	
  

la	
  família	
  13	
  està	
  formada	
  per	
  M-­‐quinesines	
  i	
  la	
  família	
  14	
  per	
  C-­‐quinesines,	
  la	
  resta	
  de	
  famílies	
  

són	
  N-­‐quinesines	
  (195).	
  

La	
  quinesa	
  estudiada	
  en	
  aquesta	
  tesi	
  doctoral	
  és	
  la	
  N-­‐quinesina	
  KIF1A,	
  que	
  pertany	
  a	
  la	
  família	
  3	
  

de	
  les	
  quinesines.	
  

	
  

Estructura	
  de	
  KIF1A	
  	
  	
  

L’estructura	
  de	
  KIF1A	
  es	
  pot	
  dividir	
  en:	
  el	
  domini	
  motor,	
   la	
  regió	
  neck-­‐coil,	
  el	
  domini	
  CC1-­‐FHA-­‐

CC2	
  i	
  el	
  domini	
  de	
  plecstrina.	
  	
  

El	
  domini	
  motor	
  es	
  troba	
  localitzat	
  en	
  l’extrem	
  N-­‐terminal	
  i	
  està	
  format	
  per	
  7	
  hèlixs	
  α	
  i	
  10	
  fulles	
  

β.	
  Entre	
  la	
  fulla	
  β3	
  i	
  la	
  hèlix	
  α2	
  es	
  situa	
  una	
  regió	
  conservada	
  anomenada	
  P-­‐loop	
  que	
  constitueix	
  

la	
  butxaca	
  d’unió	
  a	
   l’ATP.	
   Les	
   regions	
  switch	
   I	
   (loop	
   L9)	
   i	
  switch	
   II	
   (loops	
   L11,	
   L12	
   i	
   L13)	
  estan	
  

implicades	
  en	
  els	
  canvis	
  conformacionals	
  que	
  tenen	
  lloc	
  en	
  la	
  hidròlisi	
  de	
  l’ATP	
  i	
  l’alliberament	
  del	
  

fosfat.	
  Les	
  regions	
  que	
  intervenen	
  en	
  la	
  unió	
  dels	
  microtúbuls	
  estan	
  formades	
  pel	
  loop	
  L8	
  i	
  pels	
  

loops	
  L11,	
  L12	
  (en	
  KIF1A	
  anomenat	
  K-­‐loop)	
  (Figura	
  7A,B)(195,196).	
  	
  

Figura	
   6|Estructura	
   general	
   d’una	
   quinesina	
   en	
  
forma	
  dimèrica	
  unida	
  a	
  la	
  vesícula	
  per	
  la	
  regió	
  de	
  
la	
  cua	
  i	
  amb	
  el	
  domini	
  motor	
  unit	
  a	
  microtúbuls.	
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La	
  regió	
  neck-­‐linker	
  uneix	
  el	
  domini	
  motor	
  amb	
  el	
  primer	
  domini	
  coiled-­‐coil	
  (anomenat	
  Neck-­‐Coil,	
  

NC).	
   El	
   domini	
   neck-­‐coil	
   és	
   molt	
   flexible,	
   experimentant	
   diversos	
   canvis	
   conformacionals	
   en	
  

diferents	
  estats	
  d’unió	
  a	
  ATP	
  o	
  ADP	
  i	
  està	
  implicat	
  en	
  la	
  dimerització	
  i	
  la	
  motilitat	
  de	
  KIF1A	
  (197).	
  

Els	
  dominis	
  CC1-­‐FHA-­‐CC2	
  tenen	
  funcions	
  reguladores	
  sobre	
   la	
  pròpia	
  activitat	
  de	
  KIF1A.	
  D’una	
  

banda,	
  CC1	
  regula	
  la	
  motilitat	
  de	
  KIF1A	
  través	
  d’interaccions	
  intramoleculars	
  amb	
  la	
  regió	
  neck-­‐

coil.	
  CC1	
  i	
  FHA	
  (Forkhead-­‐Associated)	
  controlen	
  l’activació	
  i	
  dimerització	
  de	
  KIF1A.	
  D’altra	
  banda,	
  

els	
   dominis	
   FHA	
   i	
   CC2	
   inhibeixen	
   l’activitat	
   de	
   KIF1A	
   impedint	
   la	
   seva	
   unió	
   als	
   microtúbuls	
  

(198,199).	
   Finalment,	
  en	
   l’extrem	
  C-­‐terminal	
  de	
   la	
  proteïna	
  es	
   localitza	
  el	
  domini	
  homòleg	
  de	
  

plecstrina	
  (PH)	
  que	
  intervé	
  en	
  la	
  unió	
  de	
  les	
  vesícules,	
  interaccionant	
  de	
  manera	
  específica	
  amb	
  

el	
  fosfatidilinositol	
  4,5-­‐bifosfat	
  (PIP2)	
  present	
  en	
  la	
  membrana	
  de	
  les	
  vesícules	
  (200)	
  (Figura	
  7).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  7|Estructura	
  de	
  la	
  quinesina	
  KIF1A.	
  A)	
  Dominis	
  de	
  la	
  proteïna	
  KIF1A	
  i	
  estructura	
  del	
  domini	
  
motor	
  on	
  es	
  troben	
  indicat	
  les	
  hèlixs	
  α,	
  fulles	
  β,	
  els	
  loops	
   i	
   les	
  regions	
  d’unió	
  als	
  microtúbuls.	
  B)	
  
Visió	
   esquemàtica	
   de	
   la	
   organització	
   de	
   la	
   proteïna	
   KIF1A.	
   C)	
   Estructura	
   tridimensional	
   de	
   la	
  
proteïna	
  KIF1A	
  en	
   la	
  conformació	
  amb	
  ADP	
  unit.	
  CC,	
  Coiled	
  Coil;	
  FHA, forkhead-­‐associated;	
  PH,	
  
pleckstrin	
  homology	
  domain;	
  MB1,	
  Microtubule	
  binding	
  region	
  1;	
  MB2,	
  Microtubule	
  binding	
  region	
  
2;	
  MB3,	
  Microtubule	
  binding	
  region	
  3;	
  MT,	
  microtubule;	
  SW	
  I,	
  Switch	
  I;	
  SW	
  II,	
  Switch	
  II.	
  Les	
  imatges	
  
B	
  i	
  C	
  estan	
  extretes	
  de	
  l’article	
  de	
  Amos	
  and	
  Hirose,	
  2007.	
  

A)

B) C)
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Regulació	
  de	
  l’activitat	
  de	
  KIF1A	
  	
  	
  

En	
   absència	
   de	
   vesícules	
   que	
   transportar	
   la	
   quinesina	
   KIF1A	
   roman	
   inactiva	
   en	
   el	
   citoplasma	
  

evitant	
  la	
  despesa	
  innecessària	
  d’ATP.	
  S’han	
  proposat	
  dos	
  models	
  que	
  expliquen	
  com	
  s’inhibeix	
  

l’activitat	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A.	
  El	
  primer	
  model	
  explicaria	
   la	
   inhibició	
  de	
  KIF1A	
  en	
  estat	
  

monomèric,	
  on	
  es	
  produiria	
  el	
  plegament	
  de	
  la	
  regió	
  de	
  la	
  cua	
  que	
  interaccionaria	
  amb	
  el	
  domini	
  

motor	
   inhibint-­‐lo.	
  Es	
  basa	
  en	
  estudis	
  realitzats	
  en	
   la	
  quinesina	
  KIF5,	
  en	
  els	
  últims	
  anys,	
  aquest	
  

model	
  ha	
  rebut	
  un	
  suport	
  experimental	
  creixent	
  de	
  models	
  de	
  quinesines	
  implicades	
  en	
  funcions	
  

diverses	
  com	
  la	
  polaritat	
  epitelial,	
  el	
  transport	
  intraflagel·∙lar	
  i	
  la	
  mitosi	
  (201–203).	
  L’autoinhibició	
  

permet	
  una	
  regulació	
  espacial	
  i	
  temporal	
  precisa	
  dels	
  motors	
  i	
  es	
  pot	
  alliberar	
  mitjançant	
  la	
  unió	
  

de	
  les	
  vesícules,	
  fosforilació	
  o	
  altres	
  mecanismes.	
  En	
  relació	
  al	
  segon	
  model,	
  inicialment,	
  s’havia	
  

proposat	
  que	
  el	
  mecanisme	
  d’autoinhibició	
  era	
  alliberat	
  per	
  la	
  unió	
  de	
  les	
  vesícules	
  a	
  la	
  regió	
  de	
  

la	
  cua,	
  fet	
  que	
  induïa	
   la	
  dimerització	
   i	
  activació	
  de	
  KIF1A	
  (204).	
  Posteriorment,	
  s’ha	
  demostrat	
  

que	
  la	
  dimerització	
  no	
  és	
  suficient	
  per	
  a	
  l’activació	
  i	
  que	
  KIF1A	
  existeix	
  en	
  forma	
  dimèrica	
  però	
  

inactiva	
   en	
   el	
   citoplasma.	
   El	
   mecanisme	
   pel	
   qual	
   la	
   forma	
   dimèrica	
   romandria	
   inactiva	
   s’ha	
  

suggerit	
  que	
  seria	
  a	
   través	
  d’interaccions	
   intramoleculars	
  entre	
   regions	
  de	
   la	
  proteïna	
  que	
  no	
  

pertanyen	
  al	
  domini	
  motor.	
   La	
  unió	
  de	
   les	
  vesícules	
  a	
   la	
   regió	
  de	
   la	
  cua	
  permetria	
  alliberar	
  el	
  

mecanisme	
  d’autoinhibició	
  i	
  activar	
  la	
  proteïna	
  (198).	
  	
  

	
  

Funcions	
  de	
  KIF1A	
  	
  	
  

KIF1A	
  és	
  una	
  quinesina	
  específica	
  de	
  cervell	
  que	
  transporta	
  vesícules	
  pre-­‐sinàptiques	
  al	
  llarg	
  dels	
  

microtúbuls	
   dels	
   axons	
   neuronals	
   (195)	
   (Figura	
   8).	
   En	
   concret,	
   a	
   través	
   d’anàlisis	
   de	
  

immunocitoquímica	
  i	
  immunoprecipitació,	
  s’ha	
  observat	
  que	
  les	
  vesícules	
  que	
  transporta	
  KIF1A	
  

corresponen	
  a	
  precursors	
  sinàptics	
  que	
  contenen	
  sinaptofisina,	
  sinaptotagmina	
  i	
  Rab-­‐3A	
  (205).	
  

Estudis	
  de	
  la	
  motilitat	
  han	
  mostrat	
  que	
  es	
  mou	
  cap	
  a	
  l’extrem	
  positiu	
  dels	
  microtúbuls	
  (moviment	
  

anterògrad)	
  i	
  que	
  és	
  una	
  de	
  les	
  proteïnes	
  motores	
  més	
  ràpides	
  (1.2	
  m/s)	
  (205,206).	
  	
  

Respecte	
   a	
   les	
   funcions	
   de	
   KIF1A	
   en	
   el	
   neurodesenvolupament,	
   s’ha	
   descrit	
   que	
   intervé	
  

principalment	
  en	
  la	
  plasticitat	
  sinàptica	
  i	
  en	
  la	
  supervivència,	
  diferenciació	
  i	
  migració	
  neuronal.	
  	
  

La	
   plasticitat	
   sinàptica	
   comporta	
  modificacions	
   en	
   l’estructura	
   i	
   la	
   composició	
   de	
   les	
   espines	
  

dendrítiques	
  com	
  a	
  conseqüència	
  de	
  canvis	
  en	
  l’activitat	
  neuronal.	
  En	
  neurones	
  de	
  l’hipocamp,	
  

KIF1A	
  transporta	
  de	
  manera	
  directa	
  i	
  específica	
  vesícules	
  que	
  contenen	
  sinaptotagmina-­‐IV	
  a	
  les	
  

espines	
   dendrítiques	
   durant	
   el	
   procés	
   de	
   plasticitat	
   sinàptica	
   i	
   impedeix	
   la	
   fusió	
   no	
   regulada	
  

d’aquestes	
   vesícules	
   (207).	
   Estudis	
   en	
   ratolins	
   també	
   han	
   demostrat	
   que	
   KIF1A	
   té	
   un	
   paper	
  

fonamental	
   en	
   la	
   sinaptogènesi	
   mediada	
   per	
   BDNF	
   (Brain-­‐derived	
   Neurotrophic	
   factor)	
   en	
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l’hipocamp	
  i	
  en	
  la	
  neuroplasticitat	
  induïda	
  per	
  alts	
  nivells	
  d’estímuls	
  sensorials,	
  motors,	
  socials	
  i	
  

cognitius	
  (208).	
  

En	
  relació	
  amb	
  la	
  migració	
  neuronal,	
  KIF1A	
  intervé	
  en	
  el	
  desplaçament	
  dels	
  nuclis	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  

progenitores	
  de	
  la	
  glia	
  radials	
  (RGPCs)	
  de	
  l’àrea	
  apical	
  a	
  la	
  basal	
  de	
  la	
  zona	
  ventricular	
  (localitzada	
  

en	
   el	
   tub	
   neural)	
   durant	
   la	
   neurogènesi.	
   Les	
   cèl·∙lules	
   RGPCs	
   donen	
   lloc	
   a	
   la	
   majoria	
   de	
   les	
  

neurones	
  i	
  cèl·∙lules	
  de	
  la	
  glia	
  en	
  el	
  còrtex	
  cerebral	
  i	
  presenten	
  un	
  moviment	
  dels	
  seus	
  nuclis	
  de	
  la	
  

regió	
   apical	
   a	
   la	
   basal	
   de	
  manera	
   dependent	
   a	
   l’estadi	
   del	
   cicle	
   cel·∙lular	
   en	
   el	
   que	
   es	
   troben	
  

(migració	
  nuclear	
  intercinètica,	
  INM).	
  Recolzant	
  el	
  paper	
  de	
  KIF1A	
  en	
  la	
  migració	
  neuronal	
  es	
  va	
  

identificar	
  la	
  variant	
  missense	
  R18W	
  en	
  un	
  pacient	
  que	
  presentava	
  paquigiria	
  frontal,	
  reducció	
  de	
  

la	
  matèria	
  blanca	
  i	
  un	
  engruiximent	
  del	
  cos	
  callós	
  (209).	
  Estudis	
  d’aquesta	
  variant	
  en	
  rates	
  han	
  

confirmat	
  que	
  causa	
  defectes	
  en	
  la	
  migració	
  nuclear	
  intercinètica	
  basal	
  i	
  en	
  la	
  migració	
  neuronal,	
  

explicant	
  el	
  fenotip	
  present	
  en	
  el	
  pacient	
  (210).	
  

Finalment,	
  KIF1A	
  està	
  implicat	
  en	
  la	
  supervivència	
  i	
  diferenciació	
  neuronal	
  a	
  través	
  del	
  transport	
  

de	
  factors	
  neurotròfics	
  i	
  la	
  regulació	
  de	
  l’autofàgia.	
  En	
  les	
  neurones	
  sensorials	
  localitzades	
  en	
  el	
  

sistema	
   nerviós	
   perifèric,	
   KIF1A	
   transporta	
   el	
   receptor	
   de	
   neurotrofines	
   nTrkA	
   (tropomyosin	
  

receptor	
  kinase	
  A),	
  el	
  qual	
  intervé	
  en	
  la	
  via	
  de	
  senyalització	
  NGF/TrkA/PI3K	
  que	
  és	
  essencial	
  per	
  

una	
  funció	
  neuronal	
  normal	
  així	
  com	
  en	
  els	
  processos	
  de	
  diferenciació	
  i	
  supervivència	
  neuronal	
  

(211).	
  Així	
  mateix,	
  KIF1A	
  determina	
  la	
  localització	
  on	
  s’han	
  de	
  formar	
  els	
  autofagosomes	
  a	
  través	
  

del	
   transport	
   de	
   la	
   proteïna	
   d’autofàgia	
   integral	
   de	
   membrana	
   ATG-­‐9.	
   El	
   procés	
   d’autofàgia	
  

durant	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  cervell	
  és	
  crucial	
  per	
  eliminar	
  i	
  crear	
  noves	
  estructures,	
  i	
  en	
  adults	
  

per	
  a	
  la	
  transmissió	
  sinàptica	
  i	
  el	
  reciclatge	
  de	
  vesícules	
  (205).	
  

Figura	
   8|Transport	
   intracel·∙lular	
   de	
   vesícules	
   per	
   quinesines	
   en	
   neurones.	
   Imatge	
   extreta	
   de	
   Nobutaka	
  
Hirokawa	
  and	
  Yasuko	
  Noda,	
  2008.	
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Fenotips	
  associats	
  a	
  KIF1A	
  	
  	
  

Variants	
   patogèniques	
   en	
   el	
   gen	
   KIF1A	
   s’han	
   associat	
   amb	
   quatre	
   trastorns	
   diferents:	
   i)	
  

neuropatia	
   sensitiva	
   hereditària	
   tipus	
   II	
   (HSAN	
   II,	
   MIM	
   #	
   614213)	
   que	
   segueix	
   una	
   herència	
  

autosòmica	
  recessiva,	
   ii)	
  paraplegia	
  espàstica	
  amb	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  recessiva	
   (SPG30,	
  

MIM	
  #	
  610357),	
  iii)	
  paraplegia	
  espàstica	
  amb	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  dominant	
  (SPG30,	
  MIM	
  #	
  

610357)	
   i	
   iv)	
  retard	
  mental	
  autosòmic	
  dominant	
  tipus	
  9	
  (inclòs	
  en	
  OMIM	
  com	
  NESCAV	
  MIM	
  #	
  

260565).	
  Recentment,	
  també	
  s’ha	
  associat	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rett	
  (152).	
  

Els	
   fenotips	
  de	
  paraplegia	
  espàstica	
   i	
   retard	
  mental	
  autosòmic	
  dominant	
  tipus	
  9	
  estan	
  causats	
  

principalment	
  per	
  variants	
  missense	
  en	
  el	
  domini	
  motor.	
  El	
  fet	
  de	
  què	
  variants	
  localitzades	
  en	
  el	
  

domini	
  motor	
  resultin	
  en	
  diferents	
  fenotips	
  s’explicaria	
  perquè	
  afecten	
  de	
  manera	
  diferent	
  a	
  la	
  

motilitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  i	
  en	
  conseqüència	
  a	
  la	
  seva	
  capacitat	
  de	
  transport.	
  Variants	
  de	
  novo	
  en	
  

heterozigosi	
  que	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  dominant	
  negatiu	
  i	
  que	
  produeixen	
  afectacions	
  greus	
  

de	
  la	
  motilitat	
  s’associen	
  al	
  fenotip	
  de	
  DI	
  (212,213).	
  Per	
  contra,	
  s’ha	
  suggerit	
  que	
  variants	
  que	
  

produeixen	
   afectacions	
  més	
   lleus	
   de	
   la	
  motilitat	
   s’associen	
   al	
   fenotip	
   de	
   paraplegia	
   espàstica	
  

sense	
   DI.	
   No	
   obstant,	
   un	
   estudi	
   recent,	
   ha	
   demostrat	
   que	
   variants	
   associades	
   al	
   fenotip	
   de	
  

paraplegia	
  espàstica	
  confereixen	
  un	
  guany	
  de	
  funció	
  de	
  KIF1A,	
  que	
  resulta	
  en	
  una	
  sobreactivació	
  

del	
  domini	
  motor	
  (214).	
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Objectius	
  

La	
  recerca	
  portada	
  a	
  terme	
  en	
  aquesta	
  tesi	
  doctoral	
  té	
  com	
  a	
  principal	
  objectiu	
  la	
  identificació	
  de	
  

nous	
   gens	
   responsables	
   del	
   fenotip	
   SA	
   utilitzant	
   la	
   seqüenciació	
   de	
   l’exoma	
   en	
   trios	
   pacient-­‐

progenitors.	
  	
  

S’han	
  establert	
  els	
  següents	
  objectius	
  específics:	
  

1.   Seqüenciació	
   de	
   l’exoma	
   en	
   trios	
   pacient-­‐progenitors	
   i	
   anàlisi	
   dels	
  models	
   d’herència	
  

mendelians.	
  	
  

2.   Anàlisi	
  de	
  la	
  càrrega	
  genètica	
  de	
  variants	
  puntuals	
  de	
  novo	
  en	
  els	
  pacients	
  amb	
  un	
  fenotip	
  

SA.	
  

3.   Identificació	
  de	
  variants	
  en	
  número	
  de	
  còpies	
  i	
  variants	
  en	
  mosaic	
  en	
  els	
  trios	
  en	
  els	
  quals	
  

no	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  causa	
  del	
  fenotip	
  SA.	
  	
  

•   Variants	
  en	
  mosaic	
  de	
  novo	
  en	
  el	
  pacient.	
  

•   Variants	
  en	
  mosaic	
  en	
  els	
  progenitors	
  i	
  present	
  en	
  el	
  pacient	
  en	
  heterozigosi.	
  

4.   Anàlisi	
  de	
  l’activació	
  del	
  mecanisme	
  Nonsense-­‐mediated	
  mRNA	
  Decay	
  per	
  variants	
  

nonsense	
  i	
  frameshift.	
  	
  

5.   Determinar	
  l’impacte	
  funcional	
  de	
  la	
  variant	
  p.Arg169Thr	
  sobre	
  l’activitat	
  de	
  la	
  

quinesina	
  KIF1A.	
  

6.   Construir	
  una	
  xarxa	
  d’interacció,	
  fent	
  servir	
  eines	
  bioinformàtiques,	
  integrant	
  els	
  gens	
  

identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  

diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
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3.1.1	
  Selecció	
  dels	
  pacients	
  amb	
  fenotip	
  SA-­‐like 

Es	
   van	
   seleccionar	
   17	
   pacients	
   (9	
   nens	
   i	
   8	
   nenes)	
   de	
   la	
   cohort	
   de	
   pacients	
   de	
   la	
   Corporació	
  

Sanitària	
   Parc	
   Taulí	
   (CSPT)	
   que	
   complien	
   les	
   característiques	
   clíniques	
   de	
   la	
   SA	
   descrites	
   per	
  

Williams	
  et	
  al.,	
  2005	
  (36)	
  i	
  que	
  no	
  tenien	
  un	
  diagnòstic	
  molecular.	
  	
  	
  

Un	
  diagnòstic	
  molecular	
  de	
  la	
  SA	
  negatiu	
  consisteix	
  en:	
  

-­‐Un	
  patró	
  de	
  metilació	
  normal	
  del	
  locus	
  SNURF-­‐SNRPN.	
  	
  

-­‐No	
   presentar	
   variants	
   puntuals	
   patogèniques/probablement	
   patogèniques	
   ni	
   delecions/	
  

duplicacions	
  exòniques	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  	
  

A	
  més	
  a	
  més,	
  es	
  va	
  realitzar	
  un	
  array	
  d’hibridació	
  genòmica	
  comparada	
  (aCGH,	
  ISCA,	
  60Kb,	
  Agilent	
  

Technologies)	
  per	
  comprovar	
  que	
  els	
  pacients	
  no	
  presentaven	
  cap	
  deleció/duplicació	
  patogènica	
  

responsable	
  de	
  la	
  seva	
  clínica.	
  	
  

	
  

3.1.2	
  Descripció	
  clínica	
  de	
  la	
  cohort	
  d’estudi	
  

Els	
   pacients	
   inclosos	
   a	
   l’estudi	
   complien	
   les	
   característiques	
   clíniques	
   consistents	
   de	
   la	
   SA	
  

descrites	
  per	
  Williams	
  et	
  al.,	
  2005	
  (36).	
  En	
  la	
  nostra	
  cohort:	
  

•   100%	
  presenta	
  retard	
  del	
  desenvolupament	
  greu	
  i	
  afectació	
  del	
  llenguatge.	
  	
  

•   82,35%	
  (14/17)	
  presenta	
  absència	
  de	
  llenguatge	
  o	
  adquisició	
  de	
  5-­‐10	
  paraules,	
  mentre	
  que	
  

un	
  17,64%	
  (3/17)	
  ha	
  adquirit	
  més	
  de	
  20	
  paraules.	
  

•   94,1%	
  (16/17)	
  mostra	
  un	
  llenguatge	
  receptiu	
  i	
  comunicació	
  no	
  verbal	
  més	
  preservats	
  que	
  el	
  

llenguatge	
  expressiu.	
  

•   58,8%	
  (10/17)	
  presenta	
  atàxia	
  i	
  inestabilitat	
  al	
  caminar.	
  Tot	
  i	
  que	
  l’atàxia	
  és	
  una	
  característica	
  

clínica	
  consistent,	
  la	
  revisió	
  portada	
  a	
  terme	
  per	
  Bell	
  L	
  et	
  al.,	
  2019	
  mostra	
  que	
  depenent	
  de	
  

l’etiologia,	
  el	
  percentatge	
  varia	
  del	
  72,7%	
  al	
  100%	
  (215).	
  	
  

•   94,1%	
  (16/17)	
  presenta	
  una	
  aparença	
  feliç.	
  

•   76,4%	
  (13/17)	
  presenta	
  estereotípies.	
  

Pel	
  que	
  fa	
  a	
  les	
  característiques	
  clíniques	
  freqüents	
  de	
  la	
  SA,	
  aquestes	
  es	
  troben	
  presents	
  en	
  més	
  

del	
  80%	
  dels	
  individus	
  amb	
  SA.	
  En	
  la	
  nostra	
  cohort:	
  

•   47%	
  (8/17)	
  presenta	
  microcefàlia.	
  

•   76,47%	
  (13/17)	
  presenta	
  epilèpsia.	
  

•   76,9%	
  (10/13)	
  presenta	
  anomalies	
  en	
  l’EEG.	
  

	
  

3.1	
  Subjectes	
  d’estudi 
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Les	
  característiques	
  clíniques	
  associades	
  es	
  troben	
  entre	
  el	
  20-­‐80%	
  dels	
  individus	
  amb	
  SA.	
  En	
  la	
  

nostra	
  cohort:	
  

•   35,29%	
  (6/17)	
  presenta	
  problemes	
  d’alimentació.	
  	
  

•   52,9%	
  (8/17)	
  presenta	
  hipotonia.	
  

•   17,64%	
  (3/17)	
  presenta	
  la	
  boca	
  gran	
  i	
  l’espai	
  interdental	
  augmentat.	
  	
  

•   41,1%	
  (7/17)	
  mostra	
  problemes	
  de	
  la	
  son.	
  

Tots	
   els	
   pacients	
   presenten	
   trets	
   autistes.	
   A	
   més,	
   tots	
   són	
   casos	
   esporàdics,	
   no	
   hi	
   ha	
  

consanguinitat	
  ni	
  troballes	
  rellevants	
  en	
  la	
  història	
  familiar.	
  

	
  

3.2.1	
  Separació	
  de	
  limfòcits	
  a	
  partir	
  de	
  sang	
  perifèrica	
  

La	
  separació	
  dels	
  limfòcits	
  es	
  porta	
  a	
  terme	
  a	
  partir	
  de	
  9	
  mL	
  de	
  sang,	
  que	
  es	
  centrifuguen	
  (3.000	
  

rpm,	
  5	
  min)	
  i	
  es	
  recull	
  la	
  capa	
  blanca	
  de	
  cèl·∙lules,	
  la	
  qual	
  es	
  resuspèn	
  en	
  15	
  mL	
  de	
  PBS	
  (Phosphate	
  

Buffered	
  Saline,	
  Sigma-­‐Aldrich).	
  A	
  continuació,	
  el	
  PBS	
  amb	
  la	
  capa	
  blanca	
  de	
  cèl·∙lules,	
  es	
  passa	
  a	
  

un	
  tub	
  que	
  conté	
  9	
  mL	
  de	
  Lymphoprep	
  (Palex	
  Medical),	
  que	
  és	
  un	
  medi	
  que	
  permet	
  separar	
  les	
  

cèl·∙lules	
  mononuclears	
  per	
  un	
  gradient	
  de	
  densitat.	
  Es	
  centrifuga	
  a	
  baixes	
  revolucions	
  (2000	
  rpm)	
  

sense	
   fre	
   durant	
   20	
  min	
   per	
   a	
   què	
   es	
   pugui	
   establir	
   el	
   gradient	
   i	
   s’agafa	
   la	
   capa	
   de	
   cèl·∙lules	
  

blanques,	
   corresponents	
   als	
   limfòcits	
   i	
  monòcits.	
   Els	
   granulòcits	
   i	
   els	
   eritròcits	
   romanents,	
   es	
  

sedimenten	
  al	
  final	
  del	
  tub,	
  ja	
  què	
  tenen	
  una	
  major	
  densitat	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  mononuclears.	
  Es	
  

fan	
  dos	
  rentats	
  amb	
  10	
  mL	
  de	
  PBS	
  i	
  el	
  pellet	
  es	
  resuspèn	
  amb	
  1	
  mL	
  de	
  medi	
  de	
  conservació	
  de	
  

limfòcits	
   (10	
   mL	
   DMSO	
   (SULAB),	
   2	
   mL	
   Sèrum	
   fetal	
   boví	
   (Biological	
   Industries),	
   80	
   mL	
   RPMI	
  

(Biological	
  Industries)),	
  es	
  congelen	
  a	
  -­‐80	
  °C	
  i	
  al	
  dia	
  següent	
  es	
  transfereixen	
  a	
  nitrogen	
  líquid	
  a	
  	
  	
  	
  	
  

-­‐196	
  °C.	
  

	
  

3.2.2	
  Extracció	
  d’ADN	
  

L’extracció	
  d’ADN	
  s’ha	
  realitzat	
  per	
  precipitació	
  salina	
  (reactius	
  Gentra,	
  Qiagen)	
  a	
  partir	
  de	
  sang	
  

perifèrica	
  en	
  els	
  17	
  pacients	
  i	
  els	
  seus	
  progenitors.	
  Partint	
  d’un	
  volum	
  de	
  6	
  mL	
  de	
  sang,	
  primer	
  es	
  

porta	
  a	
  terme	
  una	
  lisi	
  dels	
  hematies	
  amb	
  18	
  mL	
  RBC	
  lysis	
  solution.	
  Es	
  centrifuga	
  (3.500	
  rpm,	
  5	
  min	
  

a	
  4	
  °C),	
  s’eliminen	
  els	
  hematies	
  lisats	
  i	
  el	
  pellet	
  de	
  cèl·∙lules	
  blanques	
  es	
  resuspèn	
  amb	
  6	
  mL	
  del	
  

reactiu	
  Cell	
  lysis	
  solution	
  i	
  es	
  deixa	
  tota	
  la	
  nit	
  a	
  Ta	
  amb.	
  Al	
  dia	
  següent	
  es	
  precipiten	
  les	
  proteïnes	
  

amb	
  4	
  mL	
  del	
  reactiu	
  Protein	
  Precipitation	
  Solution.	
  Es	
  centrifuga	
  a	
  3.500	
  rpm	
  5	
  min	
  a	
  4	
  °C	
  i	
  tot	
  

seguit,	
   es	
   recull	
   el	
   sobrenedant	
   i	
   es	
   porta	
   a	
   terme	
   la	
   precipitació	
   de	
   l’ADN	
   amb	
   6	
   mL	
  

d’isopropanol.	
  En	
  últim	
  lloc,	
  es	
  fa	
  un	
  rentat	
  amb	
  etanol	
  al	
  70%,	
  es	
  deixa	
  assecar	
  l’ADN	
  precipitat	
  

3.2	
  Mètodes 
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i	
  es	
  resuspèn	
  amb	
  500	
  µL	
  de	
  DNA	
  Hydratation	
  Solution.	
  La	
  quantificació	
  de	
  l’ADN	
  i	
  la	
  determinació	
  

de	
  les	
  pureses	
  es	
  realitzen	
  amb	
  l’equip	
  Nanodrop	
  (ND-­‐1000,	
  Thermofisher	
  Scientific).	
  

	
  

3.2.3	
  Extracció	
  d’ARN	
  	
  

L’extracció	
  d’ARN	
  dels	
  limfòcits	
  prèviament	
  congelats	
  en	
  nitrogen	
  líquid	
  a	
  -­‐196	
  °C,	
  s’ha	
  portat	
  a	
  

terme	
  fent	
  servir	
  el	
  kit	
  comercial	
  Biostic	
  Blood	
  Total	
  Isolation	
  Kit	
  sample	
  (MO	
  Bio	
  Laboratories)	
  

seguint	
   les	
   instruccions	
  del	
   fabricant.	
  Aquesta	
   tecnologia	
  utilitza	
  membranes	
  de	
  silica	
  per	
  a	
   la	
  

purificació	
  de	
  l’ARN.	
  En	
  primer	
  lloc,	
  es	
  realitza	
  una	
  lisi	
  cel·∙lular	
  utilitzant	
  una	
  solució	
  que	
  conté	
  β-­‐

mercaptoetanol,	
   que	
   és	
   un	
   agent	
   reductor	
   que	
   desnaturalitza	
   les	
   proteïnes	
   reduint	
   els	
   ponts	
  

disulfur,	
   protegint	
   l’ARN	
   de	
   què	
   es	
   pugui	
   degradar	
   per	
   acció	
   de	
   les	
   ARNases.	
   A	
   continuació,	
  

s’uneixen	
  els	
  àcids	
  nucleics	
  a	
  la	
  columna	
  de	
  silica	
  i	
  es	
  realitza	
  un	
  tractament	
  amb	
  DNaseI	
  (Sigma	
  

Aldrich-­‐Roche)	
  per	
  eliminar	
  l’ADN	
  genòmic.	
  Posteriorment,	
  es	
  porten	
  a	
  terme	
  diferents	
  rentats	
  

de	
   la	
  columna	
   i	
  en	
  darrer	
   lloc,	
   l’ARN	
  unit	
  a	
   la	
  columna	
  s’elueix	
  en	
  30	
  µL	
  d’H2O	
  RNase-­‐free.	
   La	
  

quantificació	
  i	
  determinació	
  de	
  les	
  pureses	
  es	
  realitza	
  amb	
  l’equip	
  Nanodrop.	
  

	
  

3.2.4	
  Retrotranscripció	
  

La	
   retrotranscripció	
  és	
  un	
  procés	
  en	
  el	
  que	
  a	
   través	
  d’una	
   retrotranscriptasa	
  s’obté	
   la	
  cadena	
  

d’ADN	
   complementaria	
   (ADNc)	
   a	
   partir	
   d’ARN.	
   La	
   retrotranscripció	
   s’ha	
   realitzat	
   	
   amb	
   	
   el	
   kit	
  

comercial	
  PrimeScript	
  RT	
  Reagent	
  Kit	
  (Takara	
  Bio).	
  Per	
  a	
  la	
  reacció	
  de	
  transcripció	
  s’utilitzen	
  500	
  

ng	
  d’ARN,	
  2	
  µL	
  5x	
  Primer	
  Script	
  Buffer,	
  0,5	
  µL	
  Prime	
  Script	
  RT	
  Enzyme	
  Mix,	
  0,5	
  µL	
  Oligo	
  dT	
  primers	
  

(50	
  µM)	
   i	
  0,5	
  µL	
  Random	
  6mers	
   (100	
  µM).	
  Les	
  condicions	
  del	
   termociclador	
  són	
   les	
  següents:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

37	
  °C	
  15	
  min	
  i	
  85	
  °C	
  5	
  s.	
  	
  

	
  

3.2.5	
  Seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  i	
  filtratge	
  de	
  les	
  variants	
  

La	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  complet	
  (WES)	
  s’ha	
  realitzat	
  en	
  trios	
  en	
  16	
  dels	
  pacients	
   i	
  els	
  seus	
  

progenitors,	
  en	
  un	
  dels	
  casos	
  (pacient	
  17)	
  el	
  trio	
  està	
  format	
  per	
  la	
  mare	
  i	
  la	
  germana,	
  ja	
  què	
  el	
  

pare	
  era	
  èxitus.	
  En	
  el	
  cas	
  de	
  la	
  pacient	
  5,	
  només	
  s’ha	
  realitzat	
  el	
  WES	
  de	
  la	
  mostra	
  de	
  la	
  pacient	
  i	
  

no	
  dels	
  progenitors.	
  Les	
  llibreries	
  s’han	
  generat	
  amb	
  el	
  kit	
  Sure	
  Select	
  Human	
  All	
  Exon	
  V5+	
  UTR	
  

(Agilent	
   Technologies)	
   i	
   s’han	
   seqüenciat	
   amb	
   la	
  plataforma	
   Illumina	
  Hiseq2000	
  que	
  produeix	
  

paired	
  end	
  reads	
  2x100	
  nucleòtids.	
  Aquests	
  dos	
  procediments	
  s’han	
  portat	
  a	
  terme	
  en	
  el	
  Centre	
  

Nacional	
  d’Anàlisi	
  Genòmica	
  (CNAG-­‐CRG).	
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La	
  tecnologia	
  emprada	
  permet	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  >99%	
  dels	
  exons	
  del	
  genoma	
  i	
  les	
  regions	
  no	
  

traduïdes	
   (UTR)	
   5’	
   i	
   3’,	
   requerint-­‐se	
   aproximadament	
   10	
   µg	
   d’ADN	
   per	
   individu.	
   L’ADN	
   es	
  

fragmenta	
  per	
  sonicació	
  i	
  se	
  li	
  uneixen	
  seqüències	
  adaptadores	
  i	
  codis	
  de	
  barres	
  moleculars	
  que	
  

permeten	
  la	
  multiplexació	
  de	
  la	
  mostra	
  per	
  crear	
  la	
  llibreria	
  de	
  seqüenciació.	
  A	
  continuació,	
  es	
  

porta	
  a	
  terme	
  una	
  captura	
  de	
  les	
  regions	
  d’interès	
  i	
  un	
  enriquiment	
  d’aquestes	
  (Figura	
  9).	
  

	
  

	
  

	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

La	
  seqüenciació	
  s’ha	
  dut	
  a	
  terme	
  en	
  la	
  plataforma	
  Hiseq2000	
  (Illumina)	
  on	
  els	
  fragments	
  enriquits	
  

es	
  sotmeten	
  a	
  una	
  fase	
  d’amplificació	
  clonal	
  per	
  generar	
  els	
  clústers	
  i	
  seqüenciació	
  (Figura	
  10).	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  

Figura	
  9	
  |	
  Procediment	
  utilitzat	
  per	
  a	
  la	
  preparació	
  de	
  la	
  llibreria	
  de	
  seqüenciació.	
  

Preparació)de)la)llibreria

ADN

1 Fragmentació0de0l’ADN 2 Unió0d’adaptadors0i0codis0de0barres0moleculars

Codi Adaptador CodiAdaptador ADN

ADN

3 Hibridació,0 captura0i0amplificació

+
Sondes)biotinilades

Estreptavidina

Hibridació

+

Amplificació

Generació	
  dels	
  
clústers Seqüenciació Anàlisis	
  de	
  les	
  

dades

Figura	
  10	
  |	
  Esquema	
  que	
  mostra	
  dels	
  tres	
  passos	
  bàsics	
  en	
  la	
  seqüenciació	
  amb	
  la	
  tecnologia	
  
Illumina.	
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Les	
  dades	
  crues	
  de	
  seqüenciació	
  dels	
  16	
  trios	
  i	
  la	
  pacient	
  5	
  s’han	
  mapat	
  contra	
  el	
  genoma	
  humà	
  

de	
   referència	
   (hg19)	
  utilitzant	
  el	
  software	
  d’alineament	
  BWA	
  aligner	
   (216).	
  Posteriorment,	
   les	
  

dades	
  s’han	
  processat	
  amb	
  el	
  software	
  GATK	
  (217)	
  per	
  eliminar	
  duplicats	
  de	
  PCR	
  i	
  portar	
  a	
  terme	
  

una	
  re-­‐calibració	
  del	
  score	
  de	
  qualitat	
  per	
  base.	
  La	
  crida	
  de	
  variants	
  o	
  variant	
  calling	
  s’ha	
  realitzat	
  

amb	
  l’eina	
  GATK	
  Haplotype	
  Caller	
  i	
  les	
  variants	
  resultants	
  s’han	
  anotat	
  amb	
  el	
  software	
  ANNOVAR	
  

(218)	
  (Figura	
  11).	
  

	
  

	
  

Model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo	
  

Inicialment,	
  totes	
  les	
  variants	
  del	
  WES	
  s’han	
  filtrat	
  per	
  un	
  model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo	
  

seguint	
  el	
  protocol	
  que	
  es	
  descriu	
  a	
  continuació	
  (Figura	
  12).	
  Només	
  s’han	
  considerat	
  les	
  variants	
  

amb	
  un	
  genotip	
  associat	
  i	
  amb	
  una	
  qualitat	
  de	
  genotip	
  ≥20	
  en	
  tots	
  els	
  membres	
  del	
  trio.	
  Variants	
  

que	
   presenten	
   una	
   profunditat	
   de	
   lectura	
   <5	
   en	
   els	
   progenitors	
   i	
   <10	
   en	
   els	
   pacients	
   s’han	
  

descartat.	
   Només	
   s’han	
   tingut	
   en	
   compte	
   les	
   variants	
   que	
   es	
   troben	
   en	
   heterozigosi	
   en	
   els	
  

pacients	
   i	
   els	
   progenitors	
   són	
   homozigots	
   per	
   l’al·∙lel	
   de	
   referència.	
   Finalment,	
   les	
   variants	
  

candidates	
  de	
  novo	
  s’han	
  filtrat	
  considerant	
  que	
  l’al·∙lel	
  alternatiu	
  havia	
  d’estar	
  present	
  en	
  més	
  

del	
  25%	
  dels	
  reads.	
  	
  

Les	
   variants	
   de	
   novo	
   s’han	
   anotat	
   fent	
   servir	
   el	
   software	
   ANNOVAR	
   que	
   permet	
   l’anotació	
  

funcional	
  de	
   les	
  variants	
  detectades	
  de	
   la	
  seqüenciació	
   i	
  permet	
  estimar	
   l’impacte	
  de	
  variants	
  

missense	
   fent	
  servir	
  diferents	
  predictors	
   in	
  silico	
   (SIFT,	
  Mutation	
  Assessor,	
  Provean	
   i	
  Mutation	
  

Taster,	
  entre	
  d’altres).	
  Les	
  variants	
  que	
  afecten	
  el	
  splicing	
   s’han	
  avaluat	
  utilitzant	
  el	
  programa	
  

Human	
  Splicing	
  Finder	
  (219).	
  Les	
  variants	
  anotades	
  s’han	
  prioritzat	
  segons	
  la	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  

en	
   les	
   bases	
   de	
   dades	
   d’ExAC	
   i	
   gnomAD	
   (<1/1000)	
   i	
   l’impacte	
   sobre	
   la	
   proteïna	
   (nonsense,	
  

frameshift,	
  splicing	
  i	
  missense).	
  Així	
  mateix,	
  s’ha	
  avaluat	
  si	
  les	
  variants	
  identificades	
  es	
  troben	
  en	
  

les	
  bases	
  de	
  dades	
  ClinVar	
   (220)	
   i	
  Decipher	
   (221).	
   La	
  classificació	
  de	
   les	
  variants	
   s’ha	
  portat	
  a	
  

terme	
  amb	
  el	
  suport	
  de	
  l’eina	
  Varsome	
  (159)	
  que	
  segueix	
  la	
  guia	
  de	
  l’ACMG	
  (156).	
  

	
  

Figura	
  11	
  |	
  Algoritme	
  de	
  l’anàlisi	
  bioinformàtic	
  per	
  processar	
  de	
  les	
  dades	
  obtingudes	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma.	
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Anàlisi	
  d’altres	
  models	
  d’herència	
  mendelians	
  i	
  mosaics	
  

En	
   els	
   pacients	
   en	
   els	
   quals	
   no	
   s’han	
   identificat	
   variants	
   patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
  en	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo,	
  s’han	
  analitzat	
  altres	
  models	
  

d’herència	
  mendelians.	
  	
  

D’acord	
  amb	
  un	
  model	
  d’herència	
  autosòmic	
  recessiu	
  (heterozigot	
  compost):	
  

-­‐Només	
  s’han	
  considerat	
  les	
  posicions	
  amb	
  un	
  mínim	
  de	
  10	
  reads	
  en	
  els	
  tres	
  membres	
  del	
  trio.	
  

-­‐Les	
  variants	
  s’han	
  filtrat	
  per	
  una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  <1/200	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  ExAC	
  i	
  gnomAD.	
  

-­‐S’han	
  prioritzat	
  les	
  variants	
  amb	
  un	
  impacte	
  sobre	
  la	
  proteïna	
  (nonsense,	
  frameshift,	
  splicing	
   i	
  

missense).	
  

-­‐Els	
  progenitors	
  havien	
  de	
   ser	
   cadascun	
  portador	
  d’una	
  variant	
   (genotip	
  0/1)	
   i	
   homozigot	
  per	
  

l’al·∙lel	
  de	
  referència	
  de	
  la	
  segona	
  variant	
  (genotip	
  0/0)	
  i	
  a	
  l’inrevés.	
  	
  

	
  

Seguint	
  un	
  model	
  d’herència	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X:	
  

-­‐Només	
  s’han	
  considerat	
  les	
  posicions	
  amb	
  un	
  mínim	
  de	
  10	
  reads	
  en	
  els	
  tres	
  membres	
  del	
  trio.	
  

-­‐Les	
   variants	
   s’han	
   filtrat	
   per	
   una	
   freqüència	
   al·∙lèlica	
   <1/1000	
  en	
   les	
   bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
   i	
  

gnomAD.	
  

-­‐S’han	
  prioritzat	
  les	
  variants	
  amb	
  un	
  impacte	
  sobre	
  la	
  proteïna	
  (nonsense,	
  frameshift,	
  splicing	
   i	
  

missense).	
  

	
  

Figura	
  12	
  |	
  Protocol	
  portat	
  a	
  terme	
  per	
  a	
  la	
  priorització	
  de	
  variants	
  segons	
  un	
  model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo.	
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En	
   els	
   pacients	
   en	
   els	
   quals	
   no	
   s’han	
   identificat	
   variants	
   patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
  en	
  els	
  models	
  d’herència	
  mendelians	
  autosòmic	
  recessiu	
  i	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X,	
  

també	
  s’han	
  analitzat	
  les	
  variants	
  en	
  mosaic.	
  D’una	
  banda,	
  s’han	
  estudiat	
  les	
  variants	
  en	
  mosaic	
  

de	
  novo	
  filtrant	
  per:	
  

-­‐Un	
  genotip	
  0/1	
  (heterozigot)	
  en	
  el	
  pacient	
  i	
  0/0	
  en	
  els	
  progenitors.	
  

-­‐Un	
  mínim	
  de	
  10	
  reads	
  de	
  cobertura	
  en	
  els	
  tres	
  membres	
  del	
  trio.	
  

-­‐Una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  entre	
  10-­‐30%.	
  	
  

-­‐Una	
  freqüència	
  inferior	
  a	
  <1/1000	
  en	
  la	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  gnomAD.	
  

D’altra	
   banda,	
   s’han	
   analitzat	
   variants	
   en	
  mosaic	
   en	
   els	
   progenitors	
   i	
   que	
   els	
   pacients	
   fossin	
  

portadors	
  heterozigots	
  de	
  la	
  variant.	
  En	
  aquest	
  últim	
  cas,	
  s’ha	
  filtrat	
  per:	
  	
  

-­‐Variants	
  amb	
  una	
  cobertura	
  mínima	
  de	
  10	
  reads	
  en	
  els	
  tres	
  membres	
  del	
  trio.	
  	
  

-­‐S’han	
  considerat	
  aquelles	
  variants	
  en	
  les	
  que	
  el	
  genotip	
  del	
  pacient	
  és	
  0/1	
  i	
  	
  la	
  proporció	
  de	
  l’al·∙lel	
  

alternatiu	
  es	
  troba	
  entre	
  30-­‐70%.	
  

