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Resum

RESUM

Els trastorns genomics sén malalties causades per alteracions en regions inestables
del genoma que afecten a gens sensibles a dosi. L’arquitectura genomica d’aquestes
regions es caracteritza per la preséncia de regions de copia Gnica flanquejada per
low-copy repeats.

Els risc de recurréncia dels trastorns genomics es considera negligible en families on
ambdoés progenitors presenten un cariotip normal i no expressen trets fenotipics
compatibles amb el trastorn que afecta a la seva descendéncia. No obstant, aquesta
consideracié es basa en estudis epidemiologics que presenten limitacions
relacionades principalment amb un poder estadistic reduit degut a I’analisi de cohorts
formades per poques families. A més, les aproximacions epidemiologiques no
aprofundeixen en lestudi dels mecanismes moleculars que causen les delecions
(recombinacié homologa no al‘lelica, NAHR), ni determinen si existeixen factors
genetics que predisposen a la NAHR.

En aquesta Tesi Doctoral s’ha utilitzat la sindrome de la delecié 22q11.2 com a
model d’estudi, per a identificar si, en progenitors amb descendéncia afecta per
trastorns genomics originats per delecid, existeixen factors que afecten els
mecanismes que originen les delecions i que, per tant, incrementen el risc de
recurrencia i transmissio.

Els resultats obtinguts permeten assegurar que una de cada quatre families analitzades
presenta un risc de transmissié superior a la mitja poblacional. En concret, en un
4% dels progenitors analitzats varem identificar la delecié 22q11.2 en mosaic, fet
que incrementa notablement el risc de transmissié en aquests individus. A més,
varem detectar que un 20% dels pares produeixen més delecions 22q11.2 en
espermatozoides, la qual cosa s’ha estimat que incrementa el risc de transmissio entre
315 vegades respecte al risc basal.

Per altra banda, varem investigar, en els progenitors transmissors de la delecid, les
causes que poguessin incrementar la susceptibilitat al fenomen de NAHR i
incrementar la generacié de delecions. Els nostres resultats han posat de manifest
que ni I’edat paterna ni la inversié en heterozigosi de la regié 22q11.2 sén factors
de predisposicié. No obstant, varem identificar variants de gens implicats en el
procés de recombinacié meiotica (BRIP1, LIG3, PRDMY, RECQL5, SHOC]I,
TEX19) que mitjancant analisis 7z2 siico s’han pogut relacionar amb alteracions que
predisposen a la NAHR 1 generen delecions.

En conjunt, 'avaluaci6 dels factors de predisposicid a la inestabilitat genomica de la
regié 22q11.2 suggereixen que el risc a la NAHR és complex i atribuible a la
confluéncia de diferents caracteristiques genetiques. Pel que fa a la projeccid clinica
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dels resultats, les nostres dades indiquen que la valoracié del risc de recurréncia
mitjancant Panalisi del grau de mosaicisme 1 lanalisi de delecions en
espermatozoides, aportaria una informacié rellevant en lassessorament genetic
reproductiu que reben les families amb descendéncia afecta per trastorns genomics.
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SUMMARY

Genomic disorders are diseases caused by alterations in unstable regions of the
genome that affect dose-sensitive genes. The genomic architecture of these regions
is characterized by the presence of single-copy regions flanked by low-copy repeats.

The risk of recurrence of genomic disorders is considered negligible in families
where both parents present a normal karyotype and do not express phenotypic
features compatible with the disorder affecting their offspring. However, this
consideration is based on epidemiological studies that present several limitations
related to reduced statistical power due to the analysis of cohorts formed by a
reduced number of families. In addition, epidemiological approaches do not delve
into the study of the molecular mechanisms that cause deletions (nonallelic
homologous recombination, NAHR), nor do they determine whether genetic
factors predispose to NAHR.

In this Doctoral Thesis, the 22q11.2 deletion syndrome has been used as a study
model, to identify whether, in parents with offspring affected by genomic disorders
caused by deletion, there are factors that affect the mechanisms which give rise to
deletions and which therefore increase the risk of recurrence and transmission.

The results obtained allow us to ensure that one in four families analyzed has a risk
of transmission higher than the population average. Specifically, in 4% of the parents
analyzed we identified the 22q11.2 deletion in mosaic, which significantly increases
the risk of transmission in these individuals. In addition, we found that 20% of
parents produce more 22q11.2 deletions in spermatozoa, which has been estimated
to increase the risk of transmission by 3 to 5 times the baseline risk.

On the other hand, we investigated, in the parents transmitting the deletion, the
causes that could increase the susceptibility to the NAHR phenomenon and
increase the generation of deletions. Our results have shown that neither paternal
age nor inversion in heterozygosity of the 22q11.2 region are predisposing factors.
Nevertheless, we identified variants of genes involved in the meiotic recombination
process (BRIP1, LIG3, PRDMY, RECQLS5, SHOC1, TEX19 that by in silico
analysis could be related to alterations that predispose to NAHR and generate
deletions.

Taken together, the assessment of predisposing factors for genomic instability in the
22q11.2 region suggests that the risk in NAHR is complex and attributable to the
confluence of different genetic traits. Regarding the clinical projection of the results,
our data indicate that the assessment of the risk of recurrence by the analysis of the
degree of mosaicism and the analysis of sperm deletions would provide relevant
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information in the reproductive genetic counseling received by families with
offspring affected by genomic disorders.
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1.1. TRASTORNS GENOMICS

Els trastorns genomics son malalties causades per reorganitzacions cromosomiques
que resulten de la inestabilitat de regions genomiques especifiques (Lupski, 1998,
2009). Compleixen els seglients trets generals: (i) s’originen per reordenaments del
genoma 1 no per canvis en la seqiiéncia de nucleotids, (i1) les regions critiques
presenten una arquitectura genomica particular, caracteritzada per presentar regions
de copia tnica flanquejada per low-copy repeats (LCR) o duplicacions segmentals

(SD), 1 (i11) afecten a la dosificacié de gens 1 a la variacié6 del nimero de copia
(CNV).

Majoritariament s’originen com a conseqiiencia de delecions o duplicacions de
regions concretes del genoma. Segons la seva mida 1 localitzacié s’identifiquen dos
tipus de trastorns genomics. Els trastorns genomics recurrents presenten punts de
trencaments fixes o agrupats en una posicié especifica, amb una mida de la
reorganitzacié estable (Taula 1). En canvi, en els trastorns genomics no recurrents

la mida de la reorganitzacié no és sempre la mateixa ja que els punts de trencament
son variables (Gu et al., 2008).

1.1.1. ARQUITECTURA GENOMICA DE LES REGIONS IMPLICADES EN
TRASTORNS GENOMICS RECURRENTS

La presencia de LCR a la part proximal i distal de les regions critiques és la
caracteristica arquitectonica comuna de les regions implicades en trastorns genomics
recurrents.

Els LCR s6n blocs de seqiiencies repetitives de DNA d’entre 1 1 500 Kb que es
localitzen en dues o més regions del genoma 1 tenen una homologia superior al
90%. Es poden orientar de forma directa o invertida i segons la seva localitzaci es
diferencien els LCR pericentromeérics, subtelomeérics i intersticials. En quant a la
seva composicid, poden contenir gens, pseudogens, motius de recombinacid i
seqliencies de DNA repetitiu (Bailey et al., 2002; Bailey et al., 2006; Dittwald et
al., 2013a). La preséncia de motius de recombinacié i 'elevat grau d’homologia
entre les copies paralogues facilita el procés de recombinacié homologa no al-lelica
(NAHR) que promou la inestabilitat cromosomica de les regions riques en LCR
(Lupski, 2004; Myers et al., 2008).
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Taula 1. Trastorns genomics recurrents més freqiients (llistat adaptat de Harel & Lupski, 2018).
Incidéncia obtinguda de la base de dades Orphanet (https://www.orpha.net)

Sindrome Causa Locus OMIM2 Incidéncia ‘
Sindrome de la deleci6 1p36 deleci6 1p36 607872 1:5.000
Sindrome de TARD delecio 1p21.1 274000 1:100.000
Sindrome de Wolf-Hirschhorn delecio 4p16.3 194190 1:50.000
Sindrome de Cri du Chat delecio 5p15 123450 1:15.000
Sindrome de Sotos delecio 5q35 117550 1:14.000
Sindrome de Williams-Beuren delecié 7q11.23 194050 1:20.000
Sindrome de Jacobsen delecié 11q 147791 1:50.000
Sindrome de Prader-Willi delecio 15q11-q13 176270 1:15.000
Sindrome d’Angelman delecio 15q11-q13 105830 1:10.000
Sindrgﬁiﬁ; Ig:lr;dzmdé deleci6 16p11.2 611913 1:5.000
Sindrome de Rubinstein-Taybi delecio 16p13.3 180849 1:100.000
Sindrome de Smith-Magenis delecio 17p11.2 182290 1:15.000
Sindrome de Potocki-Lupski duplicacié 17p11.2 610883 1:25.000
Sindrome de HNPP¢ delecio 17p12 162500 1:6.250
Sindrome de Charcot-Marie-Tooth 4, ;i 17p12 118220 1:5.000
tipus 1A
Sindrome de Miller-Dieker delecié 17p13.3 247200 1:100.000
Sindrome de la microdelecié NF1d deleci6 17q11.2 613675 -
Sindrome de Koolen-De-Vries deleci6 17q21.31 610443 1:55.000
Sindrome de la deleci6 22q11.2 deleci6 22q11.2 192430 1:4.000

a Codi del trastorn genomic a la base de dades OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
b TAR: trombocitopénia-aplasia radial

¢ HNPP: neuropatia hereditaria amb susceptibilitat a la paralisi per pressié

d NF1: neurofibromatosi tipus 1

1.1.2. CAUSA DELS TRASTORNS GENOMICS RECURRENTS

Els trastorns genomics recurrents s originen majoritariament per fenomens de
NAHR quan els trencaments de doble cadena (DSB) es reparen mitjancant el model
de reparaci6 de la doble unibé de Holliday. S’estima que la NAHR contribueix a la
formacid del 22% de les variacions estructurals presents en el genoma huma (Kidd
et al., 2010). Quan aquest fenomen es produeix a meiosi, origina gametes portadors
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d’alteracions cromosomiques que poden ser transmeses a la descendéncia i causar un
trastorn genomic (Liu et al., 2011; Sasaki et al., 2010).

El model de la doble uni6 de Holliday requereix la preséncia de regions homologues
que actuin com a motlle per a restaurar la seqiiéncia original de DNA quan es
produeix un DSB generat per SPO11 (Figura 1A). Una vegada s’elimina SPO11
dels extrems del DNA, s’inicia el reconeixement del DSB per part del complex
MRN, que conté les proteines MRE11, RAD50 1 NBS1 (Figura 1B). Aquest
complex participa en el processament inicial dels DSB degut a la seva activitat
exonucleasa 1 a la seva capacitat d’'unié al DNA. (Uziel et al., 2003). L’accid del
complex MRN origina extrems 3’OH protuberants de DNA monocatenari
(ssDNA) al qual s'uneixen les recombinases i proteines d’intercanvi de cadena de
DNA, RAD51 1 DMCI1 (Figura 1C). Aquestes s’uneixen al ssDNA i cerquen DNA
de doble cadena (dsDNA) complementari a la molécula de DNA homologa. Les
recombinases promouen la invasi6 del ssDNA, es separen les cadenes de la seqiiencia
donadora 1 es genera una estructura intermediaria anomenada D-/oop o lla¢ de
desplacament. Posteriorment, es sintetitza el DNA utilitzant aquesta cadena com a
motlle (Figura 1D) (Sansam et al., 2015; Sasaki et al., 2010).

Aixi doncs, seguint la via de reparacié canonica, la captura del segon extrem 3’, la
sintesi 1 la lligacié del DNA generen unions Holliday (HJ) que flanquegen el lloc
on s’ha produit el DSB (Figura 1E). Les estructures en forma de creu de les HJ es
poden resoldre tallant i reunint les monocadenes externes (no es creuen) o les
cadenes internes (es creuen) (Figura 1F). Quan les HJ es resolen en orientacions
oposades origina molécules recombinants (CO) (Figura 1G); en canvi, quan la
resolucié d’ambdues HJ es produeix en la mateixa orientacid es formen molécules
no recombinants (NCO) (Figura 1H) (Heyer, 2004; Sasaki et al., 2010).
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Formacio DSB per SPO11

(A)
Escissio extrems 5= 3’ per MRN

(B)

Invasio cadena i formacio D-

loop per RAD51 i DMC1

(€

Sintesi DNA i extensié D-loop
(D) —

Captura 2n extrem, sintesi i lligacic DNA

®

3
(F) ——— - —— - - —
X I
*
(G) Configuracio creuada (CO) (H) Configuracié no creuada (NCO)

Figura 1. Via de reparaci6 de trencaments de doble cadena mitjangant el model de la doble uni6 Holliday.
Adaptacié de Sasaki et al,, 2010
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Convé ressaltar que si aquestes estructures no es processen correctament, les cel-lules
mostren alts nivells de dany en el DNA 1 inestabilitat cromosomica (Sarbajna &
West, 2014). En aquest sentit, quan els DSB es produeixen en LCR la cerca
d’homologia pot realitzar-se en copies homologues o paralogues. La reparacié amb
copies homologues produeix molécules recombinants sense alteracions. En canvi,
la utilitzacié de copies paralogues pot conduir a una reparacidé no allélica 1 produir
productes recombinants portadors d’anomalies cromosomiques (Figura 2).
— ——)—

/ LCR1 Regi6 critica LCR2 \

(A) Recombinacié homaloga (HR) (B) Recombinacié homaloga no al-lélica (NAHR)
—)— .. — — -
P P
— - —p— — ——== =) Duplicacions
_ . —) —_ ‘_ Delecions

Figura 2. Reparaci6 mitjancant el model de la doble unié Holliday d’un DSB produit en un LCR que
flanqueja una regié de copia unica. (A) La HR no genera molecules amb alteracions. (B) La NAHR genera
molécules amb segments de copia Unica duplicats o delecionats

En aquest sentit, en funcié de 'orientacié dels LCR implicats i de la seva localitzacid
cromosomica, els processos de NAHR entre LCR originen diferents tipus de
reorganitzacions estructurals (Figura 3).