-­‐Només	
  un	
  dels	
  progenitors	
  havia	
  de	
  ser	
  portador	
  de	
  la	
  variant	
  i	
  la	
  proporció	
  de	
  l’al·∙lel	
  alternatiu	
  

havia	
  d’estar	
  entre	
  5-­‐30%.	
  

-­‐Les	
  variants	
  havien	
  de	
  tenir	
  una	
  freqüència	
  <1/1000	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  gnomAD.	
  

	
  

En	
  els	
  diferents	
  anàlisis	
  (autosòmic	
  recessiu,	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X	
  i	
  mosaic),	
  s’ha	
  comprovat	
  si	
  

les	
  variants	
   identificades	
  estan	
  presents	
  en	
   les	
  bases	
  de	
  dades	
  ClinVar	
   i	
  Decipher.	
  A	
  més,	
  s’ha	
  

realitzat	
  una	
  cerca	
  de	
  la	
  informació	
  funcional	
  i	
  del/s	
  fenotip/s	
  associat/s	
  als	
  gens	
  identificats	
  en	
  

les	
   bases	
   de	
   dades	
   d’OMIM	
   (222),	
   DD2GP	
   (Development	
   Disorder	
   Genotype	
   –	
   Phenotype,	
  

Decipher)	
  (223),	
  SysID	
  (224)	
  i	
  Pubmed	
  (225).	
  

Les	
  variants	
  candidates	
  s’han	
  validat	
  per	
  seqüenciació	
  Sanger	
  (amb	
  el	
  procediment	
  	
  que	
  es	
  descriu	
  

a	
  continuació	
  en	
  l’apartat	
  3.2.5.1)	
  en	
  els	
  progenitors	
  i	
  en	
  els	
  pacients	
  per	
  confirmar	
  la	
  presència	
  

de	
  la	
  variant	
  i	
  el	
  patró	
  d’herència.	
  	
  

	
  

3.2.5.1	
  Seqüenciació	
  Sanger	
  

La	
  seqüenciació	
  Sanger	
  consisteix	
  en	
  la	
  incorporació	
  de	
  dideoxinucleòtids	
  (ddNTPs)	
  marcats	
  per	
  

una	
  ADN	
  polimerasa	
  durant	
  la	
  replicació	
  in	
  vitro	
  de	
  l’ADN,	
  fent	
  que	
  acabi	
  la	
  replicació.	
  Els	
  diferents	
  

fragments	
  replicats	
  es	
  separen	
  en	
  una	
  electroforesi	
  capil·∙lar	
  i	
  els	
  ddNTPs	
  marcats	
  s’exciten	
  amb	
  

un	
   làser,	
   obtenint-­‐se	
   un	
   electroferograma	
   amb	
   la	
   seqüència	
   de	
   la	
   regió	
   d’estudi,	
   on	
   cada	
  

nucleòtid	
   (A,	
  T,	
  G	
   i	
  C)	
   té	
  assignat	
  un	
  color.	
  En	
   la	
  Taula	
  5	
  es	
   troben	
  els	
  primers	
   dissenyats	
  per	
  

amplificar	
  les	
  regions	
  on	
  es	
  localitzen	
  les	
  variants	
  d’interès.	
  

	
  

	
  



3.	
  MATERIAL	
  I	
  MÈTODES	
  
	
  

53	
  
	
  

	
  

	
  

	
  

Primerament,	
  es	
  realitza	
  l’amplificació	
  de	
  la	
  regió	
  d’estudi,	
  la	
  mix	
  consisteix	
  en	
  12,5	
  µL	
  PCR	
  Master	
  

Mix	
  2x	
  (Promega),	
  1,5	
  µL	
  primer	
  forward,	
  1,5	
  µL	
  primer	
  reverse,	
  8,5	
  µL	
  H2O	
  estèril	
  i	
  1	
  µL	
  ADN.	
  Les	
  

condicions	
  del	
  termociclador	
  són:	
  95	
  °C	
  5	
  min,	
  35	
  cicles	
  de	
  95	
  °C	
  30	
  s,	
   	
  Ta	
  melting	
  30	
  s	
   i	
  72	
  °C	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

45	
  s,	
  i	
  l’últim	
  pas	
  de	
  72	
  °C	
  20	
  min.	
  Tot	
  seguit,	
  els	
  productes	
  de	
  PCR	
  es	
  purifiquen	
  utilitzant	
  ExoSAP-­‐

IT	
  (Affymetrix),	
  que	
  són	
  enzims	
  que	
  digereixen	
  l’excés	
  d’oligonucleòtids	
  i	
  defosforilen	
  nucleòtids.	
  

Seguint	
  les	
  instruccions	
  del	
  fabricant,	
  s’utilitzen	
  8	
  µL	
  del	
  producte	
  de	
  PCR	
  i	
  2	
  µL	
  de	
  ExoSAP-­‐IT,	
  les	
  

condicions	
  del	
  termociclador	
  són:	
  37	
  °C	
  15	
  min	
  i	
  	
  80	
  °C	
  15	
  min.	
  	
  

La	
  reacció	
  de	
  seqüenciació	
  es	
  realitza	
  amb	
  el	
  kit	
  Big	
  Dye	
  Terminator	
  (Applied	
  Biosystems).	
  La	
  mix	
  

de	
   seqüenciació	
   consisteix	
   en	
   0,5	
   µL	
  BigDye	
   Terminator,	
   2	
   µL	
   Tampó	
   2x,	
   3,2	
   µL	
   primer	
  M13	
  

forward	
  (1	
  pmol/µL),	
  3,5	
  µL	
  H2O	
  estèril	
  (Braun)	
  i	
  3	
  µL	
  producte	
  de	
  PCR	
  purificat.	
  Les	
  condicions	
  

del	
  termociclador	
  són:	
  25	
  cicles	
  de	
  96	
  °C	
  10	
  s,	
  50	
  °C	
  5	
  s	
  i	
  60	
  °C	
  4	
  min.	
  Tot	
  seguit,	
  es	
  realitza	
  la	
  

precipitació	
  dels	
  12	
  µL	
  obtinguts	
  de	
  la	
  reacció	
  de	
  seqüenciació	
  amb	
  etanol	
  al	
  100%,	
  es	
  porta	
  a	
  

terme	
  un	
  rentat	
  amb	
  etanol	
  al	
  70%	
  i	
  es	
  deixa	
  assecar	
  durant	
  15	
  min	
  a	
  Ta	
  amb.	
  

Exó	
  10	
  	
  gen	
  LAS1L	
  

For	
  5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTGGACTTGAATGACGTCCTG	
  	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCGTTTGCCTGGTGCTTCTTAG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Exó	
  4	
  gen	
  KCNQ3	
  

For	
  5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATAATCCCACTTACCATG	
  	
  	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCCTTTGTCGTTATCATCAAGG	
  	
  	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Exó	
  11	
  gen	
  TBL1XR1	
  

For	
  5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTTAGTCAACAATGGTTCAAAGC	
  3’	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCCATTGTATAGACTGGGTAGC	
  3’	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Exó	
  6	
  gen	
  KIF1A	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGTCCTTATGTTGACCCCTAC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCACAGGCCTAAACGACCTC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Exó	
  50	
  gen	
  SPTAN1	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAACTACCAAGTGCTCTGAG	
  3’	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCTTTATTCCCAGGCTGCCTC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  T=62	
  °C	
  

Exó	
  3	
  gen	
  VAMP2	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTCTAGGCATGTTCTGTGTGTC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCAGGATCAGTAAGACAAACTATG	
  3’	
  T=60	
  °C	
  

Intró	
  8	
  gen	
  SMARCE1	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAGCAGCTTTGAGATAAG	
  3’	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCGTTAAACAAACGACTGGCTC	
  3’	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Exó	
  3	
  gen	
  COX7B	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTAGTCTCCGAGAGAGTGTAC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCTTAATGGGTACACAGTGC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Exó	
  10	
  gen	
  CHMP7	
  	
  

For	
  5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTCATTAATGCATTTCTCCCTTG	
  3’	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCCATCAACTCTGTCAGCCAG	
  	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Exó	
  11	
  gen	
  SYNGAP1	
  	
  

For	
  5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTCTCAGCATGTTCCCTGGAAG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=62	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCGACTCAGGAGACCCTTCTTG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=62	
  °C	
  

Exó	
  11	
  gen	
  SATB2	
  	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTCCAGTGCTAGATAGATAACAC	
  3’	
  	
  T=56	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCGAAGAACTTGATGATGGTGTG	
  3’	
  T=56	
  °C	
  

Exó	
  5	
  gen	
  HSF2	
  	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGTGTAGTTCAGTTGTCTGG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCGAAGAACTTGATGATGGTGTG3’	
  	
  	
  	
  T=56	
  °C	
  

Exó	
  12	
  gen	
  ASXL3	
  	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGGAGAGAATGCAGCTAGTC	
  3’	
  	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCTTGTTGCTAGGAGATCTAC	
  3’	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

	
  

Taula	
  5|	
  Primers	
  dissenyats	
  per	
  a	
  la	
  validació	
  de	
  variants	
  per	
  seqüenciació	
  Sanger.	
  En	
  color	
  blau	
  fosc	
  està	
  marcada	
  la	
  seqüència	
  dels	
  
primers	
  M13	
  forward	
  i	
  reverse.	
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En	
  darrer	
  lloc,	
  es	
  resuspenen	
  les	
  seqüències	
  amb	
  10	
  µL	
  de	
  HiDi	
  formamida	
  (Applied	
  Biosystems)	
  

i	
  es	
  carreguen	
  en	
  una	
  placa	
  de	
  l’analitzador	
  genètic	
  ABI3130	
  (Applied	
  Biosystems)	
  que	
  realitza	
  

una	
   electroforesi	
   capil·∙lar.	
   Els	
   resultats	
   s’han	
   analitzat	
   amb	
   el	
   programa	
   SeqScanner	
   (Applied	
  

Biosystems).	
  

	
  

3.2.6	
  Anàlisi	
  de	
  les	
  CNVs	
  exòniques	
  a	
  partir	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  l’exoma	
  	
  

Les	
  variants	
  en	
  el	
  número	
  de	
  còpies	
   (CNVs)	
   s’han	
  detectat	
  utilitzant	
  el	
  programa	
  XHMM,	
  que	
  

porta	
  a	
  terme	
  un	
  anàlisi	
  de	
  la	
  cobertura	
  de	
  les	
  diferents	
  regions	
  estudiades	
  en	
  l’exoma,	
  per	
  així	
  

poder	
  realitzar	
  una	
  normalització	
  i	
  a	
  través	
  de	
  l’aplicació	
  del	
  Hidden	
  Markov	
  Model	
  identificar	
  les	
  

CNVs	
  (226).	
  Les	
  CNVs	
  identificades	
  s’han	
  filtrat	
  per	
  un	
  model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo.	
  S’han	
  

descartat	
  aquelles	
  CNVs	
  que	
  solapen	
  un	
  50%	
  amb	
  una	
  altra	
  CNV	
  que	
  es	
  troba	
  present	
  en	
  més	
  del	
  

10%	
  de	
  totes	
  les	
  mostres	
  de	
  la	
  cohort	
  d’estudi.	
  Finalment,	
  les	
  CNVs	
  de	
  novo	
  han	
  estat	
  filtrades	
  

considerant	
  només	
  aquelles	
  que	
  compleixen	
  els	
  següents	
  criteris:	
  i)	
  el	
  valor	
  de	
  Phred	
  score	
  que	
  

indica	
  la	
  presència	
  de	
  la	
  CNV	
  en	
  el	
  pacient	
  havia	
  de	
  ser	
  ≥10,	
  ii)	
  el	
  valor	
  de	
  Phred	
  score	
  que	
  indica	
  

l’absència	
  de	
  la	
  CNV	
  en	
  els	
  progenitors	
  havia	
  de	
  ser	
  ≥10	
  i	
  iii)	
  s’ha	
  filtrat	
  per	
  aquelles	
  CNVs	
  que	
  

estan	
  situades	
  en	
  gens	
  implicats	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  	
  

	
  

3.2.6.1	
  Multiplex	
  Ligation-­‐dependent	
  Probe	
  Amplification	
  (MLPA)	
  customitzada	
  

La	
  MLPA	
  és	
  una	
  tècnica	
  que	
  permet	
  avaluar	
  de	
  manera	
  semiquantitiativa	
  canvis	
  en	
  el	
  número	
  de	
  

còpies	
   (CNVs)	
   de	
   diferents	
   regions	
   cromosòmiques	
   al	
   mateix	
   temps.	
   En	
   el	
   cas	
   de	
   la	
   MLPA	
  

customitzada	
  a	
  diferència	
  dels	
  kits	
  comercials,	
  es	
  dissenyen	
  sondes	
  de	
  manera	
  personalitzada	
  

seguint	
  les	
  guies	
  del	
  fabricant	
  (MRC-­‐Holland),	
  amb	
  el	
  fi	
  d’estudiar	
  regions	
  específiques	
  que	
  no	
  es	
  

troben	
  cobertes	
  en	
  kits	
  comercials.	
  En	
  el	
  nostre	
  cas,	
  l’objectiu	
  ha	
  estat	
  validar	
  CNVs	
  predites	
  de	
  

novo	
  pel	
  programa	
  XHMM	
  a	
  partir	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma.	
  	
  

Les	
   sondes	
   de	
   MLPA	
   consisteixen	
   en	
   dos	
   oligonucleòtids	
   adjacents,	
   l’esquerra	
   (Left	
   Probe	
  

Oligonucleotid,	
  LPO)	
  i	
  el	
  dret	
  (Right	
  Probe	
  Oligonucleotid,	
  RPO).	
  Cadascun	
  d’ells	
  consisteix	
  en	
  una	
  

seqüencia	
  que	
  hibrida	
  amb	
  la	
  regió	
  d’interès	
  més	
  la	
  seqüència	
  universal	
  forward	
   i	
  reverse	
  dels	
  

primers	
  de	
  PCR,	
  respectivament	
  (Figura	
  13).	
  	
  

	
  

	
  
Figura	
  	
  13|	
  	
  Disseny	
  d’una	
  sonda	
  de	
  MLPA,	
  on	
  poden	
  observar	
  la	
  nomenclatura	
  dels	
  diferents	
  components	
  de	
  la	
  
sonda	
  (MRC-­‐Holland).	
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Per	
  dissenyar	
   les	
  sondes	
  cal	
  tenir	
  en	
  compte:	
   i)	
   les	
  sondes	
  LPO	
  i	
  RPO	
  han	
  de	
  ser	
  adjacents	
   i	
   la	
  

sonda	
  RPO	
  ha	
  de	
  portar	
  en	
  l’extrem	
  5’	
  un	
  grup	
  fosfat	
  per	
  a	
  què	
  es	
  pugui	
  portar	
  a	
  terme	
  la	
  reacció	
  

de	
  lligació,	
  ii)	
  no	
  han	
  de	
  solapar	
  amb	
  cap	
  SNP	
  conegut	
  i	
  la	
  regió	
  que	
  hibrida	
  amb	
  l’ADN	
  	
  ha	
  de	
  tenir	
  

una	
  llargada	
  mínima	
  de	
  21	
  nucleòtids,	
  iii)	
  la	
  Ta	
  melting	
  dels	
  oligonucleòtids	
  esquerra	
  i	
  dreta	
  per	
  

separat	
  ha	
  de	
  ser	
  >71	
  °C	
  i	
  el	
  contingut	
  en	
  GC	
  ha	
  de	
  ser	
  d’aproximament	
  50%,	
  iv)	
  preferiblement	
  

en	
  el	
  punt	
  on	
  han	
  de	
  lligar	
  l’oligonucleòtid	
  esquerra	
  i	
  el	
  dret	
  ha	
  d’haver-­‐hi	
  una	
  A	
  o	
  una	
  T,	
  v)	
  entre	
  

dues	
  sondes	
  diferents	
  ha	
  d’haver-­‐hi	
  una	
  diferència	
  mínima	
  de	
  quatre	
  nucleòtids	
   i	
   vi)	
   la	
   sonda	
  

dissenyada	
  no	
  ha	
  d’hibridar	
  en	
  altres	
  regions	
  cromosòmiques.	
  	
  

En	
  el	
  nostre	
  cas,	
  s’han	
  dissenyat	
  tres	
  sondes	
  de	
  MLPA	
  que	
  es	
  troben	
  situades	
  dins	
  de	
  les	
  CNVs	
  

candidates	
  (Taula	
  6).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

La	
  tècnica	
  de	
  MLPA	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  seguint	
  les	
  instruccions	
  del	
  fabricant:	
  desnaturalització	
  

de	
  l’ADN	
  10	
  min	
  a	
  98	
  °C,	
  hibridació	
  de	
  les	
  sondes	
  16	
  h	
  a	
  60	
  °C,	
  lligació	
  15	
  min	
  a	
  54	
  °C	
  i	
  finalment	
  

PCR	
  amb	
  primers	
  universals.	
  Un	
  cop	
  finalitzada	
  la	
  PCR,	
  es	
  realitza	
  una	
  electroforesi	
  capil·∙lar	
  en	
  

l’analitzador	
  genètic	
  ABI3130.	
  Per	
  passar	
  les	
  mostres	
  per	
  l’analitzador	
  genètic	
  es	
  porta	
  terme	
  una	
  

dilució	
  1/50	
  de	
  les	
  mostres	
  amb	
  H2O	
  i	
  es	
  prepara	
   la	
  següent	
  mix:	
  9	
  µL	
  HiDi	
  formamida,	
  0,2	
  µL	
  

Genescan	
  500	
  Liz	
  dye	
  Size	
  Standar	
  (Applied	
  Biosystems)	
  i	
  1	
  µL	
  producte	
  de	
  PCR.	
  	
  

L’anàlisi	
  dels	
  fragments	
  es	
  realitza	
  amb	
  el	
  programa	
  Genemapper	
  (Applied	
  Biosystems).	
  El	
  valor	
  

de	
  l’alçada	
  dels	
  pics	
  s’utilitza	
  per	
  realitzar	
  la	
  normalització	
  intraindividual	
  i	
  interindividual,	
  donant	
  

com	
  a	
  resultat	
  el	
  quocient	
  de	
  dosi	
  (QD).	
  El	
  valor	
  del	
  QD	
  indica	
  si	
  hi	
  ha	
  canvis	
  a	
  nivell	
  del	
  número	
  

de	
  còpies:	
  i)	
  si	
  és	
  inferior	
  a	
  0,7	
  es	
  tracta	
  d’una	
  deleció,	
  ii)	
  si	
  es	
  troba	
  entre	
  0,7	
  i	
  1,29	
  és	
  normal	
  i	
  

iii)	
  si	
  és	
  superior	
  a	
  1,29	
  es	
  tracta	
  d’una	
  duplicació.	
  

	
  

3.2.7	
  Quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  amb	
  el	
  programa	
  Minor	
  Variant	
  Finder	
  

El	
  programa	
  Minor	
  Variant	
  Finder	
  (MVF,	
  Applied	
  Biosystems)	
  utilitza	
  un	
  algoritme	
  que	
  elimina	
  el	
  

soroll	
   de	
   fons	
   fent	
   servir	
   les	
   dades	
   de	
   seqüenciació	
   Sanger	
   d’una	
   mostra	
   control	
   i	
   permet	
  

Gen	
  
Banda	
  

cromosòmica	
  
Inici	
   Final	
   Seqüència	
  LPO	
  5’-­‐3’	
  /	
  	
  Seqüència	
  RPO	
  5P’-­‐3’	
  

MDGA2	
   14q21.3	
   47530697	
   47530759	
  
GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGATCACACCAGATCCTTATCACAAAGATGA	
  	
  /	
  

CAACATCCAGATTGGCCGTGAGGTGAAAATATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC	
  

ATAD3A	
   1p36.33	
   1454139	
   1454205	
  
GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTGCACATTCGGGCACCGTCACCCCCCGCAA	
  /	
  

ACGGGCACCGTCACACCCCGCAAACGGGCACACTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC	
  

TM4SF20	
   2q36.6	
   228243853	
   228243904	
  
GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGGTTTTGAGAAAATTGGTCTTCCTCA	
  /	
  

ACTAAGCTGACAATTAGAGGTATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC	
  

Taula	
  6|	
  Sondes	
  de	
  MLPA	
  dissenyades	
  en	
  les	
  regions	
  d’interès.	
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identificar	
   variants	
   que	
   es	
   troben	
   en	
   un	
   percentatge	
   baix	
   (fins	
   al	
   5%).	
   Les	
   variants	
   en	
   un	
  

percentatge	
  baix	
  s’han	
  de	
  detectar	
  en	
  les	
  dues	
  cadenes	
  (forward	
  i	
  reverse),	
  permetent	
  confirmar	
  

que	
  les	
  variants	
  trobades	
  són	
  reals.	
  En	
  el	
  nostre	
  cas,	
  aquest	
  programa	
  s’ha	
  utilitzat	
  amb	
  l’objectiu	
  

de	
  quantificar	
  el	
  percentatge	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  Sanger	
  en	
  ADN	
  

genòmic	
  i	
  ADNc.	
  	
  

S’han	
   analitzat	
   les	
   variants	
  nonsense	
   i	
   frameshift	
   amb	
   l’objectiu	
   de	
   comprovar	
   si	
   activaven	
   el	
  

mecanisme	
   de	
   Nonsense-­‐Mediated	
   mRNA	
   Decay	
   (NMD).	
   Les	
   variants	
   estudiades	
   han	
   estat:	
  

c.1861C>T	
  en	
  el	
  gen	
  SYNGAP1	
  (pacient	
  3),	
  c.1826delA	
  en	
  el	
  gen	
  SATB2	
  (pacient	
  6),	
  c.3106C>T	
  en	
  

el	
  gen	
  ASXL3	
  (pacient	
  10),	
  c.456_459delTGAG	
  en	
  el	
  gen	
  HSF2	
  (pacient	
  13)	
  i	
  c.1165C>T	
  en	
  el	
  gen	
  

CHMP7	
  (pacient	
  17).	
  En	
  la	
  Taula	
  7	
  es	
  troben	
  les	
  seqüències	
  dels	
  primers	
  dissenyats	
  per	
  realitzar	
  

la	
  quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  en	
  ADNc,	
  els	
  primers	
  utilitzats	
  per	
  a	
  la	
  quantificació	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  

són	
  els	
  mateixos	
  que	
  s’han	
  fet	
  servir	
  per	
  a	
  la	
  validació	
  de	
  les	
  variants	
  i	
  es	
  troben	
  en	
  la	
  Taula	
  5.	
  

Tant	
   les	
  mostres	
   problema	
   com	
   les	
   control	
   s’han	
   seqüenciat	
   amb	
   els	
   primers	
  M13	
   forward	
   i	
  

reverse.	
  

	
  

	
  

3.2.8	
  Real	
  Time-­‐Polymerase	
  Chain	
  Reaction	
  (RT-­‐PCR)	
  amb	
  sondes	
  Taqman	
  

La	
  RT-­‐PCR	
   també	
  coneguda	
  com	
  PCR	
  quantitativa	
   (qPCR)	
  és	
  una	
   tècnica	
  que	
  permet	
  mesurar	
  

l’amplificació	
  d’una	
  o	
  més	
  seqüències	
  d’ADN	
  o	
  ADNc	
  a	
  mesura	
  que	
  aquesta	
  es	
  va	
  generant.	
  És	
  

una	
  tècnica	
  altament	
  precisa	
  i	
  permet	
  estudiar	
  l’expressió	
  gènica,	
  analitzant	
  si	
  hi	
  ha	
  un	
  augment	
  

o	
  una	
  disminució	
  en	
  l’expressió	
  d’un	
  gen	
  o	
  d’un	
  grup	
  de	
  gens	
  mesurant	
  l’abundància	
  del	
  transcrit.	
  

Per	
  analitzar	
  l’expressió	
  gènica	
  en	
  aquest	
  estudi	
  s’ha	
  fet	
  servir	
  la	
  tecnologia	
  TaqMan	
  (Taula	
  8),	
  

que	
  consisteix	
  en	
  un	
  parell	
  de	
  primers	
  i	
  una	
  sonda	
  Taqman	
  marcada	
  amb	
  FAM	
  o	
  VIC	
  en	
  l’extrem	
  

5’	
  i	
  en	
  l’extrem	
  3’	
  conté	
  el	
  MGB	
  (Minor	
  Groove	
  Binder)	
  i	
  el	
  supressor	
  no	
  fluorescent	
  NFQ.	
  Durant	
  

Exons	
  11-­‐12	
  del	
  gen	
  SYNGAP1	
  en	
  ADNc	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGACAGGCTTATCAGCGCCTC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=64	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCGCATGCAGTGTGGAGAGCAC3’	
  	
  	
  	
  	
  T=64	
  °C	
  

Exons	
  7-­‐10	
  del	
  gen	
  CHMP7	
  en	
  ADNc	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGTCACAGTGGAGAAGGCAG	
  3’	
  	
  T=60	
  °C	
  

Rev	
  5’CACAGGAAACAGCTATGACCCAAACCTCCCTCTGATAAGG	
  3’	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Exons	
  10-­‐11	
  del	
  gen	
  SATB2	
  en	
  ADNc	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTCATGCAACACGTGGTCCAG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCAGAGTGTGGATGGCTTCCTG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  T=62	
  °C	
  

Exons	
  3-­‐6	
  del	
  gen	
  HSF2	
  en	
  ADNc	
  

For	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGGACAGGATGACTTGTTGG	
  3’	
  	
  	
  T=58	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCTATGTGCTGAAACAGGTTC	
  	
  3’	
  T=58	
  °C	
  

Exons	
  11-­‐12	
  del	
  gen	
  ASXL3	
  en	
  ADNc	
  

For	
  1	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAGATGATCAGTCAACCCG	
  3’	
  	
  T=60	
  °C	
  

For	
  2	
  5’	
  GTTGTAAAACGACGGCCAGTCTCTCAAGATTCAGCTTTCC	
  3’	
  	
  	
  	
  T=62	
  °C	
  

Rev	
  5’	
  CACAGGAAACAGCTATGACCCCAGAGACAATGCTCGCTG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  T=60	
  °C	
  

	
  

Taula	
  7|	
  Primers	
  dissenyats	
  per	
  quantificar	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  en	
  ADNc	
  dels	
  gens	
  CHMP7,	
  SYNGAP1,	
  SATB2,	
  HSF2	
  i	
  ASXL3.	
  En	
  
color	
  blau	
  fosc	
  està	
  marcada	
  la	
  seqüència	
  dels	
  primers	
  M13	
  forward	
  i	
  reverse.	
  



3.	
  MATERIAL	
  I	
  MÈTODES	
  
	
  

57	
  
	
  

la	
  replicació,	
  l’ADN	
  polimerasa	
  separa	
  el	
  supressor	
  NFQ	
  	
  del	
  fluoròfor,	
  permetent	
  així	
  l’emissió	
  de	
  

fluorescència.	
  	
  

Aquesta	
   tècnica	
   s’ha	
   portat	
   a	
   terme	
   per	
   analitzar	
   si	
   hi	
   havia	
   canvis	
   en	
   l’expressió	
   dels	
   gens	
  

SYNGAP1,	
  CHMP7,	
  SATB2	
  i	
  HSF2	
  que	
  presenten	
  variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift	
  que	
  poden	
  activar	
  

el	
   mecanisme	
   de	
   control	
   post-­‐transcripcional	
   NMD,	
   induint	
   la	
   degradació	
   de	
   transcrits	
   amb	
  

codons	
  stop	
  prematurs.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Amplificació	
  per	
  RT-­‐PCR	
  

La	
  RT-­‐PCR	
  s’ha	
  realitzat	
  en	
  l’aparell	
  QuantStudio	
  7	
  Flex	
  System	
  (Applied	
  Biosystems).	
  Les	
  mostres	
  

problema	
   i	
   les	
   control	
   s’han	
  posat	
   per	
   triplicat.	
   La	
  mix	
   de	
   la	
   RT-­‐PCR	
   consisteix	
   en:	
   10	
  µL	
  Mix	
  

SensiFAST™	
  Probe	
  Lo-­‐ROX	
  (Bioline),	
  1	
  µL	
  sonda	
  Taqman	
  (Thermofisher	
  Scientific),	
  7	
  µL	
  H2O	
  RNase	
  

free	
   (Promega)	
   i	
  2	
  µL	
  ADNc.	
  El	
  programa	
  d’amplificació	
  consta	
  d’una	
  desnaturalització	
  2	
  min	
  a	
  	
  	
  

95	
  °C	
  i	
  40	
  cicles	
  de	
  10	
  s	
  a	
  95	
  °C	
  i	
  30	
  s	
  a	
  60	
  °C.	
  

	
  

Anàlisi	
  dels	
  resultats	
  

Els	
  resultats	
  s’han	
  analitzat	
  seguint	
  el	
  mètode	
  2-­‐ΔΔCT	
  (227)	
  amb	
  el	
  programa	
  QuantStudio	
  RT-­‐PCR	
  

(Applied	
  Biosystems).	
  Per	
  analitzar	
   si	
  hi	
  ha	
  diferències	
  significatives	
  en	
  els	
  gens	
  analitzats	
   s’ha	
  

utilitzat	
  el	
  test	
  estadístic	
  T-­‐Student	
  (IC,	
  95%).	
  	
  

	
  

3.2.9	
  Clonatge	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  wild	
  type	
  (WT)	
  i	
  mutat	
  (R169T)	
  en	
  el	
  

plàsmid	
  d’expressió	
  pQE-­‐80L	
  	
  

Els	
  constructes	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  (aminoàcids	
  3-­‐362,	
  NP_001230937.1)	
  wild	
  type	
  (WT)	
  i	
  

amb	
   la	
   variant	
   c.506G>C,	
   p.Arg169Thr	
   (R169T)	
   clonats	
   en	
   el	
   plàsmid	
   pMA-­‐RQ	
   (resistent	
   a	
  

ampicil·∙lina)	
  s’han	
  obtingut	
  de	
  la	
  casa	
  comercial	
  GeneArt	
  Gene	
  Synthesis	
  (Thermofisher	
  Scientific).	
  

Prèviament	
  a	
  fer	
  el	
  clonatge,	
  s’ha	
  realitzat	
  una	
  amplificació	
  dels	
  constructes	
  WT	
  i	
  R169T	
  pMA-­‐RQ.	
  

Es	
  transformen	
  25	
  µL	
  de	
  cèl·∙lules	
  competents	
  DH5-­‐α	
  amb	
  1	
  µL	
  de	
  WT/R169T	
  pMA-­‐RQ	
  (que	
  es	
  

Sondes	
  problema	
   Sondes	
  control	
  (housekeeping	
  genes)	
  

Hs01006395_m1	
  SYNGAP1	
  (exons	
  3-­‐4)	
   Hs02758991_g1	
  GAPDH	
  (exons	
  7-­‐8)	
  

Hs00378422_g1	
  CHMP7	
  (exons	
  6-­‐7)	
   	
  

Hs00988309_g1	
  HSF2	
  (exons	
  2-­‐3)	
   	
  

Hs01546832_m1	
  SATB2	
  (exons	
  5-­‐6)	
   	
  

Taula	
  8	
  |	
  	
  Sondes	
  TaqMan	
  utilitzades	
  per	
  analitzar	
  l’expressió	
  gènica.	
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troben	
  a	
  una	
  concentració	
  de	
  100	
  ng/µL).	
  S’incuba	
  30	
  min	
  en	
  gel,	
  tot	
  seguit,	
  es	
  realitza	
  un	
  xoc	
  

tèrmic	
   a	
  42	
   °C	
  45	
   s	
   i	
   es	
  posa	
  1-­‐2	
  min	
  en	
  gel.	
  A	
   continuació,	
   s’afegeixen	
  500	
  µL	
  de	
  medi	
   SOC	
  

(Thermofisher	
  Scientific)	
  i	
  s’incuba	
  durant	
  1	
  h	
  a	
  37	
  °C	
  a	
  220	
  rpm.	
  Posteriorment,	
  es	
  sembren	
  5	
  µL	
  

en	
  una	
  placa	
  de	
  LB	
  amb	
  l’antibiòtic	
  ampicil·∙lina	
  (100	
  µg/mL)	
  i	
  es	
  deixen	
  en	
  l’estufa	
  a	
  37	
  °C	
  durant	
  

tota	
  la	
  nit.	
  Al	
  dia	
  següent,	
  es	
  realitza	
  un	
  pre-­‐cultiu,	
  picant	
  1	
  de	
  les	
  colònies	
  WT/R169T	
  i	
  fent-­‐les	
  

créixer	
  amb	
  3	
  mL	
  de	
  LB	
  i	
  3	
  µL	
  d’ampicil·∙lina	
  (100	
  µg/mL)	
  durant	
  6	
  h.	
  S’inoculen	
  200	
  µL	
  del	
  pre-­‐

cultiu	
  en	
  200	
  mL	
  de	
  LB	
  i	
  200	
  µL	
  ampicil·∙lina	
  (100	
  µg/mL)	
  que	
  s’incubarà	
  tota	
  la	
  nit	
  a	
  37	
  °C	
  i	
  220	
  

rpm.	
  Al	
  dia	
  següent,	
  es	
  realitza	
  l’extracció	
  de	
  l’ADN	
  plasmídic	
  fent	
  servir	
  el	
  kit	
  comercial	
  QIAGEN	
  

Plasmid	
  Midi,	
  seguint	
  les	
  instruccions	
  del	
  fabricant.	
  	
  

	
  

3.2.9.1	
  Subclonatge	
  en	
  el	
  vector	
  d’expressió	
  pQE-­‐80L	
  

El	
  subclonatge	
  en	
  el	
  vector	
  pQE-­‐80L	
  (cedit	
  pel	
  grup	
  de	
  Molecular	
  Genetics, University	
  of	
  Konstanz	
  	
  

del	
  Dr.	
  Thomas	
  U.	
  Mayer)	
  s’ha	
  realitzat	
  seguint	
  l’esquema	
  de	
  la	
  Figura	
  14.	
  Es	
  digereixen	
  4	
  µg	
  dels	
  

constructes	
  	
  WT/R169T	
  pMA-­‐RQ	
  i	
  4	
  µg	
  del	
  vector	
  pQE-­‐80L	
  amb	
  1	
  µL	
  dels	
  enzims	
  de	
  restricció	
  FseI	
  

(2.000	
  U/mL)	
  i	
  AscI	
  (10.000	
  U/mL),	
  4	
  µL	
  CutSmart	
  (New	
  England	
  Biolabs)	
  i	
  H2O	
  fins	
  a	
  un	
  volum	
  

final	
  de	
  40	
  µL.	
  S’incuba	
  1	
  h	
  en	
  el	
  bany	
  a	
  37	
  °C.	
  

Per	
   evitar	
   que	
  el	
   plàsmid	
  pQE-­‐80L	
   torni	
   a	
   relligar	
   sense	
   l’insert	
   es	
   realitza	
  una	
  desfosforilació	
  

utilitzant	
  una	
  fosfatasa	
  alcalina	
  amb	
  els	
  reactius	
  del	
  kit	
  comercial	
  Rapid	
  DNA	
  Dephos	
  &	
  Ligation	
  

Kit	
  (Sigma-­‐Aldrich).	
  La	
  reacció	
  de	
  desfosforilació	
  consisteix	
  en	
  3	
  µL	
  de	
  rAPid	
  Alkaline	
  Phosphatase	
  

i	
  4,5	
  µL	
  de	
  rAPid	
  Alkaline	
  Phosphatase	
  Buffer	
  10x	
  i	
  s’incuba	
  en	
  el	
  bany	
  a	
  37	
  °C	
  durant	
  30	
  min.	
  	
  

El	
   producte	
   de	
   la	
   reacció	
   de	
   restricció	
   i	
   de	
   la	
   reacció	
   de	
   defosforilació	
   es	
   carrega	
   en	
   un	
   gel	
  

d’agarosa	
  a	
  l’1%.	
  Es	
  tallen	
  les	
  bandes	
  corresponents	
  al	
  pes	
  molecular	
  del	
  domini	
  motor	
  que	
  és	
  

1114	
  pb	
   (WT/R169T)	
   i	
  4751	
  pb	
  del	
  plàsmid	
  pQE-­‐80L.	
   La	
  purificació	
  de	
   les	
  bandes	
  del	
  gel	
   s’ha	
  

portat	
  a	
  terme	
  amb	
  el	
  kit	
  comercial	
  Zymoclean™Gel	
  DNA	
  Recovery	
  (Zymogen	
  Research)	
  seguint	
  

les	
  instruccions	
  del	
  fabricant.	
  	
  

La	
  reacció	
  de	
  lligació	
  s’ha	
  realitzat	
  amb	
  el	
  kit	
  comercial	
  Rapid	
  DNA	
  Dephos	
  &	
  Ligation	
  Kit	
  (Sigma-­‐

Aldrich).	
  Es	
  necessiten	
  100	
  ng	
  del	
  plàsmid	
  pQE-­‐80L	
  per	
  portar	
  a	
  terme	
  la	
  reacció	
  de	
  lligació,	
   la	
  

proporció	
  entre	
  plàsmid	
  i	
  insert	
  és	
  1:2,	
  per	
  tant,	
  es	
  posa	
  el	
  doble	
  de	
  quantitat	
  d’insert,	
  4	
  µL	
  de	
  

DNA	
  dilution	
  Buffer	
  i	
  H2O	
  fins	
  a	
  un	
  volum	
  final	
  de	
  9	
  µL.	
  A	
  continuació,	
  s’afegeixen	
  9	
  µL	
  de	
  T4	
  DNA	
  

dilution	
  buffer	
  2x	
  i	
  1	
  µL	
  de	
  T4	
  DNA	
  ligase.	
  S’incuba	
  15	
  min	
  a	
  Ta	
  amb.	
  

Un	
  cop	
  finalitzada	
  la	
  reacció	
  de	
  lligació	
  es	
  transformen	
  5	
  µL	
  en	
  cèl·∙lules	
  competents	
  DH5-­‐α	
  amb	
  

el	
  protocol	
  esmentat	
  anteriorment.	
  Al	
  dia	
  següent	
  es	
  piquen	
  4	
  colònies	
  de	
  la	
  placa	
  amb	
  el	
  plàsmid	
  

pQE-­‐80L	
  amb	
  el	
  domini	
  motor	
  WT	
  i	
  4	
  colònies	
  de	
  la	
  placa	
  que	
  conté	
  el	
  plàsmid	
  pQE-­‐80L	
  amb	
  el	
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domini	
  motor	
  R169T.	
  Aquestes	
  colònies	
  es	
  fan	
  créixer	
  en	
  3	
  mL	
  de	
  LB	
  amb	
  3	
  µL	
  d’ampicil·∙lina	
  (100	
  

µg/mL)	
  a	
  37	
  °C	
  i	
  en	
  agitació	
  (220	
  rpm)	
  durant	
  tota	
  la	
  nit	
  i	
  posteriorment,	
  es	
  purifica	
  l’ADN	
  amb	
  el	
  

kit	
   comercial	
   QIAprep®	
   Spin	
   Miniprep	
   (Qiagen)	
   i	
   es	
   quantifica	
   la	
   concentració	
   amb	
   l’equip	
  

Nanodrop.	
  	
  

	
  

	
  

Finalment,	
  es	
  comprova	
  que	
  l’insert	
  s’ha	
  clonat	
  correctament	
  en	
  el	
  plàsmid	
  pQE-­‐80L	
  realitzant	
  

una	
  reacció	
  de	
  restricció	
  amb	
  els	
  enzims	
  FseI	
  i	
  AscI	
  i	
  per	
  seqüenciació	
  Sanger	
  utilitzant	
  els	
  primers	
  

de	
  la	
  Taula	
  9.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Una	
  de	
  les	
  colònies	
  amb	
  el	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT/R169T	
  correctament	
  clonat	
  en	
  el	
  vector	
  

d’expressió	
  pQE-­‐80L,	
  s’ha	
  transformat	
  en	
  cèl·∙lules	
  DH5-­‐α	
  i	
  s’ha	
  realitzat	
  una	
  MidiPrep,	
  per	
  obtenir	
  

una	
  major	
  quantitat	
  del	
  vector	
  clonat.	
  

	
  

3.2.10	
  Producció	
  de	
  proteïna	
  recombinant	
  

La	
  producció	
  de	
  proteïnes	
   recombinants	
  en	
  cèl·∙lules	
  competents	
  d’Escherichia	
  Coli	
   (E.	
  Coli)	
  es	
  

basa	
  en	
  què	
  aquestes	
  cèl·∙lules	
  tenen	
  inserit	
  en	
  el	
  cromosoma	
  bacterià	
  la	
  seqüència	
  codificant	
  de	
  

la	
   T7	
   ARN	
   polimerasa	
   sota	
   el	
   control	
   de	
   l’operó	
   lacUV5.	
   El	
   repressor	
   lac	
   controla	
   l’accés	
   a	
   la	
  

pQE-­‐80L	
  For	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  pQE-­‐80L	
  Rev	
  

5’	
  GTGAGCGGATAACAATTTC	
  3’	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  54	
  °C	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  5’	
  GAGTTCTGAGGTCATTACTG	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  56	
  °C	
  

KIF1A	
  C-­‐term	
  Domini	
  motor	
  

5’	
  GCAATGGTTGCAGCACTGTC	
  3’	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  62	
  °C	
  

Taula	
  9|	
  Primers	
  dissenyats	
  per	
  seqüenciar	
  l’insert	
  clonat	
  en	
  el	
  vector	
  pQE-­‐80L.	
  

Figura	
  14|	
   Esquema	
  del	
   clonatge	
   realitzat	
   per	
   introduir	
   el	
   domini	
  motor	
   de	
  KIF1A	
  WT	
   i	
   R169T	
  en	
  el	
   plàsmid	
  
d’expressió	
  pQE-­‐80L.	
  MCS,	
  Multcloning	
  site;	
  6xHis,	
  cua	
  de	
  6	
  aminoàcids	
  d’histidina;	
  Amp,	
  Ampicil·∙lina.	
  

pMA$RQ

Domini&
motor&KIF1A

pQE$80L

pQE$80L

Domini&
motor&KIF1A

pQE$80L

Restricció
FseI i4AscI

Lligació
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seqüència	
   codificant	
   de	
   la	
   T7	
   ARN	
   polimerasa	
   unint-­‐se	
   a	
   l’operó	
   lacUV5.	
   La	
   producció	
   de	
   la	
  

proteïna	
  recombinant	
  es	
  dóna	
  quan	
  s’indueix	
  l’expressió	
  de	
  la	
  T7	
  ARN	
  polimerasa	
  a	
  l’afegir	
  en	
  el	
  

medi	
  isopropyl-­‐β-­‐D-­‐1-­‐thiogalactopyranoside	
  (IPTG),	
  que	
  és	
  un	
  anàleg	
  de	
  l’allolactosa.	
  La	
  T7	
  ARN	
  

polimerasa	
  produïda	
  transcriurà	
  la	
  seqüència	
  codificant	
  de	
  la	
  proteïna	
  d’interès	
  que	
  està	
  sota	
  el	
  

control	
  del	
  promotor	
  T7	
  (228,229)	
  (Figura	
  15).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
  primer	
  pas	
  per	
  a	
   la	
  producció	
  de	
  proteïna	
  és	
   la	
   transformació	
  dels	
  vectors	
  pQE-­‐80L	
  amb	
  el	
  

domini	
   motor	
   de	
   KIF1A	
   WT/R169T	
   en	
   les	
   cèl·∙lules	
   competents	
   E.	
   Coli	
   BL21-­‐Codon	
   Plus-­‐RIL.	
  

Aquestes	
   cèl·∙lules	
   competents	
   contenen	
   còpies	
   extres	
   de	
   gens	
   que	
   codifiquen	
   per	
   ARNs	
   de	
  

transferència	
  (tARNs),	
  que	
  permeten	
  obtenir	
  alts	
  nivells	
  d’expressió	
  de	
  proteïnes	
  heteròlogues.	
  

Les	
  còpies	
  extres	
  dels	
  tARNs	
  es	
  troben	
  en	
  plàsmids	
  pACYC	
  que	
  són	
  resistents	
  a	
  cloramfenicol.	
  	
  

Es	
  transformen	
  10	
  µL	
  de	
  cèl·∙lules	
  BL21-­‐Codon	
  Plus-­‐RIL	
  amb	
  100	
  ng	
  dels	
  vectors	
  d’expressió	
  pQE-­‐

80L	
  WT	
   i	
   R169T	
   seguint	
   el	
   protocol	
   esmentat	
   en	
   l’apartat	
   3.2.9.	
   Al	
   dia	
   següent	
   es	
   piquen	
   10	
  

colònies	
  i	
  s’inoculen	
  en	
  un	
  mateix	
  tub	
  que	
  conté	
  10	
  mL	
  de	
  LB,	
  10	
  µL	
  d’ampicil·∙lina	
  (100	
  µg/mL)	
  i	
  

18,75	
  µL	
  cloramfenicol	
   (50	
  µg/mL)	
   i	
  es	
   fan	
  créixer	
  durant	
  tota	
   la	
  nit	
  a	
  37	
  °C	
   i	
  220	
  rpm.	
   	
  Al	
  dia	
  

següent	
  s’extreu	
  200	
  µL	
  del	
  cultiu	
  i	
  es	
  mesura	
  la	
  densitat	
  òptica	
  a	
  600	
  nm	
  (DO600).	
  	
  

S’inocula	
  la	
  quantitat	
  de	
  cèl·∙lules	
  corresponents	
  a	
  DO600=0,05,	
  que	
  són	
  10	
  mL	
  del	
  cultiu	
  de	
  tota	
  

la	
  nit	
  en	
  250	
  mL	
  de	
  LB	
  fresc	
  amb	
  250	
  µL	
  d’ampicil·∙lina	
  (100	
  µg/mL)	
  i	
  625	
  µL	
  de	
  cloramfenicol	
  (50	
  

µg/mL).	
   A	
   les	
   2-­‐4	
   h	
   es	
   mesura	
   la	
   DO600,	
   que	
   ha	
   d’estar	
   entre	
   0,4-­‐0,6.	
   S’extreu	
   la	
   mostra	
  

corresponent	
   al	
   pellet	
   sense	
   induir	
   que	
   consisteix	
   en	
   una	
   alíquota	
   equivalent	
   a	
   volum	
  

(mL)=0,8/DO600	
  que	
  es	
  centrifuga	
  a	
  màxima	
  velocitat	
  durant	
  1	
  min.	
  Tot	
  seguit,	
  s’afegeix	
   IPTG	
  

(Sigma-­‐Aldrich)	
  als	
  250	
  mL	
  de	
  cultiu	
  a	
  una	
  concentració	
  final	
  de	
  1	
  mM	
  (2,5	
  mL)	
  i	
  es	
  deixa	
  créixer	
  

a	
  18	
   °C	
  durant	
   tota	
   la	
  nit	
   a	
  220	
   rpm.	
  Al	
  dia	
   següent	
  es	
  mesura	
   la	
  DO600	
   i	
   es	
   fa	
  una	
  alíquota	
  

Figura	
  15|	
  Sistema	
  de	
  producció	
  de	
  proteïnes	
  recombinants	
  en	
  E.Coli.	
  
Imatge	
  extreta	
  de	
  Mierendorf,	
  R.C.	
  et	
  al.,	
  1994.	
  The	
  pET	
  System	
  :	
  Your	
  
Choice	
  for	
  Expression.	
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equivalent	
   a	
   volum	
   (mL)=0,8/DO600. Es	
   centrifuga	
   1	
   min	
   a	
   màxima	
   velocitat,	
   es	
   descarta	
   el	
  

sobrenedant	
  i	
  aquest	
  serà	
  el	
  pellet	
  induït.	
  

	
  

3.2.10.1	
  Anàlisi	
  de	
  l’expressió	
  de	
  les	
  proteïnes	
  recombinants	
  per	
  Western	
  Blot.	
  

La	
  tècnica	
  western	
  blot	
  es	
  basa	
  en	
  la	
  detecció	
  de	
  proteïnes	
  d’interès	
  a	
  través	
  d’anticossos	
  en	
  lisats	
  

cel·∙lulars.	
   Primer	
   es	
   separen	
   les	
   proteïnes	
   per	
   pes	
  molecular	
   en	
  un	
   gel	
   de	
   poliacrilamida.	
   Tot	
  

seguit,	
   les	
   proteïnes	
   es	
   transfereixen	
   a	
   una	
   membrana	
   on	
   poden	
   ser	
   identificades	
   per	
  

immunodetecció.	
  Aquesta	
  tècnica	
  permet	
  valorar	
  l’expressió	
  de	
  proteïnes	
  d’interès.	
  	
  

Per	
   analitzar	
   l’expressió	
   de	
   la	
   proteïna	
   recombinant	
   corresponent	
   al	
   domini	
   motor	
   KIF1A	
  

WT/R169T,	
  les	
  mostres	
  del	
  pellet	
  no	
  induït	
  i	
  induït	
  s’han	
  resuspès	
  en	
  50	
  µL	
  de	
  la	
  solució	
  de	
  lisi	
  del	
  

kit	
  de	
  Qiagen	
  Ni-­‐NTA	
  Fast	
  Start.	
  S’incuben	
  30	
  min	
  en	
  gel	
  i	
  es	
  centrifuga	
  30	
  min	
  a	
  14.000	
  g	
  a	
  4	
  °C.	
  

Es	
  recull	
  el	
  sobrenedant,	
  que	
  és	
  la	
  fracció	
  que	
  conté	
  la	
  proteïna	
  soluble,	
  i	
  s’afegeixen	
  50	
  µL	
  de	
  

Laemmli	
  Buffer	
  2x.	
  Es	
  prepara	
  una	
  alíquota	
  de	
  10	
  µL	
  de	
  cada	
  mostra,	
  es	
  desnaturalitzen	
  a	
  95	
  °C	
  5	
  

min	
   i	
   es	
   centrifuguen	
   a	
   màxima	
   velocitat	
   5	
   min.	
   Es	
   carreguen	
   10	
   µL	
   de	
   totes	
   les	
   mostres	
  

(WT/R169T)	
   no	
   induïdes	
   i	
   induïdes	
   en	
   un	
   gel	
   pre-­‐Cast	
   Novex	
   Tris-­‐Glicina	
   (Invitrogen)	
   de	
  

poliacrilamida	
  4-­‐12%	
  i	
  es	
  deixa	
  córrer	
  a	
  150	
  mV	
  en	
  MES-­‐running	
  buffer	
  (Thermofisher	
  Scientific)	
  

fins	
  que	
  les	
  proteïnes	
  de	
  la	
  mida	
  d’interès	
  queden	
  ben	
  separades.	
  

Un	
   cop	
   finalitzada	
   l’electroforesi,	
   es	
   realitza	
   la	
   transferència	
   de	
   les	
   proteïnes	
   del	
   gel	
   a	
   una	
  

membrana	
  de	
  PVDF	
   fent	
   servir	
   el	
  mètode	
  de	
   transferència	
   semiseca.	
   El	
   gel	
   i	
   la	
  membrana	
  es	
  

troben	
  formant	
  un	
  sandwich	
  entre	
  papers	
  de	
  filtre	
  Whatman	
  (Fisher	
  Scientific).	
  Es	
  deixa	
  transferir	
  

a	
  110	
  mV	
  durant	
  90	
  min.	
  	
  

Posteriorment,	
  es	
  fa	
  una	
  tinció	
  amb	
  Naphtol	
  Blue	
   (10%	
  metanol,	
  2%	
  àcid	
  acètic,	
  0,1%	
  Naphtol	
  

Blue	
  Black	
  (Sigma	
  Aldrich))	
  durant	
  2	
  min	
  i	
  s’aplica	
  la	
  solució	
  decolorant	
  (50%	
  metanol	
  i	
  7%	
  àcid	
  

acètic).	
  Aquesta	
  tinció	
  permet	
  observar	
  les	
  proteïnes	
  transferides	
  a	
  la	
  membrana	
  i	
  identificar	
  el	
  

domini	
  motor	
  WT/R169T	
  segons	
  el	
  pes	
  molecular.	
  	
  

També	
  s’ha	
  comprovat	
  per	
  immunodetecció	
  que	
  hi	
  ha	
  expressió	
  de	
  la	
  proteïna	
  recombinant.	
  Es	
  

bloqueja	
  la	
  membrana	
  amb	
  BSA	
  al	
  3%	
  en	
  TBS	
  (solució	
  salina)	
  durant	
  1	
  h	
  a	
  Ta	
  amb.	
  Seguidament	
  

es	
  realitzen	
  dos	
  rentats	
  de	
  la	
  membrana	
  durant	
  10	
  min	
  amb	
  TBS-­‐Tween	
  i	
  un	
  rentat	
  de	
  10	
  min	
  

amb	
  TBS.	
  	
  S’incuba	
  la	
  membrana	
  amb	
  l’anticòs	
  penta-­‐His,	
  que	
  reconeix	
  la	
  cua	
  d’histidines	
  present	
  

en	
  la	
  proteïna	
  recombinant,	
  durant	
  1	
  h	
  a	
  Ta	
  amb.	
  S’ha	
  realitzat	
  una	
  dilució	
  de	
  l’anticòs	
  1/1000	
  en	
  

BSA	
  al	
  3%	
  en	
  TBS.	
  Es	
  realitzen	
  dos	
  rentats	
  de	
  10	
  min	
  amb	
  TBS-­‐T	
  i	
  un	
  rentat	
  de	
  10	
  min	
  amb	
  TBS	
  i	
  

s’incuba	
  la	
  membrana	
  amb	
  l’anticòs	
  secundari,	
  que	
  en	
  aquest	
  cas	
  és	
  un	
  anticòs	
  anti-­‐mouse	
  IgG-­‐

peroxidase	
  del	
  qual	
  es	
  fa	
  una	
  dilució	
  1/10.000	
  i	
  es	
  deixa	
  incubar	
  a	
  Ta	
  amb	
  durant	
  1	
  h.	
  En	
  darrer	
  

lloc,	
   es	
   fan	
   tres	
   rentats	
   de	
   10	
  min	
   amb	
   TBS-­‐T,	
   per	
   així	
   poder	
   eliminar	
   l’excés	
   d’anticòs	
   de	
   la	
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membrana.	
   El	
   revelat	
   de	
   la	
   membrana	
   s’ha	
   portat	
   a	
   terme	
   amb	
   el	
   producte	
   ECL	
   (Enhanced	
  

Chemiluminescence,	
  GE	
  Healthcare	
  Life	
  Sciences™	
  Amersham™).	
  La	
  detecció	
  de	
   la	
  proteïna	
  es	
  

basa	
   en	
   una	
   reacció	
   quimioluminiscent,	
   ja	
   què	
   l’anticòs	
   secundari	
   té	
   unit	
   una	
   peroxidasa	
  

(Horseradish	
   Peroxidase)	
   i	
   a	
   l’afegir	
   un	
   substrat	
   quimioluminiscent,	
   en	
   aquest	
   cas,	
   el	
   luminol	
  

combinat	
  amb	
  un	
  fort	
  agent	
  oxidant,	
  com	
  el	
  peròxid	
  d’hidrogen,	
  emet	
  un	
  senyal	
  a	
  una	
  longitud	
  

d’ona	
  de	
  450	
  nm.	
  Les	
  emissions	
  de	
  llum	
  són	
  capturades	
  per	
  autoradiografia.	
  

	
  

3.2.10.2	
  Purificació	
  de	
  la	
  proteïna	
  recombinant.	
  

La	
  purificació	
  en	
  estat	
  natiu	
  de	
  la	
  proteïna	
  recombinant	
  WT	
  i	
  R169T	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  amb	
  el	
  

sistema	
  Qiaexpress	
   Ni-­‐NTA	
   Fast	
   Start	
   (Qiagen),	
   seguint	
   les	
   instruccions	
   del	
   fabricant.	
   Aquest	
  

sistema	
   es	
   basa	
   en	
   què	
   la	
   proteïna	
   recombinant	
   conté	
   una	
   cua	
   de	
   sis	
   residus	
   d’histidina	
  

consecutius	
   que	
   s’uneix	
   de	
   manera	
   selectiva	
   i	
   amb	
   una	
   alta	
   afinitat	
   a	
   una	
   columna	
   de	
  

cromatografia	
   que	
   conté	
   la	
   resina	
   Ni-­‐NTA	
   (àcid	
   níquel-­‐nitrilotriacetic).	
   Es	
   fan	
   dos	
   rentats	
   per	
  

eliminar	
   les	
   unions	
   inespecífiques	
   de	
   proteïnes	
   i	
   dues	
   elucions	
   de	
   la	
   proteïna	
   (Figura	
   16).	
   A	
  

continuació,	
  es	
  carreguen	
  5	
  µL	
  de	
  la	
  primera	
  fracció	
  del	
  lisat	
  de	
  les	
  cèl·∙lules,	
  5	
  µL	
  de	
  cadascun	
  

dels	
  rentats	
  i	
  5	
  µL	
  de	
  cada	
  elució	
  amb	
  5	
  µL	
  de	
  Laemmli	
  buffer	
  2x	
  en	
  un	
  gel	
  de	
  poliacrilamida.	
  Es	
  

transfereixen	
  les	
  proteïnes	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  PVDF	
  i	
  es	
  tenyeix	
  amb	
  Naphtol	
  blue.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

AmpCèl'lules+BL210Codon+
Plus0RIL+

pQE$80L(KIF1A(
WT/R169T

Lisi+cel'lular

Proteïnes+en+estat+
natiu

Unió+a+la+columna

Rentats

Elució

Proteïna+amb+la+cua+
d’histidines+
purificada

Figura	
   16|	
   Esquema	
   del	
   procés	
   de	
   purificació	
   de	
   les	
   proteïnes	
  
recombinants.	
  Imatge	
  modificada	
  de	
  QIAexpress	
  Ni-­‐NTA	
  Fast	
  Start	
  
Handbook.	
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Un	
  cop	
  purificada	
  la	
  proteïna	
  corresponent	
  al	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT/R169T,	
  s’ha	
  realitzat	
  

una	
  diàlisi	
  amb	
  l’objectiu	
  d’eliminar	
  la	
  solució	
  d’elució	
  (50	
  mM	
  Na-­‐fosfat,	
  300	
  mM	
  NaCl	
  i	
  250	
  mM	
  

imidazole	
  pH	
  8),	
  que	
  conté	
  altes	
  concentracions	
  d’imidazole	
  que	
  pot	
  donar	
  lloc	
  a	
  la	
  precipitació	
  

de	
  la	
  proteïna	
  i	
  a	
  interferències	
  en	
  la	
  seva	
  activitat	
  biològica.	
  La	
  solució	
  de	
  diàlisi	
  consisteix	
  en	
  un	
  

volum	
  final	
  de	
  3	
  L	
  de:	
  20	
  mM	
  Tris-­‐HCl,	
  300	
  mM	
  NaCl,	
  10	
  mM	
  β-­‐mercaptoetanol,	
  10%	
  de	
  glicerol	
  

i	
  150	
  µM	
  d’ATP,	
  pH	
  7,4.	
  El	
  volum	
  de	
  les	
  dues	
  fraccions	
  d’elució	
  de	
  cadascun	
  dels	
  dominis	
  motors	
  

WT	
  i	
  R169T	
  de	
  KIF1A,	
  s’inocula	
  en	
  cassetes	
  de	
  diàlisi	
  i	
  s’introdueixen	
  en	
  la	
  solució	
  de	
  diàlisi	
  a	
  4	
  °C.	
  

Es	
  deixa	
  en	
  agitació	
  tota	
  la	
  nit	
  a	
  4	
  °C.	
  Al	
  dia	
  següent,	
  s’extreuen	
  els	
  cassetes	
  de	
  diàlisi	
  i	
  el	
  volum	
  

es	
   passa	
   a	
   un	
   eppendorf.	
   Es	
   realitza	
   una	
   centrifuga	
   a	
  màxima	
   velocitat	
   durant	
   5	
  min	
   a	
   4	
   °C,	
  

d’aquesta	
  manera	
  s’elimina	
  la	
  proteïna	
  que	
  pot	
  haver	
  precipitat	
  en	
  el	
  procés	
  de	
  diàlisi.	
  En	
  darrer	
  

lloc,	
   per	
   conservar	
   la	
   proteïna	
   recombinant	
   s’han	
   realitzat	
   alíquotes	
   de	
   20	
   µL,	
   que	
   han	
   estat	
  

congelades	
  de	
  manera	
  ràpida	
  en	
  nitrogen	
  líquid	
  (snap	
  freeze)	
  i	
  emmagatzemades	
  a	
  -­‐80	
  °C.	
  	
  

	
  

3.2.11	
  Assaig	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  WT	
  i	
  R169T	
  de	
  KIF1A	
  

L’assaig	
   de	
   l’activitat	
   ATPasa	
   s’ha	
   realitzat	
   amb	
   el	
   kit	
   comercial	
   Kinesin	
   End	
   Point	
   Assay	
  	
  

(Cytoskeleton)	
   seguint	
   les	
   instruccions	
   del	
   fabricant.	
   Un	
   dels	
   millors	
   mètodes	
   per	
   avaluar	
   o	
  

monitoritzar	
   la	
   funció	
  motora	
  de	
   les	
  quinesines	
  és	
   l’avaluació	
  de	
   l’activitat	
  ATPasa.	
  En	
   l’assaig	
  

portat	
   a	
   terme	
   es	
   valora	
   la	
   quantitat	
   de	
   fosfat	
   inorgànic	
   (Pi)	
   generat	
   pel	
   domini	
  motor	
   de	
   la	
  

quinesina	
  activada	
  per	
  la	
  presència	
  de	
  microtúbuls.	
  	
  

Abans	
  de	
  realitzar	
  l’assaig	
  s’ha	
  quantificat	
  la	
  concentració	
  de	
  la	
  proteïna	
  amb	
  el	
  mètode	
  Bradford	
  

fent	
  servir	
  el	
  kit	
  Bio-­‐Rad	
  Protein	
  Assay	
  (Biorad).	
  A	
  continuació,	
  es	
  realitza	
  una	
  dilució	
  a	
  0,5	
  µg/µL	
  

del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT/R169T	
  i	
  d’aquesta	
  dilució	
  s’ha	
  fet	
  una	
  altra	
  1/16.	
  A	
  partir	
  d’aquesta	
  

última	
  dilució,	
  per	
  realitzar	
  l’assaig	
  s’ha	
  agafat	
  0,25	
  µL,	
  0,5	
  µL,	
  1	
  µL,	
  2	
  µL,	
  4	
  µL	
  i	
  8	
  µL	
  (Figura	
  17).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
Figura	
  17|	
  Disseny	
  de	
  la	
  placa	
  de	
  96	
  pous	
  on	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  l’assaig	
  ATPasa.	
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D’aquesta	
  manera	
  s’obté	
  un	
  rang	
  de	
  0,078	
  µg	
  a	
  0,24	
  µg	
  de	
  proteïna	
  que	
  va	
  incrementant	
  en	
  un	
  

factor	
   2x	
   i	
   ens	
   permet	
   observar	
   com	
   canvia	
   l’activitat	
   ATPasa	
   a	
   mesura	
   que	
   augmenta	
   la	
  

concentració	
  de	
  proteïna.	
  

En	
  l’assaig	
  també	
  s’ha	
  fet	
  servir	
  com	
  a	
  control	
  el	
  domini	
  motor	
  de	
  la	
  quinesina	
  KHC	
  (Kinesin	
  Heavy	
  

Chain).	
  S’han	
  afegit	
  2,5	
  µL	
  de	
  la	
  quinesina	
  control	
  KHC	
  a	
  una	
  concentració	
  de	
  0,08	
  µg/µL	
  en	
  els	
  

pous	
  corresponents.	
  En	
  les	
  reaccions	
  sense	
  microtúbuls	
  s’afegeix	
  kinesin	
  reaction	
  buffer	
  fins	
  a	
  un	
  

volum	
  final	
  de	
  30	
  µL.	
  En	
  canvi,	
  en	
  les	
  reaccions	
  amb	
  microtúbuls	
  s’afegeix	
  kinesin	
  reaction	
  buffer	
  

fins	
  a	
  un	
  volum	
  final	
  de	
  20	
  µL	
  i	
  10	
  µL	
  de	
  microtúbuls	
  polimeritzats	
  i	
  estabilitzats	
  amb	
  taxol	
  a	
  una	
  

concentració	
  de	
  0,2	
  µg/µL.	
  

Per	
   iniciar	
   la	
   reacció	
   s’afegeix	
   10	
   µL	
   d’ATP	
   a	
   cada	
   pou	
   i	
   s’incuba	
   la	
   reacció	
   5	
  min	
   a	
   Ta	
   amb.	
  

Prèviament,	
  l’ATP	
  s’ha	
  preparat	
  diluint	
  una	
  alíquota	
  de	
  20	
  	
  µL	
  d’ATP	
  100	
  mM	
  en	
  PIPES	
  buffer	
  pH	
  

7	
  en	
  1	
  mL	
  d’aigua	
  freda.	
  Tot	
  seguit,	
  s’afegeixen	
  70	
  µL	
  de	
  la	
  solució	
  CytoPhos	
  i	
  s’incuba	
  durant	
  10	
  

min	
  a	
  Ta	
  amb.	
  A	
   l’incorporar	
  en	
   l’assaig	
   la	
   solució	
  Cytophos	
  el	
  que	
  es	
  produeix	
  és	
  una	
   reacció	
  

colorimètrica	
   que	
   permet	
   quantificar	
   el	
   Pi	
   alliberat.	
   Un	
   cop	
   han	
   transcorregut	
   els	
   10	
   min	
  

d’incubació,	
  es	
  llegeix	
  la	
  placa	
  en	
  un	
  espectrofotòmetre	
  a	
  una	
  longitud	
  d’ona	
  de	
  650	
  nm.	
  	
  

Per	
   establir	
   la	
   correspondència	
   dels	
   valors	
   d’absorbància	
   amb	
   la	
   quantitat	
   de	
   Pi	
   alliberat	
   es	
  

realitza	
  una	
  corba	
  estàndard	
  de	
  fosfat.	
  La	
  corba	
  té	
  un	
  rang	
  de	
  concentració	
  de	
  Pi	
  que	
  va	
  de	
  0,1	
  

nmols	
  a	
  1,5	
  nmols.	
  Es	
  llegeixen	
  els	
  valors	
  d’absorbància	
  a	
  650	
  nm.	
  	
  A	
  partir	
  de	
  la	
  corba	
  estàndard	
  

es	
  calcula	
  l’equació	
  de	
  regressió	
  lineal	
  (𝑦 = 0,1591𝑥 + 0,0142)	
  que	
  servirà	
  per	
  extrapolar	
  els	
  valors	
  

d’absorbància	
  obtinguts	
  en	
  l’assaig	
  ATPasa.	
  	
  

Per	
  analitzar	
  si	
  hi	
  ha	
  diferències	
  significatives	
  entre	
  l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  WT	
  i	
  R169T	
  

s’ha	
  utilitzat	
  el	
  test	
  estadístic	
  T-­‐Student	
  (IC,	
  95%).	
  	
  

	
  

3.2.12	
  Anàlisi	
  de	
  xarxes	
  d’interacció	
  

Per	
  a	
   l’anàlisi	
  de	
   les	
   interaccions	
  a	
  nivell	
  de	
  proteïna	
   i	
  de	
  vies	
  moleculars	
  s’han	
  seleccionat	
   les	
  

eines	
  STRING,	
  GeneMANIA	
  i	
  Reactome.	
  	
  

STRING	
   (Search	
   tool	
   for	
   Retrieval	
   of	
   Interacing	
  Genes/Proteins)	
   (https://string-­‐db.org/)	
   és	
   una	
  

base	
  de	
  dades	
  que	
  obté	
  la	
  informació	
  de	
  les	
  interaccions	
  proteïna-­‐proteïna	
  integrant	
  altres	
  bases	
  

de	
  dades	
  experimentals,	
  de	
  prediccions,	
  d’informació	
  sobre	
  vies	
  moleculars,	
  text	
  mining	
  i	
  inter-­‐

organismes.	
  Les	
  evidències	
  d’associació	
  es	
  troben	
  categoritzades	
  en	
  set	
  canals	
  que	
  l’usuari	
  pot	
  

activar	
   o	
   inactivar:	
   i)	
   tres	
   canals	
   es	
   basen	
   en	
   la	
   informació	
   del	
   context	
   genòmic	
   (gene	
  

neighbourhood,	
   gene	
   fusions	
   i	
   gene	
   coocurrence),	
   ii)	
   co-­‐expressió,	
   iii)	
   text	
   mining,	
   iv)	
   dades	
  

experimentals	
  bioquímiques/genètiques	
  i	
  v)	
  dades	
  sobre	
  vies	
  moleculars	
  i	
  complexes	
  proteics.	
  El	
  

score	
  de	
  confiança	
  va	
  de	
  0	
  a	
  1,	
  com	
  més	
  alt	
  és	
  més	
  probable	
  que	
  l’associació	
  entre	
  dues	
  proteïnes	
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sigui	
  certa,	
  l’usuari	
  pot	
  escollir	
  el	
  score	
  de	
  confiança	
  (230).	
  En	
  el	
  nostre	
  cas,	
  s’ha	
  fet	
  servir	
  un	
  score	
  

de	
  confiança	
  de	
  0,7	
  i	
  s’ha	
  provat	
  a	
  inactivar	
  i	
  activar	
  el	
  canal	
  text	
  mining,	
  que	
  consisteix	
  en	
  anàlisi	
  

estadístic	
  d’un	
  gran	
  nombre	
  de	
  texts	
  científics	
  on	
  es	
  citen	
  a	
  la	
  vegada	
  dues	
  proteïnes,	
  incloent	
  

tots	
  els	
  resums	
  de	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  de	
  Pubmed	
  i	
  OMIM.	
  D’altra	
  banda,	
  STRING	
  també	
  realitza	
  un	
  

anàlisi	
  de	
  les	
  funcions	
  biològiques	
  que	
  es	
  troben	
  enriquides	
  en	
  la	
  xarxa,	
  fent	
  servir	
  el	
  sistema	
  de	
  

classificació	
  GO	
  (Gene	
  Ontology)	
   i	
  aplica	
  el	
  test	
  exacte	
  de	
  Fisher	
  seguit	
  de	
  la	
  correcció	
  de	
  tests	
  

múltiples	
  (231).	
  	
  

Un	
  altre	
  eina	
  que	
  s’ha	
  utilitzat	
  per	
  a	
  l’anàlisi	
  d’interaccions	
  és	
  GeneMania	
  (http://genemania.org),	
  

que	
  porta	
  a	
  terme	
  la	
  construcció	
  d’una	
  xarxa	
  a	
  partir	
  d’una	
  llista	
  de	
  gens.	
  Per	
  a	
  la	
  construcció	
  de	
  

la	
  xarxa	
  es	
  fan	
  servir	
  diferents	
  bases	
  de	
  dades:	
  1)	
  interacció	
  física	
  i	
  genètica	
  utilitzant	
  BIOGRID,	
  2)	
  

la	
   predicció	
   de	
   la	
   interacció	
   entre	
   proteïnes	
   es	
   basa	
   en	
   l’anàlisi	
   d’ortòlegs	
   de	
   I2D,	
   3)	
   dades	
  

d’interaccions	
   a	
   nivell	
  molecular	
   i	
   en	
   vies	
   de	
   senyalització	
   utilitzant	
   BIOGRID,	
  Human	
   Protein	
  

Reference	
  Database,	
  HumanCyc,	
  IntAct,	
  MINT	
  i	
  Reactome,	
  entre	
  d’altres.	
  	
  A	
  diferència	
  de	
  STRING,	
  

permet	
  personalitzar	
  els	
  resultats,	
  ja	
  què	
  s’escullen	
  quines	
  bases	
  de	
  dades	
  s’utilitzen	
  per	
  realitzar	
  

l’anàlisi	
   (232).	
   GeneMANIA	
   fa	
   servir	
   un	
   algoritme	
   que	
   integra	
   diferents	
   xarxes	
   d’interacció.	
  

L’algoritme	
   consisteix	
   en	
   dues	
   parts:	
   i)	
   un	
   model	
   de	
   regressió	
   lineal	
   que	
   calcula	
   l’associació	
  

funcional	
  de	
   la	
  xarxa	
  obtenint	
   la	
   informació	
  de	
  múltiples	
  bases	
  de	
  dades	
   i	
   ii)	
  un	
  algoritme	
  per	
  

predir	
  la	
  funció	
  d’un	
  gen,	
  tenint	
  en	
  compte	
  l’associació	
  funcional	
  d’aquest	
  en	
  la	
  xarxa	
  (233).	
  	
  

	
  

A	
  banda	
  de	
  l’anàlisi	
  d’interacció,	
  s’han	
  avaluat	
  les	
  vies	
  moleculars	
  enriquides	
  utilitzant	
  la	
  base	
  de	
  

dades	
   Reactome	
   (https://reactome.org),	
   que	
   és	
   una	
   base	
   de	
   dades	
   sobre	
   vies	
   moleculars	
   i	
  

reaccions	
  biològiques	
  humanes.	
  Les	
  reaccions	
  es	
  consideren	
  com	
  passos	
  de	
  la	
  via	
  molecular	
  que	
  

canvien	
   l’estat	
  biològic	
  d’una	
  molècula.	
  Reactome	
  conté	
  dades	
  experimentals	
   i	
   fa	
   servir	
  altres	
  

bases	
  de	
  dades	
  com	
  NCBI,	
  Ensembl,	
  Uniprot,	
  KEEG,	
  CHEBI,	
  Pubmed	
  i	
  GO,	
  entre	
  d’altres.	
  Reactome	
  

associa	
  proteïnes	
  amb	
  les	
  seves	
  funcions	
  i	
  les	
  uneix	
  en	
  una	
  xarxa.	
  Les	
  vies	
  moleculars	
  es	
  troben	
  

organitzades	
  de	
  manera	
   jeràrquica,	
  agrupant	
   les	
  vies	
  moleculars	
   relacionades	
  en	
  dominis	
  més	
  

generals	
  de	
  funcions	
  biològiques,	
  fent	
  servir	
  la	
  jerarquia	
  de	
  processos	
  biològics	
  de	
  GO.	
  La	
  base	
  de	
  

dades	
  de	
  Reactome	
  té	
  una	
  eina	
  que	
  realitza	
  un	
  càlcul	
  de	
  sobrerepresentació,	
  donada	
  una	
  llista	
  

de	
   proteïnes	
   calcula	
   si	
   aquest	
   llistat	
   conté	
   més	
   proteïnes	
   anotades	
   a	
   cada	
   via	
   molecular	
   de	
  

Reactome	
  del	
  que	
  seria	
  esperat	
  per	
  atzar:	
  i)	
  donat	
  el	
  número	
  de	
  proteïnes	
  introduït,	
  ii)	
  el	
  nombre	
  

de	
  proteïnes	
  anotades	
  en	
  la	
  via	
  molecular	
  i	
  iii)	
  el	
  total	
  de	
  proteïnes	
  anotades	
  en	
  tota	
  la	
  base	
  de	
  

dades	
  de	
  Reactome.	
  Com	
  a	
  resultat,	
  s’obté	
  un	
  p-­‐valor	
  que	
  es	
  troba	
  corregit	
  amb	
  el	
  procediment	
  

Benjamini-­‐Hockberg,	
  donant	
  lloc	
  al	
  False	
  Discovey	
  Rate	
  (FDR)	
  (234,235)	
  .	
  

En	
  tots	
  tres	
  enfocs,	
  s’ha	
  introduït	
  un	
  llistat	
  de	
  gens	
  format	
  pel	
  gens	
  responsables	
  i	
  candidats	
  al	
  

fenotip	
  SA-­‐like	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  (KIF1A,	
  SYNGAP1,	
  TBL1XR1,	
  SLC6A1,	
  ASXL3,	
  SATB2,	
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KCNQ3,	
  SMARCE1,	
  SPTAN1,	
  LAS1L,	
  VAMP2,	
  CHMP7	
  i	
  HSF2),	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  

la	
  SA	
   (ADSL,	
  ATRX	
   ,	
  CDKL5,	
  EHMT1,	
  FOXG1	
  KANSL1,	
  MBD5,	
  MECP2,	
  SHANK3,	
  SLC9A6,	
  STXBP1,	
  

TCF4,	
  ZEB2,	
  MEF2C,	
  MAPK8IP2,	
  PLXNB2	
  i	
  HERC2)	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  

	
  

3.2.13	
  Re-­‐avaluació	
  clínica	
  dels	
  pacients	
  

La	
  re-­‐avaluació	
  clínica	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  en	
  11	
  dels	
  12	
  pacients	
  amb	
  diagnòstic	
  molecular,	
  amb	
  

el	
   fi	
   d’identificar	
   si	
   complien	
   les	
   característiques	
   clíniques	
   associades	
   al	
   gen	
   identificat	
   i	
   si	
   les	
  

característiques	
   clíniques	
   no	
   associades	
   a	
   la	
   SA	
   identificades	
   en	
   alguns	
   dels	
   pacients,	
   estan	
  

associades	
  al	
  gen	
  identificat.	
  La	
  re-­‐avaluació	
  clínica	
  dels	
  pacients	
  s’ha	
  realitzat	
  per	
   la	
  genetista	
  

clínica,	
  la	
  neuropediatra	
  i	
  la	
  psicòloga	
  clínica	
  de	
  la	
  CSPT.	
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Els	
   resultats	
   d’aquesta	
   tesi	
   s’han	
   estructurat	
   en	
   set	
   capítols,	
   el	
   capítol	
   1	
   correspon	
   als	
   dos	
  

manuscrits	
  derivats	
  d’aquest	
  treball	
  i	
  que	
  responen	
  a	
  l’objectiu	
  general.	
  Els	
  capítols	
  	
  2,	
  3,	
  4,	
  5,	
  6	
  i	
  

7	
  responen	
  als	
  altres	
  objectius	
  específics	
  plantejats.	
  

	
  

El	
  capítol	
  1	
  correspon	
  als	
  resultats	
  obtinguts	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  complet.	
  Estan	
  escrits	
  

en	
  forma	
  de	
  manuscrits,	
  el	
  primer	
  està	
  pendent	
  de	
  sotmetre	
  i	
  el	
  segon	
  està	
  publicat	
  a	
  la	
  revista	
  

Molecular	
  Genetics	
  and	
  Genomic	
  Medicine.	
  

•   New	
  genes	
  involved	
  in	
  Angelman	
  syndrome-­‐like:	
  expanding	
  the	
  genetic	
  spectrum.	
  	
  

-­‐Annex	
  I.	
  	
  

•   Identification	
   of	
   a	
   de	
   novo	
   splicing	
   variant	
   in	
   the	
   Coffin-­‐Siris	
   gene,	
   SMARCE1,	
   in	
   a	
  

patient	
  with	
  Angelman-­‐like	
  syndrome.	
  	
  

El	
   capítol	
   2	
   inclou	
   l’anàlisi	
   de	
   l’exoma	
   segons	
   els	
   models	
   d’herència	
   lligat	
   al	
   cromosoma	
   X	
   i	
  

autosòmic	
   recessiu	
   en	
   els	
   pacients	
   en	
   els	
   quals	
   no	
   s’han	
   identificat	
   variants	
   responsables	
   del	
  

fenotip	
  SA-­‐like	
  de	
  novo.	
  	
  

El	
  capítol	
  3	
  conté	
  els	
  resultats	
  de	
   l’avaluació	
  de	
   la	
  càrrega	
  genètica	
  de	
  variants	
  de	
  novo	
  en	
  els	
  

pacients	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort.	
  	
  

El	
  capítol	
  4	
  recull	
  els	
  resultats	
  obtinguts	
  dels	
  anàlisis	
  complementaris	
   (canvis	
  en	
  el	
  número	
  de	
  

còpia	
  i	
  variants	
  en	
  mosaic)	
  realitzats	
  als	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  molecular,	
  després	
  de	
  l’anàlisi	
  

dels	
  models	
  d’herència	
  clàssics.	
  

El	
   capítol	
   5	
   correspon	
   a	
   l’estudi	
   de	
   l’activació	
   del	
  mecanisme	
   de	
   control	
   post-­‐transcripcional	
  

Nonsense-­‐Mediated	
  mRNA	
  Decay	
  (NMD)	
  per	
  variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift.	
  	
  

El	
  capítol	
  6	
  recull	
  els	
  resultats	
  obtinguts	
  dels	
  estudis	
  funcionals	
  in	
  vitro	
  per	
  avaluar	
  l’impacte	
  de	
  

la	
  variant	
  R169T	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  quinesina	
  KIF1A.	
  

El	
   capítol	
   7	
   consisteix	
   en	
   la	
   construcció	
   de	
   xarxes	
   d’interacció,	
   l’anàlisi	
   de	
   les	
   funcions	
   i	
   vies	
  

moleculars	
  enriquides	
  dels	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  

els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
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Manuscrit	
  I 

 

New	
  genes	
  involved	
  in	
  Angelman	
  syndrome-­‐like:	
  expanding	
  the	
  genetic	
  spectrum.	
  

	
  

Cinthia	
  Aguilera,	
  Elisabeth	
  Gabau,	
  Ariadna	
  Ramirez,	
  Carme	
  Brun,	
  Jana	
  Dominguez,	
  Veronica	
  

Delgadillo,	
  Steve	
  Laurie,	
  Sophia	
  Derdak,	
  Núria	
  Capdevila,	
  Nino	
  Spataro,	
  Neus	
  Baena,	
  Miriam	
  

Guitart,	
  Anna	
  Ruiz.	
  

Pendent	
  de	
  sotmetre	
  a	
  una	
  revista.	
  

	
  

Aquest	
  manuscrit	
  recull	
  els	
  resultats	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  (WES)	
  en	
  16	
  dels	
  pacients	
  de	
  

la	
  nostra	
  cohort	
  que	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  SA,	
  però	
  que	
  no	
  tenien	
  diagnòstic	
  molecular	
  (pacients	
  

SA-­‐like).	
  L’aplicació	
  de	
  WES	
  ha	
  permès	
  la	
  identificació	
  de	
  12	
  variants	
  patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
  (11	
  de	
  novo	
  i	
  una	
  variant	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X)	
  en	
  11	
  gens	
  prèviament	
  relacionats	
  

amb	
  trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament	
  (KIF1A,	
  VAMP2,	
  SYNGAP1,	
  TBL1XR1,	
  SATB2,	
  KCNQ3,	
  

SMARCE1,	
  SPTAN1,	
  ASXL3,	
  LAS1L	
  i	
  SLC6A1)	
  i	
  una	
  variant	
  deletèria	
  en	
  un	
  nou	
  gen	
  candidat	
  (HSF2).	
  

Aquests	
  resultats	
  indiquen	
  que	
  del	
  10-­‐15%	
  dels	
  pacients	
  amb	
  un	
  diagnòstic	
  clínic	
  de	
  SA	
  però	
  amb	
  

causa	
  molecular	
   desconeguda,	
   el	
   70,5%	
  presenten	
   variants	
   en	
   altres	
   gens	
   diferents	
   d’UBE3A,	
  

posant	
  de	
  manifest	
  l’existència	
  d’una	
  gran	
  heterogeneïtat	
  genètica.	
  A	
  més,	
  s’ha	
  demostrat	
  que	
  la	
  

seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  en	
  trios	
  és	
  una	
  bona	
  eina	
  diagnòstica	
  i	
   la	
  seva	
  aplicació	
  hauria	
  de	
  ser	
  

considerada	
  en	
  pacients	
  amb	
  un	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  Finalment,	
  es	
  proposa	
  que	
  els	
  gens	
  identificats	
  

siguin	
  inclosos	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA.	
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Annex	
  I.	
  Manuscrit	
  I 

El	
   trio	
  17	
   (pacient	
  17,	
  mare	
   i	
  germana)	
  s’ha	
  exclòs	
  del	
  manuscrit	
  perquè	
  no	
  es	
  disposa	
  de	
   les	
  

dades	
   genòmiques	
   del	
   pare	
   (èxitus)	
   i	
   no	
   és	
   possible	
   demostrar	
   que	
   les	
   variants	
   candidates	
  

identificades	
  siguin	
  de	
  novo.	
  

	
  

L’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  de	
  novo	
  en	
  el	
  trio	
  17	
  s’ha	
  realitzat	
  filtrant	
  per	
  totes	
  aquelles	
  variants	
  

presents	
  en	
  el	
  pacients	
  però	
  absents	
   tant	
  en	
   la	
  mare	
  com	
  en	
   la	
  germana	
   (genotip	
  0/0).	
  S’han	
  

obtingut	
  un	
  total	
  de	
  1054	
  variants	
  de	
  novo,	
  que	
  han	
  estat	
  filtrades	
  per:	
  i)	
  variants	
  amb	
  un	
  efecte	
  

potencial	
   sobre	
   la	
   proteïna	
   (nonsense,	
   frameshift,	
   splicing	
   i	
   missense)	
   i	
   ii)	
   una	
   freqüència	
  

poblacional	
   en	
   les	
   bases	
   de	
   dades	
   d’ExAC	
   i	
   gnomAD	
   inferior	
   a	
   1/10.000.	
   Com	
   a	
   resultat	
   del	
  

filtratge,	
   s’han	
  obtingut	
  37	
  variants	
   (Taula	
  10).	
  D’aquestes	
  variants,	
   s’ha	
   seleccionat	
   la	
  variant	
  

c.1165C>T,	
  p.Gln389*	
  en	
  el	
  gen	
  CHMP7	
  com	
  a	
  candidata	
  perquè	
  és	
  una	
  variant	
  nonsense	
  que	
  

trunca	
   la	
  proteïna	
   i	
  no	
  es	
  troba	
  en	
   les	
  bases	
  de	
  dades	
  de	
  població	
  control	
  ExAC	
   i	
  gnomAD.	
  Es	
  

tracta	
   d’un	
   gen	
   que	
   és	
   intolerant	
   als	
   canvis	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció	
   (pLI	
   0.86)	
   i	
   s’expressa	
  

principalment	
  en	
  el	
  còrtex	
  cerebral,	
  sistema	
  digestiu,	
  teixits	
  endocrins,	
  pulmó	
  i	
  múscul	
  (236,237).	
  

Malgrat	
   que	
   el	
   gen	
   CHMP7	
   no	
   ha	
   estat	
   associat	
   prèviament	
   amb	
   trastorns	
   del	
  

neurodesenvolupament	
  (TND),	
  aquest	
  gen	
  és	
  un	
  bon	
  candidat	
  a	
  ser	
  responsable	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐

like	
  perquè	
  pertany	
  a	
  la	
  família	
  de	
  complexes	
  ESCRT	
  (Endosomal	
  Sorting	
  Complexes	
  Required	
  for	
  

Transport),	
  els	
  quals	
  estan	
  implicats	
  en	
  neurodegeneració	
  i	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  Seria	
  

necessari	
  portar	
  a	
   terme	
  estudis	
   funcionals	
  que	
  demostrin	
  els	
  efectes	
  de	
   la	
  variant	
  p.Gln389*	
  

sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna	
  i	
  la	
  seva	
  implicació	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  	
  

Posició	
  

cromosòmica	
  

Tipus	
  de	
  

variant	
  
Gen	
   Isoforma	
   Canvi	
  nucleòtid	
   Canvi	
  d’aminoàcid	
   	
  	
  	
  ExAC/gnomAD	
  

1:43637165	
   Missense	
   EBNA1BP2	
   NM_001159936.1	
   c.473A>C	
   p.Glu158Pro	
   0,0000335/	
  

0,00008642	
  

1:	
  114682293	
   Missense	
   SYT6	
   NM_001270805.1	
   c.201C>G	
   p.His67Gln	
   -­‐	
  /	
   
0,000004069	
  

1:	
  149290670	
   Missense	
   FAM231D	
   NM_001348147.1	
   c.142G>C	
   p.Gly48Arg	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

1:	
  152277924	
   Missense	
   FLG	
   NM_002016.2	
   c.9438G>C	
   p.Gln3146His	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

1:155263070	
   Missense	
   PKLR	
   NM_000298.6	
   c.1334C>T	
  	
   p.Ala445Val	
  
0,00002472/	
  

0,00003655	
  

1:161201242	
   Missense	
   NR1I3	
   NM_001077482.2	
   c.571A>T	
  	
   p.Ile191Phe	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

2:9002794	
   Missense	
   MBOAT2	
   NM_138799.4	
   c.1111A>G	
   p.Ile371Val	
  
0,000008244	
  /	
  

0,00004468	
  

2:43458445	
   Missense	
   THADA	
   NM_001083953.1	
   c.5504A>C	
  	
   p.Asn1835Thr	
  
0,00001272	
  /	
  

0,00000491	
  

3:38748862	
   Missense	
   SCN10A	
   NM_006514.3	
   c.4294G>A	
  	
   p.Asp1432Asn	
  
0,00002473/	
  

0,00003251	
  

Taula	
  10|	
  Variants	
  obtingudes	
  del	
  filtratge	
  segons	
  un	
  model	
  d’herència	
  dominant	
  de	
  novo	
  en	
  el	
  pacient	
  17.	
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  Taula	
  10|	
  Continuació.	
  

3:52326388	
   Missense	
   GLYCTK	
   NM_145262.4	
   c.818G>A	
  	
   p.Arg273His	
   0,000008267	
  /	
  

0,0000122	
  

3:52366244	
   Missense	
   DNAH1	
   NM_015512.5	
   c.1120C>T	
  	
   p.Arg374Cys	
   0,00002921/	
  

0,0000326	
  

3:123301174	
   Nonsense	
   HACD2	
   NM_001329783.2	
   c.158G>A	
  	
   p.Trp53*	
   -­‐	
  /	
  0,000004692	
  

3:132244526	
   Missense	
   DNAJC13	
   NM_001329126.2	
   c.6148G>A	
   p.Val2050Ile	
   0,00004119/	
  

0,00002031	
  

6:110112598	
   Missense	
   FIG4	
   NM_014845.6	
   c.2200G>A	
  	
   p.Glu734Lys	
   0,00007509	
  /	
  

0,00005718	
  

8:23117701	
   Nonsense	
   CHMP7	
   NM_152272.5	
   c.1165C>T	
  	
   p.Gln389*	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

9:129642414	
   Missense	
   ZBTB34	
   NM_001099270	
   c.724G>A	
  	
   p.Asp242Asn	
   0,00001664	
  /	
  

0,00000817	
  

10:101816831	
   Frameshift	
   CPN1	
   NM_001308.3	
   c.949delG	
  	
   p.Glu317Lysfs*15	
   -­‐	
  /0,000008123	
  

10:106075653	
   Missense	
   ITPRIP	
   NM_033397.3	
   c.157T>A	
   p.Leu53Met	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

11:8669593	
   Missense	
   TRIM66	
   NM_014818.2	
   c.331C>T	
  	
   p.Leu111Phe	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

12:69652785	
   Missense	
   CPSF6	
   NM_001300947.2	
   c.1221G>A	
  	
   p.Met407Ile	
   0,00001656	
  /	
  

0,000008188	
  

12:77421879	
   Missense	
   E2F7	
   NM_203394.3	
   c.1924A>G	
   p.Met642Val	
   0,00001649	
  /	
  

0,00001218	
  

12:108145600	
   Missense	
   PRDM4	
   NM_012406.4	
   c.718G>C	
   p.Val240Leu	
  	
   0,00001648	
  /	
  

0,00001218	
  

12:120613012	
   Missense	
   GCN1	
   NM_006836.2	
  	
   c.1046C>T	
   p.Ser349Leu	
   0,00003313	
  /	
  

0,00002438	
  	
  

14:73137989	
   Missense	
   DPF3	
   NM_001280544.1	
   c.1094C>T	
   p.Thr365Met	
   0,00003319	
  /	
  

0,00005315	
  

15:45397846	
   Missense	
   DUOX2	
   NM_014080.4	
   c.2329G>A	
  	
   p.Ala777Thr	
   -­‐/	
  0,000004065	
  

15:90167586	
   Missense	
   TICRR	
   NM_001308025.1	
   c.4042G>A	
  	
   p.Val1348Ile	
   0,00008244	
  /	
  

0,00008127	
  

15:91030800	
   Missense	
  	
   IQGAP1	
   NM_003870.4	
   c.4234G>A	
  	
   p.Ala1412Thr	
   0,0000083	
  /	
  

0,00002032	
  

16:1657233	
   Missense	
   IFT140	
   NM_014714.4	
   c.35C>T	
   p.Pro12Leu	
   0,00002472	
  /	
  

0,00002843	
  

17:19642904	
   Missense	
   ALDH3A1	
   NM_001135168.1	
   c.1033G>A	
   p.Val345Met	
   0,000008925	
  /	
   
0,0000204	
  

17:26976197	
   Missense	
   SDF2	
   NM_006923.4	
   c.446G>A	
   p.Arg149Gln	
   0,00003295	
  /	
   
0,00003248	
  

17:35300196	
   Missense	
   LHX1	
   NM_005568.5	
   c.989C>T	
   p.Pro330Leu	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

17:38349645	
   Missense	
   RAPGEFL1	
   NM_001303534.2	
   c.1369C>T	
   p.Arg457Cys	
   0,00002471	
  /	
   
0,00001218	
  

17:73038316	
   Missense	
   ATP5H	
   NM_006356.3	
   c.179A>T	
   p.Asn60Ile	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

18:8720366	
   Missense	
   MTCL1	
   NM_015210.4	
   c.229C>G	
   p.His77Asp	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

20:56137869	
   Missense	
   PCK1	
   NM_002591.4	
   c.524G>C	
   p.Arg175Pro	
   0,000008246	
  /	
   
0,000004062	
  

20:56138726	
   Missense	
   PCK1	
   NM_002591.4	
   c.904G>A	
   p.Gly302Arg	
   0,0000495	
  /	
   
0,00004877	
  

22:29130622	
   Missense	
   CHEK2	
   NM_007194.4	
   c.88G>A	
   p.Gly30Ser	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
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Manuscrit	
  II 

	
  
Identification	
  of	
  a	
  de	
  novo	
  splicing	
  variant	
  in	
  the	
  Coffin-­‐Siris	
  gene,	
  SMARCE1,	
  in	
  a	
  patient	
  

with	
  Angelman-­‐like	
  syndrome	
  

Cinthia	
  Aguilera,	
  Elisabeth	
  Gabau,	
  Steve	
  Laurie,	
  Neus	
  Baena,	
  Sophia	
  Derdak,	
  Nuria	
  Capdevila,	
  

Ariadna	
  Ramírez,	
  Verónica	
  Delgadillo,	
  María	
  Jesús	
  García-­‐Catalan,	
  Carme	
  Brun,	
  Miriam	
  Guitart,	
  

Anna	
  Ruiz.	
  