En el cas que la NAHR es produeixi entre LCR orientats de forma directa entre
cromitides homologues o cromatides germanes es generaran delecions i
duplicacions complementaries. En canvi, si es produeix entre cromosomes no
homolegs es generaran translocacions. Per altra banda, la NAHR entre LCR
localitzats en la mateixa cromatide generara delecions 1 anells acéntrics. En el cas
que la NAHR es produeixi entre LCR orientats de forma indirecta entre dues
cromatides homologues, el resultat seran cromosomes dicentrics 1 fragments
aceéntrics portadors de delecions i duplicacions. Perd si es produeix entre cromatides
no homologues, es generaran translocacions dicéntriques i acéntriques. Altrament,
si els LCR es localitzen en la mateixa cromatide, els productes resultants seran
inversions (Figura 3) (Dittwald et al., 2013a; Gu et al., 2008; Liu et al., 2012; Ou
et al., 2011).
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Figura 3. Diferents productes de la NAHR segons la localitzaci6 i orientaci6 dels LCR (Vergés Torrella,
2016)

1.1.3. RISC DE RECURRENCIA

Estudis epidemiologics estableixen que el risc de recurréncia dels trastorns genomics
en parelles amb un fill/a afecte/a és equivalent al de la poblacié general, 1 s’estableix
en un 0,5% en els casos en qué ambdds progenitors presenten fenotip 1 cariotip
normal (McKinlay Gardner et al,, 2011). Aquests estudis, perd, tenen certes
limitacions com les mides mostrals limitades degudes a la baixa incideéncia de les
sindromes, 1 el fet que les families amb un fill/a afecte/a poden decidir no tenir més
descendencia (Rothlisberger & Kotzot, 2007).

Una alternativa per a valorar el risc de recurréncia de trastorns genomics sén els
estudis en gametes en progenitors d’individus afectes. La determinacié de la
freqiiéncia d’anomalies cromosomiques en gametes permetria analitzar la freqiiéncia
en que es produeixen les reorganitzacions cromosomiques originades per NAHR 1,
per tant, inferir el risc de transmissid. Aquests tipus d’estudis sén dificils d’abordar
en oocits per raons metodologiques 1 de mostreig (nombre de cél-lules que poden
ser analitzades, limitacions legals i aspectes étics). En canvi, lestudi dels
espermatozoides no planteja aquestes limitacions 1 permet analitzar un elevat
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nombre de céllules i establir les freqliencies de les reorganitzacions cromosdomiques
produides per la NAHR de forma individual (Molina et al., 2011).

La quantificacié dels fenomens de NAHR en espermatozoides humans, amb la
finalitat de determinar la freqiiéncia de delecions i duplicacions de les regions
implicades en trastorns genomics, s’ha realitzat mitjancant la técnica de reaccié en
cadena de la polimerasa a temps real (QPCR) 1 la teécnica d’hibridacié in situ
fluorescent (FISH).

Per un costat, amb la técnica de qPCR es realitza d’un disseny de primers situats a
banda 1 banda dels punts calents de recombinacié descrits als LCR que flanquegen
la regid critica. L’analisi de les seqiiencies resultants permet diferenciar entre
haplotips normals 1 haplotips portadors de delecions o duplicacions. Aquesta técnica
s’ha aplicat satisfactoriament en la determinacié de la freqiiéncia basal de NAHR
per a les regions 7q11.23, corresponent a la sindrome de Williams-Beuren, o 17p12,
corresponent a la sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A, entre d’altres
(Turner et al., 2008). El fet que el disseny de primers es basi en punts calents de
recombinacié especifics limita la identificacié dels productes de NAHR als generats
Unicament per aquestes regions. Com s’ha mencionat anteriorment, ’elevada
homologia entre les copies parilogues dels LCR 1 la preséncia de motius de
recombinaci6 en els LCR fomenta la inestabilitat cromosomica 1 la generacié dels
diferents punts calents de recombinaci6. Aixo provoca que la posicié dels punts de
trencaments que originen les reorganitzacions cromosomiques varii.

La teécnica de FISH es basa en la utilitzacié d’'una sonda de DNA que permet avaluar
la presencia o abséncia de la regid critica, objecte d’estudi, a partir del recompte del
nombre de senyals d’hibridacié en el nucli interfasic. Es a dir, permet la identificacid
de la presencia o abséncia de la regi6 implicada en les reorganitzacions
cromosomiques, independentment de la localitzacié del punt de trencament que les
ha originat. A més, permet I'analisi de les mostres de forma individual i assolir mides
mostrals prou elevades que garanteixen la validesa dels resultat. Aquest técnica s’ha
aplicat en lestudi de poblacions control per a determinar la freqiiéncia basal de
reorganitzacions cromosomiques originades per NAHR (Molina et al., 2010), perd
també ha permeés observar freqiiéncies incrementades d’espermatozoides portadors
de delecions 1 duplicacions de la regid critica en progenitors transmissors de la
sindrome de Prader-Willi (Molina et al., 2011) o de la delecié 22q11.2 (Vergés et
al., 2014). Es a dir, aquests estudis han permés determinar que la recurréncia dels
trastorns genomics podria no ser aleatoria i, per tant, superior al 0,5% en alguns
progenitors.

El risc de recurréncia també es pot veure incrementat en casos mosaicisme en el
progenitor transmissor per a la reorganitzacié que origina el trastorn genomic a la
descendeéncia (Driscoll et al., 1993). La presencia de cel-lules germinals portadores
d’anomalies en heterozigosi incrementaria el risc de recurréncia de forma
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proporcional al grau de mosaicisme identificat. Segons un estudi de Campbell, el
4% dels progenitors amb descendéncia afectada per trastorns gendmics recurrents
presenten mosaicisme per la reorganitzacid transmesa (Campbell et al., 2014).

S’ha descrit mosaicisme parental en casos de recurrencia familiar de la sindrome de
la delecié 14q11-q22 (Liu et al., 2018), de la delecié 22q11.2 (Chen et al., 2019;
Demaerel et al., 2016; Kasprzak et al.,, 1998; Sandrin-Garcia et al., 2002),
d’Angelman (Sanchez et al., 2014), de Smith-Magenis (Campbell et al., 2014) o de
Koolen-de Vries (Koolen et al., 2012).

1.1.4. FACTORS DE PREDISPOSICIO

En diferents trastorns genomics s’han identificat factors que poden fomentar la
formacié d’aparellaments no al-lélics 1 promoure la NAHR. Aquests factors poden
actuar sobre locus especifics produint un efecte local (efecte en cis), o presentar
variacions constitucionals amb un efecte global sobre la recombinacié (efecte en
trans). La presencia de reorganitzacions cromosomiques en gametes degut a factors
de predisposicié de la NAHR incrementaria el risc de recurréncia en families amb
descendeéncia afecta per un trastorn genomic.

1.1.4.1. EDAT

En humans, la inestabilitat gendmica associada amb I'edat es relaciona preferentment
a homes, ateés lelevada taxa de proliferacidé mitotica que presenten els
espermatogonis en ’home adult. Tot 1 que és dificil determinar un punt de tall,
alguns estudis suggereixen que a partir dels 40 anys comencen a ser més pronunciats
els riscos geneétics reproductius (Colasante et al., 2018; Du Fossé et al., 2020;
Ramasamy et al., 2015; Rosiak-Gill et al., 2019; Sartorius & Nieschlag, 2009).

Des de 'entrada a la pubertat, les cél-lules mare espermatogeniques es divideixen
constantment, fet que pot ocasionar un augment de la probabilitat d’errors de
replicacié del DNA 1 resultar en una acumulacié de mutacions de novo (Crow,
2000; Kong et al., 2012), que es pot veure agreujat pel deteriorament dels
mecanismes de reparacié del DNA a mesura que s’incrementa 'edat (Wiener-
Megnazi et al., 2012). A més a més, s’ha demostrat que homes més grans presenten
majors nivells de fragmentacié del DNA dels espermatozoides en comparacié amb
homes més joves (Plastira et al., 2007; Schmid et al., 2013; Wyrobek et al., 2006) i
que poden ser més susceptibles a I'atac oxidatiu i més propensos a errors durant
Pespermatogenesi (Rosiak-Gill et al., 2019).

Pel que fa a la relacid entre anomalies cromosomiques espermatiques 1 edat, els
resultats sén contradictoris. Alguns estudis indiquen una relacidé entre ambdues
variables (Asada et al., 2000; Bosch et al., 2003; Sloter et al., 2007). Sloter suggereix
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que I'acumulacié d’alteracions estructurals que succeeixin en la linia germinal al llarg
de ledat reproductiva de I’home incrementaria la probabilitat de generar
espermatozoides amb delecions i/0 duplicacions en homes d’edat avancada (Sloter
et al., 2007). No obstant, altres autors consideren que ’edat no té un pes important
per manca d’indicis consistents (Brandt et al., 2019; Buizer-Voskamp et al., 2013;
Delio et al., 2013; Kurahashi & Emanuel, 2001; Plastira et al., 2007; Rivera et al.,
2013; Sibbons et al., 2011). En el cas concret del fenomen de la NAHR, no s’ha
trobat una associacié entre l'edat i la generacié6 de delecions i duplicacions
espermatiques causades per aquest mecanisme (MacArthur et al., 2014; Vergés et
al., 2014).

1.1.4.2. INVERSIO DE LA REGIO CRITICA

S’ha observat una major incidéncia d’inversions en heterozigosi de les regions
critiques en progenitors de descendéncia afecta per alguns trastorns genomics causats
per microdelecions. Una bona mostra sén la sindrome de Williams-Beuren (Hobart
et al., 2010; Osborne et al., 2001; Scherer et al., 2005), d’Angelman (Gimelli et al.,
2003), de Smith-Magenis (Yang, Bidichandani, et al., 1997) 1 de la deleci6é 17q21.31
(Rao et al., 2010; Vickova et al., 2014), entre d’altres (Antonacci et al., 2010).

L’explicaci6 a aquest fenomen seria que la preséncia d’una inversid en heterozigosi
produiria una regié desaparellada entre el cromosoma portador de la inversid 1 el
seu homoleg normal durant I’etapa de paquite. Aquest fet incrementaria la
probabilitat d’un aparellament no allelic dels LCR flanquejants de la regid critica,
per la qual cosa es fomentarien els esdeveniments de la NAHR. El resultat final seria
la formacié de gametes amb reorganitzacions secundaries, com delecions i
duplicacions (Feuk, 2010). A més, la susceptibilitat de la regi6 invertida per generar
aquestes reorganitzacions vindria determinada per la mida de la inversid, la densitat
de punts calents de recombinacié i la preséncia de regions repetitives flanquejants
(Torgasheva & Borodin, 2010).

En la SD22q11.2 no s’ha descrit la preséncia de la inversid entre els LCR implicats
en la deleci6 majoritaria (Gebhardt et al., 2003; Saitta et al., 2004; Vergés et al.,
2017; Vervoort et al., 2019). No obstant, si que s’han descrit altres inversions que
predisposaven una inestabilitat del genoma, generant reorganitzacions secundaries
(translocacions) (Gotter et al., 2007) i delecions 22q11.2 atipiques (Vervoort et al.,
2019).

1.1.4.3. VARIACIONS DELS LCR

S’ha descrit que un dels factors que condiciona la freqiiencia de la NAHR esta
relacionat amb la longitud dels LCR, el seu grau d’homologia i la densitat de motius
de recombinacié que presenten (Dittwald et al., 2013b; Peng et al., 2015). Segons
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Liu, les variacions en la longitud dels LCR poden afavorir contactes presinaptics
entre regions proximes que presenten una alta homologia, actuant com a precursors
de la NAHR (Liu et al., 2011).

En alguns trastorns genomics s’ha observat CNV dels LCR flanquejants de la regid
critica. En el cas de la sindrome de Williams-Beuren, causada per una deleci6 a la
regi6 7q11.23, Cusco va descriure un percentatge superior de delecions i
duplicacions del gen NCFT que es localitza al bloc B dels LCR del cromosoma 7,
suggerint que els CNV induien la NAHR. Per consegiient, els progenitors
portadors d’aquests CNV tenien major risc de transmetre la delecié 7q11.23 a la
seva descendencia (Cusco et al., 2008).

En la sindrome de Smith-Magenis, causada per una delecié de la regié 17p11.2,
també s’ha descrit CNV dels LCR REPA 1 REPB. Carvalho i Lupski van apuntar
que la susceptibilitat de les reorganitzacions on el punt de trencament es localitza a
la regid critica es troba influida per I'arquitectura genomica dels LCR REPA i
REPB (Carvalho & Lupski, 2008).

Un altre exemple sén els LCR S1 i1 S2 implicats en la sindrome de la delecid
16p12.1. Aquests mostraven dues arquitectures genomiques diferents en orientacid
1 repeticié de blocs de LCR. Per una banda, el LCR S1 tenia una configuracié
protectora de la delecié de la regié critica. En canvi, la configuracié de S2
predisposava a les delecions de 16p12.1 (Antonacci et al., 2010).

En la SD22q11.2 s’han observat variacions del ntmero de copies dels gens
AK129567 1 AK302545, localitzats entre els LCR22-A i LCR22-D, en pares
transmissors que presentaven un increment d’espermatozoides portadors de
delecions de la regié critica (Vergés et al., 2017). Per conseglient, es va postular que
els DSB produits en seqiiéncies contigiies tindrien una probabilitat més elevada de
generar esdeveniments de NAHR 1 originar gametes portadors de reorganitzacions.

1.1.4.4. VARIANTS GENIQUES

La preséncia de variants géniques que afectin a la recombinacié homologa (HR)
podria alterar aquest procés i afavorir esdeveniments de NAHR. En un estudi,
Sasaki apuntava que la preséncia de variants géniques podria produir la fallada dels
mecanismes que eviten la NAHR. Per exemple, variants de RAD51 o DMCI
podrien alterar I'activitat de les helicases que participen en les HJ, o variants de
PMS1 o MSH?2 podrien comprometre la reparacié de nucleotids desaparellats
(Sasaki et al., 2010).

Un gen clau en la regulacié de la recombinacié meiotica és PRDMY, ja que
determina el patr6 de recombinacidé meidtica a través del reconeixement de
seqiiencies motiu 1 del reclutament de la maquinaria de generacié dels DSB. Aquest
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gen ¢és altament polimorfic 1 alguns autors han indicat que la preséncia de diferents
al-lels modularia la recombinacié meiotica esdevenint un factor de predisposicid per
a trastorns gendmics. Es el cas de la sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A
(Berg et al., 2010), la sindrome de Williams-Beuren (Borel et al.,, 2012), o la
SD22q11.2 (Vergés et al., 2017), on s’han observat variants de PRIDM?9 que podrien
predisposar a generar gametes portadors de les reorganitzacions causants d’aquestes
sindromes. No obstant, no en totes les variants géniques de PRDM9 s’ha descrit
aquest efecte, ja que en altres sindromes, com la sindrome de Prader-Willi, no s’ha
observat aquest factor de predisposicioé (Borel et al., 2012).

Per altra banda, altres autors han apuntat que les variants geniques de RNF212
podrien influir en les taxes de recombinacié (Chowdhury et al., 2009; Fledel-Alon
et al., 2011; Kong et al., 2008). Aquest gen participa en la localitzacié dels punts de
recombinacio 1 estabilitza els factors de recombinaci6 especifics de la meiosi. També
és necessari per acoblar la sinapsi cromosomica a la formacié de complexes de
recombinaci6 especifics del creuament.