Molecular	
  Genetics	
  and	
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DOI:	
  10.1002/mgg3.511	
  

	
  

Aquesta	
  publicació	
  es	
  centra	
  en	
  el	
  pacient	
  8	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort	
  en	
  el	
  qual	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  variant	
  

de	
  novo	
  c.237+1G>T	
  en	
  el	
  gen	
  SMARCE1.	
  Variants	
  missense	
  en	
  el	
  gen	
  SMARCE1	
  donen	
  lloc	
  a	
  la	
  

síndrome	
  de	
   Coffin-­‐Siris	
   (CSS),	
  mentre	
   que	
   variants	
   truncants	
   causen	
  meningiomes	
   cranials	
   o	
  

espinals.	
  L’anàlisi	
  de	
  l’ADNc	
  del	
  gen	
  SMARCE1	
  mostra	
  que	
  la	
  variant	
  de	
  splicing	
  c.237+1G>T	
  dóna	
  

lloc	
   a	
   la	
   deleció	
   de	
   l’exó	
   5	
   (exon	
   skipping)	
   sense	
   alterar	
   la	
   pauta	
   de	
   lectura.	
   En	
   la	
   proteïna,	
  

s’eliminen	
  27	
  aminoàcids	
  situats	
  al	
  final	
  del	
  domini	
  ric	
  en	
  prolina	
  i	
  l’inici	
  del	
  domini	
  HMG,	
  aquest	
  

últim	
  domini	
  és	
  essencial	
  pel	
  correcte	
   funcionament	
  de	
   la	
  proteïna.	
  La	
  re-­‐avaluació	
  clínica	
  del	
  

pacient	
   ha	
   confirmat	
   la	
   presència	
   de	
   característiques	
   clíniques	
   de	
   la	
   CSS,	
  moltes	
   de	
   les	
   quals	
  

solapen	
  amb	
  la	
  SA.	
  Es	
  proposa	
  que	
  la	
  CSS	
  sigui	
  inclosa	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA.	
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En	
   els	
   pacients	
   en	
   els	
   quals	
   no	
   s’han	
   identificat	
   variants	
   patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
  en	
   l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  de	
  novo	
   (pacients	
  11,	
  12,	
  13,	
  14,	
  15	
   i	
  17),	
   s’ha	
  

portat	
  a	
  terme	
  l’anàlisi	
  dels	
  models	
  d’herència	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X	
  i	
  autosòmic	
  recessiu.	
  	
  

	
  

2.1	
  Herència	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  

L’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X	
  ha	
  identificat	
  un	
  total	
  de	
  103-­‐111	
  variants	
  

per	
  individu.	
  Posteriorment,	
  aquestes	
  variants	
  s’han	
  filtrat	
  per	
  una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  en	
  ExAC	
  i	
  

gnomAD	
   <1/1000	
   i	
   l’impacte	
   sobre	
   la	
   proteïna	
   (nonsense,	
   frameshift,	
   splicing	
   i	
   missense),	
  

obtenint-­‐se	
  entre	
  0-­‐4	
  variants	
  per	
   individu	
   (Taula	
  11).	
  S’ha	
  realitzat	
  una	
  cerca	
  en	
   les	
  bases	
  de	
  

dades	
  d’OMIM,	
  SysID,	
  DDG2P	
  i	
  Pubmed	
  dels	
  gens	
  identificats,	
  per	
  analitzar	
  si	
   intervenen	
  en	
  el	
  

desenvolupament	
   del	
   sistema	
   nerviós	
   o	
   estan	
   associats	
   a	
   TND.	
   Finalment,	
   s’han	
   considerat	
  

rellevants	
   dues	
   variants	
   localitzades	
   en	
   els	
   gens	
   LAS1L	
   i	
   COX7B	
   en	
   els	
   pacients	
   11	
   i	
   12,	
  

respectivament.	
  

	
  

	
  

En	
  el	
  pacient	
  11	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  variant	
  missense	
  c.1237G>A,	
  p.Gly413Arg	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L.	
  La	
  

mare	
  és	
  portadora	
  de	
  la	
  variant	
  en	
  mosaic	
  (20%,	
  segons	
  les	
  dades	
  de	
  WES)	
  (Figura	
  18).	
  Aquesta	
  

variant	
  no	
  ha	
  estat	
  descrita	
  prèviament	
   i	
   només	
   s’han	
   identificat	
  dues	
   famílies	
  portadores	
  de	
  

variants	
  en	
  aquest	
  gen,	
  associades	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Wilson-­‐Turner	
  (WTS,	
  MIM	
  #	
  309585)	
  (238).	
  

	
  
Gen	
   Isoforma	
  

Tipus	
  de	
  

variant	
  
Canvi	
  de	
  nucleòtid	
  

Canvi	
  

d’aminoàcid	
  

	
  	
  	
  ExAC/	
  

gnomAD	
  

Classificació	
  	
  	
  	
  

(guia	
  ACMG)	
  

Pacient	
  11	
  
LAS1L	
   NM_031206.4	
   Missense	
   c.1237G>A	
   p.Gly413Arg	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Probablement	
  

patogènica	
  

	
  
MAMLD1	
   NM_001177465.3	
   Missense	
  

c.1597C>A	
  

	
  
p.Pro533Thr	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Probablement	
  

benigna	
  

Pacient	
  12	
  
COX7B	
   NM_001866.3	
   Missense	
   c.220C>A	
   p.Pro74Thr	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
   Significat	
  incert	
  

	
  	
  Pacient	
  15	
  
MAGEA10	
   NM_021048.5	
   In-­‐frame	
   c.1097_1099delCCT	
   p.Ser366del	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
   Significat	
  incert	
  

Pacient	
  17	
  
DMD	
   NM_004006.2	
   Missense	
   c.821A>G	
   p.Tyr274Cys	
  

0,0001/	
  

0,0001	
  
Benigna	
  

	
  
FAM47B	
   NM_152631.3	
   Missense	
   c.346G>A	
   p.Ala116Thr	
  

-­‐/	
  

0,005617	
  
Significat	
  incert	
  

	
  
SRPX	
   NM_006307.5	
   Missense	
   c.593C>T	
   p.Thr198Ile	
  

0,0004	
  /	
  

0,0004	
  
Significat	
  incert	
  

 
SLC25A5	
   NM_001152.5	
   Missense	
   c.662C>G	
   p.Thr221Ser	
   0.0007	
  /	
  -­‐	
   Significat	
  incert	
  

Capítol	
  2.	
  Anàlisi	
  d’altres	
  models	
  d’herència	
  mendelians 

Taula	
  11	
  |	
  	
  Variants	
  resultants	
  de	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X.	
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El	
   gen	
   LAS1L	
   codifica	
   per	
   una	
   subunitat	
   d’un	
   complex	
   proteic	
   que	
   es	
   troba	
   al	
   nuclèol	
   que	
   es	
  

requereix	
  per	
  a	
  la	
  síntesi	
  de	
  la	
  subunitat	
  60S	
  del	
  ribosoma	
  i	
  la	
  maduració	
  de	
  l’ARN	
  ribosòmic	
  28S.	
  

LAS1L	
  també	
  està	
  implicat	
  en	
  la	
  regulació	
  de	
  la	
  transcripció	
  i	
  forma	
  part	
  del	
  complex	
  repressor	
  

coREST/HDAC1	
   (239–241).	
   En	
   la	
   re-­‐avaluació	
   clínica	
   del	
   pacient,	
   s’ha	
   observat	
   que	
   a	
   part	
   de	
  

presentar	
  les	
  característiques	
  clíniques	
  de	
  la	
  SA,	
  també	
  mostra	
  estatura	
  baixa	
  i	
  obesitat	
  troncal,	
  

que	
   són	
   característiques	
   pròpies	
   de	
   la	
   síndrome	
   de	
  Wilson-­‐Turner.	
   Tot	
   i	
   això,	
   el	
   pacient	
   no	
  

presenta	
  criptorquídia	
  i	
  l’hipogonadisme	
  no	
  s’ha	
  pogut	
  avaluar	
  perquè	
  el	
  pacient	
  és	
  prepuberal.	
  

L’eina	
   Varsome	
   suggereix	
   que	
   es	
   tracta	
   d’una	
   variant	
   de	
   significat	
   incert	
   que	
   compleix	
   els	
  

següents	
  criteris	
  de	
  patogenicitat	
  d’acord	
  amb	
  la	
  guia	
  ACMG:	
  i)	
  no	
  es	
  troba	
  en	
  bases	
  de	
  dades	
  de	
  

població	
  control	
  (ExAC	
  i	
  gnomAD)	
  i	
  ii)	
  segons	
  els	
  predictors	
  in	
  silico	
  té	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  sobre	
  la	
  

proteïna.	
  	
  

Tenint	
  en	
  compte	
  que	
  el	
  pacient	
  11	
  presenta	
  característiques	
  clíniques	
  específiques	
  de	
  la	
  WTS	
  i	
  

els	
   criteris	
   de	
   patogenicitat	
   de	
   la	
   guia	
   ACMG	
   anteriorment	
   esmentats,	
   aquesta	
   variant	
   s’ha	
  

classificat	
   com	
   probablement	
   patogènica,	
   considerant-­‐se	
   la	
   responsable	
   del	
   fenotip	
   SA-­‐like	
  

present	
  en	
  el	
  pacient.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   18|	
   Pedigrí	
   del	
   trio	
   11	
   on	
   es	
  
mostra	
  els	
  resultats	
  de	
  la	
  validació	
  per	
  
seqüenciació	
   Sanger	
   de	
   la	
   variant	
  
c.1237G>A	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L.	
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En	
   la	
  pacient	
  12	
  s’ha	
   identificat	
   la	
  variant	
  c.220C>A,	
  p.Pro74Thr	
  en	
  el	
  gen	
  COX7B,	
  no	
  descrita	
  

prèviament.	
  La	
  mare	
  és	
  portadora	
  en	
  mosaic	
  (26%,	
  segons	
  les	
  dades	
  del	
  WES)	
  (Figura	
  19).	
  El	
  gen	
  

COX7B	
  codifica	
  per	
  la	
  subunitat	
  7B	
  de	
  la	
  citocrom	
  c	
  oxidasa	
  mitocondrial	
  i	
  	
  s’associa	
  a	
  la	
  síndrome	
  

de	
  microftàlmia	
  amb	
  defectes	
  linears	
  de	
  la	
  pell	
  (MIM	
  #	
  300887)	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  dominant.	
  

És	
  letal	
  en	
  els	
  nens	
  i	
  en	
  les	
  nenes	
  afectades	
  hi	
  ha	
  molta	
  variabilitat	
  fenotípica.	
  El	
  fenotip	
  clàssic	
  

consisteix	
   en	
   microftàlmia	
   i/o	
   anoftàlmia	
   amb	
   lesions	
   linears	
   a	
   la	
   pell,	
   però	
   també	
   hi	
   ha	
  

característiques	
  clíniques	
  que	
  es	
  troben	
  en	
  menys	
  del	
  70%	
  dels	
  individus	
  afectats	
  entre	
  les	
  quals	
  

es	
  troben	
  la	
  DI,	
  retard	
  del	
  desenvolupament,	
  microcefàlia	
  i	
  epilèpsia	
  infantil	
  (242).	
  S’ha	
  observat	
  

que	
  hi	
  ha	
  una	
  gran	
  variabilitat	
  fenotípica	
  a	
  causa	
  de	
  la	
  inactivació	
  preferencial	
  del	
  cromosoma	
  X,	
  

algunes	
  pacients	
  no	
  presenten	
  microftàlmia,	
  però	
  si	
   lesions	
  en	
  la	
  pell	
   i	
  a	
   l’inrevés	
  (243).	
  L’eina	
  

Varsome	
  suggereix	
  que	
  la	
  variant	
  c.220C>A	
  és	
  de	
  significat	
  incert.	
  Els	
  criteris	
  de	
  patogenicitat	
  que	
  

compleix	
  són	
  els	
  següents:	
  i)	
  els	
  programes	
  de	
  predicció	
  in	
  silico	
  la	
  classifiquen	
  com	
  una	
  variant	
  

deletèria	
  i	
  ii)	
  no	
  es	
  troba	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  gnomAD.	
  Considerant	
  que	
  la	
  pacient	
  12	
  

no	
  presenta	
  els	
  principals	
  criteris	
  clínics	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  microftàlmia	
  amb	
  defectes	
  linears	
  de	
  

la	
  pell,	
  s’ha	
  classificat	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   19|	
   Pedigrí	
   del	
   trio	
   12	
   on	
   es	
  
mostra	
   els	
   resultats	
   de	
   la	
   validació	
   per	
  
seqüenciació	
   Sanger	
   de	
   la	
   variant	
  
c.220C>A	
  en	
  el	
  gen	
  COX7B.	
  

*
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2.2	
  Herència	
  autosòmica	
  recessiva	
  

L’anàlisi	
   del	
   model	
   d’herència	
   autosòmic	
   recessiu,	
   s’ha	
   realitzat	
   considerant	
   només	
   els	
  

heterozigots	
  compostos,	
   ja	
  què	
  no	
  hi	
  havia	
  consanguinitat	
  en	
  els	
  trios	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort.	
  Les	
  

variants	
  s’han	
  filtrat	
  per	
  una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  en	
  ExAC	
  i	
  gnomAD	
  <1/200	
  i	
  per	
  variants	
  amb	
  un	
  

impacte	
   sobre	
   la	
   proteïna	
   (nonsense,	
   frameshift,	
   splicing	
   i	
  missense).	
   Com	
   a	
   resultat,	
   s’han	
  

obtingut	
   entre	
   349-­‐522	
   variants	
   per	
   individu.	
   S’ha	
   analitzat	
   si	
   les	
   variants	
   es	
   troben	
   en	
   gens	
  

implicats	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  del	
   sistema	
  nerviós	
  o	
  en	
  TND	
  cercant	
  en	
   les	
  bases	
  de	
  dades	
  

d’OMIM,	
   SysID,	
   DD2GP	
   i	
   Pubmed.	
   Aquest	
   anàlisi	
   ha	
   permès	
   la	
   identificació	
   de	
   dues	
   variants	
  

missense	
  en	
  el	
  gen	
  RMND1	
  (c.1286A>T,	
  p.Glu429Val	
  i	
  c.1049T>C,	
  p.Met350Thr)	
  en	
  la	
  pacient	
  14,	
  

les	
  quals	
  no	
  han	
  estat	
  descrites	
  prèviament	
  (Taula	
  12).	
  	
  

	
  

	
   Gen	
   Isoforma	
   Tipus	
  de	
  

variant	
  

Canvi	
  de	
  

nucleòtid	
  

Canvi	
  

d’aminoàcid	
  

	
  	
  	
  ExAC/	
  

gnomAD	
  

Herència	
   Classificació	
  

(guia	
  ACMG)	
  

Pacient	
  14	
   RMND1	
  

	
  

NM_017909.4	
   Missense	
  	
  

	
  

c.1286A>T	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  p.Glu429Val	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  /	
  -­‐	
   Heterozigot	
  

compost	
  	
  	
  

Variant	
  de	
  

significat	
  

incert	
  

RMND1	
  

	
  

NM_017909.4	
   Missense	
  	
  

	
  

c.1049T>C	
   p.Met350Thr	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
   Heterozigot	
  

compost	
  	
  	
  

Variant	
  de	
  

significat	
  

incert	
  

	
  

	
  

Variants	
   patogèniques	
   en	
   el	
   gen	
   RMND1	
   s’associen	
   a	
   un	
   trastorn	
  mitocondrial	
   amb	
   herència	
  

autosòmica	
  recessiva	
  que	
  es	
  caracteritza	
  per	
  hipotonia	
  neonatal,	
  acidosi	
  làctica,	
  encefalopatia,	
  

sordesa	
  neurosensorial	
   i	
   insuficiència	
  renal	
  (MIM	
  #	
  614922).	
  L’eina	
  Varsome	
  suggereix	
  que	
  les	
  

dues	
  variants	
  són	
  de	
  significat	
  incert	
  tenint	
  en	
  compte	
  les	
  següents	
  evidències:	
  i)	
  no	
  es	
  troben	
  en	
  

les	
  bases	
  de	
  dades	
  de	
  població	
  control	
  ExAC	
   i	
  gnomAD,	
   ii)	
  els	
  programes	
   in	
  silico	
  prediuen	
  un	
  

efecte	
   deleteri	
   sobre	
   la	
   proteïna	
   i	
   iii)	
   variants	
   truncants	
   en	
   el	
   gen	
   RMND1	
   són	
   el	
   principal	
  

mecanisme	
  de	
  patogenicitat,	
  mentre	
  que	
  més	
  del	
  50%	
  de	
  les	
  variants	
  missense	
  reportades	
  són	
  

benignes.	
  Considerant	
  que	
  la	
  pacient	
  14	
  no	
  presenta	
  les	
  principals	
  característiques	
  clíniques	
  de	
  

la	
  malaltia	
  mitocondrial	
  associada	
  a	
  variants	
  patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  en	
  el	
  gen	
  

RMND1,	
  s’han	
  classificat	
  com	
  variants	
  de	
  significat	
  incert.	
  

	
  

	
  

Taula	
  12	
  |	
  	
  Variants	
  rellevants	
  resultants	
  de	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  autosòmic	
  recessiu.	
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S’ha	
   reportat	
  que	
   la	
   càrrega	
  de	
  variants	
  genètiques	
  d’un	
   individu	
  defineix	
  el	
   fenotip	
   final	
  que	
  

aquest	
  presenta.	
  En	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rett	
  i	
  en	
  la	
  neuropatia	
  Charcot-­‐Marie-­‐tooth	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  

hi	
   ha	
   un	
   increment	
   de	
   variants	
   de	
   novo	
   i	
   a	
   que	
   a	
   més,	
   aquestes	
   poden	
   modular	
   el	
   fenotip	
  

(244,245).	
  En	
  el	
  cas	
  de	
  l’autisme	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  diferents	
  variants	
  de	
  novo	
  són	
  les	
  responsables	
  

del	
  fenotip,	
  indicant	
  un	
  model	
  oligogenic	
  per	
  l’autisme	
  (246).	
  Per	
  estudiar	
  la	
  càrrega	
  de	
  variants	
  

de	
  novo	
  en	
  els	
  pacients	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  s’han	
  analitzat	
  totes	
  les	
  variants	
  que	
  potencialment	
  

alteraven	
  la	
  proteïna,	
  obtingudes	
  de	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  de	
  novo,	
  que	
  ha	
  donat	
  com	
  a	
  

resultat	
  entre	
  0-­‐5	
  variants	
  per	
  individu.	
  En	
  la	
  Taula	
  13	
  es	
  mostren	
  totes	
  les	
  variants	
  de	
  novo	
  que	
  

potencialment	
   alteren	
   la	
   proteïna.	
   D’aquestes,	
   d’una	
   banda,	
   s’han	
   analitzat	
   aquelles	
   que	
   es	
  

troben	
  localitzades	
  en	
  gens	
  associats	
  a	
  TND	
  consultant	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  DDG2P,	
  SysID,	
  OMIM	
  i	
  

Pubmed	
  i	
  d’altra	
  banda,	
   les	
  variants	
   localitzades	
  en	
  gens	
  que	
  estan	
  associats	
  a	
  altres	
  malalties	
  

que	
   no	
   són	
   TND.	
   La	
   classificació	
   de	
   les	
   variants	
   s’ha	
   portat	
   a	
   terme	
   amb	
   el	
   suport	
   de	
   l’eina	
  

Varsome.	
  	
  

	
  

 Posició	
  

cromosòmica	
  

Tipus	
  de	
  

variant	
  
Gen	
   Isoforma	
   Canvi	
  nucleòtid	
   Canvi	
  d’aminoàcid	
  

	
  

ExAC/GnomAD	
  

Pacient	
  1	
   2:95847733	
   Missense	
   ZNF2	
   NM_021088.4	
   c.1160G>A	
   p.Arg387Gln	
   0,00002491/	
  

0,00001627	
  

	
   2:241725854	
   Missense	
   KIF1A	
   NM_001244008.1	
   c.506G>C	
   p.Arg169Thr	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  2	
   2:170557484	
   Frameshift	
   PHOSPHO2	
   NM_001199286.1	
   c.7delA	
   p.Ile3Phefs*3	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   17:8065077	
   In-­‐frame	
   VAMP2	
   NM_014232.3	
   c.128_130delTGG	
   p.Val43del	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  3	
   1:145585510	
   Nonsense	
  
PIAS3	
  

NM_006099.3	
  
c.1775G>A	
   p.Arg592Hys	
  

0,00008635	
  /	
  

0,0001	
  

	
   6:33408690	
   Missense	
   SYNGAP1	
   NM_006772.2	
   c.1861C>T	
   p.Arg621*	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   17:18221151	
   Nonsense	
   SMCR8	
   NM_144775.3	
   c.2048C>T	
   p.Ser683Phe	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  4	
   2:220355247	
   Missense	
   SPEG	
   NM_005876.5	
   c.9038T>G	
   p.Val3013Gly	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   3:176756148	
   Missense	
   TBL1XR1	
   NM_024665.5	
   c.1000T>C	
   p.Cys334Arg	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   12:56384478	
   Nonsense	
   RAB5B	
   NM_002868.4	
   c.328C>T	
   p.Arg110*	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   17:55184422	
   Missense	
   AKAP1	
   NM_003488.4	
   c.1597A>C	
   p.Thr533Pro	
   0,0621	
  /	
  0,043	
  

Pacient	
  6	
   1:22186113	
   Frameshift	
   HSPG2	
   NM_001291860.1	
   c.5242A>C	
   p.Thr1748Pro	
   0,237	
  /	
  0,0813	
  

	
   2:200137309	
   Frameshift	
   SATB2	
   NM_001172509.2	
   c.1826delA	
   p.Asp609Alafs*15	
   	
  -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   7:925694	
   Missense	
   GET4	
   NM_015949.3	
   c.157T>G	
   p.Tyr53Asp	
   0,1032	
  /	
  0,0501	
  

	
   8:105360983	
   Missense	
   DCSTAMP	
   NM_030788.4	
   c.203C>T	
   p.Thr68Met	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
  
9:71866104	
   Missense	
   TJP2	
   NM_001170416.2	
   c.3238A>G	
   p.Ile1080Val	
  

0,000008237/	
  

0,00001218	
  

Pacient	
  7	
   6:76751645	
   Frameshift	
   IMPG1	
   NM_001563.4	
   c.265delA	
   p.Ile89Phefs*2	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
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Pel	
  que	
  fa	
  a	
  les	
  variants	
  localitzades	
  en	
  gens	
  implicats	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament,	
  cal	
  destacar	
  

les	
  variants	
  en	
  els	
  gens	
  SPEG,	
  HSPG2,	
  PI4KA	
  i	
  CSTF2	
  (pacients	
  4,	
  6,	
  8	
  i	
  14).	
  El	
  gen	
  SPEG	
  s’associa	
  a	
  

una	
   miopatia	
   centronuclear	
   (MIM	
   #	
   615959),	
   el	
   gen	
   HSPG2	
   està	
   associat	
   a	
   una	
   displàsia	
  

disegmentària	
   tipus	
   Silverman	
  Handmaker	
   (MIM	
  #	
  224410)	
   i	
   Schwartz-­‐Jampel	
   tipus	
  1	
   (MIM	
  #	
  

	
  
X:153053039	
   Missense	
   IDH3G	
   NM_004135.4	
   c.554T>G	
   p.Val185Gly	
  

0,0001/	
  

0,00005056	
  

	
   8:55540933	
   Missense	
   RP1	
   NM_006269.1	
   c.4491G>C	
   p.Glu1497Asp	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   8:133192493	
   Missense	
   KCNQ3	
   NM_004519.4	
   c.688C>T	
   p.Arg230Cys	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  8	
   15:42439924	
   Missense	
   PLA2G4F	
   NM_213600.3	
   c.1096A>C	
   p.Thr366Pro	
   0,0006	
  /	
  0,0002	
  

	
   17:38793743	
   Splicing	
   SMARCE1	
   NM_003079.5	
   c.237+1G>T	
   p.Ala53_Lys79del	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   22:21081576	
   Missense	
   PI4KA	
   NM_058004.3	
   c.4883A>C	
   p.Tyr1628Ser	
   0,0005	
  /	
  0,0004	
  

	
   22:38219579	
   Missense	
   GALR3	
   NM_003614.1	
   c.166A>C	
   p.Thr56Pro	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  9	
  
9:131389677	
   In-­‐frame	
   SPTAN1	
   NM_001130438.2	
  

c.6589_6590insAG

CTGC	
  

p.Leu2198_Gln219

9dup	
  

-­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   14:14752304	
   Nonsense	
   YLPM1	
   NM_019589.3	
   c.222C>A	
   p.Cys74*	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  10	
   18:31322918	
   Nonsense	
   ASXL3	
   NM_030632.3	
   c.3106C>T	
   p.Arg1036*	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
  
22:38610836	
   Indel	
   MAFF	
   NM_001161572.1	
  

c.464_481dupCCCC

GCCCACGGCCCGGA	
  

p.Asp155_Pro160

dup	
  

0,0001/	
  

0,00008688	
  

	
   22:50721182	
   Missense	
   PLXNB2	
   NM_012401.4	
   c.2945A>C	
   p.Asn982Thr	
   0,0222	
  /	
  0,0115	
  

Pacient	
  11	
  
20:42328505	
   Missense	
  	
   MYBL2	
   NM_002466.4	
   c.772G>A	
   p.Gly258Ser	
  

0,00002484/	
  

0,00002033	
  

	
   19:49636406	
   Splicing	
   PPFIA3	
   NM_003660.4	
   c.1026+2T>G	
   -	
   0,35	
  /	
  0,1672	
  

Pacient	
  12	
   1:52255263	
   Missense	
   NRDC	
   NM_002525.2	
   c.3439G>A	
   p.Gly1147Arg	
   -­‐	
  /	
  0,000008134	
  

	
   1:153657484	
   Missense	
   NPR1	
   NM_000906.4	
   c.1529T>G	
   p.Val510Gly	
   0,0019	
  /0,0011	
  

	
   2:196720641 Missense DNAH7 NM_018897.3 c.8489G>A p.Gly2830Asp -­‐	
  /	
  -­‐ 

	
   8:25159972	
   Splicing	
   DOCK5	
   NM_024940.8	
   c.976+2T>G	
   -­‐	
   0,0005	
  /	
  0,0011	
  

	
   22:26709766	
   Missense	
   SEZ6L	
   NM_021115.5	
   c.1913T>G	
   p.Val638Gly	
   0,0239	
  /	
  0,0142	
  

Pacient	
  13	
   1:205631176	
   Missense	
   SLC45A3	
   NM_033102.3	
   c.1037T>G	
   p.Val346Gly	
   0,0991	
  /	
  0,0562	
  

	
  
3:197273305	
   Missense	
   BDH1	
   NM_004051.4	
   c.10A>C	
   p.Thr4Pro	
  

0,00004142/	
  

0,00001224	
  

	
   6:110679444	
   Missense	
   METTL24	
   NM_001123364.2	
   c.32G>T	
   p.Cys11Phe	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   6:122737363	
   Frameshift	
   HSF2	
   NM_004506.3	
   c.456_459delTGAG	
   p.Ser152Argfs*40	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   9:96715295	
   Missense	
   BARX1	
   NM_021570.4	
   c.398G>C	
   p.Gly133Ala	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

Pacient	
  14	
   X:100075437	
   Missense	
   CSTF2	
   NM_001306206.1	
   c.32T>G	
   p.Val11Gly	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
   19:49132198	
   Missense	
   SPHK2	
   NM_020126.4	
   c.1133A>C	
   p.Tyr378Ser	
   0,0017	
  /	
  0,001	
  

	
   19:51014372	
   Splicing	
   JOSD2	
   NM_001270639.1	
   c.-­‐18+2T>G	
   -­‐	
   0,0202	
  /	
  0,0083	
  

Pacient	
  16	
   3:11067498	
   Missense	
   SLC6A1	
   NM_003042.4	
   c.889G>A	
   p.Gly297Arg	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
  

	
  
12:108986032	
   Missense	
   TMEM119	
   NM_181724.3	
   c.128A>G	
   p.Glu43Gly	
  

0,04469	
  /	
  

0,0002	
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255800);	
   el	
   gen	
   PI4KA	
   s’associa	
   a	
   polimicrogiria,	
   síndrome	
   perisilvià,	
   hipoplàsia	
   del	
   cerebel	
   i	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

artrogriposi	
   (MIM	
   #	
   616531)	
   i	
   finalment,	
   el	
   gen	
  CSTF2	
   s’ha	
   associat	
   recentment	
   a	
   DI	
   lleu	
   no	
  

sindròmica	
  en	
  homes	
  (247).	
  Els	
  predictors	
  in	
  silico	
  classifiquen	
  aquestes	
  variants	
  com	
  a	
  deletèries,	
  

les	
  variants	
  en	
  HSPG2	
  i	
  PI4KA	
  es	
  troben	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  ExAC	
  i	
  gnomAD,	
  mentre	
  que	
  les	
  

variants	
  en	
  el	
  gen	
  SPEG	
  i	
  CSTF2	
  no	
  s’han	
  descrit	
  prèviament.	
  En	
  els	
  casos	
  de	
  SPEG,	
  HSPG2	
  i	
  PI4KA,	
  

el	
  model	
  d’herència	
  és	
  autosòmic	
  recessiu,	
  per	
  tant,	
  s’han	
  classificat	
  com	
  a	
  variants	
  de	
  significat	
  

incert,	
  ja	
  què	
  es	
  necessitarien	
  dues	
  variants	
  patogèniques	
  per	
  donar	
  el	
  fenotip.	
  	
  

En	
  el	
   cas	
  del	
   gen	
  CSTF2,	
   codifica	
  per	
  un	
   factor	
  que	
  està	
   implicat	
  en	
  el	
  processament	
  del	
  pre-­‐

ARNm,	
  en	
  concret,	
  en	
  la	
  decapació	
  de	
  l’extrem	
  3’	
  i	
  poliadenilació.	
  Regula	
  l’expressió	
  gènica	
  de	
  

diferents	
  teixits,	
  en	
  especial,	
  en	
  cervell	
   i	
  testicles	
  (248–250).	
  És	
  un	
  gen	
  intolerant	
  als	
  canvis	
  de	
  

pèrdua	
  de	
  funció	
  (pLI	
  1)	
  i	
  té	
  un	
  valor	
  significatiu	
  de	
  z-­‐score	
  de	
  3,49,	
  observant-­‐se	
  menys	
  variants	
  

missense	
   de	
   les	
   que	
   s’esperaria	
   en	
   aquest	
   gen.	
   S’expressa	
  principalment	
   en	
  el	
   tracte	
  digestiu	
  

proximal,	
  en	
  la	
  medul·∙la	
  òssia	
   i	
  teixits	
   limfoides,	
  però	
  també	
  s’expressa	
  a	
  alts	
  nivells	
  en	
  cervell	
  

(237).	
  Estudis	
  en	
  ratolins	
  knockout	
  (gen	
  paràleg	
  Cstf2t	
  -­‐/-­‐)	
  han	
  demostrat	
  que	
  aquest	
  gen	
  intervé	
  

en	
  l’aprenentatge	
  i	
  la	
  memòria,	
  sobretot	
  en	
  les	
  femelles,	
  i	
  en	
  el	
  cas	
  dels	
  mascles	
  s’ha	
  observat	
  

que	
  la	
  disrupció	
  del	
  gen	
  afecta	
  a	
  l’espermatogènesi	
  (251).	
  	
  

Recentment,	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  variant	
  missense	
  p.Asp50Ala	
  en	
  quatre	
  homes	
  d’una	
  família,	
  el	
  cas	
  

índex	
   presenta	
   retard	
   del	
   desenvolupament	
   i	
   els	
   altres	
   individus	
   afectats	
   presenten	
   DI	
   lleu	
   i	
  

afectació	
  del	
  llenguatge,	
  les	
  dones	
  portadores	
  eren	
  sanes.	
  La	
  variant	
  D50A	
  es	
  troba	
  localitzada	
  en	
  

el	
   motiu	
   de	
   reconeixement	
   de	
   l’ARN	
   (RRM)	
   de	
   la	
   proteïna	
   CSTF2.	
   Estudis	
   funcionals	
   han	
  

demostrat	
  que	
  la	
  variant	
  D50A	
  afecta	
  a	
  l’eficiència	
  de	
  la	
  decapació	
  i	
  poliadenilació	
  del	
  pre-­‐ARNm	
  

i	
  augmenta	
  l’afinitat	
  del	
  domini	
  RRM	
  per	
  l’ARN.	
  A	
  més,	
  estudis	
  en	
  ratolins	
  D50A/Y	
  s’observen	
  canvis	
  

en	
  la	
  decapació	
  i	
  poliadenilació	
  de	
  1370	
  gens	
  en	
  el	
  cervell	
  (247).	
  	
  

La	
  variant	
  p.Val11Gly	
  identificada	
  en	
  la	
  pacient	
  14	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  es	
  troba	
  localitzada	
  abans	
  

de	
   l’inici	
  del	
  domini	
  RRM,	
  per	
   tant,	
  es	
  desconeix	
   l’impacte	
  que	
  pot	
   tenir	
   sobre	
   la	
   funció	
  de	
   la	
  

proteïna	
  (Figura	
  20).	
  Hi	
  ha	
  discrepàncies	
  entre	
  els	
  predictors	
  bioinformàtics,	
  alguns	
  la	
  consideren	
  

una	
   variant	
   deletèria,	
   mentre	
   que	
   d’altres	
   la	
   consideren	
   una	
   variant	
   neutra	
   (Provean	
   -­‐4,08	
  

(Damaging),	
  MutPred	
  0,43,	
  Mutation	
  Assessor	
  0,16	
  (Neutral),	
  Polyphen2	
  0,18	
  (Benign),	
  SNP&GO	
  

Neutral	
   RI:6	
   i	
   PredictSNP	
   63%	
   (Neutral)).	
   Per	
   tant,	
   tenint	
   en	
   compte	
   les	
   raons	
   esmentades	
  

anteriorment,	
  que	
  és	
  un	
  gen	
  poc	
  conegut	
   i	
  que	
  només	
  s’ha	
  descrit	
  una	
  variant	
  en	
  una	
  família	
  

associada	
   a	
  DI	
   lleu	
  no	
   sindròmica	
   lligada	
   al	
   cromosoma	
  X,	
   s’ha	
   classificat	
   com	
  una	
   variant	
   de	
  

significat	
  incert.	
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D’altra	
  banda,	
  s’han	
  identificat	
  variants	
  en	
  gens	
  associats	
  a	
  altres	
  malalties	
  que	
  no	
  són	
  TND.	
  Entre	
  

elles,	
   cal	
  destacar	
   la	
   variant	
   c.265delA,	
  p.Ile89Phefs*2	
  en	
  el	
   gen	
   IMPG1	
   que	
  és	
  el	
   component	
  

majoritari	
   de	
   la	
   matriu	
   d’interfotoreceptors	
   de	
   la	
   retina	
   i	
   que	
   es	
   troba	
   associat	
   a	
   retinitis	
  

pigmentosa	
  (MIM	
  #	
  613581)	
  autosòmica	
  recessiva	
  i	
  a	
  una	
  distròfia	
  macular	
  viteliforme	
  (MIM	
  #	
  

616152)	
   autosòmica	
   dominant.	
   L’eina	
   Varsome	
   suggereix	
   que	
   aquesta	
   variant	
   és	
   patogènica	
  

considerant	
  que:	
  i)	
  no	
  es	
  troba	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  gnomAD,	
  ii)	
  és	
  de	
  novo	
  i	
  iii)	
  és	
  una	
  

variant	
  que	
  trunca	
  la	
  proteïna.	
  Per	
  tant,	
  en	
  aquest	
  cas	
  tenint	
  en	
  compte	
  que	
  la	
  distròfia	
  macular	
  

viteliforme	
  té	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  dominant	
  i	
  que	
  és	
  de	
  presentació	
  tardana,	
  caldria	
  realitzar	
  

un	
  seguiment	
  oftalmològic	
  a	
  la	
  pacient	
  7.	
  	
  

	
  

En	
  darrer	
  lloc,	
  s’han	
  analitzat	
  els	
  gens	
  no	
  associats	
  a	
  TND	
  ni	
  a	
  cap	
  altre	
  malaltia.	
  S’han	
  analitzat	
  

detalladament	
  aquelles	
  variants	
  que:	
  i)	
  no	
  estan	
  presents	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  ExAC	
  i	
  gnomAD	
  

ii)	
  tenen	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  sobre	
  la	
  proteïna	
  i	
  iii)	
  la	
  funció	
  biològica	
  que	
  realitzen	
  (252).	
  	
  A	
  més	
  a	
  

més	
  dels	
  gens	
  HSF2	
  i	
  CHMP7,	
  que	
  s’han	
  considerat	
  candidats	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  en	
  els	
  pacients	
  13	
  

i	
   17	
   (Resultats,	
   Capítol	
   1	
   i	
   Annex	
   I),	
   s’han	
   analitzat	
   com	
   a	
   possibles	
   candidates,	
   les	
   variants	
  

localitzades	
  en:	
  a)	
  el	
  gen	
  SMCR8	
  que	
  forma	
  part	
  del	
  complex	
  C9orf72-­‐SMCR8	
  que	
  té	
  una	
  activitat	
  

com	
  a	
  factor	
  d’intercanviador	
  de	
  nucleòtids	
  de	
  guanina	
  i	
  actua	
  com	
  a	
  regulador	
  de	
  la	
  via	
  mTOR,	
  

b)	
  RAB5B	
  que	
  està	
  implicat	
  en	
  el	
  transport	
  de	
  proteïnes	
  i	
  el	
  tràfic	
  de	
  vesícules,	
  c)	
  YLPM1	
  que	
  es	
  

troba	
  implicat	
  en	
  la	
  reducció	
  de	
  l’activitat	
  telomerasa	
  durant	
  la	
  diferenciació	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  mare	
  

embrionàries	
  i	
  d)	
  el	
  gen	
  METTL24	
  que	
  codifica	
  per	
  una	
  metiltransferasa.	
  Les	
  variants	
  en	
  aquests	
  

gens	
  tenen	
  una	
  predicció	
  deletèria,	
  però	
  es	
  classifiquen	
  com	
  a	
  variants	
  de	
  significat	
  incert,	
  degut	
  

a	
  què	
  aquests	
  gens	
  no	
  han	
  estat	
  associats	
  prèviament	
  a	
  malaltia.	
  Les	
  variants	
  localitzades	
  en	
  els	
  

gens	
  SMCR8,	
  RAB5B	
   i	
  YLPM1	
  s’han	
   identificat	
  en	
  els	
  pacients	
  3,	
  4	
   i	
   9,	
  que	
  presenten	
  variants	
  

patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  en	
  gens	
  responsables	
  de	
  TND	
  (SYNGAP1,	
  TBL1XR1	
   i	
  

Figura	
  20|	
  Estructura	
  de	
  la	
  proteïna	
  CSTF2	
  on	
  es	
  troben	
  indicades	
  la	
  variant	
  identificada	
  en	
  la	
  pacient	
  14	
  
de	
  la	
  nostra	
  cohort	
  i	
  la	
  variant	
  identificada	
  per	
  Grozdanov	
  et	
  al.,	
  2020.	
  RRM,	
  RNA	
  recognition	
  motif;	
  Hinge,	
  
CSTF-­‐77	
   interaction	
  domain;	
  Gly/Pro-­‐rich,	
  Glycine/Proline	
  rich	
  domain;	
  12x	
  MEARA,	
  repetition	
  of	
  amino	
  
acids	
  MEARA;	
  CTD,	
  C-­‐terminal	
  domain.	
  	
  

16 94 113 198 409 4691

RRM* Hinge Gly/Pro
7rich

Proteïna)CSTF2

MEARA

470191

Gly/Pro7rich

410

12x

526

CTD

553 593 597
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SPTAN1).	
  Tot	
   i	
  això,	
  aquestes	
  variants	
  podrien	
  estar	
  contribuint	
  o	
  modulant	
  el	
   fenotip.	
  D’altra	
  

banda,	
   en	
   el	
   pacient	
   13,	
   sense	
   diagnòstic	
   molecular,	
   s’ha	
   identificat	
   la	
   variant	
   c.32G>T,	
  

p.Cys11Phe	
   en	
   el	
   gen	
  METTL24.	
   El	
   gen	
  METTL24	
   codifica	
   per	
   una	
   proteïna	
   que	
   pertany	
   a	
   la	
  

superfamília	
   de	
   les	
   metiltransferases	
   que	
   es	
   secreta	
   a	
   l’espai	
   extracel·∙lular	
   (252).	
   Les	
   dades	
  

d’expressió	
  segons	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  The	
  Human	
  protein	
  Atlas	
  (253)	
  mostren	
  que	
  l’ARN	
  s’expressa	
  

principalment	
  en	
  teixit	
  muscular,	
  en	
  teixits	
  sexuals	
  femenins	
  i	
  en	
  el	
  tracte	
  gastrointestinal,	
  però	
  

en	
  cervell	
  també	
  hi	
  ha	
  certa	
  expressió	
  del	
  gen.	
  

En	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  Pubmed	
  només	
  hi	
  ha	
  una	
  entrada	
  d’aquest	
  gen,	
  on	
  canvis	
  en	
  la	
  metilació	
  

d’aquest	
  gen	
  s’associa	
  amb	
  asma	
  atòpic	
  (254).	
  Es	
  desconeix	
  si	
  aquest	
  gen	
  té	
  alguna	
  implicació	
  en	
  

el	
  neurodesenvolupament.	
  El	
  gen	
  METTL24	
  té	
  un	
  pLI	
  de	
  0	
  i	
  el	
  valor	
  de	
  z-­‐score	
  és	
  de	
  0,49,	
  ambdós	
  

no	
  són	
  significatius,	
  per	
  tant,	
  no	
  és	
  un	
  gen	
  que	
  sigui	
  intolerant	
  a	
  canvis	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  ni	
  a	
  

variants	
  missense.	
  Els	
  predictors	
  bioinformàtics	
  indiquen	
  que	
  es	
  tracta	
  d’una	
  variant	
  que	
  tindria	
  

un	
  efecte	
  neutre	
  (Provean	
  -­‐1,23	
  (Neutral),	
  Polyphen2	
  0,062	
  (Benign),	
  Mutation	
  Assessor	
  0,895	
  

(low),	
   SNP&GO	
   Neutral	
   RI:3,	
   MutPred	
   0,445,	
   PredictSNP	
   61%	
   (Deleterious)).	
   Per	
   tant,	
   s’ha	
  

classificat	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert.	
  En	
  aquest	
  mateix	
  pacient,	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  variant	
  

truncant	
  en	
  el	
  gen	
  HSF2	
  candidata	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  per	
  tant,	
  la	
  variant	
  en	
  METTL24	
  podria	
  tenir	
  

una	
  funció	
  moduladora	
  del	
  fenotip.	
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4.1	
   Detecció	
   de	
   delecions/duplicacions	
   intragèniques	
   en	
   gens	
   implicats	
   en	
   el	
  

neurodesenvolupament	
  

Un	
   dels	
   criteris	
   d’inclusió	
   per	
   entrar	
   en	
   aquest	
   estudi	
   era	
   tenir	
   un	
   resultat	
   sense	
   alteracions	
  

patogèniques/probablement	
   patogèniques	
   en	
   l’array-­‐CGH.	
   A	
   tots	
   els	
   pacients	
   inclosos	
   s’havia	
  

realitzat	
   un	
   array-­‐CGH	
   de	
   60K	
   (Agilent	
   Technologies),	
   però	
   una	
   de	
   les	
   limitacions	
   tècniques	
  

d’aquest	
  array	
  és	
  que	
  no	
  permet	
  detectar	
  petites	
  delecions	
  o	
  duplicacions	
  intragèniques.	
  Tenint	
  

això	
  en	
  compte,	
  en	
  quatre	
  pacients	
  (12,	
  13,	
  14	
  i	
  15)	
  en	
  els	
  quals	
  no	
  s’havien	
  detectat	
  variants	
  

patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  

l’estudi	
  de	
  canvis	
  en	
  número	
  de	
  còpies	
  (CNVs)	
  a	
  partir	
  de	
  les	
  dades	
  obtingudes	
  de	
  WES	
  mitjançant	
  

el	
  programa	
  XHMM.	
  L’anàlisi	
  s’ha	
  centrat	
  en	
  les	
  CNVs	
  de	
  novo	
  i	
  s’han	
  seleccionat	
  aquelles	
  que	
  es	
  

troben	
   en	
   gens	
   implicats	
   en	
   el	
   neurodesenvolupament	
   cercant	
   en	
   les	
   bases	
   de	
   dades	
   SysID,	
  

OMIM	
  i	
  en	
  PubMed.	
  En	
  els	
  quatre	
  pacients	
  estudiats,	
  s’han	
  obtingut	
  entre	
  3-­‐9	
  CNVs	
  per	
  individu	
  

de	
  les	
  quals	
  s’han	
  seleccionat	
  tres	
  com	
  a	
  possibles	
  candidates	
  (Taula	
  14)	
  i	
  s’han	
  validat	
  amb	
  la	
  

tècnica	
  MLPA.	
  

	
  	
  

Com	
  a	
  resultat	
  de	
  la	
  validació	
  de	
  les	
  CNVs	
  detectades,	
  s’observa	
  que	
  una	
  de	
  les	
  tres	
  és	
  un	
  fals	
  

positiu	
  (gen	
  MDGA2).	
  El	
  quocient	
  de	
  dosi	
  de	
  la	
  sonda	
  dissenyada	
  dins	
  de	
  la	
  regió	
  duplicada	
  en	
  el	
  

gen	
  MDGA2	
  és	
  de	
  1.	
  En	
  els	
  pacients	
  13	
  i	
  15	
  les	
  dues	
  CNVs	
  detectades	
  amb	
  una	
  herència	
  predita	
  

de	
  novo,	
  en	
  realitat	
  han	
  estat	
  heretades	
  d’un	
  dels	
  progenitors.	
  La	
  duplicació	
  identificada	
  en	
  el	
  gen	
  

ATAD3A	
  en	
  el	
  pacient	
  13,	
  consisteix	
  en	
  la	
  duplicació	
  de	
  l’exó	
  5	
  del	
  gen	
  i	
  part	
  de	
  la	
  regió	
  intrònica,	
  

que	
  es	
  prediu	
  que	
  provoca	
  un	
  canvi	
  en	
   la	
  pauta	
  de	
   lectura	
   introduint	
  un	
  codó	
  stop	
  prematur,	
  

p.Val222Serfs*2.	
  Aquest	
  gen	
  s’associa	
  amb	
  la	
  síndrome	
  de	
  Harel-­‐Yoon	
  (MIM	
  #617183)	
  amb	
  una	
  

herència	
   autosòmica	
   dominant	
   o	
   recessiva.	
   La	
   forma	
   dominant	
   es	
   caracteritza	
   per	
   retard	
   del	
  

desenvolupament,	
   hipotonia,	
   atròfia	
   del	
   nervi	
   òptic,	
   neuropatia	
   perifèrica	
   i	
   cardiopatia	
  

hipertròfica.	
  La	
  forma	
  recessiva	
  és	
  més	
  greu	
  i	
  s’associa	
  a	
  retard	
  del	
  desenvolupament,	
  retard	
  de	
  

Pacient	
   Posició	
  cromosòmica	
   Mida	
  

(Kb)	
  

Tipus	
   Gens	
   Phred	
  

score	
  

QD	
  de	
  la	
  

MLPA	
  

Resultat	
  validació	
  

12	
   chr14:47528320-­‐47530883	
   2,56	
   DUP	
   MDGA2	
   11	
   1	
   Fals	
  positiu	
  

13	
   chr1:1454063-­‐1454505	
   0,44	
   DUP	
   ATAD3A	
   24	
   1,57	
   Heretada	
  del	
  pare	
  

15	
   chr2:228243643-­‐228244178	
   0,54	
   DUP	
   TM4SF20	
   11	
   1,46	
   Heretada	
  de	
  la	
  mare	
  

Capítol	
  4.	
  Anàlisis	
  complementaris	
  realitzats	
  als	
  pacients	
  sense	
  
diagnòstic	
  molecular 

Taula	
  14	
  |	
  CNVs	
  predites	
  de	
  novo	
  en	
  gens	
  implicats	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  DUP,	
  duplicació,	
  QD,	
  quocient	
  de	
  dosi. 
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llenguatge,	
  cataractes	
  congènites,	
  epilèpsia,	
  atàxia,	
  hipoplàsia	
  del	
  nervi	
  òptic	
  i	
  atròfia	
  del	
  cerebel	
  

(255).	
  En	
  el	
  pacient	
  13,	
  es	
  podria	
  descartar	
  la	
  forma	
  dominant,	
  considerant	
  que	
  la	
  duplicació	
  que	
  

presenta	
  és	
  heretada	
  del	
  pare	
  que	
  és	
  sa.	
  