1.2. LA SINDROME DE LA DELECIO 22q11.2 COM A MODEL

D'ESTUDI

Els LCR no es troben distribuits de manera uniforme per tot el genoma, és a dir,
no tots els cromosomes presenten el mateix percentatge de LCR. El cromosoma Y
presenta la proporcid més elevada (50,4%), seguit del cromosoma 22 (11,9%), 1a la
cua es situa el cromosoma 3 amb el percentatge més baix (1,7%). En general, els
cromosomes 7, 9, 10, 15, 16, 17, 22, X 1Y presenten una densitat superior de LCR
(>5%). En canvi, els cromosomes 3, 6, 8, 121 14 s6n els que presenten una densitat
més baixa (<2%) (Zhang et al., 2005).

Aixi doncs, el cromosoma 22 és el segon cromosoma amb una proporcié més
elevada de LCR. Concretament, se n’han descrit 8, localitzats a la regié 22q11.2:
LCR22-A, LCR22-B LCR22-C, LCR22-D, LCR22-E, LCR22-F, LCR22-G 1
LCR22-H (Figura 4) (Babcock et al., 2007; She et al., 2004; Stankiewicz & Lupski,
2002).
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Figura 4. Mida, sentit i homologia dels LCR de la regi6 22q11.2. Adaptaci6é de Dunham et al., 1999

L’elevat nombre de LCR22 fa que la regidé pericentromerica del cromosoma 22
sigui especialment susceptible a diferents reorganitzacions cromosdmiques
recurrents. Aquestes reorganitzacions poden produir lalteracié de gens sensibles a
dosi 1 originar diverses sindromes com la sindrome de la delecié 22q11.2, la
sindrome de I'ull de gat o la sindrome d’Emanuel (Emanuel, 2008; Gotter et al.,
2007).

La sindrome de la delecié 22q11.2 (SD22q11.2), és un dels trastorns genomics més
freqiients en humans. Els individus afectes presenten una delecié en heterozigosi de
la regié 22q11.2 1 presenta una incidencia de 1 de cada 4.000 nounats (Botto et al.,
2003; Devriendt et al., 1998; Goodship et al., 1998) i 1 de cada 1.000 fetus (Grati
et al., 2015; Wapner et al., 2012).

La delecié majoritaria compren una regié de copia tinica de 3 Mb situada entre els
LCR22-A i LCR22-D i es produeix en aproximadament el 85% dels casos. La
similitud entre aquests LCR és major respecte la resta de LCR22 (Figura 4), ja que
comparteixen gairebé la mateixa estructura de blocs de SD 1 mostren una identitat
del 97-98% (Babcock et al., 2003; Shaikh et al., 2000).

Al voltant del 7% dels casos s’originen per una delecié menor, de 1,5 Mb, produida
entre els LCR22-A i LCR22-B (Carlson et al., 1997). En la resta de casos es
produeixen delecions minoritaries entre els LCR22 més distals (Garcia-Mifaur et
al., 2002; Tan et al., 2011; Verhagen et al., 2012).

Les delecions en heterozigosi de la regié 22q11.2 comporten la pérdua d’una copia
del gen 7BXT (factor de transcripcid implicat en la regulaci6é de diferents processos
del desenvolupament) 1 del gen 7UPLE! o HIRA (xaperona d’histones que
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participa en el posicionament de la variant d’histona H3.3 en els nucleosomes).
L’haploinsuficiencia d’aquests gens s’associa amb un fenotip amb anomalies del
paladar, defectes cardiacs congenits, trets craniofacials distintius, dificultat
d’aprenentatge, deficit cognitiu 1 morbiditat psiquiatrica (McDonald-McGinn et al.,
2015). En un primer moment, es van descriure diferents sindromes, com la
sindrome de DiGeorge, Velocardiofacial o CATCH-22. No obstant, degut a les
diferents delecions que hi ha, totes aquestes sindromes es consideren part de
Pespectre de la mateixa condicid i es coneixen per la seva etiologia cromosomica,
la delecid de la regié 22q11.2 (Garcia-Mifaur et al., 2002; McDonald-McGinn &
Zackai, 2008).

La riquesa de LCR de la regié 22q11.2 i I'elevada incidéncia de la SD22q11.2, la
fan ideal per a utilitzar-la com a model d’estudi en I'analisi de diferents factors de
predisposicid en progenitors transmissors de la delecid.
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2.1. HIPOTESI DE TREBALL

Els progenitors d’individus afectes de la sindrome de la delecié 22q11.2 presenten
elements reguladors de la recombinacié homologa no al-lélica en cis o en transsobre
la regi6é 22q11.2 que incrementen la susceptibilitat a generar delecions durant la
gametogenest.

2.2. OBJECTIUS

2.2.1. OBJECTIU GENERAL

Identificar els factors genétics que incrementen el risc de recombinacié homologa
no al-lelica de la regid 22q11.2 1 les seves conseqiiencies sobre el risc de transmissio
de la sindrome de la delecibé 22q11.2.

2.2.2. OBJECTIUS ESPECIFICS

1. Determinar I'origen parental de la delecié 22q11.2 en la descendéncia afecta 1
avaluar Iexisténcia de diferéncies en la taxa de transmissié entre progenitors.

2. Caracteritzar el grau de mosaicisme somaitic per la delecid de la regié 22q11.2
en progenitors d’individus afectes de la sindrome de la delecié 22q11.2.

3. Determinar la freqiiéncia de delecions 1 duplicacions de la regié6 22q11.2 en
espermatozoides de progenitors d’individus afectes de la sindrome de la delecio
22q11.2.

4. Determinar la freqtiencia d’haplotips amb inversié 22q11.2 en limfocits de
progenitors d’individus afectes de la sindrome de la delecié 22q11.2.

5. Determinar I’efecte de I’edat paterna en la formacid de delecions i duplicacions
de la regi6é 22q11.2.

6. Identificar variants de gens implicats en el procés de recombinacid en
progenitors d’individus afectes de la sindrome de la delecié 22q11.2 i avaluar
la seva associacié amb processos de recombinacié homologa no al-lelica.
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3.1. MOSTRES BIOLOGIQUES | PROCESSAMENT

En el desenvolupament d’aquest projecte de tesi es van analitzar mostres biologiques
procedents de 29 families amb un fill/a afectat/da per la SD22q11.2. Les families
van ser contactades 1 seleccionades pel personal medic de 'Hospital Sant Joan de
Déu de Barcelona, I'Hospital Vall d’Hebron de Barcelona i I'Hospital Parc Tauli de
Sabadell.

Tots els individus van ser informats dels protocols d’estudi 1 van manifestar la
voluntat de participar amb la signatura d’'un consentiment informat. El comite
d’etica de cada centre hospitalari va aprovar els protocols d’estudi necessaris per a la
consecucid dels objectius establerts al projecte de recerca.

Per a cadascuna de les families participants es va recollir una mostra de sang periférica
en heparina sodica (pare 1 mare) 1 una mostra de sang periférica en EDTA (pare i
mare), 1 una mostra de semen (pare). Tanmateix, els centres collaboradors van
subministrar una mostra de DNA genomic del fill/a afecte/a.

Les mostres biologiques es van processar 1 caracteritzar genéticament d’acord amb
els protocols d’analisi que es detallen a les seglients seccions i que es presenten de
forma resumida a la Figura 5.

Mostres Processament Técniques Caracteristica
biologiques d'analisi genetica analitzada

Extensions
Semen cel-lulars
d'espermatozoides

Delecions en
22q11.2

Inversions

Extensions LCR22-A/LCR22-D
cel-lulars de

limfocits

Sang periférica en
heparina 1%

Mosaicisme

Origen parental

Extraccié de DNA
genomic

Sang periférica en
EDTA

Sequenciacio

Figura 5. Esquema del disseny experimental de I'estudi
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3.1.1. SEMEN

Les mostres de semen es van obtenir per masturbacié en contenidors de polietile
després d’'un periode minim de tres dies d’abstineéncia sexual. De les 29 families
participants, es van recollir un total de 21 mostres de semen. Quatre pares van refusar
participar en aquesta part de ’estudi, 1 quatre pares s’havien sotmes a una vasectomia.

3.1.1.1. EXTENSIONS CEL-LULARS D'ESPERMATOZOIDES

Les extensions d’espermatozoides es van realitzar aplicant el procediment
estandarditzat al nostre laboratori (Sarrate & Anton, 2009):

- Transferir la mostra a un tub de 15 ml

- Centrifugar 8 minuts a 1.000 g

- Separar el plasma seminal de la fraccié cellular amb una pipeta Pasteur

- Afegir 6 ml de solucié hipotonica KCI 0,075 M gota a gota amb agitacid
continua, temperada préviament a 37 °C

- Incubar 25 minuts a 37 °C

- Centrifugar 8 minuts a 800 g

- Decantar el sobrenedant 1 resuspendre el botd cel-lular

- Afegir 6 ml de fixador Carnoy (3:1, metanol:acid acétic) gota a gota i amb
agitaci6é continua

- Centrifugar 8 minuts a 1.000 g i repetir el rentat amb Carnoy dues vegades
més

- Resuspendre el botd cel-lular amb fixador fins a assolir una concentracid
cel-lular optima

- Realitzar les extensions sobre portaobjectes desengreixats en metanol

- Deixar assecar a l'aire 1 emmagatzemar els portaobjectes a -20 °C fins el

moment del seu Gs
3.1.2. SANG PERIFERICA

Es van recollir 10 ml de sang periferica en heparina sodica 1% i 10 ml de sang
periferica en EDTA per cada progenitor de les 29 families participants. En funcid
de la finalitat de T’estudi, les mostres es van processar per a 'obtencié de DNA
genomic, extensions de nuclis interfasics 1 extensions de fibres de cromatina.
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3.1.2.1. EXTRACCIO DE DNA GENOMIC

L’obtencié de DNA genomic es va realitzar amb el kit comercial Gentra Puregene

Blood (Qiagen) seguint les instruccions proporcionades pels fabricants (Gentra
Puregene Handbook, https://www.qiagen.com/es/resources/):

Afegir 30 ml de solucié de lisi RBC en un tub de 50 ml

Afegir 10 ml de sang periferica en EDTA 1 mesclar per inversid 10 vegades
Incubar 5 minuts a temperatura ambient

Centrifugar 2 minuts a 2.000 g

Decantar el sobrenedant i resuspendre el botd cel-lular amb el vortex
Afegir 10 ml de solucid de lisi cel-lular 1 mesclar amb el vortex

Afegir 50 pl de RNasa A 1 invertir 25 vegades

Incubar 15 minuts a 37 °C 1 3 minuts en gel picat

Afegir 3,33 ml de solucid de precipitacid proteica i mesclar amb el vortex
Centrifugar 5 minuts a 2.000 g

Afegir 10 ml de isopropanol i el sobrenedant del pas anterior en un tub nou
de 50 ml

Invertir 50 vegades 1 centrifugar 3 minuts a 2.000 g

Descartar el sobrenedant i netejar les parets del tub amb paper absorbent
Afegir 10 ml d’etanol al 70% i invertir varies vegades per rentar el botd
cel-lular

Centrifugar 1 minut a 2.000 g

Descartar el sobrenedant i deixar assecar el botd cellular 5-10 minuts a
temperatura ambient amb el tub obert

Afegir 1 ml de soluci6é d’hidratacié 1 mesclar amb el vortex

Incubar a 65 °C durant 1 hora per dissoldre el DNA

Incubar tota la nit a temperatura ambient 1 en agitacié suau constant
Quantificar la  concentracié 1 la puresa del DNA mitjancant
Pespectrofotometre NanoDROPO 2000 (ThermoFisher Scientific) a una
longitud d’ona de 260 a 280 nm a partir de 1,5 pl de mostra

Emmagatzemar el DNA a -20 °C fins el moment del seu s

3.1.2.2. EXTENSIONS CEL-LULARS DE LIMFOCITS

L’obtencié d’extensions cel-lulars es va realitzar a partir de establiment 1 extraccid

de cultius cel-lulars de limfocits seguint el procediment estandarditzat al nostre
laboratori:

41

2%

b


https://www.qiagen.com/es/resources/

Yy La sindrome de la delecié 22q11.2 com a model d’estudi per a I'analisi integral de
"‘3} factors genetics que predisposen a trastorns genomics

- Afegir 5 gotes de sang periférica en heparina sodica 1% en 5 ml de medi
RPMI estandard suplementat amb un 5% de fitohemaglutinina

- Incubar a 37 °C durant 72 hores. Cada 24 hores, invertir el tub diverses
vegades fins aconseguir la homogeneitzacié del cultiu

- Afegir 80 pl de colcemid

- Incubar 25 minuts a 37 °C

- Centrifugar 8 minuts a 800 g

- Decantar el sobrenedant i resuspendre el botd cel-lular

- Afegir 6 ml de solucié hipotonica KCI 0,075 M gota a gota amb agitacid
constant, temperada préviament a 37 °C

- Incubar 20 minuts a 37 °C al bany maria

- Centrifugar 8 minuts a 800 g

- Decantar el sobrenedant i resuspendre el botd cel-lular

- Afegir 6 ml de fixador Carnoy (3:1, metanol:acid acétic) gota a gota i amb
agitacié constant

- Centrifugar 8 minuts a 800 g i repetir el rentat amb Carnoy dues vegades
més

- Resuspendre el botd cel-lular amb fixador fins a assolir una concentracid
cel-lular optima

- Realitzar les extensions sobre portaobjectes desengreixats en metanol

- Deixar assecar a l'aire 1 emmagatzemar els portaobjectes a -20 °C fins el

moment del seu Gs

3.2. TECNIQUES D’ANALISI

3.2.1. FISH EN ESPERMATOZOIDES

La técnica de FISH en espermatozoides es va aplicar en 'analisi de la freqiiéncia de
delecions 1 duplicacions de la regié 22q11.2 en els pares dels individus afectes de la
SD22q11.2.

En les mostres que van mostrar un increment significatiu de delecions de la regid
22q11.2 (veure seccié 4.2 de Resultats), es va ampliar estudi amb I'analisi de la
freqiiencia de delecions i1 duplicacions de les regions 7q11.23 1 15q11-q13,
corresponents a la regié critica de la sindrome de Williams-Beuren i de Prader-
Willi, respectivament.
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3.2.1.1. SELECCIO DE LES SONDES

Es van seleccionar sondes de DINA especifiques de les tres regions cromosomiques
analitzades. La selecci6 incloia una sonda especifica de la regié d’estudi, una sonda
especifica d’un locus diferent dins del mateix cromosoma utilitzada com a control
d’hibridacid, 1 una sonda especifica d’'una regi6 situada en un altre cromosoma com
a control de ploidia (Taula 2).