D’altra	
  banda,	
  la	
  duplicació	
  identificada	
  en	
  el	
  gen	
  TM4SF20	
  en	
  el	
  pacient	
  15,	
  inicialment	
  va	
  ser	
  

predita	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  novo,	
  però	
  en	
  la	
  MLPA	
  de	
  validació	
  s’observa	
  que	
  en	
  realitat	
  aquesta	
  

variant	
   ha	
   estat	
   heretada	
   de	
   la	
   mare,	
   la	
   qual	
   també	
   la	
   presenta	
   en	
   heterozigosi.	
   Aquesta	
  

duplicació	
   inclou	
   l’exó	
  1,	
  part	
  de	
   la	
   regió	
  no	
   traduïda	
  5’	
   i	
  part	
  de	
   l’intró	
  1,	
  que	
  es	
  prediu	
  que	
  

introdueix	
   un	
   canvi	
   en	
   la	
   pauta	
   de	
   lectura	
   que	
   dóna	
   lloc	
   a	
   un	
   codó	
   stop	
   prematur	
  

(p.Ala62Ilefs*12).	
  Aquest	
  gen	
  està	
  associat	
  a	
  un	
  trastorn	
  específic	
  de	
  llenguatge	
  (MIM	
  #	
  615432)	
  

amb	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  dominant,	
  a	
  més,	
  aquests	
  pacients	
  també	
  presenten	
  anomalies	
  

cerebrals,	
  TEA,	
  retard	
  del	
  desenvolupament,	
  però	
  també	
  hi	
  ha	
  pacients	
  que	
  tenen	
  una	
  capacitat	
  

cognitiva	
  normal	
  (256).	
  Considerant	
  que	
  la	
  mare	
  és	
  portadora	
  sana	
  de	
  la	
  variant	
  en	
  heterozigosi,	
  

s’ha	
  descartat	
  com	
  a	
  causant	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  present	
  en	
  el	
  pacient,	
  tot	
  i	
  que	
  no	
  es	
  pot	
  excloure	
  

com	
  una	
  variant	
  que	
  estigui	
  modulant	
  o	
  contribuint	
  al	
  fenotip.	
  	
  

	
  

El	
  fet	
  de	
  què	
  s’hagin	
  identificat	
  un	
  fals	
  positiu	
  i	
  variants	
  de	
  novo	
  quan	
  en	
  realitat	
  eren	
  variants	
  

heretades	
  d’un	
  dels	
  progenitors,	
  és	
  a	
  causa	
  de	
  què	
  hi	
  ha	
  una	
  gran	
  dispersió	
  en	
  la	
  cobertura	
  de	
  les	
  

regions	
  analitzades,	
   fent	
  que	
  sigui	
  difícil	
  de	
  predir	
  amb	
  certesa	
  CNVs	
   i	
  de	
  determinar	
  el	
  patró	
  

d’herència.	
   En	
   la	
   Figura	
   21	
   es	
   troba	
   representat	
   el	
   gràfic	
   de	
   la	
   profunditat	
   de	
   cobertura	
   dels	
  

quatre	
  exons	
  del	
  gen	
  TM4SF20,	
  en	
  verd	
  es	
  pot	
  observar	
   la	
  duplicació	
  en	
  el	
  pacient,	
   la	
   línia	
  lila	
  

correspon	
  a	
  la	
  mare	
  que	
  es	
  troba	
  en	
  el	
  límit	
  i	
  el	
  color	
  gris	
  correspon	
  a	
  altres	
  mostres	
  utilitzades	
  

per	
  a	
  la	
  normalització,	
  mostrant	
  que	
  hi	
  ha	
  una	
  gran	
  dispersió	
  de	
  la	
  cobertura	
  en	
  aquesta	
  regió.	
  És	
  

per	
  aquest	
  motiu,	
  que	
  les	
  CNVs	
  predites	
  s’han	
  de	
  validar	
  amb	
  una	
  altra	
  tècnica,	
  en	
  aquest	
  cas	
  la	
  

MLPA	
  per	
  confirmar	
  que	
  realment	
  estan	
  presents	
  i	
  el	
  patró	
  d’herència.	
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Figura	
  21|	
  Gràfic	
  que	
  mostra	
  la	
  normalització	
  de	
  la	
  profunditat	
  de	
  cobertura	
  dels	
  exons	
  1-­‐4	
  del	
  gen	
  TM4SF20	
  del	
  
trio	
  format	
  pel	
  pacient	
  15	
  i	
  els	
  seus	
  progenitors.	
  En	
  color	
  verd	
  es	
  troba	
  representada	
  la	
  cobertura	
  del	
  pacient	
  en	
  
la	
  regió	
  duplicada,	
  en	
  color	
  blau	
  la	
  cobertura	
  del	
  pacient	
  en	
  les	
  regions	
  on	
  no	
  hi	
  ha	
  CNVs,	
  el	
  color	
  lila	
  correspon	
  a	
  
la	
  mare.	
  El	
  color	
  taronja	
  correspon	
  al	
  pare	
  i	
  el	
  gris	
  correspon	
  a	
  les	
  altres	
  mostres	
  utilitzades	
  per	
  fer	
  la	
  normalització	
  
i	
  que	
  no	
  corresponen	
  al	
  trio.	
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4.2	
  Avaluació	
  de	
  variants	
  en	
  mosaic	
   

En	
   els	
   TND	
   i	
   concretament	
   en	
   les	
   encefalopaties	
   epilèptiques	
   s’ha	
   descrit	
   variants	
   en	
  mosaic	
  

responsables	
  del	
  fenotip.	
  En	
  concret,	
  en	
  nou	
  gens	
  (CDKL5,	
  GABRA1,	
  GABRG2,	
  GRIN2B,	
  KCNQ2,	
  

MECP2,	
  PCDH19,	
  SCN1A	
  i	
  SCN2A)	
  relacionats	
  amb	
  epilèpsia	
  s’ha	
  reportat	
  un	
  3,5%	
  de	
  mosaicisme	
  

(257).	
  En	
  aquests	
  casos	
  el	
  mosaic	
  seria	
  post-­‐zigotic	
  i	
  seria	
  un	
  fenomen	
  que	
  es	
  produiria	
  de	
  novo	
  

en	
   el	
   pacient.	
   D’altra	
   banda,	
   també	
   podria	
   trobar-­‐se	
   mosaicisme	
   en	
   els	
   progenitors	
   que	
   no	
  

presentarien	
  fenotip.	
  De	
  fet,	
  en	
  un	
  altre	
  estudi	
  portat	
  a	
  terme	
  en	
  encefalopaties	
  epilèptiques	
  s’ha	
  

reportat	
  que	
  un	
  10%	
  dels	
  progenitors	
  són	
  mosaics	
  per	
   la	
  variant	
  patogènica	
  present	
  en	
  el	
  seu	
  

fill/filla	
   i	
   que	
   suposadament	
   era	
  de	
   novo	
   (258).	
   En	
   quatre	
   dels	
   cinc	
   pacients	
   sense	
   diagnòstic	
  

molecular	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  l’anàlisi	
  dels	
  mosaics,	
  el	
  trio	
  17	
  es	
  va	
  excloure	
  de	
  l’anàlisi.	
  L’anàlisi	
  

dels	
  mosaics	
  en	
  aquests	
  quatre	
  pacients	
  (pacients	
  12,	
  13,	
  14	
  i	
  15)	
  consistia	
  per	
  una	
  banda,	
  en	
  

analitzar	
  variants	
  de	
  novo	
  degudes	
  a	
  un	
  mosaic	
  post-­‐zigòtic	
  i	
  per	
  l’altra,	
  variants	
  en	
  mosaic	
  en	
  un	
  

dels	
  progenitors	
  i	
  que	
  es	
  trobessin	
  en	
  heterozigosi	
  en	
  els	
  pacients.	
  	
  

	
  

Variants	
  de	
  novo	
  en	
  mosaic	
  candidates	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  

L’anàlisi	
  de	
  variants	
  de	
  novo	
  en	
  mosaic	
  en	
  els	
  quatre	
  pacients	
  ha	
  resultat	
  en	
  la	
  identificació	
  de	
  18-­‐

28	
   variants	
   per	
   individu,	
   filtrant	
   per	
   una	
   freqüència	
   al·∙lèlica	
   entre	
   el	
   10-­‐30%,	
   una	
   freqüència	
  

poblacional	
   <1/1000	
   i	
   prioritzant	
   les	
   variants	
   amb	
  un	
   efecte	
   deleteri	
   sobre	
   la	
   proteïna.	
   S’han	
  

considerat	
  rellevants	
  les	
  variants	
  localitzades	
  en	
  gens	
  implicats	
  en	
  el	
  neurodesenvolupament.	
  En	
  

la	
  Taula	
  15	
  es	
  troben	
  resumides	
  les	
  dues	
  variants	
  candidates	
  identificades	
  en	
  els	
  pacients	
  12	
  i	
  13.	
  	
  	
  

	
  

 Gen	
   Isoforma	
   Tipus	
  de	
  

variant	
  

Canvi	
  de	
  

nucleòtid	
  

Canvi	
  

d’aminoàcid	
  

ExAC/gnomAD	
  

	
  

Freqüència	
  

al·∙lèlica	
  %	
  

Herència	
  

Pacient	
  12	
   TUBB2B	
   NM_178012.5	
   Missense	
   c.751C>A	
   p.Arg251Ser	
   -­‐	
  /	
  -­‐	
   12,5%	
   De	
  novo	
  

Pacient	
  13	
   ATAD3A	
   NM_018188.5	
   Missense	
   c.1301G>A	
   p.Arg434Gln	
   0,00004423/ 
0,0001004	
  

11.8%	
   De	
  novo	
  

	
  	
  

El	
  gen	
  TUBB2B	
  codifica	
  per	
  la	
  isoforma	
  β	
  de	
  la	
  tubulina	
  i	
  s’associa	
  a	
  una	
  displàsia	
  cortical	
  complexa	
  

amb	
   altres	
   malformacions	
   cerebrals,	
   presenta	
   una	
   herència	
   autosòmica	
   dominant	
   (MIM	
   #	
  

610031).	
  La	
  variant	
  missense	
  c.751C>A	
  identificada	
  en	
  la	
  pacient	
  12	
  es	
  troba	
  en	
  un	
  mosaic	
  del	
  

12,5%.	
  L’eina	
  Varsome	
  suggereix	
  que	
  aquesta	
  variant	
  és	
  probablement	
  patogènica,	
  atès	
  que	
  no	
  

es	
  troba	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  gnomAD	
  i	
  els	
  predictors	
  in	
  silico	
  la	
  classifiquen	
  com	
  una	
  

variant	
  deletèria.	
  Aquesta	
   variant	
   es	
   troba	
  en	
   la	
   base	
  de	
  dades	
  de	
  ClinVar	
   (VCV000432230.2)	
  

classificada	
   com	
   una	
   variant	
   de	
   significat	
   incert.	
   Considerant	
   que	
   la	
   pacient	
   12	
   no	
   presenta	
  

malformacions	
  cerebrals	
  que	
  és	
  una	
  característica	
  predominant	
  en	
  els	
  pacients	
  que	
  presenten	
  

Taula	
  15|	
  Variants	
  candidates	
  resultants	
  de	
  l’anàlisi	
  de	
  variants	
  en	
  mosaic	
  de	
  novo. 
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variants	
   patogèniques/probablement	
   patogèniques	
   en	
   aquest	
   gen	
   (259,260),	
   s’ha	
   decidit	
  

classificar-­‐la	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert.	
  

	
  

La	
  variant	
  missense	
  c.1301G>A,	
  p.Arg434Gln	
  en	
  el	
  gen	
  ATAD3A	
  identificada	
  en	
  el	
  pacient	
  13	
  es	
  

troba	
   en	
   un	
   mosaic	
   del	
   11,8%.	
   El	
   programa	
   Varsome	
   suggereix	
   que	
   aquesta	
   variant	
   és	
  

probablement	
   patogènica,	
   atès	
   que	
   es	
   troba	
   en	
  molt	
   baixa	
   freqüència	
   en	
   les	
   bases	
   de	
  dades	
  

d’ExAC	
   i	
   gnomAD	
   i	
   els	
  predictors	
   in	
   silico	
   la	
   classifiquen	
  com	
  a	
  deletèria.	
   L’anàlisi	
  de	
  CNVs	
  ha	
  

identificat	
  una	
  duplicació	
  de	
  l’exó	
  5	
  del	
  gen	
  ATAD3A	
  que	
  es	
  prediu	
  que	
  introdueix	
  un	
  canvi	
  en	
  la	
  

pauta	
  de	
   lectura.	
  Per	
   tant,	
   s’hauria	
  d’estudiar	
  a	
  nivell	
   funcional	
   si	
   la	
   variant	
   c.1301G>A	
  en	
  un	
  

mosaic	
  del	
  11,8%	
  i	
  la	
  CNV	
  són	
  suficients	
  per	
  presentar	
  la	
  forma	
  recessiva	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  Harel-­‐

Yoon.	
  No	
  obstant,	
  el	
  pacient	
  13	
  no	
  presenta	
  moltes	
  de	
  les	
  característiques	
  clíniques	
  de	
  la	
  forma	
  

recessiva	
  com	
  les	
  cataractes	
  congènites,	
  l’atròfia	
  del	
  cerebel,	
  l’afectació	
  del	
  nervi	
  òptic,	
  l’atàxia	
  o	
  

la	
  hipotonia.	
  Per	
  aquest	
  motiu,	
  les	
  dues	
  variants	
  identificades	
  en	
  el	
  gen	
  ATAD3A	
  s’han	
  classificat	
  

com	
  a	
  variants	
  de	
  significat	
  incert.	
  

	
  

En	
  síntesi,	
  l’anàlisi	
  de	
  variants	
  en	
  mosaic	
  de	
  novo	
  ha	
  donat	
  lloc	
  a	
  la	
  identificació	
  de	
  dues	
  variants	
  

candidates	
  en	
  els	
  pacients	
  12	
  i	
  13	
  classificades	
  com	
  a	
  variants	
  de	
  significat	
  incert,	
  que	
  hauran	
  de	
  

ser	
  revisades	
  en	
  el	
  futur,	
  pel	
  fet	
  que	
  podrien	
  tenir	
  rellevància	
  en	
  el	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  que	
  presenten	
  

aquests	
  pacients.	
  	
  

	
  

Variants	
  en	
  mosaic	
  en	
  els	
  progenitors	
  i	
  en	
  heterozigosi	
  en	
  els	
  pacients	
  candidates	
  al	
  

fenotip	
  SA-­‐like	
  

L’anàlisi	
  de	
  variants	
  en	
  mosaic	
   (5-­‐30%)	
  en	
  un	
  dels	
  progenitors	
   i	
  present	
  en	
  heterozigosi	
  en	
  el	
  

pacient	
  (30-­‐70%),	
  filtrades	
  per	
  una	
  freqüència	
  al·∙lèlica	
  <1/1000	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  i	
  

gnomAD,	
  ha	
  donat	
  com	
  a	
  resultat	
  entre	
  13	
   i	
  24	
  variants	
  en	
  els	
  quatre	
   individus	
  estudiats.	
  Les	
  

variants	
   obtingudes	
   s’han	
   filtrat	
   per	
   gens	
   implicats	
   en	
   el	
   neurodesenvolupament	
   i	
   segons	
  

l’impacte	
  que	
  tenen	
  sobre	
   la	
  proteïna.	
  Les	
  variants	
  amb	
  una	
  predicció	
  neutra	
  s’han	
  descartat.	
  

Aquest	
  anàlisi	
  no	
  ha	
  permès	
  identificar	
  variants	
  candidates	
  a	
  ser	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
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El	
  mecanisme	
  de	
  control	
  post-­‐transcripcional	
  NMD	
  actua	
  degradant	
   l’ARNm	
  de	
  transcrits	
  amb	
  

codons	
  stop	
  prematurs.	
  Variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift	
  que	
  introdueixen	
  un	
  codó	
  stop	
  prematur	
  

que	
   es	
   troba	
   localitzat	
   a	
   >50-­‐55	
   nucleòtids	
   de	
   l’última	
   unió	
   exó-­‐exó	
   provoquen	
   l’activació	
  

d’aquest	
  mecanisme	
  i	
  com	
  a	
  conseqüència	
  la	
  degradació	
  de	
  l’ARNm.	
  Amb	
  l’objectiu	
  de	
  comprovar	
  

si	
  les	
  variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift	
  identificades	
  com	
  a	
  responsables	
  o	
  candidates	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐

like	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  activen	
  el	
  mecanisme	
  NMD,	
  s’ha	
  quantificat	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  en	
  ADN	
  

genòmic	
  i	
  en	
  ADNc	
  i	
  s’ha	
  avaluat	
  l’expressió	
  gènica	
  per	
  qPCR	
  amb	
  sondes	
  TaqMan.	
  	
  

	
  

Variant	
  nonsense	
  c.1861C>T,	
  p.Arg621*	
  en	
  el	
  gen	
  SYNGAP1 

La	
  variant	
  c.1861C>T	
  identificada	
  en	
  la	
  pacient	
  3	
  introdueix	
  un	
  codó	
  stop	
  prematur	
  situat	
  a	
  >50-­‐

55	
  nucleòtids	
  de	
  l’última	
  unió	
  exó-­‐exó	
  (Figura	
  22A),	
  per	
  tant,	
  es	
  prediu	
  que	
  s’activi	
  el	
  mecanisme	
  

NMD	
  degradant-­‐se	
  l’ARNm.	
  Es	
  van	
  dissenyar	
  primers	
  per	
  amplificar	
  l’exó	
  11	
  on	
  es	
  troba	
  situada	
  

la	
  variant	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc	
  en	
  el	
  pacient	
  3	
  i	
  en	
  una	
  mostra	
  control	
  d’un	
  individu	
  sa,	
  i	
  es	
  

van	
  analitzar	
  les	
  dades	
  amb	
  el	
  programa	
  Minor	
  Variant	
  Finder.	
  

Capítol	
  5.	
  Activació	
  del	
  mecanisme	
  Nonsense-­‐mediated	
  mRNA	
  Decay	
  
(NMD)	
  per	
  variants	
  nonsense	
  i	
  frameshift 

Figura	
   22|	
   Quantificació	
   de	
   l’al·∙lel	
   amb	
   la	
   variant	
   c.1861C>T	
   en	
   el	
   gen	
   SYNGAP1	
   en	
   ADN	
   genòmic	
   i	
   ADNc.	
   A)	
  
Representació	
  esquemàtica	
  del	
  gen	
  SYNGAP1	
  on	
  es	
  troba	
  assenyalada	
  la	
  variant	
  i	
  la	
  distància	
  a	
  la	
  unió	
  exó-­‐exó	
  més	
  
3’.	
  B)	
  Seqüenciació	
  Sanger	
  de	
  l’exó	
  11	
  del	
  gen	
  SYNGAP1	
  i	
  gràfic	
  que	
  indica	
  el	
  percentatge	
  al	
  qual	
  es	
  troba	
  la	
  variant	
  	
  
c.1861C>T	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc.	
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1Exó
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El	
  resultats	
  mostren	
  que	
  no	
  hi	
  ha	
  diferències	
  en	
  el	
  percentatge	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant,	
  tant	
  en	
  

ADN	
  genòmic	
  com	
  en	
  ADNc	
  es	
  troba	
  al	
  voltant	
  del	
  50%	
  (Figura	
  22B).	
  	
  	
  

L’anàlisi	
  de	
  l’expressió	
  gènica	
  per	
  qPCR	
  indica	
  que	
  no	
  hi	
  ha	
  diferències	
  en	
  l’expressió	
  gènica	
  del	
  

gen	
  SYNGAP1	
  en	
  la	
  pacient	
  3	
  respecte	
  a	
  la	
  mostra	
  control	
  (p-­‐valor	
  0,53)	
  (Figura	
  23).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Tenint	
  en	
  compte	
  els	
  resultats	
  de	
  la	
  quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc,	
  juntament	
  

amb	
  els	
  de	
   l’expressió	
  gènica	
  per	
  qPCR,	
   la	
  variant	
  c.1861C>T	
  escapa	
  el	
  mecanisme	
  NMD	
  i	
  per	
  

consegüent,	
  no	
  es	
  degradaria	
  l’ARNm,	
  resultant	
  en	
  una	
  proteïna	
  truncada.	
  

	
  

	
  
Variant	
  frameshift	
  c.1826delA,	
  p.Asp609Alafs*15	
  en	
  el	
  gen	
  SATB2	
  

La	
   variant	
   c.1826delA	
  es	
   troba	
   situada	
  en	
   l’últim	
  exó	
   i	
   introdueix	
  un	
   codó	
   stop	
  prematur	
  332	
  

nucleòtids	
  abans	
  del	
  codó	
  stop	
  prematur	
  natural	
  (Figura	
  24A).	
  S’ha	
  descrit	
  que	
  les	
  variants	
  que	
  

introdueixen	
  un	
   codó	
   stop	
   en	
   l’últim	
  exó	
   escapen	
   el	
  mecanisme	
  NMD,	
   per	
   tant,	
   no	
  hi	
   hauria	
  

degradació	
  	
  de	
  l’ARNm,	
  generant-­‐se	
  una	
  proteïna	
  truncada.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  23|	
  Expressió	
  del	
  gen	
  SYNGAP1.	
  No	
  
hi	
   ha	
   diferències	
   significatives	
   entre	
   la	
  
pacient	
  3	
  i	
  la	
  mostra	
  control.	
  Test	
  estadístic	
  
T-­‐Student	
  (p-­‐valor	
  0,53);	
  ns,	
  no	
  significatiu.	
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Es	
  va	
  amplificar	
  la	
  regió	
  de	
  l’exó	
  11	
  on	
  es	
  troba	
  localitzada	
  la	
  variant	
  c.1826delA	
  en	
  el	
  gen	
  SATB2	
  

en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  en	
  ADNc	
  (Figura	
  24B).	
  Al	
  tractar-­‐se	
  d’una	
  variant	
  frameshift,	
  el	
  software	
  Minor	
  

Variant	
   Finder	
   no	
   permet	
   calcular	
   el	
   percentatge	
   al	
   qual	
   es	
   troba	
   l’al·∙lel	
   amb	
   la	
   variant.	
   Per	
  

calcular	
  el	
  percentatge	
   s’ha	
  dividit	
   l’alçada	
  a	
   la	
  qual	
  es	
   troben	
  10	
  nucleòtids	
   corresponents	
  al	
  

canvi	
  en	
  la	
  pauta	
  de	
  lectura	
  entre	
  el	
  valor	
  dels	
  mateixos	
  10	
  nucleòtids	
  en	
  la	
  mostra	
  control.	
  Aquest	
  

càlcul	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  tant	
  per	
  la	
  quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  com	
  en	
  ADNc.	
  El	
  

resultat	
  mostra	
  que	
   la	
  variant	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  es	
  troba	
  en	
  un	
  40,2%	
  i	
  en	
  ADNc	
  en	
  un	
  43,4%,	
  

indicant	
  que	
  no	
  hi	
  ha	
  diferències	
  en	
  el	
  percentatge	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  (Figura	
  25).	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  24|	
  Quantificació	
  de	
   l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  c.1826delA	
  en	
  el	
  gen	
  SATB2	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc.	
  A)	
  
Representació	
  esquemàtica	
  del	
  gen	
  SATB2	
  on	
  es	
  troba	
  assenyalada	
  la	
  variant.	
  B)	
  Seqüenciació	
  Sanger	
  del	
  gen	
  
SATB2	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc	
  en	
  la	
  pacient	
  6	
  i	
  en	
  una	
  mostra	
  control.	
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D’altra	
   banda,	
   l’anàlisi	
   de	
   l’expressió	
   gènica	
   del	
   gen	
   SATB2	
   per	
   qPCR	
   mostra	
   que	
   no	
   hi	
   ha	
  

diferències	
   significatives	
   respecte	
   al	
   control	
   negatiu	
   (p-­‐valor	
   0,0612)	
   (Figura	
   26).	
   Per	
   tant,	
   els	
  

resultats	
  obtinguts	
  de	
  la	
  qPCR	
  estan	
  d’acord	
  amb	
  els	
  obtinguts	
  en	
  la	
  quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  i	
  no	
  

hi	
  ha	
  degradació	
  de	
  l’ARNm,	
  predient-­‐se	
  la	
  síntesi	
  d’una	
  proteïna	
  truncada.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  25|	
  Percentatge	
   al	
   qual	
   es	
   troba	
   la	
  
variant	
  c.1826delA	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc.	
  
	
  

Figura	
  26|	
  Expressió	
  del	
  gen	
  SATB2.	
  No	
  hi	
  ha	
  
diferències	
  significatives	
  entre	
  la	
  pacient	
  6	
  i	
  la	
  
mostra	
   control.	
   Test	
   estadístic	
   T-­‐Student	
   (p-­‐
valor	
  0,0612);	
  ns,	
  no	
  significatiu.	
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Variant	
  frameshift	
  c.456_459delTGAG,	
  p.Ser152Argfs*40	
  en	
  el	
  gen	
  HSF2 

La	
   variant	
   c.456_459delTGAG	
   en	
   el	
   gen	
   HSF2	
   elimina	
   quatre	
   nucleòtids	
   inicials	
   de	
   l’exó	
   5,	
  

produint	
  un	
  canvi	
  en	
  la	
  pauta	
  de	
  lectura	
  que	
  introdueix	
  un	
  codó	
  stop	
  prematur	
  en	
  l’exó	
  6,	
  situat	
  

a	
  >50-­‐55	
  nucleòtids	
  de	
  l’última	
  unió	
  exó-­‐exó	
  (Figura	
  27A).	
  Es	
  va	
  amplificar	
  l’exó	
  5	
  del	
  gen	
  HSF2	
  

on	
  es	
  troba	
  situada	
  la	
  variant	
  c.456_459delTGAG	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc	
  en	
  la	
  pacient	
  13	
  i	
  en	
  un	
  

control	
  negatiu	
  (Figura	
  27B).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
  càlcul	
  del	
  percentatge	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  s’ha	
  realitzat	
  seguint	
  el	
  mateix	
  procediment	
  que	
  

per	
  la	
  variant	
  frameshift	
  en	
  el	
  gen	
  SATB2.	
  Els	
  resultats	
  mostren	
  que	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  l’al·∙lel	
  amb	
  

la	
  variant	
  es	
  troba	
  en	
  un	
  43%,	
  mentre	
  que	
  en	
  ADNc	
  es	
  troba	
  en	
  un	
  33%	
  (Figura	
  28).	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
  27|	
  Quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  c.459_459delTGAG	
  en	
  el	
  gen	
  HSF2	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc.	
  A)	
  
Representació	
   esquemàtica	
   del	
   gen	
  HSF2	
   on	
   es	
   troba	
   assenyalada	
   la	
   variant	
   i	
   on	
   s’introdueix	
   el	
   codó	
   stop	
  
prematur.	
  B)	
  Seqüenciació	
  Sanger	
  del	
  gen	
  HSF2	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc	
  en	
  la	
  pacient	
  6	
  i	
  en	
  el	
  control	
  negatiu.	
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L’anàlisi	
  de	
  l’expressió	
  gènica	
  per	
  qPCR	
  del	
  gen	
  HSF2	
  mostra	
  que	
  hi	
  ha	
  diferències	
  significatives	
  

en	
  l’expressió	
  respecte	
  la	
  mostra	
  control	
  (p-­‐valor	
  0,014)	
  (Figura	
  29).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Tant	
  els	
  resultats	
  de	
  la	
  quantificació	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  com	
  els	
  resultats	
  de	
  la	
  qPCR	
  indiquen	
  

què	
  la	
  variant	
  c.456_459delTGAG	
  activa	
  el	
  mecanisme	
  NMD.	
  

	
  

Variant	
  nonsense	
  c.1165C>T,	
  p.Gln389*	
  en	
  el	
  gen	
  CHMP7	
  

La	
  variant	
  c.1165C>T	
  es	
  troba	
  localitzada	
  a	
  133	
  nucleòtids	
  upstream	
  de	
  l’última	
  unió	
  exó-­‐exó,	
  per	
  

tant,	
  hauria	
  de	
  ser	
  subjecte	
  de	
  degradació	
  pel	
  mecanisme	
  NMD	
  (Figura	
  30A).	
  Es	
  va	
  amplificar	
  

l’exó	
  10	
  on	
  es	
  troba	
  situada	
  la	
  variant	
  c.1165C>T	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  en	
  ADNc.	
  Els	
  resultats	
  mostren	
  	
  	
  

Figura	
  28|	
  Percentatge	
  al	
  qual	
  es	
  troba	
  
la	
   variant	
   c.456_459delTGAG	
   en	
   ADN	
  
genòmic	
  i	
  ADNc.	
  

Figura	
  29|	
  Expressió	
  del	
  gen	
  HSF2.	
  En	
  el	
  
pacient	
   13	
   hi	
   ha	
   una	
   disminució	
  
significativa	
  de	
   l’expressió	
   respecte	
   a	
   la	
  
mostra	
  control.	
  Test	
  estadístic	
  T-­‐Student	
  
(p-­‐valor	
  0,014);	
  *p-­‐valor<0,05.	
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que	
  hi	
  ha	
  una	
  disminució	
  del	
  percentatge	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant,	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  es	
  troba	
  al	
  

voltant	
  del	
  50%,	
  mentre	
  que	
  en	
  ADNc	
  es	
  troba	
  al	
  30%	
  (Figura	
  30B).	
  	
  

	
  

D'altra	
   banda,	
   en	
   els	
   resultats	
   de	
   la	
   qPCR	
   s’observa	
   que	
  hi	
   ha	
   una	
  disminució	
   significativa	
   de	
  

l’expressió	
  del	
  gen	
  CHMP7	
  respecte	
  a	
  la	
  mostra	
  control	
  (p-­‐valor	
  0,016)	
  (Figura	
  31).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  31|	
  Expressió	
  del	
   gen	
  CHMP7.	
   En	
  el	
  
pacient	
  17	
  hi	
  ha	
  una	
  disminució	
  significativa	
  
de	
  l’expressió	
  respecte	
  a	
   la	
  mostra	
  control.	
  
Test	
  estadístic	
  T-­‐Student	
  (p-­‐valor	
  0,016);	
  *p-­‐
valor<0,05.	
  
	
  

Figura	
  30|	
  Quantificació	
  de	
   l’al·∙lel	
   amb	
   la	
  variant	
  c.1165C>T	
  en	
  el	
  gen	
  CHMP7	
   en	
  ADN	
  genòmic	
   i	
  ADNc.	
  A)	
  
Representació	
  esquemàtica	
  del	
  gen	
  CHMP7	
  on	
  es	
  troba	
  assenyalada	
  la	
  variant	
  i	
  la	
  distància	
  a	
  la	
  unió	
  exó-­‐exó	
  
més	
  3’.B)	
  Seqüenciació	
  Sanger	
  de	
  l’exó	
  10	
  del	
  gen	
  CHMP7	
  i	
  gràfic	
  que	
  indica	
  el	
  percentatge	
  al	
  qual	
  es	
  troba	
  la	
  
variant	
  c.1165C>T	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  ADNc.	
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En	
  conjunt,	
  els	
  resultats	
  tant	
  de	
   la	
  quantificació	
  de	
   l’al·∙lel	
  com	
  els	
  del	
   la	
  qPCR	
   indiquen	
  que	
  el	
  

transcrit	
  amb	
  la	
  variant	
  c.1165C>T	
  indueix	
  l’activació	
  del	
  mecanisme	
  NMD.	
  	
  

	
  

Variant	
  nonsense	
  c.3106C>T,	
  p.Arg1036*	
  el	
  gen	
  ASXL3 

La	
  variant	
  c.3106C>T,	
  p.Arg1036*	
  introdueix	
  un	
  codó	
  de	
  stop	
  prematur	
  en	
  l’últim	
  exó,	
  per	
  tant,	
  

l’ARNm	
  no	
  hauria	
  de	
  ser	
  subjecte	
  de	
  degradació	
  pel	
  mecanisme	
  NMD.	
  Es	
  van	
  amplificar	
  els	
  exons	
  

11-­‐12	
  del	
  gen	
  ASXL3	
  en	
  ADN	
  genòmic	
  i	
  en	
  ADNc.	
  Els	
  resultats	
  mostren	
  que	
  la	
  variant	
  c.3106C>T	
  

es	
  troba	
  aproximadament	
  al	
  50%	
  en	
  ADN	
  genòmic,	
  mentre	
  que	
  no	
  va	
  haver	
  amplificació	
  en	
  ADNc	
  

extret	
   de	
   limfòcits.	
   Es	
   va	
   dissenyar	
   un	
   nou	
   primer	
   forward	
   però	
   tampoc	
   es	
   va	
   observar	
  

amplificació.	
   D’acord	
   amb	
   la	
   base	
   de	
   dades	
   The	
   Human	
   Protein	
   Atlas	
   (253),	
   el	
   gen	
   ASXL3	
  

s’expressa	
  principalment	
  en	
  cervell	
  i	
  en	
  teixits	
  sexuals	
  masculins	
  i	
  femenins	
  (Figura	
  32).	
  Amb	
  la	
  

finalitat	
  de	
  comprovar	
  que	
  la	
  causa	
  de	
  l’absència	
  d’amplificació	
  en	
  el	
  pacient	
  és	
  deguda	
  a	
  què	
  

aquest	
  gen	
  s’expressa	
  molt	
  poc	
  o	
  no	
  s’expressa	
  en	
  limfòcits,	
  es	
  van	
  amplificar	
  els	
  exons	
  11-­‐12	
  del	
  

gen	
   ASXL3	
   en	
   les	
   línies	
   de	
   neuroblastoma	
   SKNBE(2)	
   i	
   CHLA-­‐90	
   (cedides	
   pel	
   grup	
   de	
   recerca	
  

translacional	
  en	
  càncer	
  en	
  la	
  infància	
  i	
  l’adolescència,	
  VHIR).	
  	
  

	
  

	
  

 	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  32|	
  Expressió	
  de	
  l’ARN	
  i	
  de	
  la	
  proteïna	
  ASXL3	
  segons	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  The	
  
Human	
  Protein	
  Atlas	
  (www.proteinatlas.org).	
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En	
  la	
  Figura	
  33	
  s’observa	
  que	
  hi	
  ha	
  amplificació	
  dels	
  exons	
  11-­‐12	
  en	
  les	
  línies	
  de	
  neuroblastoma	
  

utilitzant	
   les	
   dues	
   parelles	
   de	
   primers,	
   mentre	
   que	
   no	
   hi	
   ha	
   amplificació	
   en	
   ADNc	
   extret	
   de	
  

limfòcits.	
  Aquest	
  resultat	
  confirma	
  que	
  el	
  gen	
  ASXL3	
  no	
  s’expressa	
  o	
  s’expressa	
  molt	
  poc	
  en	
  sang	
  

perifèrica.	
  Per	
  aquest	
  motiu,	
  es	
  necessitaria	
  mostra	
  d’un	
  teixit	
  que	
  derivi	
  del	
  neuroectoderm,	
  per	
  

analitzar	
  si	
  el	
  transcrit	
  amb	
  la	
  variant	
  c.3106C>T	
  activa	
  el	
  mecanisme	
  NMD.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   33|	
   Gel	
   d’agarosa	
   on	
   s’han	
   carregat	
   els	
   productes	
  
d’amplificació	
  dels	
  exons	
  11-­‐12	
  del	
  gen	
  ASXL3	
  en	
  ADNc	
  del	
  pacient	
  
10,	
  de	
  la	
  mostra	
  control	
  i	
  de	
  les	
  línies	
  de	
  neuroblastoma	
  SKNBE(2)	
  
i	
  CHLA-­‐90,	
  fent	
  servir	
  la	
  parella	
  de	
  primers	
  1	
  i	
  amb	
  un	
  nou	
  primer	
  
forward.	
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En	
  el	
  pacient	
  1	
  s’ha	
  identificat	
  la	
  variant	
  c.506G>C,	
  p.Arg169Thr	
  (R169T)	
  localitzada	
  en	
  el	
  domini	
  

motor	
  del	
  gen	
  KIF1A	
  com	
  a	
  responsable	
  del	
  fenotip	
  SA	
  (Figura	
  34).	
  Aquesta	
  variant	
  es	
  va	
  classificar	
  

com	
  a	
  probablement	
  patogènica,	
  ja	
  què	
  compleix	
  els	
  criteris	
  de	
  patogenicitat	
  següents:	
  i)	
  no	
  es	
  

troba	
  en	
  bases	
  de	
  dades	
  de	
  població	
  control	
  (ExAC	
  i	
  gnomAD),	
  ii)	
  els	
  predictors	
  in	
  silico	
  indiquen	
  

que	
  es	
  tracta	
  d’una	
  variant	
  amb	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna,	
  iii)	
  es	
  troba	
  en	
  

un	
   domini	
   funcional	
   ben	
   caracteritzat	
   i	
   conservat,	
   on	
   més	
   del	
   80%	
   de	
   les	
   variants	
   són	
  

patogèniques	
   i	
   iv)	
  és	
  de	
  novo.	
   Tot	
   i	
   això,	
   al	
   tractar-­‐se	
  d’una	
  variant	
  no	
  descrita	
  anteriorment,	
  

segons	
   la	
   guia	
   ACMG	
   es	
   necessiten	
   portar	
   a	
   terme	
   estudis	
   funcionals	
   que	
   demostrin	
   l’efecte	
  

deleteri	
  de	
   la	
  variant	
  per	
  classificar-­‐la	
  com	
  a	
  patogènica.	
  Per	
  determinar	
  com	
  afecta	
   la	
  variant	
  

R169T	
  a	
  la	
  funció	
  de	
  KIF1A	
  	
  s’ha	
  realitzat	
  l’estudi	
  de	
  l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A.	
  	
  

	
  

La	
  nostra	
  hipòtesi	
  és	
  que	
  la	
  variant	
  R169T	
  afectarà	
  a	
  l’activitat	
  ATPasa,	
  com	
  a	
  conseqüència	
  de	
  

defectes	
  en	
  la	
  unió	
  als	
  microtúbuls.	
  L’Arg169	
  és	
  un	
  aminoàcid	
  amb	
  càrrega	
  positiva	
  que	
  es	
  troba	
  

localitzat	
   en	
   un	
   domini	
   d’unió	
   a	
  microtúbuls	
   i	
   estableix	
   interaccions	
   electrostàtiques	
   amb	
   els	
  

aminoàcids	
   amb	
   càrrega	
   negativa	
   de	
   la	
   tubulina.	
   Per	
   contra,	
   l’aminoàcid	
   Thr	
   no	
   té	
   càrrega	
   i	
  

probablement	
  no	
  interaccioni	
  o	
  tingui	
  una	
  menor	
  afinitat	
  per	
  la	
  tubulina.	
  

	
  

6.1	
  Activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  amb	
  la	
  variant	
  R169T	
  

Un	
  dels	
  models	
  desenvolupats	
  per	
  avaluar	
  la	
  motilitat	
  de	
  les	
  quinesines	
  són	
  els	
  assajos	
  ATPasa,	
  

que	
  permeten	
  quantificar	
  el	
  Pi	
  alliberat	
  pel	
  domini	
  motor	
  d’una	
  quinesina	
  en	
  presència	
  d’ATP	
  i	
  

microtúbuls,	
  i	
  de	
  forma	
  indirecta	
  indiquen	
  si	
  la	
  motilitat	
  de	
  la	
  quinesina	
  està	
  preservada	
  o	
  no.	
  La	
  

finalitat	
   de	
   realitzar	
   aquest	
   assaig	
   ha	
   estat	
   avaluar	
   l’impacte	
   de	
   la	
   variant	
  missense	
   R169T	
  

localitzada	
  en	
  el	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  sobre	
  la	
  motilitat	
  de	
  la	
  proteïna.	
  	
  

Capítol	
  6.	
  Impacte	
  de	
  la	
  variant	
  R169T	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  KIF1A 

Figura	
  34|	
  Estructura	
  de	
  la	
  proteïna	
  KIF1A	
  on	
  es	
  troba	
  indicada	
  la	
  variant	
  p.Arg169Thr	
  identificada	
  en	
  el	
  pacient	
  1.	
  NC,	
  
Neck-­‐coil;	
  CC,	
  Coiled	
  Coil;	
  FHA,	
  forkhead-­‐associated;	
  PH,	
  pleckstrin	
  homology	
  domain.	
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Per	
   fer	
  aquest	
  assaig	
  s’ha	
  produït	
   i	
  purificat	
   in	
  vitro	
   la	
   forma	
  WT	
   i	
  mutada	
  (R169T)	
  del	
  domini	
  

motor	
  de	
  KIF1A.	
  Per	
  determinar	
  que	
  hi	
  havia	
  expressió	
  de	
  la	
  proteïna	
  recombinant	
  després	
  de	
  la	
  

inducció	
  amb	
  IPTG	
  del	
  cultiu	
  de	
  cèl·∙lules	
  BL21	
  transformades	
  amb	
  el	
  vector	
  d’expressió	
  pQE-­‐80L	
  

KIF1A	
  WT/R169T,	
  el	
  pellet	
  de	
  cèl·∙lules	
  induïdes	
  i	
  no	
  induïdes	
  s’ha	
  lisat	
  i	
  s’han	
  carregat	
  les	
  mostres	
  

en	
  un	
  gel	
  de	
  poliacrilamida.	
  A	
  continuació,	
  s’han	
  transferit	
  les	
  proteïnes	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  PVDF	
  

i	
  s’ha	
  realtzat	
  una	
  tinció	
  amb	
  Naphtol	
  Blue.	
  Es	
  pot	
  observar	
  una	
  banda	
  a	
  43	
  KDa	
  corresponent	
  al	
  

domini	
  de	
  KIF1A	
  WT/R169T	
  després	
  de	
  la	
  inducció	
  amb	
  IPTG	
  (Figura	
  35A).	
  També	
  s’ha	
  comprovat	
  

per	
  Western	
  blot	
  que	
  hi	
  ha	
  expressió	
  de	
  les	
  proteïnes	
  recombinants	
  amb	
  un	
  anticòs	
  que	
  detecta	
  

la	
  cua	
  d’histidines	
  (Figura	
  35B).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

A	
   continuació,	
   s’ha	
   realitzat	
   la	
   purificació	
   de	
   la	
   proteïna	
   i	
   per	
   comprovar	
   que	
   ha	
   funcionat	
  

correctament	
  s’han	
  carregat	
  les	
  mostres	
  dels	
  diferents	
  passos	
  de	
  la	
  purificació	
  en	
  un	
  altre	
  gel,	
  

s’ha	
  fet	
  la	
  transferència	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  PVDF	
  i	
  una	
  tinció	
  amb	
  Naphtol	
  Blue.	
  En	
  els	
  dos	
  gels,	
  

es	
  pot	
  observar	
  una	
  banda	
  de	
  43	
  KDa	
  que	
  correspon	
  al	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT	
  i	
  R169T	
  (Figura	
  

36).	
  

	
  

	
  

Figura	
   35|	
   Anàlisi	
   d’expressió	
   de	
   la	
   proteïna	
   recombinant.	
   A)	
   Tinció	
   amb	
   Naphtol	
   Blue	
  
d’extractes	
  proteics	
  abans	
  i	
  després	
  de	
  la	
   inducció	
  de	
  l’expressió	
  dels	
  dominis	
  motors	
  WT	
   i	
  
R169T.	
  La	
  fletxa	
  vermella	
  indica	
  l’expressió	
  de	
  la	
  proteïna.	
  B)	
  Immunodetecció	
  de	
  la	
  proteïna	
  
recombinant	
  que	
  conté	
  una	
  cua	
  de	
  6	
  histidines.	
  Es	
  pot	
  observar	
  com	
  després	
  de	
  la	
  inducció	
  
amb	
  IPTG	
  del	
  cultiu	
  hi	
  ha	
  expressió	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT	
  i	
  amb	
  la	
  variant	
  R169T.	
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Els	
  resultats	
  obtinguts	
  de	
  l’assaig	
  ATPasa	
  mostren	
  que	
  a	
  mesura	
  que	
  augmenta	
  la	
  quantitat	
  de	
  

proteïna	
  corresponent	
  al	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT	
  en	
  el	
  rang	
  de	
  0,078	
  µg	
  a	
  0,24	
  µg,	
  hi	
  ha	
  un	
  

augment	
  exponencial	
  del	
  Pi	
   alliberat	
   (Figura	
  37).	
  Quan	
   la	
  quantitat	
  de	
  proteïna	
  és	
  de	
  0,24	
  µg	
  

s’arriba	
  a	
  la	
  màxima	
  activitat	
  ATPasa,	
  que	
  correspon	
  a	
  1,76	
  nmols	
  de	
  Pi	
  alliberat,	
  el	
  que	
  suposa	
  

una	
  activitat	
  de	
  1466,6	
  nmols	
  d’ATP	
  hidrolitzat/min/mg.	
  En	
  el	
  cas	
  del	
  domini	
  motor	
  amb	
  la	
  variant	
  

R169T	
  el	
  que	
  s’observa	
  és	
  que	
  a	
  baixes	
  quantitats	
  de	
  proteïna	
  no	
  hi	
  ha	
  activitat	
  ATPasa	
  i	
  en	
  el	
  

màxim	
  valor	
  de	
  proteïna,	
  0,24	
  µg,	
  la	
  quantitat	
  de	
  Pi	
  alliberat	
  és	
  de	
  0,010	
  nmols	
  (Figura	
  37),	
  el	
  que	
  

suposa	
  una	
  activitat	
  de	
  8,3	
  nmols	
  d’ATP	
  hidrolitzat/min/mg.	
  	
  

	
  

Figura	
  37|	
  Resultats	
  de	
  l’assaig	
  ATPasa.	
  A	
  mesura	
  que	
  augmenta	
  la	
  quantitat	
  de	
  proteïna	
  del	
  domini	
  
motor	
  de	
  KIF1A	
  WT	
  es	
  produeix	
  un	
  increment	
  exponencial	
  en	
  l’alliberament	
  de	
  Pi.	
  Per	
  contra,	
  s’observa	
  
que	
  la	
  variant	
  R169T	
  afecta	
  a	
  l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A,	
  ja	
  què	
  no	
  hi	
  ha	
  pràcticament	
  
alliberament	
  de	
  Pi	
  a	
  mesura	
  que	
  augmenta	
  la	
  quantitat	
  de	
  proteïna	
  (T-­‐Student,	
  p-­‐valor	
  0,0095).	
  

Figura	
  36	
  |	
  Tinció	
  amb	
  Naphtol	
  blue	
  de	
  les	
  membranes	
  corresponents	
  als	
  diferents	
  passos	
  de	
  
la	
  purificació	
  de	
   la	
  proteïna.	
  En	
   les	
   fraccions	
  de	
   l’elució	
  es	
  pot	
   observar	
  una	
  banda	
  d’uns	
  
43KDa	
  que	
  correspon	
  al	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A	
  WT	
  i	
  R169T. 
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Per	
  demostrar	
  que	
  es	
  partia	
  de	
  la	
  mateixa	
  concentració	
  de	
  proteïna	
  del	
  domini	
  motor	
  WT	
  i	
  R169T	
  

i	
  que	
  les	
  diferències	
  observades	
  en	
  l’activitat	
  ATPasa	
  són	
  degudes	
  a	
  què	
  la	
  variant	
  R169T	
  afecta	
  a	
  

l’activitat	
  ATPasa	
  de	
  la	
  proteïna,	
  s’ha	
  carregat	
  un	
  gel	
  amb	
  diferents	
  dilucions	
  de	
  la	
  proteïna	
  WT	
  i	
  

R169T	
  (3	
  µg,	
  1	
  µg	
  i	
  0,3	
  µg).	
  Les	
  proteïnes	
  s’han	
  transferit	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  PVDF	
  i	
  s’ha	
  fet	
  una	
  

tinció	
  amb	
  Naphtol	
  blue.	
  Els	
   resultats	
  confirmen	
  que	
  es	
  parteix	
  de	
   la	
  mateixa	
  concentració	
  de	
  

proteïna	
  (Figura	
  38)	
  i	
  per	
  tant,	
  les	
  diferències	
  en	
  l’activitat	
  són	
  degudes	
  a	
  l’impacte	
  de	
  la	
  variant	
  

R169T	
  sobre	
  la	
  funció	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   resum,	
   s’ha	
   demostrat	
   que	
   el	
   domini	
   motor	
   amb	
   la	
   variant	
   R169T	
   presenta	
   una	
   activitat	
  

ATPasa	
  significativament	
  inferior	
  a	
  la	
  del	
  domini	
  motor	
  WT	
  (T-­‐Student,	
  p-­‐valor	
  0,0095),	
  indicant	
  

un	
  efecte	
  deleteri	
  de	
  la	
  variant	
  sobre	
  la	
  motilitat	
  de	
  la	
  quinesina	
  KIF1A.	
  L’absència	
  de	
  motilitat	
  de	
  

KIF1A	
   afectaria	
   el	
   transport	
   de	
   proteïnes	
   i	
   vesícules	
   a	
   través	
   dels	
   axons	
   neuronals,	
   sent	
   la	
  

responsable	
  del	
  fenotip	
  present	
  en	
  el	
  pacient	
  1.	
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Figura	
   38|	
   Tinció	
   de	
   la	
   membrana	
   on	
   s’han	
  
carregat	
   diferents	
   dilucions	
   del	
   domini	
   motor	
  
WT	
  i	
  amb	
  la	
  variant	
  R169T,	
  que	
  demostra	
  que	
  es	
  
parteix	
  de	
  la	
  mateixa	
  concentració	
  de	
  proteïna.	
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S’ha	
  construït	
  una	
  xarxa	
  d’interacció	
  que	
  inclou	
  els	
  nous	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  com	
  

a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  prèviament	
  descrits	
  

i	
  el	
  gen	
  UBE3A,	
  amb	
  l’objectiu	
  d’analitzar	
  si	
  hi	
  havia	
  interaccions	
  directes	
  proteïna-­‐proteïna,	
  i	
  les	
  

funcions	
  i	
  vies	
  moleculars	
  enriquides	
  en	
  aquesta	
  xarxa.	
  S’han	
  analitzat	
  les	
  interaccions	
  proteïna-­‐

proteïna	
  amb	
   l’eina	
  STRING,	
  seleccionant	
   les	
   interaccions	
  amb	
  un	
  score	
  de	
  confiança	
  del	
  0,7	
   i	
  

s’han	
  avaluat	
  els	
  resultats	
  activant	
  i	
  inactivant	
  l’opció	
  de	
  text	
  mining.	
  	
  

	
  

Quan	
  es	
  comparen	
  els	
  resultats	
  obtinguts	
  activant	
  i	
  desactivant	
  l’opció	
  text	
  mining	
  s’observa	
  un	
  

augment	
  d’interaccions	
  entre	
  els	
  gens	
   identificats	
  en	
   la	
  nostra	
  cohort	
   i	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  

diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  quan	
  està	
  activada	
  (SPTAN1-­‐STXBP1,	
  STXBP1-­‐CDKL5,	
  CDKL5-­‐FOXG1,	
  MECP2-­‐

ATRX	
  i	
  CDKL5-­‐MECP2)	
  (Figura	
  39).	
  L’opció	
  text	
  mining	
  fa	
  un	
  anàlisi	
  estadístic	
  de	
  textos	
  científics	
  

que	
  citen	
  dues	
  proteïnes	
  a	
  la	
  vegada,	
  això	
  vol	
  dir	
  que	
  pot	
  associar	
  dues	
  proteïnes	
  que	
  poden	
  no	
  

estar	
  interaccionant	
  ni	
  estar	
  relacionades	
  funcionalment.	
  Per	
  tant,	
  per	
  fer	
  un	
  anàlisi	
  més	
  acurat	
  

de	
   les	
   interaccions	
  s’ha	
   inactivat	
  aquesta	
  opció.	
  Els	
   resultats	
  de	
   l’anàlisi	
  mostren	
  que	
  els	
  gens	
  

identificats	
  en	
   la	
  nostra	
  cohort	
  no	
   interaccionen	
  amb	
  el	
  gen	
  UBE3A,	
  però	
  si	
  que	
  en	
  tres	
  casos	
  

(TBL1XR1-­‐TCF4,	
   LAS1L-­‐KANSL1	
   i	
   STXBP1-­‐VAMP2)	
   interaccionen	
   amb	
   els	
   gens	
   del	
   diagnòstic	
  

Capítol	
  7.	
  Xarxa	
  d’interacció	
  dels	
  nous	
  gens	
  identificats	
  responsables	
  de	
  
la	
  SA-­‐like,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A 

Figura	
  39|	
  Resultats	
  obtinguts	
  de	
  l’anàlisi	
  de	
  la	
  xarxa	
  d’interacció	
  dels	
  nous	
  gens	
  identificats,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  
diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  amb	
  STRING.	
  A)	
  Resultats	
  obtinguts	
  inactivant	
  la	
  opció	
  text	
  mining	
  B)	
  Resultats	
  
obtinguts	
  activant	
  la	
  opció	
  text	
  mining,	
  on	
  es	
  pot	
  observar	
  que	
  hi	
  ha	
  més	
  interaccions.	
  	
  	
  

Nodes Línies

* Text%mining + Text%miningA) B)
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diferencial	
   de	
   la	
   SA	
   i	
   en	
   un	
   cas	
   interaccionen	
   dos	
   dels	
   gens	
   identificats	
   en	
   la	
   nostra	
   cohort	
  	
  

(KCNQ3-­‐SPTAN1).	
  	
  

Biological	
  Process	
  (TOP	
  20	
  GO	
  terms)	
  
GO	
  term	
   Description	
   Count	
  in	
  gene	
  set	
   False	
  discovery	
  rate	
  

(FDR)	
  
GO:0007399	
   Nervous	
  system	
  development	
   18	
  of	
  2206	
   3,26e-­‐07	
  
GO:0022008	
   Neurogenesis	
   14	
  of	
  1519	
   1,06e-­‐05	
  
GO:0048699	
   Generation	
  of	
  neurons	
   13	
  of	
  1422	
   3,21e-­‐05	
  

GO:0016043	
   Cellular	
  component	
  organization	
   21	
  of	
  5163	
   0,00030	
  
GO:0030182	
   Neuron	
  differentiation	
   10	
  of	
  940	
   0,00030	
  
GO:0048731	
   System	
  development	
   19	
  of	
  4144	
   0,00030	
  

GO:0048666	
   Neuron	
  development	
   9	
  of	
  758	
   0,00032	
  
GO:0007268	
   Chemical	
  synaptic	
  transmission	
   7	
  of	
  402	
   0,00038	
  
GO:0031175	
   Neuron	
  projection	
  development	
   8	
  of	
  616	
   0,00038	
  
GO:0048667	
   Cell	
  morphogenesis	
  involved	
  in	
  neuron	
  differentiation	
   7	
  of	
  400	
   0,00038	
  
GO:0007420	
   Brain	
  development	
   8	
  of	
  650	
   0,00050	
  
GO:0048167	
   Regulation	
  of	
  synaptic	
  plasticity	
   5	
  of	
  164	
   0,00053	
  
GO:0006325	
   Chromatin	
  organization	
   8	
  of	
  683	
   0,00059	
  
GO:0048468	
   Cell	
  development	
   11	
  of	
  1493	
   0,00061	
  
GO:0050804	
   Modulation	
  of	
  chemical	
  synaptic	
  transmission	
   6	
  of	
  316	
   0,00061	
  
GO:0051962	
   Positive	
  regulation	
  of	
  nervous	
  system	
  development	
   7	
  of	
  488	
   0,00061	
  
GO:0030154	
   Cell	
  differentiation	
   16	
  of	
  3457	
   0,00068	
  
GO:0045666	
   Positive	
  regulation	
  of	
  neuron	
  differentiation	
   6	
  of	
  337	
   0,00070	
  
GO:0016358	
   Dendrite	
  development	
   4	
  of	
  90	
   0,00073	
  
GO:0051276	
   Chromosome	
  organization	
   9	
  of	
  999	
   0,00074	
  

Molecular	
  Function	
  (GO	
  terms)	
  
GO	
  term	
   Description	
   Count	
  in	
  gene	
  set	
   False	
  discovery	
  rate	
  

(FDR)	
  
GO:0047485	
   Protein	
  N-­‐terminus	
  binding	
   4	
  of	
  	
  109	
   0,0063	
  

GO:0003682	
   Chromatin	
  binding	
   6	
  of	
  401	
   0,0126	
  
GO:0140110	
   Transcription	
  regulator	
  activity	
   11	
  of	
  2069	
   0,0126	
  
GO:0000981	
   DNA-­‐binding	
  transcription	
  factor	
  activity,	
  RNA	
  polymerase	
  II-­‐specific	
   9	
  of	
  1631	
   0,0232	
  
GO:0001228	
   DNA-­‐binding	
  transcription	
  activator	
  activity,	
  RNA	
  polymerase	
  II-­‐specific	
   5	
  of	
  408	
   0,0232	
  
GO:0003677	
   DNA	
  binding	
   11	
  of	
  2457	
   0,0232	
  
GO:0017075	
   Syntaxin-­‐1	
  binding	
   2	
  of	
  20	
   0,0232	
  
GO:0019904	
   Protein	
  domain	
  specific	
  binding	
   6	
  of	
  706	
   0,0232	
  
GO:0043565	
   Sequence-­‐specific	
  DNA	
  binding	
   7	
  of	
  1047	
   0,0232	
  
GO:0003712	
   Transcription	
  coregulator	
  activity	
   5	
  of	
  534	
   0,0258	
  

Cellular	
  Component	
  (Top	
  20	
  GO	
  terms)	
  
GO	
  term	
   Description	
   Count	
  in	
  gene	
  set	
   False	
  discovery	
  rate	
  

(FDR)	
  
GO:0045202	
   Synapse	
   9	
  of	
  849	
   0,00089	
  
GO:0044456	
   Synapse	
  part	
   8	
  of	
  705	
   0,0011	
  
GO:0097458	
   Neuron	
  part	
   10	
  of	
  1449	
   0,0032	
  
GO:0098794	
   Postsynapse	
   6	
  of	
  435	
   0,0032	
  
GO:0005694	
   Chromosome	
   8	
  of	
  950	
   0,0036	
  
GO:0043005	
   Neuron	
  projection	
   8	
  of	
  1142	
   0,0085	
  
GO:0044427	
   Chromosomal	
  part	
   7	
  of	
  819	
   0,0085	
  
GO:0044428	
   Nuclear	
  part	
   16	
  of	
  4539	
   0,0085	
  
GO:0031981	
   Nuclear	
  lumen	
   15	
  of	
  4030	
   0,0086	
  

GO:0043232	
   Intracellular	
  non-­‐membrane-­‐bounded	
  organelle	
   15	
  of	
  4005	
   0,0086	
  
GO:0005634	
   Nucleus	
   20	
  of	
  6892	
   0,0096	
  
GO:0000785	
   Chromatin	
   5	
  of	
  489	
   0,0164	
  
GO:0005654	
   Nucleoplasm	
   13	
  of	
  3446	
   0,0170	
  
GO:0030424	
   Axon	
   5	
  of	
  530	
   0,0196	
  
GO:0071339	
   MLL1	
  complex	
   2	
  of	
  31	
   0,0196	
  
GO:0000790	
   Nuclear	
  chromatin	
   4	
  of	
  333	
   0,0217	
  
GO:0033267	
   Axon	
  part	
   4	
  of	
  341	
   0,0217	
  
GO:0070013	
   Intracellular	
  organelle	
  lumen	
   16	
  of	
  5162	
   0,0217	
  
GO:0098793	
   Presynapse	
   4	
  of	
  354	
   0,0227	
  
GO:0044464	
   Cell	
  part	
   30	
  of	
  16244	
   0,0399	
  

Taula	
  16|	
  Enriquiment	
  funcional	
  de	
  la	
  xarxa	
  dels	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  
SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  obtingut	
  amb	
  el	
  programa	
  STRING.	
  Es	
  mostren	
  els	
  principals	
  termes	
  GO	
  amb	
  un	
  FDR	
  <0,05.	
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A	
  més,	
  el	
  programa	
  STRING	
  també	
  realitza	
  un	
  anàlisi	
  de	
  les	
  funcions	
  enriquides	
  en	
  la	
  xarxa,	
  fent	
  

servir	
  termes	
  GO	
  (Taula	
  16).	
  Els	
  termes	
  GO	
  enriquits	
  en	
  la	
  nostra	
  xarxa	
  estan	
  relacionats	
  amb	
  el	
  

sistema	
  nerviós	
  (Biological	
  Process),	
  unió	
  a	
  l’extrem	
  N-­‐terminal	
  de	
  proteïnes	
  (Molecular	
  Function)	
  

i	
   sinapsis	
   (Cellular	
   Component).	
   Per	
   tant,	
   tot	
   i	
   no	
   haver-­‐hi	
   interaccions	
   directes	
   amb	
  UBE3A	
   i	
  

haver-­‐hi	
   poques	
   interaccions	
   entre	
   els	
   gens	
   identificats	
   en	
   la	
   nostra	
   cohort	
   i	
   els	
   gens	
   del	
  

diagnòstic	
  diferencial	
  de	
   la	
  SA,	
  estarien	
   implicats	
  en	
   les	
  mateixes	
   funcions	
  o	
  vies	
  moleculars	
  a	
  

nivell	
  biològic.	
  	
  	
  

	
  

D’altra	
  banda,	
  també	
  s’ha	
  utilitzat	
  el	
  programa	
  GeneMANIA	
  per	
  estudiar	
  les	
  interaccions	
  entre	
  

els	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  	
  

Els	
  resultats	
  mostren	
  que	
  en	
  la	
  xarxa	
  hi	
  ha	
  un	
  33,62%	
  de	
  gens	
  que	
  es	
  co-­‐expressen,	
  un	
  29,72%	
  

d’interaccions	
  físiques,	
  un	
  17,37%	
  de	
  co-­‐localització,	
  un	
  8,58%	
  d’interaccions	
  predites,	
  un	
  8,32%	
  

d’interaccions	
  en	
  la	
  mateixa	
  via	
  molecular,	
  1,80%	
  de	
  dominis	
  compartits	
  i	
  0,63%	
  d’interaccions	
  a	
  

nivell	
  genètic	
  (Figura	
  40).	
  A	
  més,	
  GeneMANIA	
  també	
  realitza	
  un	
  anàlisi	
  de	
  les	
  funcions	
  enriquides	
  

en	
  la	
  xarxa,	
  en	
  aquest	
  cas	
  la	
  principal	
  funció	
  enriquida	
  és	
  la	
  regulació	
  de	
  la	
  transmissió	
  sinàptica,	
  

tot	
   i	
   que	
   també	
   hi	
   ha	
   altres	
   funcions	
   no	
   estadísticament	
   significatives	
   relacionades	
   amb	
  

neurogènesi,	
  sistema	
  nerviós	
  i	
  regulació	
  de	
  la	
  transcripció	
  (Taula	
  17).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  40|	
  Xarxa	
  d’interacció	
  dels	
  nous	
  gens	
  identificats,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
   i	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  
obtinguda	
  amb	
  ell	
  programa	
  GeneMANIA.	
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Comparant	
  els	
  resultats	
  obtinguts	
  amb	
  els	
  programes	
  STRING	
  i	
  GeneMANIA,	
  s’observa	
  que	
  els	
  

gens	
   identificats	
  en	
   la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
   la	
  SA	
   i	
  el	
   gen	
  UBE3A	
  no	
  

interaccionarien	
   directament,	
   però	
   si	
   que	
   serien	
   gens	
   que	
   es	
   trobarien	
   co-­‐expressats	
   i	
   que	
  

portarien	
   a	
   terme	
   funcions	
   comuns	
   implicades	
   en	
   el	
   neurodesenvolupament	
   com	
   la	
   sinapsis,	
  

remodelació	
  de	
  la	
  cromatina	
  i	
  regulació	
  de	
  la	
  transcripció.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Finalment,	
  utilitzant	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  Reactome	
  s’ha	
  analitzat	
  les	
  vies	
  moleculars	
  enriquides.	
  Els	
  

resultats	
  obtinguts	
  mostren	
  que	
  entre	
  les	
  25	
  vies	
  moleculars	
  estadísticament	
  significatives	
  amb	
  

un	
  p-­‐valor	
  <0,05,	
  estan	
  incloses,	
  vies	
  implicades	
  en	
  sinapsis	
  “GABA	
  synthesis,	
  release,	
  reuptake	
  

and	
   degradation”	
   (p-­‐valor	
   1,27e-­‐09)	
   i	
   “Neurotransmitter	
   release	
   cycle”	
   (p-­‐valor	
   0,003);	
  

transcripció	
   “Generic	
   Transcription	
   pathway”	
   (p-­‐valor	
   1,32e-­‐04),	
   “RNA	
   polymerase	
   II	
  

Transcription”	
  (p-­‐valor	
  3,17e-­‐04)	
  	
  i	
  vies	
  implicades	
  en	
  el	
  sistema	
  nerviós	
  “Neuronal	
  System”	
  (p-­‐

valor	
  0,002)(Taula	
  18).	
  

Per	
   tant,	
   els	
   gens	
   identificats	
   en	
   la	
   nostra	
   cohort	
   com	
   a	
   responsables	
   de	
   la	
   SA-­‐like	
   estarien	
  

implicats	
  en	
  les	
  mateixes	
  vies	
  moleculars	
  que	
  els	
  gens	
  ja	
  descrits	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  

SA	
   i	
   el	
   gen	
   UBE3A.	
   Aquest	
   fet	
   explicaria	
   perquè	
   variants	
   patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
   en	
   algun	
   d’aquests	
   gens	
   donen	
   lloc	
   a	
   fenotips	
   amb	
   característiques	
   clíniques	
  

solapants	
  amb	
  la	
  SA.	
  

	
  

	
  

 
 

Function	
   FDR	
   Genes	
  in	
  network	
   Genes	
  in	
  genome	
  

Regulation	
  of	
  synaptic	
  transmission	
   0,00168	
   5	
   71	
  

Single-­‐organism	
  behavior	
   0,12392	
   4	
   93	
  

Neuron-­‐neuron	
  synaptic	
  transmission	
   0,12392	
   3	
   33	
  

Regulation	
  of	
  neurogenesis	
   0,13314	
   5	
   228	
  

Regulation	
  of	
  nervous	
  system	
  development	
   0,18516	
   5	
   256	
  

Learning	
  or	
  memory	
   0,20592	
   3	
   57	
  

RNA	
  polymerase	
  II	
  regulatory	
  region	
  DNA	
  binding	
   0,20592	
   3	
   60	
  

Neuron	
  part	
   0,20592	
   5	
   298	
  

Dendrite	
  morphogenesis	
   0,20592	
   3	
   52	
  

Neurotransmitter	
  secretion	
   0,20592	
   3	
   60	
  

Taula	
  17|	
  Enriquiment	
  funcional	
  de	
  la	
  xarxa	
  dels	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  
de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  obtingut	
  amb	
  el	
  programa	
  GeneMANIA.	
  Es	
  mostren	
  les	
  funcions	
  ordenades	
  segons	
  el	
  valor	
  
del	
  False	
  Discovery	
  Rate	
  (FDR).	
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Taula	
  18|	
  Resultats	
  obtinguts	
  de	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  vies	
  moleculars	
  enriquides	
  dels	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  
del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  amb	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  Reactome.	
  La	
  taula	
  mostra	
  les	
  25	
  vies	
  moleculars	
  
estadísticament	
  significatives,	
  ordenades	
  segons	
  el	
  p-­‐valor.	
  *	
  False	
  discovery	
  Rate.	
  

 
 
 
	
   

Pathway	
  name	
   Entities	
   Reactions	
  
Found	
   Ratio	
   p-­‐value	
   FDR*	
   Found	
   Ratio	
  

Transcriptional	
  Regulation	
  by	
  
MECP2	
  

9/100	
   0,007	
   7,24e-­‐12	
   2,99e-­‐09	
   76/77	
   0,006	
  

Regulation	
  of	
  MECP2	
  
expression	
  and	
  activity	
  

7/39	
   0,003	
   1,64e-­‐11	
   2,26e-­‐09	
   13/14	
   0,001	
  

MECP2	
  regulates	
  transcription	
  
factors	
  

4/10	
   7,02e-­‐04	
   1,96e-­‐08	
   1,80e-­‐06	
   8/8	
   6,50e-­‐04	
  

Loss	
  of	
  MECP2	
  binding	
  ability	
  
to	
  the	
  NCoR/SMRT	
  complex	
   3/8	
   5,61e-­‐04	
   1,59e-­‐06	
   1,10e-­‐04	
   1/1	
   8,12e-­‐05	
  

Loss	
  of	
  function	
  of	
  MECP2	
  in	
  
Rett	
  syndrome	
  

3/16	
   0,001	
   1,26e-­‐05	
   5,67e-­‐04	
   5/5	
   4,06e-­‐04	
  

Prevasive	
  developmental	
  
disorders	
   3/16	
   0,001	
   1,26e-­‐05	
   5,67e-­‐04	
   1/1	
   8,12e-­‐05	
  

Loss	
  of	
  MECP2	
  binding	
  ability	
  
to	
  5hmc-­‐DNA	
  

2/2	
   1,40-­‐04	
   1,46e-­‐05	
   5,67e-­‐04	
   1/1	
   8,12e-­‐05	
  

Loss	
  of	
  MECP2	
  binding	
  ability	
  
to	
  5mc-­‐DNA	
  

2/5	
   3,51e-­‐04	
   9,05e-­‐05	
   0,003	
   2/2	
   1,62e-­‐04	
  

GABA	
  synthesis,	
  release,	
  
reuptake	
  and	
  degradation	
  

3/35	
   0,002	
   1,27e-­‐04	
   0,003	
   3/10	
   8,12e-­‐04	
  

MECP2	
  regulates	
  transcription	
  
of	
  genes	
  involved	
  in	
  GABA	
  
signaling	
  

2/6	
   4,21e-­‐04	
   1,30e-­‐04	
   0,003	
   4/4	
   3,25e-­‐04	
  

Generic	
  Transcription	
  Pathway	
   13/1525	
   0,107	
   1,32e-­‐04	
   0,003	
   105/811	
   0,066	
  
Loss	
  of	
  phosphorylation	
  of	
  
MECP2	
  at	
  T308	
  

2/7	
   4,91e-­‐04	
   1,77e-­‐04	
   0,004	
   1/1	
   8,12e-­‐05	
  

RNA	
  Polymerase	
  II	
  
Transcription	
  

13/1664	
   0,117	
   3,17e-­‐04	
   0,007	
   105/872	
   0,071	
  

MECP2	
  regulates	
  transcription	
  
of	
  neuronal	
  ligands	
  

2/13	
   9,12e-­‐04	
   6,03e-­‐04	
   0,011	
   8/8	
   6,50e-­‐04	
  

Gene	
  expression	
  (Transcription)	
   13/1822	
   0,128	
   7,68e-­‐04	
   0,014	
   107/983	
   0,08	
  
Serotonin	
  Neurotransmitter	
  
Release	
  Cycle	
  

2/23	
   0,002	
   0,002	
   0,032	
   2/4	
   3,25e-­‐04	
  

Neuronal	
  System	
   6/499	
   0,035	
   0,002	
   0,035	
   21/213	
   0,017	
  
Acetylcholine	
  Neurotransmitter	
  
Release	
  Cycle	
   2/26	
   0,002	
   0,002	
   0,035	
   3/6	
   4,87e-­‐04	
  

Neurotransmitter	
  release	
  cycle	
   3/99	
   0,007	
   0,003	
   0,035	
   15/37	
   0,003	
  
Dopamine	
  Neurotransmitter	
  
Release	
  Cycle	
  

2/28	
   0,002	
   0,003	
   0,035	
   2/5	
   4,06e-­‐04	
  

Norepinephrine	
  
Neurotransmitter	
  Release	
  Cycle	
  

2/30	
   0,002	
   0,003	
   0,039	
   2/6	
   4,87e-­‐04	
  

MECP2	
  regulates	
  neuronal	
  
receptors	
  and	
  channels	
  

2/32	
   0,002	
   0,004	
   0,039	
   26/26	
   0,002	
  

Glutamate	
  Neurotransmitter	
  
Release	
  Cycle	
  

2/32	
   0,002	
   0,004	
   0,039	
   3/8	
   6,50e-­‐04	
  

Myogenesis	
   2/32	
   0,002	
   0,004	
   0,039	
   3/14	
   0,001	
  
Interaction	
  between	
  L1	
  and	
  
Ankyrins	
  

2/33	
   0,002	
   0,004	
   0,041	
   2/14	
   3,25e-­‐04	
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  variants	
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La	
  SA	
  és	
  un	
  trastorn	
  neurogenètic	
  que	
  es	
  caracteritza	
  per	
  DI	
  greu,	
  absència	
  de	
  llenguatge,	
  atàxia,	
  

microcefàlia,	
  epilèpsia	
  amb	
  un	
  patró	
  específic	
  en	
  l’EEG	
  i	
  un	
  comportament	
  característic	
  que	
  inclou	
  

aparença	
  feliç,	
  estereotípies,	
  hiperactivitat	
  i	
  dèficit	
  d’atenció.	
  En	
  el	
  10%	
  dels	
  casos	
  es	
  desconeix	
  

la	
  causa	
  a	
  nivell	
  molecular	
  i	
  aquests	
  pacients	
  es	
  classifiquen	
  com	
  a	
  SA-­‐like	
  (36,39,53).	
  L’objectiu	
  

principal	
  d’aquesta	
  tesi	
  doctoral	
  ha	
  estat	
  la	
  identificació	
  de	
  nous	
  gens	
  implicats	
  en	
  la	
  SA-­‐like	
  en	
  

17	
  pacients	
  amb	
  un	
  fenotip	
  SA	
  i	
  sense	
  diagnòstic	
  molecular	
  a	
  través	
  de	
  la	
  seqüenciació	
  de	
  l’exoma	
  

complet	
  (WES)	
  en	
  trios.	
  	
  

	
  

La	
   introducció	
   de	
   les	
   noves	
   tecnologies	
   de	
   seqüenciació,	
   en	
   concret,	
   el	
   WES	
   ha	
   facilitat	
   la	
  

identificació	
  de	
  nous	
  gens	
  associats	
  a	
  malalties	
  monogèniques	
  (261,262).	
  Un	
  bon	
  exemple	
  és	
  el	
  

projecte	
   DDD	
   (https://www.ddduk.org/),	
   en	
   el	
   que	
   l’aplicació	
   de	
  WES	
   en	
   trios	
   en	
   una	
   cohort	
  

d’individus	
  amb	
  trastorns	
  del	
  desenvolupament	
  (TD)	
  ha	
  permès	
  diagnosticar	
  aproximadament	
  un	
  

42%	
  dels	
  individus,	
  així	
  com	
  identificar	
  85	
  nous	
  gens	
  associats	
  a	
  aquests	
  trastorns	
  (140–142).	
  Un	
  

altre	
   exemple	
   que	
   il·∙lustra	
   l’impacte	
   de	
   la	
   implementació	
   de	
  WES,	
   és	
   la	
   base	
   de	
   dades	
   SysID	
  

(https://sysid.cmbi.umcn.nl/)	
  que	
  ha	
  passat	
  de	
  tenir	
  777	
  gens	
  associats	
  a	
  DI	
  i	
  389	
  gens	
  candidats	
  

al	
  desembre	
  de	
  l’any	
  2015	
  a	
  tenir-­‐ne	
  1291	
  gens	
  associats	
  a	
  DI	
  i	
  1140	
  gens	
  candidats	
  al	
  desembre	
  

de	
  l’any	
  2019.	
  	
  Segons	
  l’estudi	
  portat	
  a	
  terme	
  per	
  Co	
  et	
  al.,	
  2018	
  on	
  es	
  va	
  realitzar	
  un	
  meta-­‐anàlisis	
  

de	
   les	
   variants	
   de	
   novo	
   identificades	
   per	
   exoma	
   en	
   pacients	
   amb	
   TEA,	
   DI	
   i/o	
   retard	
   del	
  

desenvolupament,	
  s’estima	
  que	
  la	
  identificació	
  de	
  nous	
  gens	
  implicats	
  en	
  TND	
  amb	
  un	
  excés	
  de	
  

variants	
  de	
  novo	
  truncants	
  i	
  missense	
  que	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  arribarà	
  

properament	
  a	
  una	
  fase	
  de	
  plateau.	
  De	
  tota	
  manera,	
  es	
  considera	
  que	
  les	
  variants	
  missense	
  que	
  

actuen	
   per	
   mecanismes	
   diferents	
   del	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció	
   representen	
   el	
   reservori	
   més	
  

prometedor	
  per	
  al	
  futur	
  descobriment	
  de	
  nous	
  gens,	
  fet	
  que	
  requerirà	
  un	
  major	
  volum	
  de	
  dades	
  

obtingudes	
  a	
  través	
  de	
  l’aplicació	
  de	
  WES	
  i	
  WGS	
  (263).	
  	
  

	
  

Des	
  del	
  punt	
  de	
  vista	
  de	
  la	
  pràctica	
  clínica,	
  l’aplicació	
  de	
  WES	
  ha	
  demostrat	
  ser	
  una	
  eina	
  efectiva	
  

pel	
  diagnòstic	
  de	
  trastorns	
  mendelians	
  (138),	
  en	
  concret,	
  el	
  WES	
  en	
  trios	
  pacient-­‐progenitors	
  és	
  

particularment	
  eficaç	
  en	
  els	
  casos	
  en	
  els	
  quals	
  els	
  progenitors	
  són	
  sans	
  i	
  es	
  sospita	
  d’una	
  malaltia	
  

amb	
   una	
   herència	
   de	
   novo	
   o	
   autosòmica	
   recessiva.	
   En	
   el	
   cas	
   dels	
   TND,	
   on	
   hi	
   ha	
   una	
   gran	
  

heterogeneïtat	
  genètica,	
  es	
  recomana	
  realitzar	
  WES	
  com	
  a	
  primera	
  eina	
  diagnòstica,	
  en	
  lloc	
  d’un	
  

panell	
  de	
  gens	
  (264,265).	
  Pel	
  que	
  fa	
  al	
  cost	
  normalment	
  s’assumeix	
  que	
  els	
  panells	
  de	
  gens	
  tenen	
  

un	
  cost	
  menor	
  que	
  el	
  WES,	
  però	
  s’ha	
  de	
  tenir	
  en	
  compte	
  que	
  els	
  panells	
  de	
  gens	
  requereixen	
  

actualitzacions,	
  per	
  incorporar	
  els	
  nous	
  gens	
  que	
  es	
  van	
  identificant	
  associats	
  a	
  malaltia.	
  A	
  més,	
  

el	
  re-­‐anàlisis	
  de	
  panells	
  de	
  gens	
  en	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  té	
  un	
  ús	
  limitat.	
  En	
  canvi,	
  el	
  re-­‐anàlisi	
  

de	
  l’exoma	
  reportat	
  en	
  diferents	
  estudis	
  de	
  pacients	
  amb	
  sospita	
  de	
  malalties	
  monogèniques	
  i	
  en	
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el	
  projecte	
  DDD,	
  ha	
  demostrat	
  que	
   la	
   taxa	
  diagnòstica	
  pot	
  arribar	
  a	
  augmentar	
   fins	
  a	
  un	
  10%	
  

(127–129,141).	
  Per	
  tant,	
  molt	
  probablement	
  el	
  millor	
  mètode	
  cost-­‐efectiu	
  és	
  el	
  WES.	
  

En	
   la	
   nostra	
   cohort,	
   l’aplicació	
   de	
   WES	
   ha	
   permès	
   la	
   identificació	
   de	
   12	
   variants	
  

patogèniques/probablement	
   patogèniques	
   responsables	
   del	
   fenotip	
   SA-­‐like	
   localitzades	
   en	
   11	
  

gens	
   prèviament	
   relacionats	
   amb	
   TND	
   (KIF1A,	
   VAMP2,	
   SYNGAP1,	
   TBL1XR1,	
   SATB2,	
   KCNQ3,	
  

SMARCE1,	
  SPTAN1,	
  ASXL3,	
  SLC6A1	
  i	
  LAS1L)	
  (145,212,238,266–272)	
  (Resultats,	
  Annex	
  II,	
  Taula	
  17).	
  

La	
  taxa	
  de	
  diagnòstic	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  ha	
  estat	
  del	
  70,5%	
  (12/17).	
  Aquesta	
  taxa	
  de	
  diagnòstic	
  

és	
  superior	
  a	
   la	
  reportada	
  en	
   la	
   literatura	
   (24-­‐68%)	
  per	
  DI,	
   retard	
  del	
  desenvolupament,	
  TEA	
   i	
  

anomalies	
  congènites	
  (265).	
  El	
  motiu	
  és	
  que	
  la	
  DI	
  greu	
  es	
  produeix	
  majoritàriament	
  per	
  variants	
  

rares	
  (tant	
  puntuals	
  com	
  estructurals)	
  de	
  novo,	
  trobant-­‐se	
  la	
  causa	
  molecular	
  en	
  més	
  del	
  50%	
  dels	
  

casos	
   (138,181),	
   mentre	
   que	
   en	
   altres	
   entitats	
   com	
   la	
   DI	
   lleu	
   o	
   el	
   TEA,	
   que	
   tenen	
   una	
   base	
  

poligènica	
   causada	
   per	
   la	
   suma	
   de	
   variants	
   genètiques	
   (tant	
   puntuals	
   com	
   estructurals)	
   amb	
  

penetrància	
  i	
  expressivitat	
  variables,	
  la	
  taxa	
  diagnòstica	
  és	
  menor	
  (273,274).	
  	
  

El	
  91,6%	
  (11/12)	
  de	
  les	
  variants	
  identificades	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  són	
  autosòmiques	
  dominants	
  de	
  

novo	
  i	
  en	
  un	
  	
  dels	
  casos	
  (8,3%,	
  1/12)	
  la	
  variant	
  és	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  (gen	
  LAS1L)	
  heretada	
  de	
  

la	
  mare,	
   que	
   és	
   portadora	
   en	
  mosaic	
   (20%).	
   Aquests	
   resultats	
   estan	
   en	
   consonància	
   amb	
   els	
  

reportats	
   en	
   la	
   literatura,	
   en	
   concret,	
   el	
   projecte	
   DDD	
   estima	
   que	
   un	
   80%	
   de	
   les	
   variants	
  

identificades	
  en	
  individus	
  amb	
  TD	
  són	
  de	
  novo	
  (142).	
  

	
  

Entre	
  les	
  variants	
  identificades	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  es	
  troben:	
  dues	
  nonsense,	
  una	
  frameshift,	
  una	
  

de	
  splicing,	
  dues	
   in-­‐frame	
   i	
  sis	
  missense.	
  Cal	
  destacar,	
  que	
  només	
  el	
  25%	
  (3/12)	
  de	
  les	
  variants	
  

trunquen	
   la	
   proteïna	
   i	
   que	
   el	
   50%	
   (6/12)	
   de	
   les	
   variants	
   patogèniques/probablement	
  

patogèniques	
  són	
  missense.	
  En	
  altres	
  cohorts	
  també	
  s’ha	
  reportat	
  aquest	
  fet,	
  així	
  en	
  el	
  projecte	
  

DDD	
  aproximadament	
  un	
  50%	
  de	
  les	
  variants	
  puntuals	
  són	
  missense	
  i	
  un	
  50%	
  són	
  truncants	
  (140).	
  

Un	
  altre	
  exemple,	
  és	
  la	
  cohort	
  d’individus	
  amb	
  DI	
  greu	
  descrita	
  per	
  Rauch	
  et	
  al.,	
  2012	
  on	
  es	
  va	
  

aplicar	
  WES.	
  En	
  aquest	
  cas,	
  un	
  60%	
  de	
  les	
  variants	
  identificades	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  

són	
  missense	
  i	
  un	
  20%	
  són	
  truncants	
  (275).	
  	
  

Mentre	
  que	
  la	
  majoria	
  de	
  variants	
  truncants	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  les	
  

variants	
  missense	
  poden	
  actuar	
  tant	
  per	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  guany	
  de	
  funció	
  o	
  com	
  a	
  dominant	
  

negatiu.	
   Les	
   variants	
  missense	
   de	
   novo	
   quan	
   actuen	
   per	
   mecanismes	
   de	
   guany	
   de	
   funció	
   o	
  

dominant	
  negatiu,	
  es	
  tendeixen	
  a	
  localitzar	
  en	
  clústers	
  de	
  determinats	
  dominis	
  funcionals	
  de	
  la	
  

proteïna	
  (142,163,276,277).	
  En	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  la	
  variant	
  missense	
  en	
  el	
  gen	
  KCNQ3	
  actuaria	
  per	
  

un	
  mecanisme	
  de	
  guany	
  de	
  funció,	
  essent	
  una	
  variant	
  recurrent	
  identificada	
  en	
  altres	
  pacients	
  i	
  

localitzada	
  en	
  un	
  residu	
  important	
  per	
  a	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna.	
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El	
  WES	
  en	
  trios	
  també	
  ha	
  permès	
  identificar	
  dues	
  variants	
  truncants	
  en	
  dos	
  nous	
  gens	
  candidats	
  

al	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  HSF2	
  i	
  CHMP7,	
  no	
  associats	
  prèviament	
  a	
  TND.	
  Ambdues	
  variants	
  en	
  els	
  gens	
  

HSF2	
   i	
  CHMP7	
  activen	
  el	
  mecanisme	
  NMD,	
  el	
  que	
  comportaria	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  pels	
  dos	
  

gens.	
  Tant	
  HSF2	
  com	
  CHMP7	
  són	
  gens	
  altament	
  intolerants	
  a	
  les	
  variants	
  truncants	
  (pLI>0,86),	
  

suggerint	
  una	
  funció	
  conservada	
  al	
  llarg	
  de	
  l’evolució	
  per	
  aquests	
  dos	
  gens.	
  El	
  gen	
  HSF2	
  s’expressa	
  

a	
  alts	
  nivells	
  en	
  cervell	
   i	
  pertany	
  a	
   la	
   família	
  dels	
   factors	
  heat	
   shock	
  que	
  estan	
   implicats	
  en	
   la	
  

resposta	
   cel·∙lular	
   a	
   l’estrès.	
   Estudis	
   realitzats	
   en	
   ratolins	
   knockout	
   (hsf2-­‐/-­‐)	
   han	
   mostrat	
   que	
  

presenten	
  defectes	
  en	
  l’espermatogènesis	
  i	
  anàlisis	
  histològics	
  del	
  cervell	
  mostren	
  defectes	
  en	
  el	
  

desenvolupament	
  del	
  sistema	
  nerviós	
  central	
  (278,279).	
  	
  

D’altra	
   banda,	
   el	
   gen	
   CHMP7	
   pertany	
   a	
   la	
   família	
   dels	
   complexes	
   ESCRT	
   (Endosomal	
   Sorting	
  

Complexes	
  Required	
   for	
  Transport)	
   implicada	
  en	
   la	
   senyalització	
   cel·∙lular,	
   autofàgia,	
  migració	
   i	
  

transport	
  d’ARNm	
  (280).	
  A	
  nivell	
  neuronal	
  és	
  essencial	
  en	
  la	
  formació	
  de	
  sinapsis,	
  morfogènesis,	
  

supervivència	
  i	
  creixement	
  cel·∙lular	
  (281).	
  La	
  pèrdua	
  o	
  el	
  mal	
  funcionament	
  d’aquests	
  complexes	
  

afecta	
   a	
   la	
   neurogenèsi,	
   al	
   neurodesenvolupament	
   i	
   provoca	
   neurodegeneració	
   en	
   animals	
  

d’experimentació	
  adults.	
  En	
  concret,	
  la	
  pèrdua	
  del	
  complex	
  ESCRT-­‐II	
  s’ha	
  observat	
  que	
  afecta	
  al	
  

neurodesenvolupament	
  (282).	
  

A	
  més	
  a	
  més,	
  	
  s’ha	
  identificat	
  una	
  variant	
  missense	
  de	
  novo	
  en	
  el	
  gen	
  CSTF2,	
  que	
  recentment	
  s’ha	
  

descrit	
  en	
  una	
   família	
  associada	
  a	
  DI	
   lleu	
  no	
  sindròmica	
   (247).	
   Les	
  variants	
  deletèries	
  en	
  gens	
  

lligats	
  en	
  el	
  cromosoma	
  X	
  tenen	
  un	
  efecte	
  altament	
  penetrant	
  en	
  homes	
  mentre	
  que	
  en	
  dones	
  

donen	
   lloc	
   a	
   un	
   fenotip	
  més	
   lleu	
   o	
   a	
   una	
   absència	
   de	
   fenotip	
   depenent	
   de	
   la	
   inactivació	
   del	
  

cromosoma	
   X	
   (283,284).	
   En	
   contraposició,	
   alguns	
   casos	
   de	
   noies	
   portadores	
   de	
   variants	
   de	
  

pèrdua	
  de	
  funció	
  de	
  novo	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  més	
  greu	
  del	
  que	
  s’esperaria	
  per	
  una	
  herència	
  

lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  (p.e,	
  gen	
  IQSEC2).	
  En	
  aquests	
  casos,	
  en	
  les	
  noies	
  les	
  variants	
  són	
  sempre	
  

de	
  novo	
  mentre	
  que	
  els	
  nois	
  presenten	
  variants	
  missense	
  heretades	
  de	
  mares	
  portadores	
  sense	
  

fenotip.	
  En	
  el	
  cas	
  de	
  la	
  variant	
  p.Val11Gly	
  en	
  el	
  gen	
  CSTF2,	
  no	
  es	
  pot	
  descartar	
  que	
  es	
  tracti	
  d’una	
  

variant	
  amb	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  i	
  que	
  aquesta	
  variant	
  sigui	
  la	
  causa	
  del	
  seu	
  fenotip.	
  	
  

	
  

La	
  identificació	
  d’altres	
  pacients	
  portadors	
  de	
  variants	
  en	
  els	
  gens	
  HSF2,	
  CHMP7	
  i	
  CSTF2	
  amb	
  un	
  

fenotip	
  similar,	
  reforçaria	
  la	
  implicació	
  d’aquests	
  gens	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  en	
  

els	
  nostres	
  pacients.	
  En	
  aquest	
  sentit,	
  les	
  tres	
  variants	
  s’han	
  introduït	
  en	
  l’eina	
  Genematcher,	
  que	
  

permet	
  intercanviar	
  dades	
  genotípiques	
  i	
  fenotípiques	
  entre	
  diferents	
  grups	
  mèdics	
  o	
  científics	
  

amb	
  l’objectiu	
  d’identificar	
  nous	
  gens	
  causants	
  de	
  malalties	
  humanes	
  (285,286).	
  Fins	
  al	
  moment	
  

no	
  tenim	
  coneixement	
  d’altres	
  individus	
  amb	
  variants	
  en	
  els	
  gens	
  HSF2	
  i	
  CHMP7	
  que	
  presentin	
  

un	
   fenotip	
  similar.	
  No	
  obstant,	
  el	
   fet	
  que	
  en	
   les	
  dues	
  variants	
  s’hagi	
  demostrat	
  que	
  activen	
  el	
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mecanisme	
  NMD	
  indica	
  que	
  produirien	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  i	
  afegeix	
  evidència	
  al	
  seu	
  paper	
  com	
  

a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA.	
  	
  

Pel	
  que	
  fa	
  a	
  la	
  variant	
  Val11Gly	
  en	
  el	
  gen	
  CSTF2	
  s’ha	
  contactat	
  amb	
  un	
  altre	
  investigador	
  que	
  té	
  

un	
  pacient	
  amb	
  una	
  variant	
  en	
  aquest	
  gen	
  amb	
  un	
   fenotip	
  de	
  DI	
   greu	
   i	
   absència	
  de	
  parla.	
   Es	
  

considera	
   que	
   la	
   variant	
   p.Val11Gly	
   en	
   el	
   gen	
   CSTF2	
   és	
   una	
   bona	
   candidata	
  malgrat	
   que	
   en	
  

l’actualitat	
  no	
  hi	
  hagin	
  estudis	
  funcionals	
  ni	
  suficients	
  pacients	
  que	
  ens	
  confirmin	
  la	
  implicació	
  de	
  

CSFT2	
  en	
  malaltia.	
  

	
  

De	
   manera	
   paral·∙lela	
   a	
   l’anàlisi	
   del	
   model	
   d’herència	
   de	
   novo	
   per	
   identificar	
   variants	
  

patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  també	
  s’ha	
  analitzat	
  

la	
  càrrega	
  genètica	
  de	
  variants	
  de	
  novo	
  en	
  aquests	
  pacients.	
  Els	
  resultats	
  mostren	
  que	
  un	
  50%	
  

(8/16)	
   dels	
   pacients	
   amb	
   fenotip	
   SA-­‐like	
   presenten	
  més	
  d’una	
   variant	
   amb	
  un	
   efecte	
   deleteri	
  

sobre	
  la	
  proteïna.	
  Aquest	
  fet	
  també	
  s’ha	
  observat	
  en	
  altres	
  cohorts	
  amb	
  TND,	
  com	
  per	
  exemple,	
  

en	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rett-­‐like	
  on	
  un	
  52,6%	
  dels	
  pacients	
  presentaven	
  més	
  d’una	
  variant	
  deletèria	
  

(244).	
  En	
  el	
   cas	
  de	
   l’autisme	
   la	
   freqüència	
  és	
  menor,	
  un	
  6,3%	
  dels	
  pacients	
   tenien	
  més	
  d’una	
  

variant	
   amb	
   un	
   efecte	
   deleteri,	
   suggerint	
   un	
   model	
   poligènic	
   com	
   un	
   dels	
   mecanismes	
  

responsables	
  d’aquest	
  TND	
  (246).	
  En	
   la	
  nostra	
  cohort,	
   la	
  majoria	
  dels	
  pacients	
  amb	
  diagnòstic	
  

molecular	
  eren	
  els	
  que	
  presentaven	
  més	
  d’una	
  variant	
  amb	
  un	
  efecte	
  deleteri,	
  les	
  quals	
  podrien	
  

estar	
   contribuint	
   o	
  modulant	
   el	
   fenotip.	
   Només	
   en	
   un	
   cas	
   (pacient	
   13)	
   s’han	
   identificat	
   dues	
  

variants	
   amb	
   un	
   efecte	
   deleteri	
   en	
   dos	
   gens	
   que	
   no	
   han	
   estat	
   prèviament	
   associats	
   a	
   TND	
  

(METTL24	
  i	
  HSF2).	
  	