Taula 2. Combinacions de sondes utilitzades en I'estudi de la freqiiencia de delecions en
espermatozoides, per les regions critiques dels cromosomes 7, 151 22

Sondes Cromosoma 7 Cromosoma 15 Cromosoma 22

Localitzacio 7q11.23 15q11.2 22q11.2
Regi6 d’estudi Marcatge Spectrum Orange Spectrum Orange Spectrum Orange
. Vysis LSI ELN, . .
Nom comercial LIMK1, D75613 Vysis LSID15S11 | Vysis LSI TUPLE1
Localitzacio 7q31 15p11.2 22q13.3
Control Marcatge Spectrum Green Spectrum Green Spectrum Green
d’hibridacié 8 P P P
. Vysis LSI D75486, Vysis CEP15, .
Nom comercial D7S522 D1571 Vysis LSI ARSA
Localitzacio 6p11.1-q11 6p11.1-q11 6p11.1-q11
Control de
ploidia Marcatge Spectrum Aqua Spectrum Aqua Spectrum Aqua
Nom comercial Vysis CEP6,D6Z1 | Vysis CEP6,D6Z1 | Vysis CEP6, D6Z1

3.2.1.2. DESCONDENSACIO DE LA CROMATINA ESPERMATICA

La descondensacié de la cromatina espermatica es va realitzar aplicant el
procediment estandarditzat al nostre laboratori (Sarrate & Anton, 2009):

- Descongelar els portaobjectes a temperatura ambient

- Rentar dues vegades durant 3 minuts en una soluci6 de 2x de citrat de sodic
sali (2xSSC)
- Deshidratar en un gradient d’etanols (70%, 90% i 100%) durant 2 minuts a

cada solucid

- Deixar assecar a laire

- Incubar 10 minuts en la solucié de descondensacié (DTT) a 37 °C

- Rentar dues vegades durant 3 minuts en 2xSSC
- Deshidratar en un gradient d’etanols (70%, 90% 1 100%) durant 2 minuts a

cada solucid
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- Deixar assecar a l'aire

3.2.1.3. FISH

El procediment de FISH sobre nuclis descondensats d’espermatozoides es va

realitzar seguint les especificacions de la metodologia optimitzada al nostre laboratori
(Sarrate & Anton, 2009):

- Desnaturalitzar el DNA diana submergint el portaobjectes 5 minuts a 73 °C
en una solucié amb formamida al 70%
- Deshidratar en un gradient d’etanols (70%, 85% 1 100%) durant 1 minut a
cada solucio
- Deixar assecar a I'aire
- Realitzar la mescla de les sondes:
o 70% tampd d’hibridacié (Bufter LSI/WCP, Vysis)
o 10% sonda de la regié d’estudi
o 10% sonda del control d’hibridacié
o 10% sonda del control de ploidia
- Desnaturalitzar la mescla de sondes durant 5 minuts a 73 °C
- Aplicar la combinacié de sondes sobre la mostra i cobrir amb un
cobreobjectes
- Segellar amb cola d’enquadernar
- Incubar tota la nit a 37 °C en un Hybrite Slide Stainer® (Vysis)
- Retirar la cola i el cobreobjectes
- Submergir el portaobjectes 2 minuts a 73 °C en 1xSSC/0,3% NP-40
- Submergir 1 minut a temperatura ambient en 2xSSC/0,1% NP-40
- Deixar assecar a I'aire
- Contratenyir els nuclis dels espermatozoides amb 5 pl de DAPI
- Cobrir amb un cobreobjectes i segellar amb esmalt d’ungles
- Desar els portaobjectes hibridats en una caixa opaca a -20 °C fins el moment

de la seva valoracio

3.2.1.4. ANALISI MICROSCOPICA

L’analisi de la freqiiéncia de delecions 1 duplicacions en espermatozoides es van
analitzar amb un microscopi d’epifluorescencia Olympus BX60 (Olympus) equipat
amb un filtre que permet la deteccié simultania dels fluorocroms DAPL/ Spectrum
Orange/ Spectrum  Green/Spectrum Aqua, 1 de tres filtres especifics pels
fluorocroms Spectrum Orange, Spectrum Green i Spectrum Aqua.
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La valoracié dels espermatozoides es va realitzar seguint els criteris descrits
préviament pel nostre grup de recerca (Blanco et al., 1996; Molina et al., 2010): (1)
només es van avaluar els espermatozoides amb un contorn ben definit, (i1) els
espermatozoides superposats es van excloure del recompte, (iii) en el cas
d’espermatozoides amb dos o més senyals de la mateixa regid cromosomica, tots els
senyals d’hibridacié havien de tenir la mateixa mida, intensitat i una distancia de
separacié igual o superior al diametre de cada senyal. En funcié del namero de
senyals d’hibridacid els espermatozoides es van classificar segons els segiients

genotips ( ):

- Normal: espermatozoides amb tres senyals d’hibridacid, un senyal per a la
sonda especifica de la regid critica, un altre pel control d’hibridacié 1 un
tercer senyal corresponent a la sonda control de ploidia.

- Delecid: espermatozoides amb dos senyals d’hibridacié, un corresponent a
la sonda control d’hibridaci6é i un altre pel control de ploidia. Aquests
espermatozoides no presentaven el senyal corresponent a la sonda de la
regid critica especifica.

- Duplicacié: espermatozoides amb quatre senyals d’hibridacid, dos
corresponents a la sonda de la regid critica especifica, un senyal per a la

sonda de control d’hibridacié i un darrer per a la sonda control de ploidia.

Normal Delecié 22¢g11.2 Duplicacié 22q11.2
o0 L ) o0

Figura 6. Identificacié mitjancant FISH en espermatozoides de genotips normals (A), portadors de
delecions (B) i portadors de duplicacions (C) de laregié 22q11.2

3.2.1.5. ANALISI ESTADISTICA

Mitjangant la férmula del model estadistic de determinacié de la mida mostral descrit
ala , es va calcular el nimero d’espermatozoides que s’haurien d’analitzar
per hibridacié 1 mostra per aconseguir un nivell de precisi6 adequat. Tenint en
compte un interval de confianca del 99% 1 un escenari de maxima incertesa, ’analisi
de 10.000 espermatozoides per individu permetia assolir un nivell de precisié del
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1,29%, que es va considerar optim per a 'analisi de delecions 1 duplicacions de les
diferents regions critiques.

n = mida de la mostra
K = coeficient obtingut a partir del nivell de confianc¢a establert
(per a un nivell de confianga del 99% el valor de K=2,576)
po = proporcié esperada d’observacions que presentaran la
n=——-°= caracteristica estudiada (en una situacié de maxima incertesa
¢t p=0,5)
qo =1-po
e = precisié amb la que es vol estimar el parametre

Figura 7. Férmula del model estadistic de determinacié de la mida mostral

Els resultats de I'analisi de les mostres de pares d’individus afectes es van contrastar
respecte els resultats obtinguts en una poblacié control préviament descrits pel
nostre grup de recerca. Aquesta poblacié esta formada per 10 individus provinents
de la poblacié general, sense descendéncia afectada per la SD22q11.2 1 d’edats
compreses entre 23 1 50 anys (Molina et al., 2011).

Es va aplicar un test estadistic de contrast de mitjanes per analitzar si la freqliencia
mitjana de la freqiiéncia de delecions, duplicacions 1 del sumatori d’ambdues
anomalies mostrava diferéncies significatives entre la poblacié6 problema (pares
d’individus afectes) 1 la poblacié control. Préviament es va contrastar la normalitat
dels resultats mitjancant el test estadistic Shapiro-Wilk per tal d’aplicar el test
estadistic de contrast de mitjanes adequat.

Aquest tipus de comparaci6 també es va realitzar a nivell individual, és a dir, a través
de I'aplicacié del test exacte de Fisher es va comprovar si la freqliencia de delecions,
duplicacions i del sumatori de delecions i duplicacions que mostrava cada individu
era diferent del que mostrava el conjunt de la poblacié control.

Es va analitzar la participacié de la NAHR inter o intra-cromatide en la generacid
de reorganitzacions. A nivell poblacional, es va realitzar una comparacié de la
freqiiéncia de delecions respecte la de duplicacions amb el test estadistic Wilcoxon
1, a nivell individual, la comparaci6 es va realitzar mitjancant el test exacte de Fisher.

Per a determinar 'efecte de I'edat paterna, en primer lloc es va contrastar la
normalitat de les dades (edat dels individus control i pares d’individus afectes)
mitjancant el test estadistic D’agostino-Pearson 1 Shapiro-Wilk. Posteriorment es va
realitza una analisi de correlacié entre I'edat 1 la freqiiéncia de delecions i/0
duplicacions espermatiques de la regié 22q11.2.

Totes les comparacions es van realitzar utilitzant el programa R 1386 3.3.2 (R Core
Team, 2013) aplicant un nivell de significacié de p<0,01 amb la finalitat de reduir
els falsos positius (errors tipus o).
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3.2.2. FISH EN NUCLIS INTERFASICS DE LIMFOCITS

La teécnica de FISH en nuclis interfasics de limfocits es va aplicar en I'analisi de la
freqiiencia d’inversions de la regié 22q11.2 i en I'analisi de mosaicisme somatic
parental.

3.2.2.1. SELECCIO DE LES SONDES PER A L'ANALISI DE LA
FREQUENCIA D’'INVERSIONS

Per a Panalisi de la freqiiencia d’inversions entre els LCR22-A 1 LCR22-D es van
seleccionar tres sondes de tipus BAC: RP11-66F9 (F9), RP11-505B16 (B16) i
RP11-47L18 (L18) (Figura 8). Aquesta seleccid es va realitzar a partir de I'analisi de
la regié 22q11.2 en la versidé d’assemblatge del genoma huma de Febrer de 2009
publicada a UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/).

En ’haplotip normal, el BAC F9 delimita la part proximal del LCR22-A 1 els BACs
B16 1 L18 delimiten la part proximal 1 distal del LCR22-D, respectivament (Figura
8A). En canvi, en el cas de 'haplotip invertit, el posicionament del BAC B16 canvia
1 passa a estar proper a la part distal del LCR22-A (Figura 8B). Aixi doncs, tal i com
s’explica més endavant, amb el marcatge diferencial dels tres BACs és possible
diferenciar I’haplotip normal de I'invertit.

Cromosoma 22 .. | I I I I\j
- S

Regio 22q11.2 | 22q11.21 | 22q1122 ] 22q11.23 |
R [ i1 . i B 11
A B C D E F G H
Inversié 3 Mb

(A) == N -

F9 B16 L18

~3,6 Mb ~0,5 Mb

(B) — = n - ==

F9 B16 L18

Figura 8. Sondes BAC utilitzades per a la identificaci6 i analisi de la inversié LCR22-A/LCR22-D.
(A)Posici6 dels BACs en I'haplotip normal. (B) Posicié dels BACs en I'haplotip invertit

Els BACs van ser proveits per BACPAC Resources Center, CHORI, USA
(http://bacpac.chori.org/) 1 es va aplicar el protocol segiient pel seu correcte
emmagatzematge 1 obtencid d’estoc.
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3.2.2.1.1. OBTENCIO D’ESTOC DELS CLONS BACTERIANS

Afegir 10 ml de medi LB en tubs esterils de 50 ml

Afegir el volum de cloramfenicol necessari per obtenir una concentracid
final de 12,5 pg/ml

Picar amb una punta de pipeta esteril laliquota que conté el BAC i
transferir-la al medi de cultiu LB anterior

Incubar el cultiu tota la nit al bany a 37 °C a 250 rpm

En un tub Eppendorf de 1,5 ml, afegir 150 ul de glicerol 1 850 pl del cultiu
bacteria

Congelar en un recipient de congelaci6 Nalgene Mr. Frosty™
(ThermoFisher Scientific) durant 24 hores a -80 °C

Emmagatzemar 'estoc a -80 °C fins el moment del seu ts

3.2.2.1.2. CULTIU | SELECCIO DELS CLONS BACTERIANS

Afegir 10 ml de medi LB en tubs esterils de 50 ml

Afegir el volum de cloramfenicol necessari per obtenir una concentracid
final de 12,5 pg/ml

Picar I'aliquota de cultiu que conté la soca bacteriana portadora del BAC,
que es troba emmagatzemada a -80 °C 1 sense descongelar, 1 transferir-la al
medi de cultiu LB

Incubar el cultiu tota la nit a 37 °C a 250 rpm

3.2.2.1.3. EXTRACCIO DE PLASMIDIS

L’extracci de plasmidis es va realitzar amb el kit comercial QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen) i seguint les instruccions proporcionades pels fabricants (QIAprep
Miniprep Handbook, https://www.qiagen.com/es/resources/):
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Transferir el cultiu a tubs de 15 ml

Centrifugar 10 minuts a 4.000 rpm 1 decantar el sobrenedant

Resuspendre el botd cel-lular amb 400 pl de Bufter P1 1 transferir a un tub
Eppendorf de 1,5 ml

Afegir 400 pl de Bufter P2 i invertir 5 vegades

Afegir 400 pl de Bufter N3 i invertir 5 vegades

Centrifugar 10 minuts a 14.000 rpm

Extreure el sobrenedant i dipositar-lo en una columna del kit

Centrifugar 1 minut a 14.000 rpm 1 desmuntar la columna del kit per
eliminar el sobrenedant

Afegir 500 pl de Bufter PB
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- Centrifugar 1 minut a 14.000 rpm 1 eliminar el sobrenedant

- Afegir 750 pl de Bufter PE

- Centrifugar 1 minut a 14.000 rpm i eliminar el sobrenedant

- Repetir una altra vegada per eliminar residus del tamp6 de rentat

- Collocar la columna en un tub Eppendort de 1,5 ml

- Afegir 50 pl de Bufter EB, escalfat a 65 °C

- Deixar reposar 1 minut i centrifugar 1 minut a 14.000 rpm

- Quantificar la  concentraci6 de DNA plasmidic  mitjancant
Pespectrofotometre NanoDR OP© 2000 a una longitud d’ona de 260 a 280
nm a partir de 1,5 pl de mostra

- Emmagatzemar a -20 °C fins el moment del seu s

3.2.2.1.4. MARCATGE DE LES SONDES

Es van marcar els BACs amb tres fluorocroms diferents: F9 amb Spectrum Aqua-
dUTP, B16 amb Spectrum Green-dUTP 1 L18 amb Spectrum Orange-dUTP. El
marcatge de les sondes es va realitzar amb el kit comercial Nick Translation Kit
(Abbott Molecular):