  	
  

	
  

5.1	
  Anàlisi	
  de	
  la	
  patogenicitat	
  de	
  les	
  variants	
  identificades	
  

En	
  relació	
  a	
  les	
  12	
  variants	
  identificades	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  set	
  variants	
  s’han	
  

classificat	
  com	
  a	
  patogèniques	
  seguint	
  la	
  guia	
  ACMG	
  (156).	
  D’aquestes,	
  tres	
  variants	
  són	
  truncats,	
  	
  

en	
   gens	
   (SYNGAP1,	
   SATB2	
   i	
   ASXL3)	
   on	
   s’ha	
   reportat	
   que	
   variants	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció	
  

(haploinsuficiència)	
   és	
   un	
   mecanisme	
   causant	
   de	
   malaltia	
   (287–289).	
   Una	
   de	
   les	
   variants,	
   la	
  

identificada	
  en	
  el	
  gen	
  ASXL3,	
   ja	
  havia	
  estat	
  descrita	
  amb	
  anterioritat	
  en	
  quatre	
  pacients	
  (289–

291).	
  Pel	
  que	
   fa	
  a	
   les	
  variants	
  missense	
   i	
   in-­‐frame,	
   les	
  quatre	
  variants	
   localitzades	
  en	
  els	
  gens	
  

SLC6A1,	
  KCNQ3,	
  KIF1A	
   i	
  VAMP2	
   s’han	
   classificat	
   com	
   a	
   patogèniques,	
   considerant	
   que:	
   i)	
   les	
  

mateixes	
  variants	
  han	
  estat	
  identificades	
  en	
  altres	
  pacients	
  amb	
  un	
  fenotip	
  similar	
  (269,292,293)	
  

i	
  ii)	
  en	
  les	
  variants	
  identificades	
  en	
  els	
  gens	
  KIF1A	
  (Resultats,	
  Capítol	
  6)	
  i	
  KCNQ3	
  (269,294),	
  s’han	
  

realitzat	
  estudis	
  funcionals	
  que	
  confirmen	
  el	
  seu	
  efecte	
  deleteri	
  sobre	
  la	
  proteïna.	
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Per	
  la	
  resta	
  de	
  variants	
  missense	
  i	
  in-­‐frame	
  és	
  difícil	
  de	
  predir	
  la	
  seva	
  patogenicitat.	
  Malgrat	
  que	
  

els	
  predictors	
  in	
  silico	
  poden	
  ajudar	
  a	
  la	
  seva	
  classificació,	
  és	
  necessari	
  realitzar	
  estudis	
  funcionals	
  

que	
  demostrin	
  l’efecte	
  deleteri	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna.	
  Per	
  tant,	
  les	
  tres	
  variants	
  missense	
  

(les	
  dues	
  variants	
  en	
  el	
  gen	
  TBL1XR1	
  i	
  la	
  variant	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L)	
  i	
  les	
  dues	
  in-­‐frame	
  (gens	
  SPTAN1	
  

i	
   SMARCE1)	
   responsables	
   del	
   fenotip	
   SA-­‐like	
   restants,	
   s’han	
   classificat	
   com	
   a	
   probablement	
  

patogèniques.	
  	
  

Finalment,	
  les	
  dues	
  variants	
  truncants	
  identificades	
  en	
  els	
  gens	
  candidats	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  (HSF2	
  

i	
  CHMP7)	
  s’han	
  classificat	
  com	
  a	
  variants	
  en	
  gens	
  de	
  significat	
  incert.	
  No	
  hi	
  ha	
  suficients	
  evidències	
  

que	
  demostrin	
  un	
  paper	
  causal	
  d’aquests	
  dos	
  gens	
  en	
  malaltia	
  (126).	
  La	
  variant	
  missense	
  en	
  el	
  

gen	
  CSTF2	
  s’ha	
  classificat	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert	
  atès	
  que	
  només	
  hi	
  ha	
  una	
  variant	
  

associada	
  a	
  DI	
  lleu	
  no	
  sindròmica	
  en	
  una	
  família	
  amb	
  una	
  herència	
  lligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  que	
  

afecta	
  només	
  als	
  homes	
  i	
  en	
  un	
  cas	
  amb	
  DI	
  greu.	
  

	
  

Variants	
  truncants	
  patogèniques	
  

Per	
   les	
   variants	
   truncants	
   en	
   els	
   gens	
   SYNGAP1,	
   SATB2	
   i	
   ASXL3,	
   s’ha	
   volgut	
   demostrar	
   que	
  

produeixen	
   una	
   haploinsuficiència.	
   En	
   els	
   tres	
   casos	
   casos,	
   s’ha	
   descrit	
   que	
   el	
   principal	
  

mecanisme	
  de	
  patogenicitat	
  és	
  la	
  pèrdua	
  de	
  funció,	
  ja	
  què	
  la	
  majoria	
  de	
  les	
  variants	
  identificades	
  

en	
  aquests	
  dos	
  gens	
  són	
  truncants	
  (287,288).	
  Els	
  estudis	
  realitzats	
  en	
  ARNm	
  per	
  determinar	
  si	
  els	
  

transcrits	
  portadors	
  d’aquestes	
  variants	
  es	
  degraden	
  pel	
  mecanisme	
  NMD	
  mostren	
  que	
  SYNGAP1	
  

i	
  SATB2	
  escapen	
  aquest	
  mecanisme.	
  Podria	
  explicar-­‐se	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  NMD	
  incomplet	
  en	
  

limfòcits	
  com	
  ha	
  descrit	
  Magyar	
  et	
  al.,	
  2009	
  (295),	
  suggerint	
  que	
  seria	
  convenient	
  analitzar	
  un	
  

altre	
  teixit,	
  com	
  fibroblasts	
  per	
  determinar	
  si	
  hi	
  ha	
  degradació	
  de	
  l’al·∙lel	
  amb	
  la	
  variant	
  truncant	
  

(295).	
  D’altra	
  banda,	
  estudis	
  realitzats	
  de	
  dues	
  variants	
  missense	
  (W362R	
  i	
  P562L)	
  i	
  de	
  la	
  variant	
  

truncant	
  R579X	
  en	
  el	
  gen	
  SYNGAP1	
  en	
  línies	
  cel·∙lulars	
  HEK293T	
  i	
  N7,	
  han	
  demostrat	
  que	
  no	
  hi	
  ha	
  

expressió	
   de	
   proteïna	
   mutant,	
   suggerint	
   que	
   variants	
   a	
   SYNGAP1	
   donarien	
   lloc	
   a	
   proteïnes	
  

inestables	
  (287).	
  D’aquestes	
  tres	
  variants	
  es	
  van	
  realitzar	
  també	
  estudis	
  funcionals	
  en	
  neurones	
  

piramidals	
  corticals	
  de	
  cultius	
  organotípics	
  que	
  van	
  demostrar	
  un	
  augment	
  de	
  la	
  fosforilació	
  de	
  

ERK	
  en	
  les	
  neurones	
  transfectades	
  amb	
  les	
  variants	
  mutants	
  comparat	
  amb	
  la	
  proteïna	
  salvatge	
  

(degut	
  a	
  la	
  falta	
  d’activitat	
  GTPasa	
  de	
  SYNGAP1).	
  Per	
  tant,	
  es	
  suggereix	
  que	
  les	
  variants	
  missense	
  

i	
   truncants	
   a	
   SYNGAP1	
   actuarien	
   per	
   pèrdua	
   de	
   funció	
   bé	
   perquè	
   afecten	
   l’estabilitat	
   de	
   la	
  

proteïna	
  o	
  bé	
  perquè	
  interfereixen	
  en	
  la	
  seva	
  activitat	
  GTPasa.	
  

En	
  el	
  cas	
  de	
  la	
  variant	
  p.Arg621*	
  en	
  el	
  gen	
  SYNGAP1,	
  identificada	
  en	
  el	
  nostre	
  pacient,	
  es	
  produiria	
  

una	
   proteïna	
   truncada	
   de	
   620	
   aminoàcids	
   (la	
   proteïna	
   salvatge	
   té	
   1343	
   aminoàcids)	
   que	
  

conservaria	
  els	
  dominis	
  PH	
  i	
  C2	
   integres,	
  mentre	
  que	
  el	
  domini	
  RasGAP,	
  essencial	
  pel	
  correcte	
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funcionament	
  de	
   la	
  proteïna,	
  quedaria	
   truncat	
   (Figura	
  41).	
  Per	
   tant,	
  basant-­‐nos	
  en	
  els	
  estudis	
  

funcionals	
  descrits	
  anteriorment	
  es	
  proposa	
  que	
  el	
  mecanisme	
  de	
  patogenicitat	
  pel	
  qual	
  actuaria	
  

la	
  variant	
  p.Arg621*	
  és	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  bé	
  per	
  falta	
  de	
  proteïna	
  (proteïna	
  inestable)	
  o	
  per	
  

l’afectació	
  de	
  la	
  seva	
  activitat	
  GTPasa.	
  	
  

	
  

	
  

Respecte	
  al	
  gen	
  SATB2,	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  variants	
  localitzades	
  en	
  els	
  dos	
  últims	
  exons	
  d’aquest	
  gen	
  

escapen	
   al	
   mecanisme	
   NMD,	
   donant	
   lloc	
   a	
   proteïnes	
   més	
   curtes,	
   però	
   que	
   retenen	
   algunes	
  

funcions	
  (288).	
  Estudis	
  funcionals	
  amb	
  assajos	
  luciferasa	
  de	
  variants	
  que	
  escapen	
  al	
  mecanisme	
  

NMD,	
  com	
   la	
  variant	
  c.715C>T	
  situada	
  en	
   l’exó	
  8,	
  que	
  manté	
  el	
  domini	
  de	
  dimerització	
   (regió	
  

UDL),	
   però	
   li	
   falten	
   els	
   dominis	
   CUT1,	
   CUT2	
   i	
   HOX	
   (dominis	
   d’unió	
   a	
   l’ADN),	
  mostren	
   que	
   la	
  

proteïna	
  truncada	
  afecta	
  a	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna	
  salvatge,	
  suggerint	
  que	
  podria	
  tenir	
  un	
  efecte	
  

dominant	
  negatiu	
  (296).	
  La	
  variant	
  c.1826delA	
   identificada	
  en	
   la	
  nostra	
  cohort,	
  resulta	
  en	
  una	
  

proteïna	
  truncada	
  (p.Asp609Alafs*15)	
  més	
  curta	
  (622	
  aminoàcids),	
  però	
  que	
  retindria	
  els	
  dominis	
  

CUT1	
  i	
  CUT2	
  intactes	
  i	
  només	
  estaria	
  afectat	
  el	
  domini	
  d’unió	
  a	
  l’ADN	
  HOX	
  (Figura	
  42).	
  La	
  variant	
  

c.1826delA,	
   no	
   actuaria	
   per	
   un	
   mecanisme	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció,	
   sinó	
   que	
   el	
   mecanisme	
   de	
  

patogenicitat	
   en	
   aquest	
   cas	
   seria	
   dominant	
   negatiu,	
   d’acord	
   amb	
   els	
   resultats	
   dels	
   estudis	
  

funcionals	
  obtinguts	
  d’altres	
  variants	
  que	
  escapen	
  el	
  mecanisme	
  NMD.	
  	
  

	
  

Figura	
  42|	
  Estructura	
  de	
  la	
  proteïna	
  SATB2	
  on	
  es	
  troben	
  indicats	
  els	
  diferents	
  dominis	
  de	
  la	
  proteïna.	
  El	
  requadre	
  
amb	
  la	
  línia	
  discontinua	
  correspon	
  a	
  la	
  proteïna	
  truncada	
  que	
  es	
  produeix	
  degut	
  a	
  la	
  introducció	
  d’un	
  codó	
  stop	
  
prematur	
  per	
  la	
  variant	
  p.Asp609Alafs*15.	
  ULD,	
  Ubiquitin-­‐like	
  domain;	
  CUTL,	
  Cut-­‐like	
  domain;	
  HOX,	
  Homeobox	
  
domain.	
  El	
  domini	
  ULD	
  està	
  implicat	
  en	
  l’oligomerització	
  i	
  	
  CUTL,	
  CUT1,	
  CUT2	
  i	
  HOX	
  són	
  dominis	
  d’unió	
  a	
  l’ADN.	
  

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 12000

PH C2 RasGAP CC

Proteïna)SYNGAP1

Proteïna)truncada)p.Arg621*

SH3

Figura	
  41|	
  Estructura	
  de	
  la	
  proteïna	
  SYNGAP1	
  on	
  es	
  troben	
  indicats	
  els	
  diferents	
  dominis	
  de	
  la	
  proteïna.	
  El	
  requadre	
  
amb	
   la	
   línia	
   discontinua	
   correspon	
   a	
   la	
   proteïna	
   truncada	
   que	
  es	
   produeix	
   degut	
   a	
   la	
   introducció	
  d’un	
   codó	
   stop	
  
prematur	
   per	
   la	
   variant	
   p.Arg621*.	
   PH,	
   pleckstrin	
   homology,	
   C2	
   domain	
   essential	
   for	
   the	
   stimulation	
   of	
   GTPase	
  
reaction;	
  RasGAP,	
  catalytic	
  domain	
  RasGAP;	
  SH3,	
  SRC	
  Homology	
  3	
  Domain;	
  CC,	
  coiled-­‐coil.	
  

ULD CUTL CUT1 CUT2 HOX

Proteïna)truncada)p.Asp609Alafs*15

Proteïna)SATB2
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Finalment,	
  	
  la	
  variant	
  c.3106C>T,	
  p.Arg1036*	
  identificada	
  en	
  ASXL3	
  està	
  localitzada	
  en	
  l’últim	
  exó	
  

i	
   per	
   tant	
   no	
   activaria	
   NMD.	
   Malauradament,	
   en	
   aquest	
   cas	
   no	
   es	
   va	
   poder	
   determinar	
   la	
  

degradació	
  de	
   l’ARNm	
  perquè	
  aquest	
  gen	
  s’expressa	
  principalment	
  en	
  cervell	
   i	
  molt	
  poc	
  o	
  no	
  

s’expressa	
   en	
   sang.	
   Es	
   necessitaria	
  mostra	
   d’un	
   altre	
   teixit	
   que	
   derivi	
   del	
   neuroectoderm	
  per	
  

comprovar	
  si	
  la	
  variant	
  c.3106C>T	
  escapa	
  al	
  mecanisme	
  NMD	
  (Figura	
  43).	
  

	
  	
  

	
  

En	
  el	
  cas	
  de	
  què	
  es	
  produís	
  proteïna,	
   la	
  proteïna	
  truncada	
  resultant	
   tindria	
  1035	
  aminoàcids	
   i	
  

conservaria	
   intactes	
   el	
   domini	
   ASXN	
  d’unió	
   a	
   l’ADN,	
   el	
   domini	
   ASXH	
  que	
   interacciona	
   a	
   nivell	
  

proteïna-­‐proteïna	
  amb	
  altres	
   reguladors	
  epigenètics,	
   la	
   regió	
  MCR	
   (Mutation	
  Cluster	
  Region)	
   i	
  

part	
  del	
  domini	
  ASXM1,	
  que	
  juntament	
  amb	
  ASXM2,	
  formen	
  un	
  mòdul	
  implicat	
  en	
  interaccions	
  

proteïna-­‐proteïna	
   que	
   s’associa	
   amb	
   receptors	
   nuclears	
   d’hormones	
   i	
   els	
   seus	
   cofactors.	
  

Mancarien	
   els	
   dominis	
   ASXM2	
   i	
   PHD	
   que	
   intervenen	
   en	
   la	
   modificació	
   post-­‐transcripcional	
  

d’histones	
  (297).	
  Una	
  possible	
  hipòtesi	
  és	
  que	
  la	
  proteïna	
  truncada	
  p.Arg1036*	
  podria	
  actuar	
  com	
  

a	
  dominant	
  negatiu,	
  ja	
  què	
  s’ha	
  suggerit	
  que	
  variants	
  truncants	
  situades	
  en	
  la	
  regió	
  dels	
  dominis	
  

ASXN	
  i	
  ASXH	
  en	
  l’extrem	
  N-­‐terminal	
  i	
  els	
  dominis	
  ASXM2	
  i	
  PHD	
  en	
  l’extrem	
  C-­‐terminal	
  actuarien	
  

per	
  aquest	
  mecanisme.	
  En	
  aquestes	
  regions	
  es	
  troben	
  llocs	
  de	
  fosforilació	
  i	
  motius	
  rics	
  en	
  serina	
  

altament	
   conservats.	
   S’especula	
   que	
   l’expressió	
   de	
   la	
   proteïna	
   ASXL3	
   amb	
   aquests	
   dominis	
   i	
  

regions	
  truncades	
  afectaria	
  a	
  les	
  interaccions	
  i	
  a	
  la	
  funció	
  de	
  remodelador	
  de	
  la	
  cromatina	
  de	
  la	
  

proteïna	
  salvatge,	
  resultant	
  en	
  una	
  desregulació	
  de	
  la	
  modificació	
  post-­‐traduccional	
  d’histones	
  i	
  

en	
  l’activació	
  constitutiva	
  dels	
  gens	
  regulats	
  per	
  ASXL3	
  (298).	
  	
  

L’únic	
  estudi	
  funcional	
  realitzat	
  en	
  aquest	
  gen	
  de	
  la	
  variant	
  frameshift	
  c.1448dupT	
  en	
  fibroblasts,	
  

indica	
  que	
  no	
  hi	
  ha	
  expressió	
  de	
   l’al·∙lel	
  amb	
   la	
  variant.	
  Per	
   tant,	
  el	
   transcrit	
  amb	
   la	
  variant	
  és	
  

subjecte	
  de	
  degradació	
  pel	
  mecanisme	
  NMD,	
  sent	
  compatible	
  amb	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  Com	
  a	
  

conseqüència,	
  s’observa	
  un	
  augment	
  dels	
  nivells	
  de	
  la	
  histona	
  H2A	
  mono-­‐ubiquitinada	
  i	
  canvis	
  en	
  

la	
  transcripció	
  de	
  564	
  gens	
  (299).	
  

Figura	
  43|	
  Estructura	
  de	
  la	
  proteïna	
  ASXL3	
  on	
  es	
  troben	
  indicats	
  els	
  diferents	
  dominis	
  de	
  la	
  proteïna.	
  El	
  requadre	
  amb	
  
la	
  línia	
  discontinua	
  correspon	
  a	
  la	
  proteïna	
  truncada	
  que	
  es	
  produeix	
  degut	
  a	
  la	
  introducció	
  d’un	
  codó	
  stop	
  prematur	
  
per	
   la	
   variant	
   p.Arg1036*.	
   ASXN,	
  DNA	
  binding	
  domain;	
   ASXH,	
  protein-­‐protein	
   interaction	
  domain;	
  MCR,	
  mutation	
  
cluster	
   region;	
   ASXM2	
   i	
   ASXM1,	
   protein-­‐protein	
   interaction	
   domains;	
   Pro-­‐rich,	
   Proline-­‐rich	
   domain;	
   PHD,	
   Plant	
  
Homeodomain.	
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Al	
  no	
  conèixer	
  si	
  la	
  variant	
  c.3106C>T	
  es	
  degrada	
  per	
  NMD	
  no	
  podem	
  determinar	
  si	
  aquesta	
  actua	
  

com	
  a	
  dominant	
  negatiu	
  o	
  per	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  En	
  ambdós	
  casos,	
  alteraria	
  l’expressió	
  de	
  gens	
  

regulats	
  per	
  ASXL3.	
  

	
  
Variants	
  missense	
  i	
  in-­‐frame	
  patogèniques	
  

De	
  les	
  tres	
  variants	
  missense	
  i	
  la	
  variant	
  in-­‐frame	
  classificades	
  com	
  a	
  patogèniques	
  només	
  s’han	
  

realitzat	
  estudis	
  funcionals	
  en	
  els	
  gens	
  KIF1A	
  i	
  KCNQ3,	
  mentre	
  que	
  de	
  les	
  variants	
  localitzades	
  en	
  

els	
   gens	
   VAMP2	
   i	
   SLC6A1	
   s’han	
   portat	
   a	
   terme	
   anàlisis	
   in	
   silico	
   que	
   recolzarien	
   la	
   seva	
  

patogenicitat.	
  	
  

Variants	
  en	
  el	
  gen	
  KCNQ3	
  que	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  guany	
  de	
  funció,	
  com	
  seria	
  la	
  variant	
  

p.Arg230Cys,	
   s’associen	
   a	
   autisme	
   i	
   TND	
   (269).	
   La	
   variant	
   p.Arg230Cys	
   es	
   troba	
   situada	
   en	
   el	
  

segment	
  transmembrana	
  S4,	
  concretament,	
  en	
  el	
  residu	
  arginina	
  R2	
  de	
  la	
  subunitat	
  codificada	
  

per	
  KCNQ3	
  del	
  canal	
  potassi	
  dependent	
  de	
  voltatge	
  tipus	
  M.	
  Estudis	
  funcionals	
  d’electrofisiologia	
  

han	
  demostrat	
  que	
  l’arginina	
  230,	
  amb	
  càrrega	
  positiva,	
  estabilitza	
  la	
  forma	
  oberta	
  del	
  canal	
  de	
  

potassi,	
  provocant	
  una	
  hiperpolarització	
  de	
  les	
  neurones	
  (Figura	
  44)	
  (269,294).	
  Cal	
  destacar,	
  que	
  

variants	
  truncants	
  que	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  en	
  aquest	
  mateix	
  gen	
  són	
  

responsables	
  de	
  l’epilèpsia	
  neonatal	
  familiar	
  benigna	
  (BFNE,	
  MIM	
  #	
  121201)	
  i	
  l’epilèpsia	
  infantil	
  

familiar	
  benigna	
  (BFIE),	
  mostrant	
  que	
  diferents	
  tipus	
  de	
  variants	
  amb	
  efectes	
  oposats	
  sobre	
   la	
  

proteïna	
  (guany	
  i	
  pèrdua	
  de	
  funció)	
  donen	
  lloc	
  a	
  dos	
  fenotips	
  molt	
  diferents	
  (300,301).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

La	
   variant	
   p.Arg169Thr	
   (R169T)	
   en	
   el	
   gen	
   KIF1A	
   no	
   ha	
   estat	
   descrita	
   prèviament	
   i	
   es	
   troba	
  

localitzada	
  en	
  el	
  domini	
  motor.	
  Inicialment	
  es	
  va	
  classificar	
  com	
  a	
  probablement	
  patogènica,	
  ja	
  

Figura	
  44|	
  Estructura	
  de	
  la	
  subunitat	
  del	
  canal	
  de	
  potassi	
  codificada	
  per	
  
KCNQ3	
  i	
  com	
  la	
  variant	
  R230C	
  estabilitza	
  la	
  forma	
  oberta	
  del	
  canal	
  a	
  
voltatges	
  negatius.	
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què	
  no	
  es	
  troba	
  en	
  població	
  control,	
  els	
  programes	
  in	
  silico	
  prediuen	
  un	
  efecte	
  deleteri	
  i	
  altres	
  

variants	
  missense	
  de	
  novo	
   localitzades	
  en	
  el	
  domini	
  motor	
  causen	
  un	
  efecte	
  dominant	
  negatiu	
  

afectant	
  a	
   la	
  motilitat	
  de	
   la	
  proteïna	
  wild	
  type	
   (64).	
  No	
  obstant,	
  per	
  classificar	
  aquesta	
  variant	
  

com	
  a	
  patogènica	
  és	
  necessari	
  portar	
  a	
   terme	
  estudis	
   funcionals	
  que	
  demostrin	
  el	
   seu	
  efecte	
  

deleteri.	
  L’anàlisi	
  de	
   l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A,	
  ha	
  demostrat	
  que	
  la	
  variant	
  

R169T	
  afecta	
  aquesta	
  activitat.	
  L’activitat	
  ATPasa	
  és	
  una	
  mesura	
   indirecta	
  de	
   la	
  motilitat	
  de	
   la	
  

proteïna	
  (la	
  proteïna	
  necessita	
  de	
  la	
  hidròlisi	
  d’ATP	
  com	
  a	
  font	
  d’energia	
  per	
  poder	
  moure’s)	
  per	
  

tant	
   la	
   proteïna	
   amb	
   la	
   variant	
   R169T	
   tindria	
   una	
   motilitat	
   reduïda.	
   Aquesta	
   falta	
   d’activitat	
  

ATPasa	
  podria	
  explicar-­‐se	
  per:	
  i)	
  una	
  afectació	
  directa	
  de	
  l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  o	
  ii)	
  

una	
  manca	
   d’unió	
   del	
   domini	
  motor	
   als	
  microtúbuls	
   (la	
   unió	
   a	
  microtúbuls	
   indueix	
   l’activitat	
  

ATPasa).	
  	
  

Estudis	
  estructurals	
  mostren	
  que	
  el	
  residu	
  Arg169	
  es	
  troba	
  situat	
  en	
  el	
  loop	
  L8,	
  concretament	
  en	
  

la	
  fulla	
  5βa,	
  que	
  forma	
  part	
  d’un	
  dels	
  dominis	
  d’unió	
  a	
  microtúbuls	
  (MB1),	
   juntament	
  amb	
  els	
  

loops	
  11	
  i	
  12	
  que	
  formen	
  els	
  altres	
  dos	
  dominis	
  d’unió	
  a	
  microtúbuls	
  (MB2	
  i	
  K-­‐loop)	
  (302,303).	
  La	
  

mutagènesi	
   de	
   diferents	
   residus	
   dels	
   loops	
   L11,	
   L12	
   i	
   L8	
   per	
   Ala,	
   entre	
   ells	
   el	
   residu	
   Arg169,	
  

provoca	
  una	
  menor	
  afinitat	
  pels	
  microtúbuls	
  quan	
   s’uneix	
  un	
  anàleg	
  no	
  hidrolitzable	
  de	
   l’ATP	
  

(AMP-­‐PNP)	
  o	
  quan	
  es	
  troba	
  unit	
  l’ADP	
  (304). 

El	
  modelatge	
  estructural	
  de	
  la	
  variant	
  R169T	
  ha	
  estat	
  realitzat	
  en	
  col·∙laboració	
  amb	
  el	
  grup	
  de	
  

Structural	
   Biology	
   of	
   Cell	
   Division,	
   The	
   University	
   of	
   Edinburgh	
   del	
   Dr.	
   A.	
   Jeyaprakash	
  

Arulanandam.	
   L’anàlisi	
   de	
   l’estructura	
  mostra	
   que	
   la	
   variant	
   R169T	
   té	
   com	
  a	
   conseqüència	
   la	
  

pèrdua	
   d’interaccions	
   electrostàtiques	
   (ponts	
   salins)	
   amb	
   els	
   aminoàcids	
   E417	
   i	
   E420	
   de	
   la	
  

subunitat	
  β	
  de	
  la	
  tubulina	
  (Figura	
  45).	
  Probablement,	
  interferint	
  negativament	
  en	
  la	
  interacció	
  de	
  

KIF1A	
  amb	
  els	
  microtúbuls.	
  Així	
  doncs,	
  la	
  variant	
  R169T	
  en	
  el	
  gen	
  KIF1A	
  s’ha	
  classificat	
  finalment	
  

com	
  a	
  patogènica,	
  doncs	
  afectaria	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna	
  resultant,	
  com	
  a	
  conseqüència	
  de	
  la	
  

seva	
   menor	
   afinitat	
   en	
   la	
   unió	
   als	
   microtúbuls	
   el	
   que	
   provocaria	
   una	
   disminució	
   de	
   la	
   seva	
  

motilitat,	
  donant	
   lloc	
  al	
   fenotip	
  present	
  en	
  el	
  pacient.	
  No	
  hem	
  pogut	
  demostrar	
   si	
  existeix	
  un	
  

efecte	
  dominant	
  negatiu	
  encara	
  que	
  sembla	
  probable,	
  ja	
  què	
  KIF1A	
  actua	
  com	
  a	
  dímer	
  (198,206).	
  	
  

	
  

Convé	
  destacar	
  que	
  KIF1A	
  és	
  un	
  altre	
  exemple	
  en	
  què	
  diferents	
  tipus	
  de	
  variants	
  poden	
  causar	
  

diferents	
   fenotips.	
   Variants	
   frameshift	
   en	
   homozigosi	
   o	
   heterozigosi	
   composta	
   s’associen	
   a	
   la	
  

neuropatia	
  sensorial	
  hereditària	
  tipus	
  IIC	
  (HSPN	
  IIC,	
  MIM	
  #	
  614213)	
  amb	
  una	
  herència	
  autosòmica	
  

recessiva.	
  Variants	
  missense	
  en	
  el	
  domini	
  motor	
  s’associen	
  a	
  paraplegia	
  espàstica	
  (SPG30,	
  MIM	
  #	
  

610357)	
   tant	
   amb	
   una	
   herència	
   autosòmica	
   recessiva,	
   com	
   amb	
   una	
   herència	
   autosòmica	
  

dominant.	
  A	
  més,	
  variants	
  missense	
  al	
  domini	
  motor	
  s’associen	
  a	
  una	
  síndrome	
  de	
  DI	
  greu	
  amb	
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epilèpsia,	
   atrofia	
   del	
   cerebel	
   i	
   del	
   nervi	
   òptic,	
   hipotonia,	
   paraparèsia	
   espàstica,	
   hiperreflèxia,	
  

microcefàlia	
  post-­‐natal	
  i	
  neuropatia	
  perifèrica	
  (212,213).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
   fet	
   que	
   variants	
  missense	
   dins	
   del	
   domini	
   motor	
   donin	
   lloc	
   a	
   diferents	
   fenotips	
   es	
   podria	
  

explicar	
  perquè	
  aquestes	
  afecten	
  de	
  manera	
  diferent	
  a	
  la	
  capacitat	
  de	
  KIF1A	
  de	
  moure’s	
  a	
  través	
  

dels	
  microtúbuls	
  i	
  per	
  tant,	
  de	
  transportar	
  proteïnes	
  sinàptiques	
  i	
  vesícules.	
  Inicialment,	
  s’havia	
  

suggerit	
  que	
  variants	
  que	
  afectessin	
  lleument	
  a	
  la	
  motilitat	
  de	
  la	
  proteïna	
  s’associarien	
  als	
  fenotips	
  

de	
  paraplegia	
  espàstica	
   (305).	
  No	
  obstant,	
   estudis	
   funcionals	
   in	
   vitro	
   realitzats	
  de	
   les	
   variants	
  

V8M,	
   A255V	
   i	
   R350G	
   (associades	
   a	
   paraplegia	
   espàstica	
   hereditària)	
   amb	
   la	
   proteïna	
   KIF1A	
  

completa,	
  han	
  demostrat	
  que	
  hi	
  ha	
  un	
  augment	
  de	
  l’activitat	
  motora	
  respecte	
  KIF1A	
  WT,	
  com	
  a	
  

conseqüència	
   de	
   la	
   pèrdua	
   del	
   mecanisme	
   autoinhibitori	
   que	
   regula	
   la	
   unió	
   a	
   microtúbuls	
  

(198,214).	
  La	
   introducció	
  d’aquestes	
  mateixes	
  variants	
  en	
   l’ortòleg	
  unc-­‐104	
  en	
  Caenorhabditis	
  

elegants	
  mostra	
  un	
  augment	
  en	
  el	
  transport	
  de	
  vesícules	
  amb	
  precursors	
  sinàptics	
  al	
  final	
  dels	
  

axons	
   neuronals	
   suggerint	
   que	
   el	
   guany	
   de	
   funció	
   de	
   KIF1A	
   estaria	
   implicat	
   en	
   el	
   fenotip	
   de	
  

paraplegia	
  espàstica	
  sense	
  DI	
  (214).	
  Una	
  altra	
  opció,	
  que	
  podria	
  explicar	
  les	
  diferències	
  entre	
  els	
  

Figura	
  45|	
  Modelatge	
  estructural	
  de	
  la	
  variant	
  R169T.	
  En	
  l’ampliació	
  de	
  la	
  imatge	
  
esquerra,	
  es	
  pot	
  observar	
  la	
  interacció	
  electrostàtica	
  de	
  R169	
  amb	
  els	
  aminoàcids	
  
E417	
   i	
   E420	
   de	
   la	
   subunitat	
   β	
   de	
   la	
   tubulina.	
   En	
   l’ampliació	
   de	
   la	
   dreta	
   es	
   pot	
  
observar	
   com	
   la	
   variant	
   R169T	
   provoca	
   la	
   pèrdua	
   de	
   les	
   interaccions	
  
electrostàtiques.	
  Imatge	
  generada	
  amb	
  el	
  programa	
  PyMOL	
  utilitzant	
  l’estructura	
  
cristal·∙logràfica	
  de	
  KIF1A	
  (PDB	
  ID:	
  2HXF).	
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fenotips	
  és	
  	
  una	
  possible	
  	
  redundància	
  en	
  l’expressió	
  de	
  diferents	
  quinesines	
  de	
  la	
  mateixa	
  família	
  

(306).	
  

Respecte	
   al	
   gen	
   SLC6A1	
   que	
   codifica	
   per	
   un	
   transportador	
   de	
   GABA	
   (GAT-­‐1),	
   la	
   variant	
  

p.Gly297Arg	
   (G297R)	
   es	
   troba	
   situada	
   en	
   la	
   butxaca	
   on	
   s’uneix	
   GABA.	
   L’aminoàcid	
   Gly297,	
  

juntament	
  amb	
  Ala61,	
  Leu300	
  i	
  Trp400	
  formen	
  la	
  butxaca	
  d’unió	
  de	
  GABA	
  (307).	
  Variants	
  que	
  

introdueixen	
   aminoàcids	
   de	
   cadena	
   llarga	
   	
   amb	
   càrrega	
   positiva,	
   com	
   la	
   variant	
   G297R,	
   és	
  

probable	
  que	
  produeixin	
  un	
  canvi	
  en	
  la	
  conformació	
  de	
  la	
  butxaca,	
  no	
  permetent	
  la	
  unió	
  de	
  GABA	
  

i	
  causant	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  (Figura	
  46)	
  (293).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Estudis	
   funcionals	
   de	
   les	
   variants	
   G94E,	
   F270S,	
   I270del,	
   Y445C,	
   W235R,	
   W496Ter	
   i	
   G550R	
  

identificades	
  en	
  el	
  gen	
  SLC6A1	
  en	
  una	
  cohort	
  d’individus	
  amb	
  epilèpsia	
  mostren	
  que	
  aquestes	
  

variants	
  produeixen	
  una	
  disminució	
  del	
  transport	
  de	
  GABA.	
  Les	
  variants	
  G94E,	
  W496T	
  i	
  G550R	
  

aboleixen	
   completament	
   el	
   transport	
   de	
   GABA,	
   mentre	
   que	
   la	
   resta	
   de	
   variants	
   tenen	
   una	
  

activitat	
  residual	
  del	
  2-­‐27%.	
  Un	
  menor	
  transport	
  de	
  GABA	
  té	
  com	
  a	
  conseqüència	
  un	
  augment	
  en	
  

els	
  nivells	
  de	
  GABA	
  en	
  les	
  sinapsis,	
  produint	
  una	
  sobreestimulació	
  dels	
  receptors	
  de	
  GABA	
  (GABAA	
  

i	
  GABAB)	
  que	
  són	
  responsables	
  de	
  les	
  respostes	
  inhibitòries	
  (tòniques)	
  lentes	
  i	
  sostingudes	
  (308).	
  

En	
  dos	
  estudis	
  independents,	
  l’anàlisi	
  funcional	
  de	
  les	
  variants	
  P361T	
  i	
  G243S,	
  mostren	
  que	
  hi	
  ha	
  

una	
   reducció	
   de	
   l’expressió	
   total	
   de	
   la	
   proteïna	
   i	
   que	
   per	
   tant,	
   aquestes	
   variants	
   afecten	
   a	
  

l’estabilitat	
  de	
  la	
  proteïna.	
  En	
  ambdós	
  casos,	
  també	
  hi	
  ha	
  una	
  reducció	
  en	
  l’activitat	
  de	
  transport	
  

de	
   GABA	
   (309,310).	
   En	
   conjunt,	
   aquests	
   estudis	
   recolzen	
   que	
   les	
   variants	
   en	
   el	
   gen	
   SLC6A1	
  

associades	
  a	
  epilèpsia	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  	
  	
  

Figura	
  46|	
  Estructura	
  del	
  transportador	
  GAT-­‐1	
  codificat	
  pel	
  gen	
  SLC6A1.	
  
Els	
  aminoàcids	
  que	
  formen	
  la	
  butxaca	
  on	
  s’uneix	
  el	
  neurotransmissor	
  
GABA	
  estan	
  marcats	
  amb	
  una	
  fletxa	
  en	
  vermell.	
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En	
  últim	
  lloc,	
  el	
  gen	
  VAMP2	
  es	
  troba	
  implicat	
  en	
  la	
  transmissió	
  sinàptica,	
  intervenint	
  en	
  la	
  fusió	
  i	
  

endocitosi	
   de	
   vesícules	
   i	
   alliberament	
   de	
   neurotransmissors	
   (311–313).	
   Recentment,	
   el	
   gen	
  

VAMP2	
  ha	
  estat	
  associat	
  a	
  TND.	
  S’han	
  identificat	
  cinc	
  variants	
  de	
  novo	
  (S75P,	
  E78A,	
  F77S,	
  V43del	
  

i	
   I45del)	
  que	
  es	
  troben	
  localitzades	
  pròximes	
  a	
   l’extrem	
  C-­‐terminal	
  del	
  domini	
  SNARE.	
  L’anàlisi	
  

funcional	
  de	
  les	
  variants	
  missense	
  de	
  novo	
  	
  S75P	
  i	
  E78A	
  mostren	
  que	
  afecten	
  a	
  la	
  formació	
  del	
  

complex	
  SNARE,	
  en	
  concret,	
  en	
  el	
  cas	
  de	
  la	
  variant	
  S75P	
  s’ha	
  demostrat	
  que	
  té	
  un	
  efecte	
  dominant	
  

negatiu.	
  El	
  modelatge	
  estructural	
  d’aquestes	
  dues	
  variants	
  (S75P	
  i	
  E78A)	
  mostra	
  que	
  es	
  perden	
  

ponts	
  d’hidrogen	
  amb	
  aminoàcids	
  de	
  la	
  proteïna	
  STX1A.	
  Les	
  dues	
  variants	
  in-­‐frame	
  identificades	
  

en	
  aquest	
  gen	
  V43del	
   (pacient	
  2	
  de	
   la	
  nostra	
  cohort)	
   i	
   I45del	
  no	
  han	
  estat	
  estudiades	
  a	
  nivell	
  

funcional,	
   però	
   anàlisis	
   in	
   silico	
  mostren	
   que	
   els	
   aminoàcids	
   Val43	
   i	
   Ile45	
   es	
   troben	
   altament	
  

conservats.	
   Els	
   individus	
   amb	
   variants	
   in-­‐frame	
   comparats	
   amb	
   els	
   que	
   presenten	
   variants	
  

missense	
  mostren	
  un	
  fenotip	
  menys	
  greu	
  a	
  nivell	
  neurològic,	
  són	
  capaços	
  de	
  caminar	
  i	
  d’utilitzar	
  

algunes	
  paraules	
  (292).	
  	
  

	
  

Variants	
  probablement	
  patogèniques	
  	
  

De	
   les	
   variants	
   classificades	
   com	
   a	
   probablement	
   patogèniques	
   no	
   s’han	
   realitzat	
   estudis	
  

funcionals,	
  però	
  les	
  prediccions	
  in	
  silico	
  i	
  estudis	
  funcionals	
  portats	
  a	
  terme	
  d’altres	
  variants	
  del	
  

mateix	
  tipus	
  (missense	
  o	
  in-­‐frame)	
  en	
  els	
  mateixos	
  gens,	
  indiquen	
  que	
  aquestes	
  actuarien	
  per	
  un	
  

mecanisme	
  dominant	
  negatiu	
  o	
  de	
  guany	
  de	
  funció.	
  	
  Variants	
  missense	
  de	
  novo	
  en	
  el	
  gen	
  TBL1XR1	
  

s’han	
  associat	
  a	
  diferents	
  TND	
  (267,314).	
  La	
  variant	
  p.Phe10Leu	
  identificada	
  en	
  un	
  pacient	
  amb	
  

esquizofrènia,	
  es	
  van	
  realitzar	
  estudis	
  funcionals	
  i	
  es	
  va	
  comprovar	
  que	
  aquesta	
  variant	
  alterava	
  

la	
  via	
  de	
  senyalització	
  de	
  Wnt/β-­‐catenina,	
  disminuint	
  la	
  interacció	
  de	
  TBL1XR1	
  amb	
  el	
  complex	
  N-­‐

CoR	
  i	
  augmentant	
  la	
  unió	
  de	
  TBL1XR1	
  amb	
  la	
  β-­‐catenina,	
  resultant	
  en	
  un	
  augment	
  de	
  l’activitat	
  

transcripcional	
  de	
  la	
  via	
  (315).	
  S’ha	
  descrit	
  que	
  variants	
  probablement	
  patogèniques	
  en	
  el	
  domini	
  

WD40	
   β-­‐propeller	
   afecten	
   a	
   la	
   rigidesa	
   estructural,	
   comprometent	
   l’estabilitat	
   o	
   les	
  

característiques	
  fisicoquímiques	
  de	
  la	
  cara	
  superior	
  i	
  en	
  conseqüència	
  afectant	
  a	
  la	
  unió	
  de	
  la	
  β-­‐

catenina	
   (267).	
   Els	
   aminoàcids	
   Cys334	
   i	
   His348	
   que	
   són	
   els	
   afectats	
   en	
   les	
   dues	
   variants	
  

identificades	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  (p.Cys334Arg	
  i	
  p.His348Arg)	
  es	
  troben	
  en	
  aquest	
  domini	
  (Figura	
  

47),	
  per	
  la	
  qual	
  cosa	
  es	
  prediu	
  que	
  podrien	
  tenir	
  un	
  efecte	
  disminuint	
  l’activitat	
  transcripcional	
  de	
  

la	
  via	
  de	
  senyalització	
  de	
  Wnt/β-­‐catenina.	
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La	
  variant	
  missense	
  identificada	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L,	
  p.Gly314Arg,	
  no	
  ha	
  estat	
  descrita	
  prèviament	
  i	
  

segons	
  els	
  predictors	
  in	
  silico	
  té	
  un	
  efecte	
  deleteri.	
  Aquest	
  gen	
  està	
  implicat	
  en	
  la	
  biosíntesis	
  del	
  

ribosoma,	
  en	
  concret,	
  és	
  necessari	
  per	
  a	
  la	
  síntesi	
  de	
  la	
  subunitat	
  60S	
  del	
  ribosoma	
  i	
  la	
  maduració	
  

de	
  l’ARN	
  ribosòmic	
  28S.	
  A	
  més,	
  intervé	
  en	
  la	
  regulació	
  de	
  la	
  transcripció	
  i	
  forma	
  part	
  del	
  complex	
  

CoREST1/HDAC1	
  (71–73).	
  Variants	
  missense	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L	
  s’associen	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Wilson-­‐

Turner	
   (MIM	
   #	
   309585).	
   Fins	
   al	
   moment,	
   només	
   s’han	
   identificat	
   dues	
   variants	
   missense	
  

(p.Ala269Gly	
  i	
  p.Arg415Trp)	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L	
  en	
  dues	
  famílies	
  Amish	
  associades	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  

Wilson-­‐Turner	
  (26).	
  Es	
  desconeix	
  quina	
  de	
  les	
  funcions	
  de	
  LAS1L	
  es	
  troba	
  afectada	
  per	
  les	
  variants	
  

missense	
   identificades	
  fins	
  al	
  moment	
  i	
  si	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  o	
  bé	
  

com	
  a	
  dominant	
  negatiu	
  o	
  guany	
  de	
  funció.	
  Les	
  dones	
  portadores	
  no	
  estan	
  afectades,	
  aquest	
  és	
  

el	
  cas	
  de	
  la	
  mare	
  que	
  és	
  portadora	
  en	
  mosaic	
  (20%)	
  i	
  no	
  presenta	
  trets	
  clínics	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  

Wilson-­‐Turner.	
  Hi	
  ha	
  descrita	
  una	
  altra	
  variant	
  missense	
  p.Ser477Asn	
  en	
  el	
  gen	
  LAS1L	
  identificada	
  

en	
  un	
  pacient	
  amb	
  una	
  malaltia	
  de	
   la	
  neurona	
  progressiva	
  que	
  curiosament	
  no	
  presentava	
   les	
  

característiques	
  clíniques	
  de	
  la	
  síndrome	
  de	
  Wilson-­‐Turner.	
  Estudis	
  funcionals	
  d’aquesta	
  variant	
  

realitzats	
  en	
  peix	
  zebra	
  demostren	
  que	
  la	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  d’aquest	
  gen	
  dóna	
  lloc	
  a	
  una	
  letalitat	
  

primerenca	
  dels	
  embrions	
  i	
  un	
  increment	
  en	
  l’apoptosi	
  en	
  cervell,	
  medul·∙la	
  espinal	
  i	
  musculatura.	
  

El	
  fenotip	
  es	
  rescatava	
  parcialment	
  quan	
  s’introduïa	
  la	
  forma	
  salvatge	
  del	
  gen	
  LAS1L,	
  mentre	
  que	
  

la	
   introducció	
  de	
  la	
  forma	
  mutada	
  p.Ser477Asn	
  no	
  rescatava	
  el	
  fenotip,	
  suggerint	
  que	
  aquesta	
  

variant	
  provocaria	
  una	
  pèrdua	
  de	
  funció	
  del	
  gen	
  (74).	
  	
  

	
  

His348

Cys334

Figura	
  47|	
  Estructura	
  de	
   la	
  proteïna	
  codificada	
  pel	
  gen	
  TBL1XR1.	
  Marcats	
  
amb	
  una	
  fletxa	
  en	
  vermell	
  es	
  troben	
  els	
  aminoàcids	
  Cys334	
  i	
  His348,	
  que	
  es	
  
troben	
  mutats	
   en	
   les	
  pacients	
  4	
   i	
  5	
  de	
   la	
  nostra	
  cohort.	
   Imatge	
  realitzada	
  
amb	
  el	
  programa	
  PyMOL.	
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Pel	
  que	
  fa	
  a	
   les	
  variants	
   in-­‐frame,	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  delecions	
   i	
  duplicacions	
   in-­‐frame	
  en	
  els	
  dos	
  

últims	
   repeats	
   (19	
   i	
   20)	
   del	
   gen	
   SPTAN1	
   tenen	
   un	
   efecte	
   dominant	
   negatiu,	
   afectant	
   la	
  

heterodimerització	
   de	
   l’α-­‐espectrina	
   i	
   la	
   β-­‐espectrina	
   i	
   com	
   a	
   conseqüència	
   donen	
   lloc	
   a	
   la	
  

formació	
   d’agregats	
   (270,316).	
   La	
   variant	
   p.Leu2198_Gln2199dup	
   es	
   troba	
   localitzada	
   en	
   el	
  

repeat	
  19,	
  per	
  aquesta	
  raó,	
  es	
  prediu	
  que	
  tindria	
  un	
  efecte	
  dominant	
  negatiu.	
  	
  

La	
  variant	
  de	
  splicing	
  de	
  novo	
  c.237+1G>T,	
  identificada	
  en	
  el	
  gen	
  SMARCE1	
  dóna	
  lloc	
  a	
  la	
  deleció	
  

de	
  l’exó	
  5	
   in-­‐frame,	
  produint-­‐se	
  una	
  proteïna	
  sense	
  la	
  part	
  terminal	
  del	
  domini	
  ric	
  en	
  prolina	
   i	
  

l’inici	
  del	
  domini	
  HMG,	
  essent	
  essencial	
  pel	
  correcte	
  funcionament	
  de	
  la	
  proteïna,	
  ja	
  què	
  permet	
  

la	
  seva	
  unió	
  a	
  l’ADN	
  (Resultats,	
  Capítol	
  1,	
  Manuscrit	
  II)	
  (317).	
  Variants	
  missense	
  patogèniques	
  en	
  

el	
   gen	
   SMARCE1	
   que	
   actuarien	
   per	
   un	
   mecanisme	
   de	
   guany	
   de	
   funció	
   o	
   dominant	
   negatiu	
  

s’associen	
  a	
  la	
  síndrome	
  de	
  Coffin-­‐Siris	
  (CSS),	
  per	
  contra,	
  variants	
  truncants	
  en	
  aquest	
  mateix	
  gen	
  

causen	
  meningiomes	
  cranials	
  i	
  espinals	
  (21,318).	
  El	
  pacient	
  presenta	
  un	
  fenotip	
  compatible	
  amb	
  

la	
  síndrome	
  de	
  Coffin-­‐Siris	
  suggerint	
  que	
  variants	
  que	
  donen	
  lloc	
  a	
  delecions	
  in-­‐frame	
  actuarien	
  

de	
  la	
  mateixa	
  manera	
  que	
  variants	
  missense,	
  és	
  a	
  dir,	
  amb	
  un	
  efecte	
  dominant	
  negatiu	
  o	
  de	
  guany	
  

de	
   funció.	
   Cal	
   remarcar	
   que	
   és	
   la	
   primera	
   vegada	
   que	
   es	
   descriu	
   una	
   variant	
   de	
   splicing	
  

(c.237+1G>T)	
  en	
  el	
  gen	
  SMARCE1	
  que	
  donaria	
  lloc	
  a	
  una	
  proteïna	
  delecionada,	
  causant	
  la	
  CSS.	
  