- Col‘locar un tub Eppendorf de 0,5 pl en gel picat
- Afegir els seglients components en I'ordre indicat:
- (17,5 = x) pl d’aigua lliure de nucleases
- x pl de la solucié de DNA plasmidic que continguin 1 pg total
- 2,5yl Green-dUTP/Orange-dUTP/Aqua-dUTP 0,2 mM
- 5 pl de barreja dTTP 0,1 mM (20 pl d’aigua lliure de nucleases 1
10 pl de dTTP 0,3 mM)
- 10 pl de barreja ANTP mix (10 pl de dATP 0,3 mM, 10 pl de
dGTP 0,3 mM i 10 pl de dACTP 0,3 mM)
- 5 pl de 10X Nick Translation Buffer
- 10 pl de Nick Translation Enzyme
- Incubar 16 hores a 15 °C al termociclador PTC-100™ (M] Research, Inc)
- Aturar la reaccid incrementant la temperatura a 70 °C durant 10 minuts
- Transferir el volum de Nick Translation a un Eppendort de 1,5 ml
- Afegir 12,5 pl de DNA d’esperma de salmé (1 pg/ml)
- Afegir 6,25 pl d’acetat sodic 3 M
- Afegir 125 pl d’etanol 100% a -20 °C
- Agitar per inversid 1 deixar precipitant tota la nit a -20 °C
- Centrifugar 30 minuts a 4 °C a 14.000 rpm 1 extreure el sobrenedant
- Rentar el botd cel-lular amb 50 pl d’etanol 70% a -20 °C
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Centrifugar 6 minuts a 4 °C a 14.000 rpm i extreure el sobrenedant
Incubar 3 minuts a Pestufa a 37 °C

Afegir 50 ul de TE 1x

Incubar 15 minuts a 'estufa a 37 °C

Deixar reposar la solucid tota la nit a temperatura ambient

Mesclar en un nou tub Eppendorf 10 pl de la solucié amb 4 ul de Cotl
Col'locar els tubs oberts 2 hores 1 mitja a 45 °C fins que s’assequi el boto
cel-lular

Resuspendre el botd cellular amb buffer LSI

Emmagatzemar a -20 °C fins al moment de la seva utilitzacid

3.2.2.2. SELECCIO DE LES SONDES PER A L’ANALISI DEL MOSAICISME
SOMATIC PARENTAL

Pel que respecta a I'estudi del mosaicisme parental, es va utilitzar la mateixa

combinacié de sondes locus especifiques aplicada a l'estudi de la freqiiéncia de
delecions 1 duplicacions de la regid 22q11.2 en espermatozoides: LSI TUPLE1 1 LSI
ARSA (Taula 2).

3.2.2.3. FISH

Primerament es van realitzar els seglients rentats:

Rentar dues vegades durant 3 minuts en 2xSSC
Deshidratar en un gradient d’etanols (70%, 90% 1 100%) durant 2 minuts a
cada solucid

Deixar assecar a l'aire

A continuaci6, es va aplicar el protocol de FISH detallat a I'apartat de FISH en
espermatozoides amb les segiients variacions:
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Analisi d’inversions: el temps de desnaturalitzacié6 del DNA de la mostra
amb formamida al 70% es va reduir a 2 minut.

Analisi de mosaicisme parental: la temperatura de desnaturalitzacié de la
soluci6é de les sondes es va incrementar a 75 °C i, posteriorment, es va

realitzar una segona incubacid de 45 minuts a 37 °C.
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3.2.2.4. ANALISI MICROSCOPICA

L’analisi microscopica es va realitzar mitjangant un microscopi d’epifluorescencia
Olympus BX60 (Olympus, Barcelona, Espanya) descrit a lapartat 3.2.1.4 de
Materials 1 metodes. El microscopi estava acoblat a un sistema de captura d’imatges
Isis Imaging System (Metasystems).

La valoracié dels senyals d’hibridacié de lanalisi del mosaicisme parental es va
realitzar seguint els criteris generals d’analisi descrits a [apartat “FISH en
espermatozoides”: (i) inicament es van avaluar els nuclis de morfologia normal 1 no
solapats amb altres nuclis, (ii) els senyals d’'una mateixa sonda havien de tenir la
mateixa mida, intensitat i una distancia de separaci6 igual o superior al seu didametre
per considerar-se senyals independents.

D’acord amb aquests criteris generals, es van classificar els nuclis en quatre categories
segons les diferents combinacions de senyals ( ):

- Genotip normal: nuclis amb quatre senyals, dos senyals corresponents a la
sonda LSI TUPLE i els altres dos a la sonda LSI ARSA ( )

- Genotip delecid 22q11.2 en hemizigosi: nuclis amb tres senyals, dos senyals
corresponents a la sonda LSI ARSA i abséncia d’un senyal corresponent a
la sonda LSI TUPLE1 ( )

- Genotip delecid 22q13.3 en hemizigosi: nuclis amb tres senyals, dos senyals
corresponents a la sonda LSI TUPLE1 i absencia d’un senyal corresponent
a la sonda LSI ARSA

- Altres genotips: combinacions de senyals no representades en els tres

genotips anteriors

Normal Deleci6 22q11.2
() ® ®

Figura 9. Identificacié de genotips mitjancant FISH per a caracteritzar el mosaicisme per a la delecié
22q11.2 en limfocits. (A) Nucli amb genotip normal. (B) Nucli amb genotip delecié 22q11.2
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Respecte l'estudi de la inversié de 3 MD, la valoracié dels senyals d’hibridacié es va
realitzar seguint els criteris descrits previament pel nostre grup de recerca (Vergés et
al., 2017): (1) Gnicament s’analitzen els nuclis amb dos senyals de cada sonda
distribuits en dos haplotips diferenciats, (ii) es consideren informatius aquells
haplotips en els quals es pot distingir una distribucié de dos senyals de diferent color
agrupats (molt proxims o sobreposats) 1 un tercer senyal separat, (iii) el senyal
distanciat es troba separat dels altres dos per almenys el doble de la distancia que
separa els dos senyals agrupats.

Segons la distribucié de senyals de cada sonda es van distingir els haplotips normals
1 els haplotips que presentaven una inversid entre els LCR22-A 1 LCR22-D (

; ):

- Haplotip normal: el senyal verd es troba proper al vermell i allunyat del
senyal blau ( ).
- Haplotip amb la inversié: el senyal verd es troba proper al blau 1 allunyat

del senyal vermell ( ).

Figura 10. Identificaci6é d’haplotips per a caracteritzar la presencia de la inversié LCR22-A/LCR22-D en

nuclis interfasics. (A) Nucli amb dos haplotips normals (senyal verd prop de vermell i separat de blau).
(B) Nucli amb un haplotip amb la inversié (senyal verd prop de blau i lluny de vermell) i un de normal

3.2.2.5. ANALISI ESTADISTICA

En l'analisi del mosaicisme parental, la poblacié d’estudi estava formada per 28
progenitors transmissors de la delecid 22q11.2 a la seva descendéncia. Un progenitor
no es va poder analitzar degut a la baixa qualitat de la mostra. L’analisi de 27
progenitors no transmissors de la delecio es va constituir com a poblacié control.

Mitjancant la féormula del model estadistic de determinacié de la mida mostral
( ), es va calcular que l'analisi de 500 nuclis interfasics per a cada individu
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atorgava un grau de precisid del 5,76%, suficient per identificar la preséncia de
mosaicismes de grau baix o elevat (Silva et al., 2019).

En lanalisi d’inversions, la poblacié d’estudi estava formada pels 29 individus
transmissors de la delecié. Per altra banda, es va establir una poblacié control
formada per 16 individus, 5 dels quals eren individus de la poblacié general 1 11
eren progenitors de descendeéncia afecta per la SD22q11.2 no transmissors de la
delecid.

Com en els casos anteriors, es va calcular la mida mostral (Figura 7) 1 es va
comprovar que amb 'analisi de 100 haplotips informatius s’assolia una precisi6 del

12,88%, suficient per identificar una possible preséncia en heterozigosi de la inversi6
entre els LCR22-A 1 LCR22-D.

En ambdos estudis, es van realitzar comparacions respecte la poblacié control 1 a
nivell poblacional i una a nivell individual.

Préviament es va contrastar la normalitat dels resultats mitjancant el test estadistic
Shapiro-Wilk per tal d’aplicar el test estadistic de contrast de mitjanes adequat.

Es va comprovar si la freqiiencia de la delecié de la regié 22q11.2 que mostrava
cada individu era diferent de la que mostrava el conjunt de la poblacié control
mitjancant el test exacte de Fisher. Aquest mateix test es va aplicar per comparar la
freqiiéncia de T’haplotip normal i de T’haplotip invertit respecte el conjunt de la
poblaci6 control.

Ambdues comparacions es van realitzar amb un nivell de significacié de p<0,01
amb la finalitat de reduir falsos positius (errors tipus @).

Les dades es van analitzar utilitzant el programa R 1386 3.3.2 (R Core Team, 2013).

3.2.3. PCR

Per a determinar I’origen parental de la delecid 22q11.2 ens els descendents afectats
es va realitzar una analisi de microsatel-lits mitjancant la técnica de PCR. Es van
utilitzar les mostres de DNA genomic d’ambdds progenitors 1 del fill/a afecte/a
(Taula 1, Annex).

Es va aplicar un disseny experimental basat en la seleccidé de cinc seqiiencies
microsatel-lits a partir de la base de dades NCBI (Natzonal Center of Biotechnology
Information). Quatre d’aquests microsatel‘lits es localitzaven dins la regi6 critica
22q11.2, mentre que el cinque es localitzava fora d’aquesta regio (Figura 11). Aquest
disseny va permetre identificar origen parental del cromosoma portador de la
deleci6 1 determinar la mida del fragment delecionat.
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Figura 11. Posicid dels cinc microsatél-lits utilitzats per a determinar l'origen parental de la delecid
22q11.2ila seva mida

Les seqiiencies de microsatel-lits es van amplificar per PCR amb encebadors forward
(F) modificats amb un marcatge a Uextrem 5 (HEX o 6-FAM) (Roche Molecular
Solutions). La seqiiencia de nucleotids dels encebadors F 1 reverse (R), el marcatge
a 5’ dels encebadors F, la mida dels amplicons, la seva posicié cromosomica i la
temperatura d’hibridaci6 es detallen a la Taula 3.

Taula 3. Marcadors de microsatel-lits utilitzats en la determinacié de I'origen parental

Microsatel-lit Posicio Encebadors Marcatge l\(/l;ga)a hibr?jaci(’)
D2251638 22q11.21 :?égé‘ég‘éﬁg?ﬁéggfgéféTT H]_SX 93 55°C
asons | manar | FSGCTIOGIIET |
wason | anan | EATMCCTIMGOGOE |10
s | manar | FETTIAIGNGE | 0T oz | g
sy | manaz | FSCTOOUIGEE | o | 20 g

Es va preparar la reacci6 de PCR amb els reactius detallats a la Taula 4.
L’amplificaci6 es va dur a terme amb el termociclador MasterCycler ep (Eppendorf)
i seguint les segiients condicions: 10 minuts a 94 °C, 35 cicles de 30 segons a 94 °C,
30 segons a la temperatura d’hibridacié especifica per cada encebador (Taula 3), 35
segons a 72 °C 1 12 minuts a 72 °C.
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Taula 4. Reactius, concentracio i volums utilitzats en cada reaccié de PCR

Reactius Concentracio Volum (pl)/reaccié
H20 nucleasa free - 14,25 -x

10x buffer II - 2,5
MgCl2 25mM 2
dNTPs 2,5 mM cadascun 2

AmpliTaq Gold 250U 0,25
Encebador forward (F) 12,5 pmol/pl 2
Encebador reverse (R) 12,5 pmol/pl 2
DNA genomic 40-90 ng X
Volum final 25

3.2.3.1. ANALISI DE LES MOSTRES

Els productes de la reaccié de PCR es van analitzar per electroforesi capil-lar
mitjancant el seqiienciador automatic ABI 3130XL (Applied Biosystems) del Servei
de Genomica i Bioinformatica de la Universitat Autonoma de Barcelona
(https://sct.uab.cat/genomica-bioinformatica/).

Les dades obtingudes es van analitzar amb el programa Peak Scannver versi6é 2.0
(Applied Biosystems), que permet la visualitzacié dels perfils de grandaria dels
fragments amplificats de cada seqiiéncia microsatel lit i la seva comparacid en les tres
mostres d’interés (ambdods progenitors i la descendéncia afecta).

3.2.4. SEQUENCIACIO DE L’'EXOMA

Per a identificar variants de gens implicats en el procés de la HR 1 avaluar la seva
associacié amb el fenomen de la NAHR i la formacié de delecions es va seqiienciar
Iexoma de 9 progenitors (Taula 2, Annex). Es van seleccionar els pares que van
mostrar un increment en el nombre de delecions i duplicacions en espermatozoides
(4 individus: veure seccid 4.2 de Resultats), 1 cinc mares transmissores de la delecio
22q11.2. La seleccié de les mares transmissores es va realitzar a latzar, degut a la
impossibilitat d’analitzar oocits per comprovar si existia un increment en la
freqiiencia de delecions 1 duplicacions.
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3.2.4.1. ELABORACIO D'UN PANEL DE GENS IMPLICATS EN HR

Es va elaborar un panel de gens susceptibles de ser analitzats en relacié amb la seva
implicacié en fenomens de HR.

En primer lloc es van seleccionar els processos biologics que contenien les paraules
“homologous recombination” a la pagina d’ontologia geénica AmiGo 2
(http://amigo.geneontology.org/amigo). En segon lloc es va elaborar un llistat amb
els gens associats a aquests processos.

3.2.4.2. ANALISI DE L’'EXOMA

La seqiienciacié de 'exoma es va realitzar a través de la contractacid dels serveis de
Pempresa Sequentia Biotech (https://www.sequentiabiotech.com/). Es va utilitzar
la plataforma Illumina HiSeq 1 la tecnologia SureSelect Agilent v7, amb una
cobertura de 100x (18 Gb) 1 una lectura de 150 pb de llargada de cada fragment.
Les mostres de DNA es van desnaturalitzar 1 el DNA monocatenari obtingut es va
hibridar amb sondes de DNA especifiques per a les regions exoniques marcades amb
biotina. Posteriorment, es van seleccionar les regions biotinilades mitjancant perles
magnetiques d’estreptavidina, generant una llibreria de regions exoniques que es
van utilitzar per a la generacid de clisters i1 la seva seqlienciacid. Les dades crues
obtingues de la seqiienciacié es van processar per eliminar les lectures de baixa
qualitat abans de procedir al seu mapatge amb I’altima versi6é del genoma huma.

La identificacié de les variants géniques es va realitzar mitjancant la utilitzacié del
software proporcionat per la mateixa empresa de seqiienciacid, una plataforma
anomenada  GINO  (https://gino.sequentiabiotech.com/GENO/).  Aquesta
plataforma facilita el nimero total de variants géniques i ofereix la possibilitat de
filtrar-les segons el tipus (SNPs, delecions, insercions), significanc¢a clinica,
freqiiencia al-lelica 1 qualitat de mapeig. A més, dins de cada variant mostra els canvis
de nucleotids que s’han produit, la seva significanca clinica i la valoracié de
patogenicitat. A cada pestanya, ofereix enllacos amb diferents bases de dades, com
Ensembl, dbSNP o ClinVar, per poder ampliar la informacié d’una manera rapida
1 especifica.

Es van realitzar quatre filtratges per identificar variants amb una possible associacid
amb el fenomen de la NAHR:

- Filtratge 1: es van seleccionar les variants amb una significanca clinica
patogenica, probablement patogenica o de significat incert i amb una
freqiiencia de I’al-lel minoritari menor a I'1% (MAF<0,01).
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Filtratge 2: les variants resultants es van contrastar amb el panel de gens
(apartat 3.3.1 de Materials 1 metodes) per a identificar aquelles variants
geniques associades a la HR.

Filtratge 3: es va basar en levidencia de patogenicitat descrita en els
estandards del Col-legi America de Medicina Geénica 1 Genomica (ACMG)
i PAssociacié de Patologia Molecular (AMP) (Richards et al., 2015).
Aquests estandards valoren 1 combinen I'evidéncia de cada variant i les
classifiquen tenint en compte la freqliencia allélica, els resultats de les
analisis funcionals, les prediccions in silico, les analisis de segregacio 1 la
relacié genotip-fenotip. La combinacié d’aquestes dades permet classificar
les wvariants geniques en una de les seglients categories: benigne,
probablement benigne, variant de significat incert (VUS), probablement
patogenica i patogenica. A més, proporcionen una ponderacid per a estimar
el seu grau de patogenicitat. Cada criteri patogénic es pondera com a molt
fort (PVS1), fort (PS1-4), moderat (PM1-6) o de suport (PP1-5) i cada
criteri benigne es pondera com independent (BA1), fort (BS1-4) i de suport
(BP1-6). Cal remarcar que la numeracié dins de cada categoria és
Unicament per a ajudar a referir-se als diferents criteris 1 no indica que un
criteri amb un nombre més baix tingui major importancia que un criteri
amb un nombre més alt. Es van seleccionar les variants amb un ACMG
patogenic, probablement patogénic 1 VUS. A més, les variants VUS
seleccionades havien de complir almenys amb criteri patogenic PVS, PS,
PM, PP.

Filtratge 4: es van contrastar els resultats obtinguts en bases de dades de
prediccid de la patogenicitat segons I’efecte de la substitucié d’un aminoacid
i la conservacid filogenetica (SIFT, PolyPhen2, CADD, DANN,
FATHMM, Fathmm-MKL, PROVEAN, Mutation Taster, PhastCons i
PhyloP). Es van seleccionar les variants que mostraven un balan¢ més
patogénic que neutre en el conjunt de les bases de dades.

SIFT prediu si la substitucié d’'un aminoacid pot afectar la funcié de la proteina, en
base a ’homologia de seqiiéncies i la semblanca fisicoquimica entre els aminoacids
alternatius. PolyPhen2 és semblant a SIFT, pero també té en compte les estructures
3D de les proteines. CADD i DANN prediuen si la variant deriva d’un al-lel
perjudicial. PROVEAN es basa en ’homologia de seqiiéncies. Mutation Taster
utilitza el classificador de Bayes per a predir el potencial de malaltia d’una alteracid,
FATHMM i Fathmm-MKL es basen en l'associaci6 de la conservacié evolutiva de
les seqiiéncies amb puntuacions especifiques de les malalties. Finalment, PhastConst
1 PhyloP es basen en la conservacié filogeneética a partir d’alineacions de genomes
de vertebrats 1/0 mamifers.
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4.1. MIDA | ORIGEN PARENTAL DE LA DELECIO 22q11.2

La mida i 'origen parental i de la delecié en el fill/a afecte/a es van determinar en
les 29 families participants en aquest projecte de tesi.

La delecié de 3 Mb entre els LCR22-A i LCR22-D es va observar en 27 families
(93,10% dels casos). En canvi, la descendencia de les families 14 1 17 (6,90% dels
casos) presentava la delecié de 1,5 Mb, generada entre els LCR22-A i LCR22-B
(Taula 1, Annex).

La delecid va ser d’origen matern en 16 families (55,17%) i d’origen patern en les
13 families restants (44,83%) (Taula 1, Annex). Es va realitzar una prova binomial i
es va observar que no existia un biaix en l’origen parental (p=0,711).

A partir dels estudis publicats on es determinava I'origen parental de la SD22q11.2
es va realitzar una revisié de les dades per a comprovar en una mida mostral més
amplia I'existencia d’una preferéncia parental en la transmissié de la delecid 22q11.2.
Es van recopilar 21 estudis (inclos els resultats d’aquesta Tesi) 1 es va obtenir una
poblacid total de 866 families. La delecié era d’origen matern en 488 families
(56,35%) 1 d’origen patern en 378 families (43,65%). La prova binomial va
determinar una tendéncia materna en la transmissi6 de la delecid 22ql11.2
(p=0,0002) (Taula 3, Annex).

També es van revisar les dades publicades per als trastorns genomics recurrents més
freqiients especificats a la Taula 1. Es van seleccionar aquells trastorns amb un
nombre de casos informatius superior a 30 (Taula 5). Dels nou trastorns genomics
analitzats, set van mostrar un marcat biaix parental. En general, quan la regio critica
es localitzava propera al centromer I'origen parental era preferentment matern, en
canvi, mostrava un origen preferentment patern en una localitzacié més telomerica
(Taula 5).
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Taula 5. Resultats de la revisio bibliografica sobre I'origen parental dels trastorns genomics més

freqlients

Trastorn genomic cron]::)eg(‘i)?nica Incidéncia Total. a nollz;ltgeelllll g;iii:: Ti.pl.ls

(localitzacid) poblacié (%) (%) biaix
SEL‘TZZ’:Z' i;i;éa 1p36 (T) 1:5.000 80 (68,5755%) 3 1,2255%) (plf(it(fg;l 1
wii??qu(;;:ﬁg:m 4p163(T) 1:50.000 30 (16,27%) (83,2353%) (pfg,tg(r)gs’)
Sind;?nncl}el;e o 5p15(T) 1:15.000 97 (12,1327%) (87?653%) (ng,tg(r)gl)
Sinil;otl:se e 5435 (T) 1:14.000 41 (12,30%) (87,3;360%) (ng,tgggl)
Wislilril:;;gig:en 7q11.23 () 1:20.000 974 (525,;;%) (4;2?%%) (pl\i%giiie);,)
j:.:icrlz?g:ﬂaz 16p11.2 (C) 1:5.000 66 (89,53(3)%) (10,21%) (pid(;?ggn
Sfrilli]tcllnl::/l?ge(ileis 17p112(€)  1:15.000 56 (39,2229%) (60,3741%) (p'i%ﬂiié’f;)
ﬁf‘:{i%f’zi%% 17p12 () 1:5.000 79 (10,?3%) (89,7817%) (ng,tgggl)
lllsllcr:‘?)l(-i(::lx:eil((l)el\}:l 179112 (C) : 110 (81?802%) (18,21%%) (pidagegg 1)
(f;l:crlgnzl;c?f;az 22q11.2 (C) 1:4.000 866 (5532%) (433,22%) (piA&BeJSZ)

C: centromeérica
T: telomeérica

4.2. DELECIONS | DUPLICACIONS EN ESPERMATOZOIDES

4.2.1. DELECIONS | DUPLICACIONS DE LA REGIO 22q11.2

Es va analitzar un total de 211.970 espermatozoides procedents dels 21 pares que
van donar una mostra de semen, aproximadament 10.000 espermatozoides per
individu.

Els pares amb descendéncia afectada de la SD22q11.2 van mostrar una freqiiéncia
mitjana de delecions de 0,28%, amb una desviaci6 estandard (SD) de 0,25 1 un rang
de 0,03 a 0,93%. La freqiiéncia mitjana de duplicacions va ser del 0,12%, amb una
SD de 0,12 1 un rang de 0 a 0,59%. La freqliencia mitjana del sumatori de delecions
1 duplicacions va ser de 0,40%, amb una SD de 0,36 i un rang de 0,07 a 1,52%
(Taula 6). Aquestes dades es van comparar respecte les freqiiencies mitjanes descrites
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a la poblacié control (Molina et al., 2011). En cap de les tres comparacions es van
observar diferéncies significatives (Test Mann-Whitney, p=0,263, p=0,689,
p=0,542, respectivament).

D’altra banda, es va comparar a nivell poblacional la freqtiencia de delecions amb la
de duplicacions. Es va observar un increment significatiu de la freqiiéncia mitjana
de delecions en comparacié a la freqiiencia mitjana de duplicacions (Test de
Wilcoxon, p<0,0001), fet que indica la participacié de la NAHR intra-cromatide
en la generacié d’anomalies.

Taula 6. Resultats de FISH en espermatozoides de la freqiiéncia de delecions (del), duplicacions (dup),
sumatori de delecions i duplicacions (del+dup). En negreta i senyalat amb un asterisc s'indiquen les
freqiiéncies incrementades respecte la poblacié control.

Origen Normal del22q11.2 dup22q11.2 del+dup Altres

parental (%) (%) (%) Total

DGIP 29 Patern 10.000 (99,19) 24 (0,24) 11 (0,11) 35(0,35) 47 (047) 10.082

DG2P 48 Patern 10.000 (984) 57 (0,57)%b  20(0,200¢  77(0,77)* 86(0,86) 10.163

DG3P 44 Patern 9.927 (99,09) 19 (0,19) 13 (0,13) 32(0,32) 59(0,59) 10.018

DG6P 36 Patern 10.096 (98,87) 52 (0,52)%b 12 (0,12)¢ 64 (0,64)* 51(051) 10211

DG7P 30 Matern  10.000 (99,24) 28 (0,28)P 5 (0,05)¢ 33(0,33) 43(0,43) 10.076
DGS8P 39 Patern 10.000 (99,34)  18(0,18) 7(0,07) 25(0,25) 41(041) 10.066
DGIOP 33 Patern 9.948 (99,31) 13 (0,13) 10 (0,10) 23(0,23) 46 (0,46) 10.017
DG11P 37 Matern 9.930 (99,28) 25 (0,25) 16 (0,16) 41(0,41) 31(0,31) 10.002
F03-1 - Matern  10.008 (99,73) 3(0,03) 4 (0,04) 7(0,07)  20(0,20) 10.035
F04-1 - Matern  10.012 (99,65) 21 (0,21)b 3(0,03)¢ 24(024) 11(011) 10.047
F05-1 - Patern 10.013 (99,72) 4(0,04) 5 (0,05) 9(0,09)  19(0,19) 10.041
F10-1 - Matern ~ 10.011(98,34) 95(0,93)%b 60 (0,59)%¢ 155(1,52)* 14(0,14) 10.180
F12-1 - Matern  10.037 (99,46)  21(0,21) 14 (0,14) 35(0,35) 19(0,19  10.091
F13-1 35 Patern 10.004 (99,44)  19(0,19) 18 (0,18) 37(037) 19(0,19) 10.060

Fl4-1 41 Patern 10.061 (98,67) 94 (0,92)%b 26 (0,25)%¢ 120 (1,18)* 16 (0,16) 10.197

F15-1 36 Patern 10.006 (99,81) 12 (0,12)b 0 (0,00) 12(0,12)  7(0,07) 10.025
F16-1 53 Matern  10.004 (99,32) 26 (0,26) 12 (0,12) 38(0,38) 30(030) 10.072
F17-1 42 Matern  10.007 (99,46) 24 (0,24) 9 (0,09) 33(033) 21(021) 10.061
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F18-1 40 Matern  10.361 (99,87) 3(0,03) 6 (0,06) 9(0,09) 4(0,04) 10374
F20-1 38 Matern  10.035(99,51) 26 (0,26)P 4(0,04)¢ 30(0,30) 19(0,19) 10.084
F21-1 46 Matern  10.041(99,73) 10 (0,10) 4(0,04) 14(0,14) 13(0,13) 10.068
X (SD) 99,31 (0,43) 0,28 (0,25) 0,12 (0,12) 0,40 (0,36) 0,29 (0,20)

X
(Sp)?
IC
99%32
* Increment significatiu respecte la poblacié control
a Dades poblacié6 control (Molina et al., 2011)
b En la mateixa fila indica la distorsi significativa de la ratio 1:1 del:dup

99,08(0,29) 0,17 (0,09) 0,12 (0,09) 0,29 (0,17) 0,64 (0,17)

98,84-99,31 0,10-0,24 0,05-0,20 0,15-0,43  0,50-0,78

A continuacid, es va realitzar un estudi a nivell individual. Els individus DG2P,
DG6P, F10-1 i F14-1 van mostrar un increment significatiu del percentatge de
delecions en comparaci6 a les dades control (Test exacte de Fisher, p=1,04-10""%,
p=1,81-10", p<2,2:107'% i p<2,2:107', respectivament) (Taula 6). Tanmateix, les
frequiencies de delecions dels quatre individus es van situar fora del rang de
normalitat establert a la poblacié control (IC 99% = 0,10-0,24).

El risc de generar delecions en aquests individus en relaci6 a la poblacid control es
va estimar en una oportunitat relativa (OR) de 3,38 en l'individu DG2P; 3,07 en
I'individu DG6P; 5,64 en I'individu F10-1 1 5,57 en I'individu F14-1.

Pel que fa a les duplicacions, els individus F10-1 i F14-1 també van mostrar un
increment significatiu del percentatge de duplicacions (Test exacte de Fisher,
p<2,2:10"° i p=0,0015, respectivament) i es trobaven fora del rang de normalitat
establert a la poblacid control (IC 99% = 0,05-0,20). El risc de generar duplicacions
en aquests individus en relacié a la poblacié control es va estimar en una OR de
4,82 en I'individu F10-1 1 de 2,08 en I'individu F14-1.

De la mateixa manera que en la freqliencia de delecions, aquests quatre individus
també van mostrar un increment significatiu del percentatge del sumatori de
delecions 1 duplicacions (Test exacte de Fisher, p=1,02-10", p=2,73-10",
p<2,2:107"° 1 p<2,2:10", respectivament). Tanmateix, les freqiiéncies de delecions
1 duplicacions es van situar fora dels rang de normalitat establert a la poblacié control
(IC 99% = 0,15-0,43). El risc de generar delecions i duplicacions respecte la
poblacié control es va estimar en una OR de 2,63 en I'individu DG2P; 2,17 en
I'individu DG6P; 5,32 en I'individu F10-1 1 4,1 en 'individu F14-1.
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Aquestes dades es van posar en comua amb els resultats obtinguts de 'analisi d’origen
parental de la delecié 22q11.2 en el fill/a afecte/a (Taula 6). Es va observar que els
individus DG2P, DG6P 1 F14-1 eren els progenitors transmissors de la delecid a la
seva descendéncia. En canvi, en la familia F10, 'origen de la delecib era matern.