S’ha	
  reportat	
  una	
  variant	
  de	
  splicing	
  en	
  la	
  posició	
  adjacent	
  c.237+2T>C	
  en	
  dos	
  membres	
  d’una	
  

família	
  amb	
  múltiples	
  meningiomes	
  espinals,	
  però	
  que	
  no	
  presentaven	
  característiques	
  clíniques	
  

de	
  la	
  síndrome	
  de	
  Coffin-­‐Siris.	
  L’anàlisi	
  de	
  l’ARN	
  dels	
  individus	
  afectats	
  mostrava	
  que	
  la	
  variant	
  

c.237+2T>C	
  genera	
  dos	
  transcrits	
  alternatius,	
  un	
  d’ells,	
  el	
  més	
  abundant,	
  dóna	
  lloc	
  a	
  un	
  codó	
  stop	
  

prematur	
  i	
  un	
  segon	
  transcrit	
  menys	
  abundant	
  que	
  produeix	
  la	
  deleció	
  de	
  l’exó	
  5	
  in-­‐frame.	
  Les	
  

diferències	
  en	
   la	
  presentació	
  clínica	
  s’expliquen	
  perquè	
  el	
  pacient	
  8	
  presenta	
  un	
  únic	
  transcrit	
  

alternatiu	
  que	
  dona	
   lloc	
  a	
   la	
  deleció	
   in-­‐frame	
  de	
   l’exó	
  5,	
  mentre	
  que	
  en	
  el	
  pacient	
  descrit	
  per	
  

Smith	
  et	
  al.,	
  2013	
  el	
  transcrit	
  principal	
  generat	
  per	
  la	
  variant	
  c.237+2T>C	
  produeix	
  	
  una	
  proteïna	
  

truncada,	
  causant	
  meningiomes	
  cranials	
  i	
  espinals.	
  

	
  

	
  

5.2	
  Anàlisis	
  complementaris	
  en	
  els	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  molecular	
  

En	
  els	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  molecular	
  (12,	
  13,	
  14,	
  15	
  i	
  17)	
  l’anàlisi	
  d’altres	
  models	
  d’herència	
  

(autosòmic	
  recessiu	
  i	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X),	
  de	
  CNVs	
  a	
  partir	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES,	
  de	
  variants	
  

en	
  mosaic	
   i	
  de	
   la	
   càrrega	
  genètica	
  de	
  variants	
  de	
  novo,	
  ha	
  permès	
   la	
   identificació	
  de	
  variants	
  

candidates	
  o	
  de	
  variants	
  que	
  podrien	
  contribuir	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  (Resultats,	
  Annex	
  II,	
  Taula	
  18).	
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En	
  la	
  pacient	
  12	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  lligat	
  al	
  cromosoma	
  X	
  ha	
  permès	
  la	
  identificació	
  en	
  

el	
   gen	
   COX7B	
   de	
   la	
   variant	
   p.Pro74Thr.	
   Variants	
   truncants	
   en	
   el	
   gen	
   COX7B	
   s’associen	
   a	
   la	
  
síndrome	
  microftàlmia	
  amb	
   lesions	
   linears	
  a	
   la	
  pell	
   amb	
  una	
  herència	
   lligada	
  al	
   cromosoma	
  X	
  

dominant	
  (MIM	
  #	
  300887).	
  En	
   la	
  pacient	
  no	
  estan	
  presents	
   les	
  característiques	
  clíniques	
  de	
   la	
  

microftàlmia	
  amb	
  lesions	
  linears	
  a	
  la	
  pell.	
  S’ha	
  descartat	
  que	
  la	
  pacient	
  i	
  la	
  mare	
  presentin	
  una	
  

inactivació	
  preferencial	
  del	
   cromosoma	
  X.	
   És	
  per	
  aquest	
  motiu,	
  que	
  una	
  possibilitat	
  és	
  que	
   la	
  

variant	
  missense	
   p.Pro74Thr	
   no	
   actuï	
   per	
   un	
   mecanisme	
   de	
   pèrdua	
   de	
   funció,	
   sinó	
   com	
   a	
  

dominant	
  negatiu	
  o	
  guany	
  de	
  funció,	
  contribuint	
  en	
  la	
  presentació	
  del	
  seu	
  fenotip.	
  	
  

En	
  aquesta	
  mateixa	
  pacient,	
   l’anàlisi	
  de	
  variants	
  en	
  mosaic	
  de	
  novo	
  ha	
   identificat	
   la	
  variant	
  de	
  

significat	
  incert	
  p.Arg251Ser	
  (R251S)	
  en	
  el	
  gen	
  TUBB2B,	
  que	
  es	
  troba	
  en	
  molt	
  baix	
  percentatge	
  

(12,5%).	
  Aquesta	
  variant	
  anotada	
  en	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  de	
  ClinVar	
  (VCV000432230.2)	
  classificada	
  

com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert.	
  Variants	
  missense	
  en	
  el	
  gen	
  TUBB2B	
  han	
  estat	
  associades	
  a	
  

un	
   trastorn	
   del	
   desenvolupament	
   caracteritzat	
   per	
   anomalies	
   estructurals	
   en	
   el	
   cervell	
   que	
  

inclouen	
  displàsia	
   cortical,	
   paquigiria	
   i	
   polimicrogiria	
   (319).	
   S’ha	
   descrit	
   un	
   cas	
   amb	
   la	
   variant	
  

R380P	
  en	
  el	
  gen	
  TUBB2B	
  en	
  mosaic	
  (23%)	
  que	
  mostrava	
  paquigiria,	
  polimicrogiria,	
  displàsia	
  del	
  

cerebel,	
  hipoplàsia	
  de	
  l’àrea	
  de	
  pons	
  i	
  hipoplàsia	
  dels	
  nervi	
  òptic,	
  trets	
  tots	
  consistents	
  amb	
  el	
  

fenotip	
   associat	
   a	
   TUBB2B	
   (209).	
   Considerant	
   que	
   el	
   fenotip	
   present	
   en	
   la	
   pacient	
   12	
   no	
   es	
  

correlaciona	
   al	
   no	
   presentar	
   malformacions	
   corticals,	
   la	
   variant	
   R251S	
   s’exclouria	
   com	
   a	
  

responsable	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like,	
  però	
  si	
  podria	
  contribuir	
  en	
  la	
  presentació	
  del	
  fenotip	
  o	
  actuar	
  

com	
   a	
  modulador.	
  Mosaicismes	
   de	
  molt	
   baix	
   nivell	
   poden	
   tenir	
   un	
   impacte	
   en	
   el	
   fenotip,	
   un	
  

exemple,	
  és	
  el	
  cas	
  de	
  l’esclerosi	
  tuberosa	
  (MIM	
  #	
  191100,	
  MIM	
  #	
  613254).	
  Variants	
  en	
  mosaic	
  en	
  

baix	
  percentatge	
  (15-­‐25%)	
  en	
  el	
  gen	
  TSC2,	
  es	
  detecten	
  en	
  pacients	
  amb	
  el	
  fenotip	
  típic	
  d’esclerosi	
  

tuberosa,	
   suggerint	
  que	
  el	
  percentatge	
  al	
  qual	
  es	
   troba	
  una	
  variant	
  pot	
  no	
  ser	
  predictiu	
  de	
   la	
  

gravetat	
  del	
  fenotip	
  (320).	
  

	
  

En	
  el	
  pacient	
  13,	
  l’anàlisi	
  de	
  CNVs	
  i	
  variants	
  en	
  mosaic	
  ha	
  permès	
  la	
  identificació	
  d’una	
  duplicació	
  

heretada	
  del	
  pare	
   i	
  una	
  variant	
  missense	
  en	
  mosaic	
  de	
  novo	
   (p.Arg434Gln)	
  en	
  el	
  gen	
  ATAD3A.	
  

Variants	
  en	
  ATAD3A	
  s’associen	
  a	
  un	
  ampli	
  espectre	
  de	
  fenotips	
  entre	
  els	
  que	
  s’inclou	
  la	
  hipoplàsia	
  

pontocerebelar,	
   hipotonia	
   i	
   insuficiència	
   respiratòria	
   (MIM	
   #	
   618810);	
   paraplegia	
   espàstica	
  

hereditària	
   i	
   la	
  síndrome	
  de	
  Harel	
  Yoon	
  (MIM	
  #	
  617183).	
  Els	
  diferents	
  fenotips	
  s’atribueixen	
  a	
  

diversos	
   tipus	
  de	
  variants	
  entre	
  ells,	
   variants	
  hipomòrfiques	
   i	
  delecions	
  bial·∙lèliques,	
   i	
   variants	
  

missense	
   monoal·∙lèliques	
   que	
   actuen	
   per	
   un	
   mecanisme	
   dominant	
   negatiu.	
   Recentment,	
  

duplicacions	
   intergèniques	
   en	
   el	
   clúster	
   de	
   gens	
   ATAD3	
   s’han	
   associat	
   a	
   opacitat	
   corneal,	
  

cardiomiopatia,	
  hipotonia	
  i	
  canvis	
  en	
  la	
  matèria	
  blanca	
  del	
  cervell	
  (321).	
  La	
  duplicació	
  detectada	
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en	
  el	
  pacient	
  no	
  solapa	
  amb	
   les	
   reportades	
   i	
  el	
  pare	
  és	
  portador	
  sa.	
  No	
  s’han	
  descrit	
  variants	
  

missense	
  en	
  mosaic	
  associades	
  a	
  clínica	
  i	
  la	
  variant	
  p.Arg434Gln	
  no	
  ha	
  estat	
  descrita	
  prèviament	
  

associada	
  a	
  malaltia.	
  A	
  més,	
  el	
  pacient	
  no	
  presenta	
  les	
  característiques	
  clíniques	
  associades	
  a	
  la	
  

forma	
   recessiva	
   de	
   la	
   síndrome	
   de	
   Harel-­‐Yoon	
   (255),	
   per	
   aquest	
   motiu	
   s’han	
   classificat	
   com	
  

variants	
   de	
   significat	
   incert.	
   L’anàlisi	
   de	
   la	
   càrrega	
   genètica	
   de	
   novo	
   ha	
   identificat	
   la	
   variant	
  

c.32G>T	
  (p.Cys11Phe)	
  en	
  el	
  gen	
  METTL24,	
  que	
  s’ha	
  classificat	
  com	
  una	
  variant	
  de	
  significat	
  incert	
  

ja	
  què	
  es	
  prediu	
  que	
  té	
  un	
  efecte	
  neutre	
  i	
  és	
  un	
  gen	
  no	
  associat	
  prèviament	
  amb	
  TND.	
  En	
  aquest	
  

pacient,	
  també	
  s’ha	
  identificat	
  una	
  variant	
  truncant	
  de	
  novo	
  (p.Ser152Argfs*40)	
  en	
  el	
  gen	
  HSF2	
  

que	
  es	
  considera	
  la	
  principal	
  candidata	
  a	
  ser	
  la	
  responsable	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  	
  

	
  

En	
  la	
  pacient	
  14	
  l’anàlisi	
  del	
  model	
  d’herència	
  autosòmic	
  recessiu	
  ha	
  permès	
  la	
  identificació	
  de	
  

dues	
  variants	
  en	
  el	
  gen	
  RMND1	
   (p.Glu429Val,	
  p.Met350Thr).	
  Variants	
  patogèniques	
  en	
  el	
  gen	
  

RMND1	
   s’associen	
   a	
   un	
   trastorn	
   mitocondrial	
   (MIM	
   #	
   614922)	
   amb	
   herència	
   autosòmica	
  

recessiva,	
   que	
   es	
   caracteritza	
   per	
   hipotonia	
   neonatal,	
   acidosi	
   làctica,	
   encefalopatia,	
   sordesa	
  

neurosensorial,	
   insuficiència	
   renal	
   i	
   retard	
   global	
   del	
   desenvolupament.	
   També	
   s’ha	
   descrit	
  

variabilitat	
   en	
   la	
   presentació	
   clínica,	
   amb	
   fenotip	
  més	
   lleu	
   (322,323).	
   El	
   fenotip	
   present	
   en	
   la	
  

pacient	
  14	
  no	
  es	
  correlaciona	
  amb	
  el	
  del	
  trastorn	
  mitocondrial	
  associat	
  al	
  gen	
  RMND1,	
  a	
  excepció	
  

del	
   retard	
   del	
   desenvolupament.	
   Podria	
   explicar-­‐se	
   perquè	
   les	
   dues	
   variants	
   missense	
  

identificades	
  en	
  aquesta	
  pacient	
  tinguin	
  un	
  impacte	
  més	
  lleu	
  sobre	
  la	
  funció	
  de	
  la	
  proteïna.	
  La	
  

variant	
  p.Met350Thr	
  es	
  troba	
   localitzada	
  en	
  el	
  domini	
  altament	
  conservat	
  DUF155	
  del	
  qual	
  es	
  

desconeix	
  la	
  funció	
  que	
  porta	
  a	
  terme	
  i	
  que	
  és	
  comú	
  en	
  la	
  família	
  de	
  proteïnes	
  sif2	
  (324).	
  D’altra	
  

banda,	
  la	
  variant	
  p.Glu429Val	
  al	
  localitzar-­‐se	
  en	
  el	
  domini	
  transmembrana	
  (TM),	
  fet	
  que	
  podria	
  

afectar	
   l’ancoratge	
   de	
   la	
   proteïna	
   a	
   la	
   membrana	
   mitocondrial	
   (Figura	
   48).	
   Cap	
   de	
   les	
   dues	
  

variants	
  missense	
  han	
  estat	
  reportades	
  anteriorment	
  i	
  no	
  es	
  troben	
  en	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’ExAC	
  

i	
   gnomAD.	
   Les	
   dues	
   variants	
   s’han	
   classificat	
   com	
  de	
   significant	
   incert	
   seguint	
   la	
   guia	
   ACMG.	
  

L’efecte	
  que	
  puguin	
  tenir	
  aquestes	
  variants	
  en	
  el	
  fenotip	
  present	
  en	
  la	
  pacient	
  es	
  desconeix.	
  	
  

En	
   aquesta	
   mateixa	
   pacient	
   s’ha	
   identificat	
   una	
   variant	
   de	
   significat	
   incert	
   en	
   el	
   gen	
   CSTF2	
  

(p.Val11Gly)	
  que	
  podria	
  ser	
  una	
  bona	
  candidata	
  perquè	
  s’ha	
  demostrat	
  que	
  és	
  un	
  gen	
  implicat	
  en	
  

TND	
  i	
  recentment	
  s’ha	
  associat	
  a	
  DI	
  lleu	
  no	
  sindròmica	
  en	
  homes	
  (247).	
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En	
  el	
  pacient	
  15	
  l’anàlisi	
  de	
  CNVs	
  ha	
  identificat	
  una	
  duplicació	
  que	
  inclou	
  la	
  regió	
  5’UTR,	
  l’exó	
  1	
  i	
  

part	
  de	
  l’intró	
  1	
  del	
  gen	
  TM4SF20	
  associat	
  a	
  trastorn	
  específic	
  de	
  llenguatge	
  (256).	
  La	
  duplicació	
  

ha	
  estat	
  heretada	
  de	
  la	
  mare	
  que	
  és	
  sana,	
  per	
  tant,	
  s’ha	
  descartat	
  com	
  a	
  responsable	
  del	
  fenotip	
  

SA-­‐like,	
  però	
  no	
  es	
  pot	
  excloure	
  que	
  estigui	
  contribuint	
  o	
  modulant	
  el	
  fenotip.	
  La	
  resta	
  d’anàlisis	
  

realitzats	
   no	
   han	
   permès	
   la	
   identificació	
   de	
   variants	
   candidates	
   al	
   fenotip	
   SA-­‐like	
   en	
   aquest	
  

pacient.	
  

	
  

Finalment,	
  en	
  el	
  pacient	
  17	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES	
  ha	
  estat	
  dificultosa	
  perquè	
  no	
  es	
  disposa	
  

de	
  les	
  dades	
  genòmiques	
  del	
  pare,	
  tot	
  i	
  això,	
  s’ha	
  identificat	
  una	
  variant	
  truncant	
  en	
  el	
  gen	
  CHMP7	
  

(p.Gln389*)	
  que	
  considerem	
  que	
  és	
  una	
  bona	
  candidata	
  al	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  

	
  

En	
  4	
  dels	
  5	
  pacients	
  (12,	
  13,	
  14	
  i	
  15)	
  sense	
  diagnòstic	
  s’ha	
  portat	
  a	
  terme	
  el	
  WGS,	
  els	
  resultats	
  

preliminars	
  no	
  han	
  permès	
  la	
  identificació	
  de	
  variants	
  no	
  detectades	
  prèviament	
  per	
  exoma	
  que	
  

puguin	
  ser	
  les	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  	
  

El	
  WGS	
  té	
  diversos	
  avantatges	
  respecte	
  el	
  WES,	
  entre	
  ells:	
  i)	
  cobreix	
  el	
  98%	
  del	
  genoma,	
  mentre	
  

que	
   l’exoma	
   només	
   cobreix	
   les	
   regions	
   codificants	
   que	
   corresponen	
   al	
   1-­‐2%	
   del	
   genoma	
   ii)	
  

permet	
  la	
  detecció	
  d’indels,	
  variants	
  estructurals	
  i	
  de	
  CNVs	
  de	
  manera	
  més	
  eficient,	
  iii)	
  hi	
  ha	
  una	
  

major	
  uniformitat	
  en	
  la	
  cobertura	
  perquè	
  no	
  hi	
  ha	
  fase	
  de	
  captura	
  i	
  enriquiment	
  per	
  PCR	
  i	
  iv)	
  s’ha	
  

reportat	
  un	
  7%	
  addicional	
  de	
  diagnòstic	
  a	
  l’aplicar	
  WGS	
  respecte	
  al	
  re-­‐anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  WES.	
  

Entre	
  les	
  desavantatges	
  es	
  troben:	
  i)	
   l’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  és	
  més	
  complex,	
  ii)	
  es	
  necessita	
  una	
  

gran	
  capacitat	
  d’emmagatzematge	
  de	
  dades,	
  iii)	
  la	
  dificultat	
  d’interpretar	
  variants	
  intròniques	
  o	
  

en	
  regions	
  intergèniques	
  i	
  iv)	
  un	
  cost	
  més	
  elevat	
  que	
  el	
  WES	
  (134–136,325).	
  	
  

Figura	
   48|	
   Estructura	
   de	
   la	
   proteïna	
   codificada	
   pel	
   gen	
   RMND1.	
   La	
   línia	
  
discontinua	
  indica	
  on	
  es	
  troben	
  localitzades	
  les	
  variants	
  identificades	
  en	
  la	
  pacient	
  
14.	
  	
  MLS,	
  Mitochondrial	
  localization	
  signal;	
  DUF155,	
  domain	
  of	
  unknown	
  function	
  
155;	
  CC,	
  coiled-­‐coil;	
  TM,	
  transmembrane	
  domain.	
  

33 226 404 409 428 4451

MLS DUF155 TM

Proteïna)RMND1

CC

449



5.	
  DISCUSSIÓ	
  
	
  

150	
  
	
  

El	
  punt	
  més	
  destacable	
  del	
  WGS	
  és	
  que	
  permet	
  analitzar	
  els	
  elements	
  reguladors,	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  

variants	
  localitzades	
  en	
  aquests	
  elements	
  poden	
  provocar	
  la	
  pèrdua	
  o	
  el	
  guany	
  d’expressió	
  del	
  

gen	
  que	
  regulen.	
  Així	
  mateix,	
  variants	
  estructurals	
  com	
  delecions,	
  inversions	
  o	
  duplicacions	
  que	
  

afectin	
  als	
  TADs	
  (Topologically	
  Associating	
  Domains)	
  poden	
  alterar	
  potencialment	
  el	
  plegament	
  

3D	
  de	
  la	
  cromatina,	
  resultant	
  en	
  defectes	
  en	
  el	
  control	
  de	
  l’expressió	
  gènica	
  (326,327).	
  El	
  projecte	
  

DDD,	
  ha	
  analitzat	
  en	
  pacients	
  amb	
  resultat	
  negatiu	
  d’exoma	
   les	
  variants	
  de	
  novo	
  en	
  elements	
  

reguladors	
   (elements	
   no	
   codificants	
   conservats,	
   enhancers	
   experimentalment	
   validats	
   i	
  

enhancers	
   del	
   cor).	
   Els	
   resultats	
   indiquen	
   que	
   entre	
   1-­‐3%	
   dels	
   individus	
   amb	
   TND	
   i	
   sense	
  

diagnòstic	
  presenten	
  variants	
  de	
  novo	
  patogèniques	
  en	
  elements	
  reguladors	
  que	
  es	
  troben	
  actius	
  

en	
  el	
  cervell	
  fetal.	
  (143).	
  És	
  per	
  aquest	
  motiu,	
  que	
  caldrà	
  prestar	
  una	
  especial	
  atenció	
  a	
  aquest	
  

tipus	
  de	
  variants	
  en	
  els	
  pacients	
  sense	
  diagnòstic	
  per	
  WES.	
  

	
  

5.3	
  Xarxa	
  d’interacció	
  dels	
  gens	
  identificats	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  

SA-­‐like	
  i	
  UBE3A	
  

La	
  nostra	
  hipòtesi	
  inicial	
  és	
  que	
  els	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  

fenotip	
  SA-­‐like	
  haurien	
  d’interaccionar	
  amb	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  o	
  intervenir	
  en	
  les	
  vies	
  de	
  senyalització	
  

regulades	
  per	
  UBE3A.	
  Per	
  a	
  la	
  seva	
  comprovació,	
  s’ha	
  construït	
  una	
  xarxa	
  d’interacció	
  que	
  inclou	
  

els	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort,	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  el	
  gen	
  UBE3A.	
  

Com	
  a	
   resultat,	
   cap	
  dels	
   gens	
   identificats	
   en	
   la	
   nostra	
   cohort	
   interaccionen	
  directament	
   amb	
  

UBE3A.	
  El	
  fet	
  que	
  no	
  s’hagin	
  trobat	
  interaccions	
  directes,	
  no	
  vol	
  dir	
  que	
  els	
  gens	
  identificats	
  no	
  

interaccionin	
  de	
  manera	
  indirecta	
  amb	
  UBE3A	
  a	
  través	
  d’altres	
  proteïnes,	
  que	
  acabin	
  confluint	
  

en	
  les	
  mateixes	
  vies	
  moleculars.	
  

	
  

En	
  aquest	
  sentit,	
  hi	
  ha	
  tres	
  interaccions	
  proteïna-­‐proteïna	
  identificades	
  entre	
  els	
  gens	
  SA-­‐like	
  de	
  

la	
  nostra	
  cohort	
   i	
  els	
  gens	
  del	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
   la	
  SA	
   (TBL1XR1-­‐TCF4,	
  STXBP1-­‐VAMP2	
   i	
  

LAS1L-­‐KANSL1)	
  i	
  una	
  altra	
  entre	
  dos	
  dels	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  (SPTAN1-­‐KCNQ3).	
  

TBL1XR1	
  i	
  TCF4	
  es	
  troben	
  regulant	
  la	
  transcripció	
  dependent	
  de	
  Wnt.	
  El	
  knockdown	
  de	
  TBL1XR1,	
  

impedeix	
  la	
  unió	
  de	
  la	
  β-­‐catenina	
  amb	
  TCF4,	
  impedint	
  la	
  transcripció	
  de	
  gens	
  regulats	
  per	
  Wnt-­‐β-­‐

catenina	
   (328).	
   D’altra	
   banda,	
   VAMP2	
   forma	
   part	
   del	
   complex	
   SNARE	
   implicat	
   en	
   la	
   fusió	
   de	
  

vesícules	
  sinàptiques	
  en	
  els	
  terminals	
  nerviosos	
  i	
  STXBP1	
  codifica	
  per	
  Munc18-­‐1	
  que	
  intervé	
  en	
  la	
  

correcta	
  formació	
  del	
  complex	
  SNARE	
  (292,329).	
  LAS1L	
  i	
  KANSL1	
  formen	
  part	
  del	
  complex	
  MLL1,	
  

que	
  catalitza	
  la	
  metilació	
  de	
  His3Lys4,	
  activant	
   la	
  transcripció	
  (241,252).	
  Finalment,	
  SPTAN1	
  és	
  

una	
   proteïna	
   del	
   citoesquelet	
   d’espectrina	
   implicada	
   en	
   l’estabilització	
   de	
   la	
   membrana	
  

plasmàtica,	
   s’ha	
   descrit	
   que	
   el	
   citoesquelet	
   d’espectrina	
   influencia	
   l’expressió	
   i	
   activació	
   de	
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canals,	
  com	
  és	
  el	
  cas	
  de	
  KCNQ3	
  que	
  codifica	
  per	
  una	
  subunitat	
  d’un	
  canal	
  de	
  potassi	
  dependent	
  	
  

de	
  voltatge	
  (330).	
  

L’anàlisi	
  de	
   les	
   funcions	
   i	
  vies	
  moleculars	
  enriquides	
  en	
   la	
  xarxa	
  formada	
  pels	
  gens	
   identificats	
  

associats	
   al	
   fenotip	
   SA,	
  mostra	
  que	
  hi	
   ha	
  un	
  enriquiment	
  en	
   vies	
  moleculars	
   implicades	
  en	
  el	
  

desenvolupament	
  del	
   sistema	
  nerviós,	
   sinapsis,	
   remodelació	
  de	
   la	
   cromatina	
   i	
   regulació	
  de	
   la	
  

transcripció,	
  d’acord	
  amb	
  les	
  funcions	
  que	
  porten	
  a	
  terme	
  els	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort.	
  

Els	
   gens	
   VAMP2,	
   SYNGAP1,	
   SLC6A1,	
   KCNQ3,	
   KIF1A	
   i	
   CHMP7	
   es	
   troben	
   implicats	
   en	
   sinapsis,	
  

mentre	
  que	
  els	
  gens	
  TBL1XR1,	
  SATB2,	
  SMARCE1,	
  ASXL3,	
  LAS1L	
  i	
  HSF2	
  actuen	
  com	
  a	
  remodeladors	
  

de	
   la	
   cromatina	
   i/o	
   reguladors	
  de	
   la	
   transcripció	
   i	
   el	
   gen	
  SPTAN1	
   intervé	
  en	
   l’organització	
  del	
  

citoesquelet.	
  Aquests	
  resultats	
  també	
  concorden	
  amb	
  els	
  d’altres	
  xarxes	
  moleculars	
  de	
  gens	
  que	
  

participen	
  en	
  el	
  fenotip	
  de	
  TEA,	
  implicats	
  principalment	
  en	
  quatre	
  vies	
  moleculars:	
  remodelació	
  

de	
  la	
  cromatina,	
  proliferació	
  cel·∙lular,	
  migració	
  neuronal	
  i	
  sinapsis	
  (9,331).	
  En	
  la	
  síndrome	
  de	
  Rett-­‐

like	
  també	
  s’ha	
  observat	
  un	
  enriquiment	
  de	
  gens	
  implicats	
  en	
  la	
  remodelació	
  de	
  la	
  cromatina	
  i	
  

sinapsis	
   (332).	
   Per	
   tant,	
   tot	
   i	
   que	
   els	
   gens	
   identificats	
   majoritàriament	
   no	
   interaccionen	
  

directament	
   amb	
   els	
   del	
   diagnòstic	
   diferencial	
   de	
   la	
   SA	
   ni	
   tampoc	
   amb	
   el	
   gen	
  UBE3A,	
   si	
   que	
  

intervindrien	
   en	
   les	
  mateixes	
   vies	
  moleculars	
   el	
   que	
   explicaria	
   perquè	
   pacients	
   amb	
   variants	
  

patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  en	
  gens	
  diferents	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  solapant.	
  

	
  

5.4	
  Re-­‐avaluació	
  clínica	
  dels	
  pacients	
  amb	
  diagnòstic	
  molecular	
  	
  

La	
  re-­‐avaluació	
  clínica	
  dels	
  pacients	
  ens	
  ha	
  permès	
  determinar	
  si	
  presenten	
  les	
  característiques	
  

clíniques	
  associades	
  al	
  gens	
  identificats	
  com	
  a	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  

Variants	
   patogèniques/probablement	
   patogèniques	
   en	
   els	
   gens	
   SMARCE1,	
   SATB2,	
   SYNGAP1,	
  

KIF1A,	
  ASXL3	
  i	
  SPTAN1	
  s’associen	
  a	
  síndromes	
  que	
  presenten	
  trets	
  diferencials	
  no	
  presents	
  en	
  la	
  

SA.	
  Per	
  exemple,	
  l’atròfia	
  del	
  cerebel	
  és	
  característica	
  dels	
  gens	
  KIF1A	
  i	
  SPTAN1	
  (212,270)	
  i	
  està	
  

present	
  en	
  els	
  pacients	
  1	
  i	
  9	
  (Figura	
  49).	
  	
  

També	
  variants	
  en	
  SMARCE1	
  s’associen	
  al	
  fenotip	
  d’hipoplàsia	
  de	
  la	
  5ª	
  ungla	
  del	
  dit	
  del	
  peu	
  o	
  de	
  

la	
  mà,	
  hipertricosis,	
  creixement	
  del	
  cabell	
  a	
  clapes	
  i	
  comportament	
  agressiu,	
  trets	
  tots	
  presents	
  

en	
  el	
  pacient	
  8	
  (317).	
  Però	
  també	
  succeeix	
  que	
  els	
  pacients	
  no	
  presentin	
  totes	
  les	
  característiques	
  

típiques	
  associades	
  als	
  gens	
  identificats,	
  així	
  la	
  pacient	
  3	
  no	
  té	
  hipotonia	
  ni	
  marxa	
  atàxica,	
  trets	
  

descrits	
  en	
  la	
  majoria	
  de	
  pacients	
  amb	
  variants	
  patogèniques	
  en	
  SYNGAP1	
  (266).	
  La	
  pacient	
  6	
  no	
  

presenta	
  sialorrea	
  ni	
  problemes	
  d’alimentació,	
  trets	
  freqüents,	
  en	
  més	
  del	
  70%	
  dels	
  individus	
  amb	
  

variants	
  patogèniques	
  en	
  SATB2	
  (288).	
  Finalment,	
  la	
  marxa	
  atàxica,	
  les	
  estereotípies	
  i	
  la	
  hipotonia	
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es	
  troben	
  presents	
  en	
  tots	
  els	
  pacients	
  descrits	
  amb	
  la	
  variant	
  p.Arg230Cys	
  en	
  el	
  gen	
  KCNQ3	
  (269),	
  

però	
  aquestes	
  característiques	
  clíniques	
  no	
  es	
  troben	
  presents	
  en	
  la	
  pacient	
  7	
  de	
  la	
  nostra	
  cohort.	
  

	
  

	
  

En	
  els	
  TND	
  existeix	
  una	
  gran	
  variabilitat	
  fenotípica,	
  un	
  exemple	
  és	
  el	
  TEA,	
  on	
  s’ha	
  descrit	
  que	
  en	
  

un	
  10-­‐20%	
  dels	
  casos	
  dels	
  pacients	
  amb	
  variants	
  en	
  un	
  mateix	
  gen	
  (MECP2,	
  NLGN4X	
  i	
  SHANK2,	
  

entre	
  d’altres)	
  presenten	
  diferencies	
  en	
  la	
  presentació	
  clínica	
  (333).	
  Aquesta	
  variabilitat	
  es	
  deu	
  a	
  

factors	
  genètics	
  i	
  ambientals	
  que	
  modularien	
  el	
  fenotip,	
  entre	
  ells:	
  i)	
  interacció	
  amb	
  altres	
  variants	
  

tant	
  rares	
  com	
  freqüents	
  localitzades	
  en	
  altres	
  gens,	
  ii)	
  variants	
  en	
  el	
  mateix	
  gen	
  que	
  actuen	
  com	
  

a	
  modificadors	
   i	
   donen	
   lloc	
   a	
   una	
   presentació	
   diferent	
   de	
   la	
  malaltia	
   i	
   iii)	
   factors	
   ambientals	
  

(155,334).	
  	
  	
  

	
  

Un	
  cop	
  revisades	
  les	
  característiques	
  clíniques	
  dels	
  nostres	
  pacients	
  podem	
  afirmar	
  que	
  tots	
  són	
  

SA-­‐like.	
  En	
  alguns	
  casos	
  s’observen	
  característiques	
  clíniques	
  no	
  associades	
  a	
  la	
  SA	
  i	
  que	
  podrien	
  

suggerir	
   un	
   diagnòstic	
   diferencial.	
   Per	
   tant,	
   es	
   proposa	
   que	
   els	
   gens	
   identificats	
   en	
   la	
   nostra	
  

cohort	
  s’incloguin	
  en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
   la	
  SA.	
  Exceptuant	
  el	
  gen	
  SYNGAP1	
   (335),	
  que	
  

anteriorment	
  havia	
  estat	
  proposat,	
  la	
  resta	
  de	
  gens	
  no	
  han	
  estat	
  prèviament	
  relacionats	
  amb	
  la	
  

SA.	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
  49|	
  Ressonàncies	
  magnètiques	
  dels	
  pacients	
  1	
  i	
  9.	
  A)	
  Les	
  imatges	
  pertanyen	
  al	
  pacient	
  1	
  amb	
  la	
  variant	
  
c.506G>C,	
  p.Arg169Thr	
  en	
  el	
  gen	
  KIF1A.	
  Es	
  pot	
  observar	
  com	
  hi	
  ha	
  una	
  atròfia	
  progressiva	
  del	
  cerebel.	
  B)	
  Escàner	
  
cerebral	
  que	
  pertany	
  a	
  la	
  pacient	
  9	
  amb	
  la	
  variant	
  c.6592_6597dupCTGCAG,	
  p.Leu2198_2199dup.	
  Es	
  pot	
  observar	
  
com	
  la	
  pacient	
  presenta	
  una	
  atròfia	
  del	
  cerebel	
  progressiva.	
  Les	
  fletxes	
  en	
  vermell	
  indiquen	
  el	
  cerebel.	
  

2010 2015

2010 2015

2008

2008

2008 2010

2010

A) B) 



5.	
  DISCUSSIÓ	
  
	
  

153	
  
	
  

En	
  resum,	
  els	
  resultats	
  d’aquest	
  projecte	
  posen	
  de	
  manifest	
  que	
  la	
  major	
  part	
  (70,5%)	
  del	
  10%	
  

dels	
   pacients	
   amb	
   un	
   fenotip	
   SA	
   i	
   sense	
   diagnòstic	
  molecular	
   (SA-­‐like)	
   presenten	
   alteracions	
  

genètiques	
  en	
  altres	
  gens	
  que	
  no	
  són	
  UBE3A.	
  Els	
  nous	
  gens	
  identificats	
  en	
  l’etiologia	
  del	
  fenotip	
  

SA-­‐like	
   estan	
   implicats	
   en	
   els	
   TND,	
   molts	
   d’ells	
   solapants	
   amb	
   la	
   SA.	
   Existeix	
   una	
   gran	
  

heterogeneïtat	
  genètica	
  subjacent	
  entre	
  els	
  pacients	
  amb	
  un	
  fenotip	
  SA-­‐like.	
  L’aplicació	
  de	
  WES	
  

en	
  aquests	
  pacients	
  ha	
  estat	
  una	
  eina	
  útil	
  per	
  a	
  la	
  identificació	
  de	
  nous	
  gens	
  implicats	
  en	
  aquest	
  

fenotip,	
  així	
  com	
  pel	
  descobriment	
  de	
  nous	
  gens	
  candidats.	
  A	
  més,	
  tenint	
  en	
  compte	
  l’alta	
  taxa	
  

de	
  diagnòstic	
  obtinguda,	
  considerem	
  que	
  el	
  WES	
  s’hauria	
  d’incloure	
  dins	
  de	
  l’algoritme	
  diagnòstic	
  

de	
  la	
  SA	
  (Figura	
  50).	
  Identificar	
  la	
  causa	
  a	
  nivell	
  genètic	
  i	
  conèixer	
  les	
  vies	
  moleculars	
  afectades	
  

en	
  aquests	
  pacients	
  portarà	
  a	
  identificar	
  possibles	
  dianes	
  terapèutiques.	
  El	
  diagnòstic	
  genètic	
  en	
  

aquests	
  pacients	
  és	
  molt	
   important	
  pel	
   correcte	
  assessorament	
  genètic	
   a	
   la	
   família,	
   un	
  millor	
  

seguiment	
  de	
  la	
  malaltia,	
  un	
  major	
  coneixement	
  sobre	
  el	
  seu	
  pronòstic	
  i	
  possibles	
  complicacions,	
  

i	
  disposar	
  de	
  noves	
  dianes	
  terapèutiques.	
  	
  	
  	
  

	
  

 	
  

	
  

	
  	
  

Figura	
   50|	
   Algoritme	
   diagnòstic	
   proposat	
   per	
   als	
   pacients	
   amb	
   un	
   fenotip	
   compatible	
   amb	
   la	
   SA.	
   TND,	
  
trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament.	
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1.   El	
  70,5%	
  dels	
  pacients	
  SA-­‐like	
  presenten	
  variants	
  patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  

en	
   gens	
   prèviament	
   associats	
   a	
   trastorns	
   del	
   neurodesenvolupament.	
   Aquesta	
   taxa	
   de	
  

diagnòstic	
  recolza	
  el	
  WES	
  en	
  trios	
  com	
  a	
  eina	
  principal	
  pel	
  diagnòstic	
  de	
  la	
  SA-­‐like.	
  

	
  

2.   El	
  91,6%	
  de	
  les	
  variants	
  són	
  de	
  novo.	
  	
  

	
  

3.   Els	
  pacients	
  SA-­‐like	
  presenten	
  una	
  gran	
  heterogeneïtat	
  genètica,	
  només	
  2	
  dels	
  12	
  pacients	
  

amb	
  diagnòstic	
  molecular	
  presenten	
  variants	
  en	
  el	
  mateix	
  gen	
  (TBL1XR1).	
  

	
  

4.   En	
  dos	
  pacients	
  s’ha	
  identificat	
  una	
  variant	
  truncant	
  de	
  novo	
  en	
  dos	
  nous	
  gens	
  candidats	
  a	
  la	
  

SA-­‐like	
  (HSF2	
  i	
  CHMP7)	
  no	
  associats	
  prèviament	
  amb	
  trastorns	
  del	
  neurodesenvolupament.	
  	
  

	
  

5.   Les	
  variants	
  truncants	
  en	
  els	
  gens	
  SYNGAP1	
  i	
  SATB2	
  no	
  presenten	
  activació	
  del	
  mecanisme	
  

de	
  Nonsense-­‐mediated	
  mRNA	
  Decay	
  (NMD)	
  i	
  per	
  tant,	
  no	
  es	
  pot	
  afirmar	
  que	
  actuïn	
  per	
  un	
  

mecanisme	
  de	
  pèrdua	
  de	
  funció.	
  Les	
  variants	
  truncants	
  en	
  els	
  gens	
  HSF2	
  i	
  CHMP7	
  activen	
  el	
  

mecanisme	
  NMD	
  i	
  per	
  tant	
  actuen	
  per	
  un	
  mecanisme	
  d’haploinsuficiència.	
  	
  	
  

	
  

6.   L’estudi	
  funcional	
  de	
  la	
  variant	
  R169T	
  localitzada	
  en	
  el	
  domini	
  motor	
  de	
  KIF1A,	
  demostra	
  que	
  

es	
  tracta	
  d’una	
  variant	
  deletèria	
  que	
  afecta	
  l’activitat	
  ATPasa	
  del	
  domini	
  motor	
  i	
  de	
  manera	
  

indirecta	
  la	
  motilitat	
  de	
  la	
  proteïna.	
  Aquest	
  resultat	
  ens	
  permet	
  classificar	
  la	
  variant	
  com	
  a	
  

patogènica	
  i	
  directament	
  responsable	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  del	
  pacient.	
  	
  

	
  

7.   Els	
   gens	
   identificats	
   com	
   a	
   responsables	
   del	
   fenotip	
   SA-­‐like	
   i	
   els	
   nous	
   gens	
   candidats	
   no	
  

interaccionen	
  directament	
  amb	
  UBE3A.	
  Tot	
  i	
  això,	
  aquests	
  gens	
  intervenen	
  en	
  vies	
  moleculars	
  

comuns	
  relacionades	
  amb	
  neurogènesi,	
  sinapsi,	
  remodelació	
  de	
  la	
  cromatina	
  i	
  regulació	
  de	
  

la	
  transcripció.	
  	
  

	
  

8.   Els	
  gens	
  identificats	
  en	
  la	
  nostra	
  cohort	
  responsables	
  del	
  fenotip	
  SA-­‐like	
  s’haurien	
  d’incloure	
  

en	
  el	
  diagnòstic	
  diferencial	
  de	
  la	
  SA.	
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Les	
  delecions	
  intragèniques	
  en	
  el	
  gen	
  UBE3A	
  són	
  molt	
  poc	
  freqüents,	
  només	
  hi	
  ha	
  9	
  casos	
  descrits	
  

en	
  la	
  literatura.	
  En	
  aquest	
  article	
  es	
  descriuen	
  dues	
  pacients	
  que	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  SA,	
  a	
  les	
  

quals	
  se	
  li	
  va	
  realitzar	
  la	
  tècnica	
  de	
  MS-­‐MLPA	
  (Methylation	
  Sensitive-­‐Multiplex	
  Ligation-­‐dependent	
  

Amplification	
  Probe)	
  com	
  a	
  primera	
  eina	
  diagnòstica.	
  En	
  tots	
  dos	
  casos	
  el	
  patró	
  de	
  metilació	
  de	
  la	
  

regió	
  15q11.2-­‐q13	
  era	
  normal,	
  però	
  l’anàlisi	
  de	
  dosi	
  mostrava	
  delecions	
  intragèniques	
  en	
  el	
  gen	
  

UBE3A.	
  Per	
  determinar	
  si	
  hi	
  havia	
  més	
  exons	
  delecionats	
  es	
  va	
  realitzar	
  la	
  MLPA	
  especifica	
  del	
  

gen	
  UBE3A.	
  En	
  el	
  pacient	
  1	
  es	
  va	
  confirmar	
  que	
  la	
  deleció	
  només	
  incloïa	
  l’exó	
  2	
  que	
  conté	
  la	
  G	
  del	
  

codó	
  d’inici	
  de	
   traducció	
   (ATG),	
  per	
   tant,	
  no	
  es	
  produiria	
  proteïna.	
  En	
   la	
  pacient	
  12	
   la	
  deleció	
  

incloïa	
   els	
   exons	
   9	
   i	
   10	
   que	
   té	
   com	
   a	
   conseqüència	
   la	
   deleció	
   de	
   88	
   aminoàcids	
  

(p.Arg765_Leu865del88)	
  del	
  domini	
  catalític	
  ubiqüitina	
  lligasa	
  (HECT).	
  En	
  ambdós	
  casos,	
  l’estudi	
  

dels	
  progenitors	
  va	
   indicar	
  que	
  es	
  tractaven	
  de	
  delecions	
  de	
  novo.	
  Es	
  proposa	
   la	
   inclusió	
  de	
   la	
  

MLPA	
  del	
  gen	
  UBE3A	
  en	
  l’algoritme	
  diagnòstic	
  de	
  la	
  SA	
  i	
  la	
  seva	
  realització	
  en	
  els	
  casos	
  en	
  que	
  

presenten	
  un	
  fenotip	
  SA,	
  però	
  el	
  patró	
  de	
  metilació	
  de	
  la	
  regió	
  15q11.2-­‐q13	
  és	
  normal	
  i	
  no	
  s’han	
  

identificat	
  variants	
  patogèniques/probablement	
  patogèniques	
  en	
  la	
  seqüenciació	
  del	
  gen	
  UBE3A.	
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CASE REPORT Open Access

Novel intragenic deletions within the
UBE3A gene in two unrelated patients
with Angelman syndrome: case report
and review of the literature
Cinthia Aguilera1, Marina Viñas-Jornet1, Neus Baena1, Elisabeth Gabau2, Concepción Fernández2, Nuria Capdevila2,
Sanja Cirkovic3, Adrijan Sarajlija4,5, Marijana Miskovic3, Danijela Radivojevic3, Anna Ruiz1* and Miriam Guitart1*

Abstract

Background: Patients with Angelman syndrome (AS) are affected by severe intellectual disability with absence of
speech, distinctive dysmorphic craniofacial features, ataxia and a characteristic behavioral phenotype. AS is caused
by the lack of expression in neurons of the UBE3A gene, which is located in the 15q11.2-q13 imprinted region.
Functional loss of UBE3A is due to 15q11.2-q13 deletion, mutations in the UBE3A gene, paternal uniparental disomy
and genomic imprinting defects.

Case presentation: We report here two patients with clinical features of AS referred to our hospital for clinical
follow-up and genetic diagnosis. Methylation Specific-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA)
of the 15q11.2-q13 region was carried out in our laboratory as the first diagnostic tool detecting two novel UBE3A
intragenic deletions. Subsequently, the MLPA P336-A2 kit was used to confirm and determine the size of the UBE3A
deletion in the two patients. A review of the clinical features of previously reported patients with whole UBE3A
gene or partial intragenic deletions is presented here together with these two new patients.

Conclusion: Although rare, UBE3A intragenic deletions may represent a small fraction of AS patients without a
genetic diagnosis. Testing for UBE3A intragenic exonic deletions should be performed in those AS patients with a
normal methylation pattern and no mutations in the UBE3A gene.

Keywords: Angelman syndrome (AS), UBE3A, Intragenic deletions, MLPA

Background
Angelman syndrome (AS) is a neurogenetic disorder
characterized by a severe intellectual disability with
absence of speech, distinctive dysmorphic craniofacial
features such as microcephaly with flat occiput and oc-
cipital groove, wide mouth, ataxia related neurological
problems and/or tremor in the limbs and seizures with
specific EEG pattern abnormalities that persist into
adulthood. The behavioural phenotype is characterized
by happy disposition, hyperactivity, attention deficit and
frequent disruption of sleep cycles. Other clinical

problems are gastrointestinal difficulties with feeding
problems, gastroesophageal reflux, constipation, scoli-
osis, and an increased sensitivity to heat. Its prevalence
is about 1/15000 births [1–3].
The cause of AS is the loss of function in neurons of

the ubiquitin protein ligase E6-AP (E6-Associated
Protein) encoded by the UBE3A gene, which is located
on chromosome 15q11.2-q13 region. This region in-
cludes a cluster of genes under imprinting control which
show differential expression depending on the parental
origin, in a tissue-specific manner. UBE3A shows a
specific expression of the maternal allele in neurons
while the paternal allele is silenced by the synthesis of
an antisense transcript from the SNURF-SNPRN gene
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