En relaci6 a la comparativa a nivell individual entre la freqiiéncia de delecions 1
duplicacions, 8 dels 21 casos analitzats van mostrar distorsions de la proporcié 1:1
exhibint increments de la freqiiéncia de delecions (Test exacte de Fisher, p<0,0001
en DG2P, DG6P, DG7P, F04-1, F14-1 i F20-1, p=0,0059 en F10-1 1 p=0,0005
en F15-1) (Taula 6). Es important destacar que 4 dels 8 individus identificats
corresponien als pares que van mostrar increments significatius de delecions respecte
la poblaci6 control.

Respecte a 'efecte de I’edat paterna, es van analitzar en conjunt els individus de la
poblaci6 control 1 de la poblacié d’estudi. No es va observar una correlacio positiva
significativa entre 'edat 1 la freqliencia de delecions (Correlacié6 de Spearman,
r=0,4663; p=0,0163), de duplicacions (Correlacié de Spearman, r=0,3453;
p=0,084), ni del sumatori de delecions i1 duplicacions (Correlaci6 de Spearman,
r=0,451; p=0,0208).

4.2.2. DELECIONS | DUPLICACIONS DE LES REGIONS 7q11.23 1 15q11-q13

En els 4 pares que presentaven un increment de delecions i duplicacions de la regié
22q11.2 es van analitzar les freqiiencies de delecions i duplicacions de les regions
critiques 7q11.23 (Taula 7) 1 15q11q13 (Taula 8). En total, es van analitzar 40.745
espermatozoides per la regié 7ql11.23 1 40.278 espermatozoides per la regid
15q11q13.

Primerament es va realitzar una comparativa a nivell poblacional de la freqiiencia
mitjana de delecions, de duplicacions 1 del sumatori de delecions i duplicacions de
cada regié critica entre els pares seleccionats 1 la poblacié control. No es van
observar diferéncies significatives en cap de les tres comparacions realitzades ni per
la regi6 critica 7q11.23 (Test de Mann-Whitney, p=0,045, p=0,356, p=0,944,
respectivament), ni en el cas de la regié 15q11q13 (Test de Mann-Whitney,
p=0,887, p=0,034, p=0,478, respectivament).

A nivell individual i en referéncia a la regié 7q11.23, els individus DG2P, DG6P i
F14-1" no van mostrar un increment significatiu ni de delecions (Test exacte de
Fisher, p=0,909, p=0,218, p=3,59-10"", respectivament) (IC 99%=0,12-0,30), ni
de duplicacions (Test exacte de Fisher, p=0,797, p=0,607, p=0,701,
respectivament) (IC 99%=0,12-0,21), ni del sumatori d’ambdues reorganitzacions
(Test exacte de Fisher, p=0,732, p=0,613, p=1,74-10", respectivament) (IC
99%=0,27-0,49) (Taula 7).
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En canvi, 'individu F10-1 va presentar un increment significatiu de la freqiiéncia
de delecions 1 del sumatori de delecions i duplicacions (Test exacte de Fisher,
p<2,2:107"°1 p=3,45-10", respectivament). El risc de generar delecions en aquest
individu en relacié a la poblacié control es va estimar en una OR de 3,78 i de 2,59
per la generacid de delecions 1 duplicacions (Taula 7).

Taula 7. Resultats de la freqliencia de delecions (del), duplicacions (dup), sumatori de delecions i
duplicacions (del+dup) de laregi6 7q11.23 en espermatozoides dels quatre progenitors que presentaven
un increment de delecions de la regi6é 22q11.2. En negreta i senyalat amb un asterisc, s'indiquen les
freqiiéncies incrementades respecte la poblacié control.

. Normal del7q11.23 dup7q11.23 del+dup Altres

Cod Total

o€ (%) (%) (%) (%) (%) o
DG2P 10.049 (99,05) 20 (0,20) 15 (0,15) 35(0,35) 61 (0,60) 10.145
DG6P 10.321 (99,14) 28 (0,28) 14 (0,13) 42 (0,41) 48 (0,46)  10.411
F10-1 10.000 (98,85) 79 (0,78)* 18 (0,18) 97 (0,96)* 19(0,19)  10.116
F14-1 10.064 (99,91) 4(0,04) 2(0,02) 6 (0,06) 3(0,03) 10.073
(S]);) 99,24 (0,46) 0,32 (0,32) 0,12 (0,07) 0,44 (0,38) 0,32 (0,26)
(S];()a 98,99 (0,54) 0,21 (0,10) 0,17 (0,06) 0,38 (0,14)

ic 98,55-99,43 0,12-0,30 0,12-0,21 0,27-0,49
9992 2 E i E i E E E

* Increment significatiu respecte la poblacié control
a Dades poblacié control (Molina et al.,, 2011)

Respecte a la regidé 15q11q13, els resultats van ser similars. Els individus DG2P,
DG6P i F14-1" no van mostrar increments significatius de delecions (Test exacte de
Fisher, p=0,150, p=0,498, p=0,002, respectivament) (IC 99%=0,14-0,30), de
duplicacions (Test exacte de Fisher, p=0,022, p=0,002, p=3,28-10",
respectivament) (IC 99%=0,14-0,34) ni del sumatori de delecions i duplicacions
(Test exacte de Fisher, p=0,588, p=0,007, p=4,46-10"", respectivament) (IC
99%=0,29-0,63) (Taula 8).

En l'individu F10-1 també es van observar un increment en la freqiiéncia de
delecions 1 del sumatori d’ambdues reorganitzacions (Test exacte de Fisher,
p=1,99-10"" 1 p=6,47-10"", respectivament). El risc de generar delecions en relaci6
a la poblaci6 control es va estimar en una OR de 2,79 i de 1,68 per la generaci6 de
delecions 1 duplicacions (Taula 8).
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Taula 8. Resultats de la freqtiencia de delecions (del), duplicacions (dup), sumatori de delecions i
duplicacions (del+dup) de la regié 15q11-q13 en espermatozoides dels quatre progenitors que
presentaven un increment de delecions de la regié 22q11.2. En negreta i senyalat amb un asterisc,
s’indiquen les freqiiéncies incrementades respecte la poblaci6 control.

Codi N(z(l;/:;al dellS(qo/:)l-qB d:};;S(g/:)l- de;‘-;od)up A(l:/l:);:s Total
DG2P 9.970 (99,27) 29 (0,29) 13(0,13) 42 (0,41) 31(0,31) 10.043
DG6P  10.048 (99,38) 18 (0,18) 10 (0,10) 28(0,28) 35(0,35) 10.111
F10-1  10.013(99,12) 61 (0,60)* 17 (0,17) 78 (0,77)* 11(0,11)  10.102
F14-1  10.008 (99,86) 8(0,08) 3(0,03) 11 (0,11) 3(0,03) 10.022
x (SD) 99,41 (0,32) 0,29 (0,23) 0,11 (0,06) 0,39(0,28) 0,20 (0,15)
(S§)a 99,17 (0,21) 0,22 (0,10) 0,24 (0,13) 0,46 (0,21)

ic 99,00-99,34 0,14-0,30 0,14-0,34 0,29-0,63
99%:2

* Increment significatiu respecte la poblacié control
a Dades poblacié control (Molina et al., 2011)

4.3. INVERSIO LCR22-A/LCR22-D

Es va analitzar un minim de 100 haplotips informatius per a cada un dels 16 individus
control 1 dels 29 progenitors transmissors de la delecié. En total es van analitzar
2.133 haplotips informatius per a la poblacié control 1 3.588 haplotips per a la
poblacié d’estudi.

Pel que fa a la poblacid control, la freqiiéncia mitjana d’haplotips normals va ser de
95,63%, amb una SD de 2,19 i un rang de 90,13 a 98,06%. La freqiiéncia mitjana
d’haplotips que presentaven la inversié va ser de 3,07, amb una SD de 1,95 i un
rang de 0,96 a 7,89% (Taula 9).
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Taula 9. Resultats de I'estudi de la inversio LCR22-A/LCR22-D en la poblacié control.

. Haplotips Haplotips .
Nuclis informatius r—— Genotip
(%)

C3 87 102 98 (96,08) 1(0,98) 3(2,94) N/N
C7 69 101 96 (95,05) 2(1,98) 3(2,97) N/N
C9 77 102 96 (94,12) 3(2,94) 3(2,94) N/N
C11 77 104 101 (97,12) 1 (0,96) 2(1,92) N/N
C14 75 103 101 (98,06) 1(0,97) 1(0,97) N/N
F01-1 107 138 134 (97,10) 3(2,17) 1(0,72) N/N
F02-1 120 170 163 (95,88) 7 (4,12) 0 N/N
F03-1 118 170 165 (97,06) 5(2,94) 0 N/N
F04-1 113 150 142 (94,67) 7 (4,67) 1(0,67) N/N
F05-2 69 101 99 (98,02) 1(0,99) 1(0,99) N/N
F08-1 106 86 83(96,51) 3(3.49) 0 N/N
F09-1 122 164 157 (95,73) 4(2,44) 3(1,83) N/N
F10-1 115 152 137 (90,13) 12 (7,89) 3(1,97) N/N
F11-2 116 162 155 (95,68) 6 (3,70) 1(0,62) N/N
F12-1 112 150 146 (97,33) 4(2,67) 0 N/N
F13-2 113 178 163 (91,57) 11 (6,18) 4(2,25) N/N

x (SD) 95,63 (2,19) 3,07 (1,95) 1,30 (1,11)

N: normal

La freqiiéncia mitjana d’haplotips normals en els progenitors transmissors de la
delecid 22q11.2 va ser de 95,38%, amb una SD de 2,00 1 un rang de 91,72 2 99,02%.
La freqliencia mitjana d’haplotips que presentaven la inversié va ser de 3,61, amb
una SD de 2,11 1 un rang de 0 a 7,84% (Taula 10).
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Taula 10. Resultats de I'estudi de la inversié LCR22-A/LCR22-D en la poblacié d’estudi.

. Haplotips
Nuclis illl-::?)ll;":l(::lltl:i’lsls Normal Inversié Genotip
(%) %) Altres (%)
DG1P 77 103 100 (97,09) 3(2,91) 0 N/N
DG2P 112 119 116 (97,48) 0 3(2,52) N/N
DG3P 86 102 101 (99,02) 1(0,98) 0 N/N
DG6P 103 110 104 (94,55) 3(2,73) 3(2,73) N/N
DG7M 78 103 101 (98,06) 2 (1,94) 0 N/N
DG8P 93 102 101 (99,02) 0 1(0,98) N/N
DG10P 93 102 97 (95,10) 2 (1,96) 3(2,94) N/N
DG11M 80 101 96 (95,05) 2 (1,98) 3(2,97) N/N
FO1-2 104 144 138 (95,83) 4(2,78) 2 (1,39) N/N
F02-2 122 177 174 (9831) 3(1,69) 0 N/N
F03-2 101 151 143 (94,70) 5(3,31) 3(1,99) N/N
F04-2 89 126 121 (96,03) 3(2,38) 2 (1,59) N/N
FO5-1 107 153 146 (95,42) 4(2,61) 3 (1,96) N/N
F08-2 101 123 118 (95,93) 5 (4,07) 0 N/N
F09-2 122 157 144 (91,72) 9 (5,73) 4(2,55) N/N
F10-2 106 157 151 (96,18) 5(3,18) 1(0,64) N/N
F11-1 124 178 169 (94,94) 9 (5,06) 0 N/N
F12-2 104 157 144 (91,72) 12 (7,64) 1(0,64) N/N
F13-1 111 158 152 (96,20) 3 (1,90) 3 (1,90) N/N
F14-1 83 106 100 (94,34) 6 (5,66) 0 N/N
F15-1 71 116 111 (95,69) 4 (3,45) 1(0,86) N/N
F16-2 73 107 100 (93,46) 7 (6,54) 0 N/N
F17-2 79 102 94 (92,16) 8 (7,84) 0 N/N
F18-2 66 100 95 (95,00) 3(3,00) 2 (2,00) N/N
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F19-1 66 108 100 (92,59) 7 (6,48) 1(0,093) N/N
F20-2 64 103 98 (95,15) 5(4,85) 0 N/N
F21-2 63 110 106 (96,36) 4 (3,64) 0 N/N
F22-1 75 109 101 (92,66) 7 (6,42) 1(0,92) N/N
F23-2 75 104 100 (96,15) 4 (3,85) 0 N/N
x (SD) 95,38 (2,00) 3,61(2,11) 1,02 (1,07)

N: normal

A nivell poblacional no es van observar diferéncies significatives entre la freqiiéncia
mitjana de 'haplotip que presentava la inversié entre els progenitors transmissors de
la deleci6 i la poblacié control (t Student, p=0,368).

A nivell individual, es va comparar la freqliencia de la inversi6 de la regié 22q11.2
de cada progenitor transmissor de la delecié amb el conjunt de la poblacid control,
mitjancant el test exacte de Fisher. En cap familia es va observar un valor de p
estadisticament significatiu. A més, cap individu va mostrar un percentatge de
I'haplotip invertit fora del rang de normalitat establert a la poblacié control (IC
99%=1,81-4,33) (Taula 10). Com a conseqliéncia, es va inferir que tots els
progenitors transmissors presentaven un genotip normal (N/N).

4.4. MOSAICISME

Es van analitzar 500 nuclis interfasics per cada un dels 27 individus control i dels 28
progenitors transmissors de la delecié. En total es van analitzar 13.575 nuclis
interfasics per la poblacié control i 14.095 pels progenitors transmissors.

Respecte a la poblacié control, la freqiiéncia mitjana de nuclis interfasics normals va
ser de 87,79%, amb una SD de 4,86 i un rang de 76,60 a 96,40%. La freqliencia
mitjana de nuclis que presentaven la delecidé de la regid 22q11.2 va ser de 4,00%,
amb una SD de 1,89 1 un rang de 1,53 a 7,94% (Taula 11).
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Taula 11. Resultats de mosaicisme somatic en la poblaci6 control.

Normal (%) Delecié 22q11.2 (%) Altres (%)
DG1M 463 (92,60) 13 (2,60) 24 (4,80) 500
DG2M 450 (90,00) 16 (3,20) 34 (6,80) 500
DG3M 466 (93,20) 13 (2,60) 21 (4,20) 500
DG6M 449 (89,80) 23 (4,60) 28 (5,60) 500
DG8M 435 (87,00) 28 (5,6) 37 (7,40) 500
DG10M 455 (91,00) 12 (2,40) 33 (6,60) 500
DG11P 441 (88,20) 15 (3,00) 44 (8,80) 500
F01-1 480 (96,00) 9 (1,80) 11 (2,20) 500
F02-1 473 (94,6) 11 (2,20) 16 (3,20) 500
F03-1 427 (85,23) 31(6,19) 43 (8,58) 501
F04-1 446 (89,20) 21 (4,20) 33 (6,60) 500
F05-2 441 (88,20) 22 (4,40) 37 (7,40) 500
F08-1 482 (96,40) 9 (1,80) 9 (1,80) 500
F09-1 448 (89,60) 26 (5,20) 26 (5,20) 500
F10-1 450 (90,00) 11 (2,20) 39 (7,80) 500
F11-2 452 (90,40) 9 (1,80) 39 (7,80) 500
F12-1 431 (83,85) 21 (4,09) 62 (12,06) 514
F13-2 427 (82,91) 15(2,91) 73 (14,17) 515
F14-2 422 (82,42) 26 (5,08) 64 (12,50) 512
F16-1 461 (87,98) 8(1,53) 55 (10,49) 524
F17-1 437 (86,71) 14 (2,78) 53 (10,51) 504
F18-1 409 (79,88) 42 (8,20) 61(11,92) 512
F19-2 417 (82,74) 40 (7,94) 47 (9,32) 504
F20-1 414 (81,02) 33 (6,46) 64 (12,52) 511
F21-1 433 (88,19) 23 (4,68) 35(7,13) 491
F22-2 383 (76,60) 31 (6,20) 86 (17,20) 500
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F23-1 422 (86,65) 21 (4,31) 44 (9,04) 487

X (SD) 87,79 (4,86) 4,00 (1,89) 41,41 (3,67)

La freqiiéncia mitjana de nuclis interfasics normals en els progenitors transmissors de
la deleci6 va ser de 85,24%, amb una SD de 16,46 i un rang de 6,40 a 96,00%. La
freqiiencia mitjana de nuclis que presentaven la delecié de la regioé 22q11.2 va ser
de 6,68%, amb una SD de 14,90 1 un rang de 0,79 a 82,20% (Taula 12).

Taula 12. Resultats de mosaicisme somatic en la poblacié d’estudi.

Normal (%) Delecié 22q11.2 (%) Altres (%)
DG1P 454 (90,26) 12 (2,39) 37 (7,36) 503
DG2P 443 (88,60) 14 (2,80) 43 (8,60) 500
DG3P 450 (90,00) 31(6,20) 19 (3,80) 500
DG6P 457 (91,40) 23 (4,60) 20 (4,00) 500
DG8P 483 (96,60) 8 (1,60) 9 (1,80) 500
DG10P 444 (88,80) 28 (5,60) 28 (5,60) 500
DG11M 440 (88,00) 14 (2,80) 46 (9,20) 500
FO1-2 477 (95,40) 4(0,80) 19 (3,80) 500
F02-2 480 (96,00) 12 (2,40) 8 (1,60) 500
F03-2 459 (91,80) 15 (3,00) 26 (5,20) 500
F04-2 444 (88,80) 26 (5,20) 30 (6,00) 500
F05-1 444 (88,80) 26 (5,20) 30 (6,00) 500
F08-2 464 (92,80) 17 (3,40) 19 (3,80) 500
F09-2 463 (92,60) 18 (3,60) 19 (3,80) 500
F10-2 456 (91,20) 14 (2,80) 30 (6,00) 500
F11-1 450 (90,00) 16 (3,20) 34 (6,80) 500
F12-2 438 (85,21) 13 (2,53) 63 (12,26) 514
F13-1 409 (79,88) 23 (4,49) 80 (15,63) 512
F14-1 412 (81,91) 29 (5,77) 62 (12,32) 503
F15-1 492 (95,72) 10 (1,95) 12 (2,33) 514
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F16-2 419 (82,81) 23 (4,55) 64 (12,64) 506
F17-2 32 (6,40) 411 (82,20)* 57 (11,40) 500
F18-2 473 (92,93) 4(0,79) 32 (6,28) 509
F19-1 442 (84,03) 38 (7,22) 46 (8,75) 526
F20-2 405 (79,41) 37 (7,25) 68 (13,34) 510
F21-2 382 (75,94) 21 (4,17) 100 (19,89) 503
F22-1 389 (77,49) 25 (4,98) 88 (17,53) 502
F23-2 414 (83,98) 27 (5,48) 52 (10,54) 493
X (SD) 85,24 (16,46) 6,68 (14,90) 40,75 (4,81)

* Increment significatiu respecte la poblacié control

A nivell poblacional no es van observar diferéncies significatives entre la freqiiéncia
mitjana de nuclis interfasics normals ni de la de nuclis amb la delecié de la regid
22q11.2, entre els progenitors transmissors i la poblacié control (Test Mann
Whitney, p=0,726 1 p=0,772, respectivament).

En canvi, a nivell individual, la progenitora transmissora F17-2 va presentar un
increment significatiu del percentatge de delecions (Test exacte de Fisher, p<2,2-10

19), que es trobava allunyat del rang de normalitat de la poblacié control (IC

99%=3,06-4,94) (Taula 12) 1 mostrava una OR de 110,39.

4.5. SEQUENCIACIO DE L’EXOMA

Per al’elaboracié del panel de gens associats amb fenomens de recombinacid, es van
identificar 10 processos biologics relacionats amb HR a la base de dades AmiGo 2
(Taula 13). Dels 521 gens associats als processos seleccionats, 334 eren comuns entre
les diferents vies. Després de fer el triatge, el llistat definitiu va constar de 187 gens
(Taula 4, Annex).
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Taula 13. Relacié de processos biologics relacionats amb recombinacié homologa i niumero de gens

associats
Procés biologic BTEIDE
gens
Recombinacié homologa 0035825 79
Reparacié de trencamepts de dobl‘e cadena mitjangant 0000724 223
recombinacié homologa
Recombinacié mitotica 0006312 34
Regulaci6 positiva de la reparacié de trencaments de
" S N 1905168 14
doble cadena mitjancant recombinacié homologa
Regulaci6 de la reparacié de tr.encaltrlnents \de doble 0010569 57
cadena mitjancant recombinacié homologa
Regulaci6 negativa de la reparaci6 de trencaments de
- o N 2000042 25
doble cadena mitjancant recombinacié homologa
Recombinacié reciproca meiotica 0007131 78
Punt de control de recombinacié meiotica 0051598 4
Processament de la forquilla de repllca.c’lo mitotica 1990426 2
dependent de la recombinacid
Reparacié de trencament§ de.c%oble. ngena implicats 1990918 5
en la recombinacié meiotica

GO: numero ontologia génica

Fls resultats de ’analisi de 'exoma en els 9 individus analitzats van identificar un

total de 1.984.040 variants. Tal i com mostra la Taula 14, es van realitzar 4 filtratges

per a seleccionar les variants amb més evideéncies d’associacié amb el fenomen de la
NAHR:
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Filtratge 1: mitjancant la plataforma GINO, es van seleccionar 3.129
variants que complien els requisits de tenir una MAF<0,01 i una
significanca clinica patogenica, probablement patogenica o VUS.

Filtratge 2: es van seleccions les variants que afectaven els gens que
formaven part del panel establert. Es van identificar un total de 20 variants
(Taula 5, Annex).

Filtratge 3: es va analitzar el grau de patogenicitat de les variants tenint en
compte els estandards ACMG 1 AMP. Es van escollir variants classificades
com a patogéniques, probablement patogéniques o VUS i les ponderades
amb un grau de patogenicitat major, la qual cosa va permetre seleccionar
10 variants (Taula 5, Annex).

Filtratge 4: la predicci6é de patogenicitat de les variants mitjancant analisis
1n silico va seleccionar un total de 6 variants (Taula 6, Annex).



Resultats ‘):'2{.}

.
£

Taula 14. Procés de filtratge de les variants géniques per a cada individu seqiienciat. Filtratge 1:
potencial deleteri i MAF<0,01. Filtratge 2: llistat de gens implicats en HR. Filtratge 3: criteris de
patogenicitat de les guies ACMG. Filtratge 4: efecte del canvi nucleotidic i implicaci6 filogenética

Individu Total variants Filtratge 1 Filtratge 2 Filtratge 3 Filtratge 4
DG2P 238.867 360 2 1 0
DG6P 219.450 387 2 0 0
F02-2 217.050 335 3 3 2
F03-2 210.665 329 0 0 0
F04-2 197.821 309 3 1 1
F09-2 200.353 371 4 4 3
F10-1 223.834 330 1 0 0
F10-2 246.725 357 1 0 0
F14-1 229.275 351 4 1 0
Total 1.984.040 3.129 20 10 6

En la Taula 15 es mostren les 6 variants géniques resultants, totes elles pertanyents
a tres de les mares transmissores analitzades.
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5.1. MIDA, ORIGEN PARENTAL DE LA DELECIO | MOSAICISME

5.1.1. MIDA | ORIGEN PARENTAL DE LA DELECIO

La determinacid de lorigen parental de la delecié 22q11.2 en el fill/a afecte/a s’ha
realitzat amb la finalitat d’avaluar Pexisténcia de diferéncies en la freqiiéncia de
transmissio de la delecid entre homes 1 dones. A més, en el cas dels pares ha servit
per comprovar si hi havia una associacid entre la freqiiencia de delecions 22q11.2
observades en espermatozoides 1 la preséncia de la deleci6 22q11.2 en la
descendéncia afecta. Tanmateix, el disseny de I'estudi per a la determinacié de
lorigen parental ha permes reconeixer la mida de la delecid que ocasiona la

SD22q11.2 en cada familia.

Es conegut que existeixen diferéncies entre la recombinacié meiotica d’homes i
dones. Les taxes de recombinacid masculina tendeixen a ser més baixes 1 localitzades
en posicions cromosomiques terminals respecte la recombinacié femenina (Bherer
et al., 2017; Broman et al., 1998; Kong et al., 2002). D’altra banda, s’ha descrit
Pexistencia de punts calents de recombinacid especifics que varien entre homes i
dones (Coop et al., 2008; Duyzend et al., 2016). Aquestes caracteristiques
diferencials s’han relacionat amb el biaix parental que presenten alguns trastorns
genomics recurrents.

S’ha descrit un biaix patern en sindromes causades per reorganitzacions produides
per la NAHR en regions properes als telomers, com a la regié 4p16.3 causant de la
sindrome de Wolf-Hirschhorn (Dallapiccola et al., 1993; Quarrell et al., 1991;
Tupler et al., 1992; Wieczorek et al., 2000), o la regié 5935.3 que dona lloc a la
sindrome de Sotos (Miyake et al., 2003; Tatton-Brown et al., 2005). En canvi, en
sindromes on la regid critica es troba més a prop del centromer, com la sindrome
de la delecié proximal 16p11.2 o la de la microdelecié NF1, que afecta a la regid
17q11.2, s’ha descrit un clar biaix matern (Ainsworth et al., 1997; Duyzend et al.,
2016; Lazaro et al., 1996; Lopez Correa et al.,, 2000; Neuhiusler et al., 2018;
Steinmann et al., 2008; Upadhyaya et al., 1998).

No obstant, aquesta relacié no s’evidencia en tots els trastorns genomics. En el cas
de la sindrome de la delecié 1p36 s’esperaria un biaix patern, ja que la regid critica
es troba prop del telomer, pero s’ha descrit una transmissid materna preferent
(Heilstedt et al., 2003; Shapira et al., 1997; Wu et al., 1999). De manera similar, en
la sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A, en la qual s’ha descrit un biaix
patern (Bort et al., 1997; Lee et al., 2020; Lopes et al., 1997; Palau et al., 1993;
Wise et al., 1993), s’esperaria un biaix matern. A més a més, hi ha trastorns genomics
pels quals no s’ha descrit cap tipus de biaix parental, com és el cas de la sindrome de
Williams (Baumer et al., 1998; Dutra et al., 2011; Hobart et al., 2010; Morris et al.,
2015; Pérez-Garcia et al., 2015; Thomas et al., 2006; Wu et al., 1998) o de la
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sindrome de Smith-Magenis (Greenberg et al., 1991; Potocki et al., 2003), i en
ambdds casos la regid critica es situa prop del centromer (Taula 5).

En el cas concret de la SD22q11.2, els resultats publicats fins al moment sén
contradictoris. Alguns autors han descrit un biaix matern que coincideix amb la
localitzacié centromerica de la regid critica (Bassett et al., 2008; Chung et al., 2001;
Delio et al., 2013; Demczuk et al., 1995; Driscoll et al., 1992; Lu et al., 1999;
Michaelovsky et al., 2008; Seaver et al., 1994; Torres-Juan et al., 2007), mentre que
altres autors descriuen un nombre equivalent de casos amb origen matern i patern
(Baumer & Riegel, 2004; Baumer et al., 1998; Eliez et al., 2001; Fokstuen et al.,
1998; Morrow et al., 1995; Ryan et al., 1997; Saitta et al., 2004; Sandrin-Garcia et
al., 2007; Thomas et al., 2006; Trost et al., 2000; Vittorini et al., 2001). Els nostres
resultats segueixen aquesta linia ja que no s’han observat diferéncies significatives
entre I'origen parental de la deleci6 22q11.2.

Els resultats poc concloents i en alguns casos contradictoris descrits als paragrafs
anteriors poden estar associats a limitacions relacionades amb mides mostrals molt
baixes. Amb la finalitat d’eliminar aquesta limitacié vam realitzar una revisio
bibliografica recollint els resultats publicats pels trastorns genomics recurrents més
freqiients (Taula 1). Pel que fa ala SD22q11.2, d’'una poblacid total de 866 individus
afectats, un 56,35% del casos presentava un origen matern de la delecié 22q11.2 i
un 43,65%, patern (Taula 3, Annex). L’analisi estadistica va mostrar un increment
significatiu de casos en que la delecid era d’origen matern. El mateix resultat es va
observar en el cas de la sindrome de la delecié 16p11.2 1 de la microdelecié NF1,
ambdues amb localitzacié centromeérica de la regid critica. No obstant, el biaix
observat en la SD22q11.2 té menor intensitat que el descrit en les altres sindromes
analitzades (Taula 5), on el percentatge de casos amb origen matern és superior al
80% (81,82% en la sindrome de la microdelecié NF1 1 89,39% en la sindrome de la
delecié proximal 16p11.2). D’altra banda, en sindromes amb regions critiques
properes a la regid telomerica es va observar un biaix patern. El percentatge de casos
amb origen patern també és superior al 80% (83,33% en la sindrome de Wolf-
Hirschhorn, 87,63% en la sindrome de Cri du Chat i 87,80% en la sindrome de
Sotos).

A mode de resum, tot 1 que alguns resultats indiquen una certa influéncia del sexe 1
la localitzacié cromosomica de la regid critica sobre lorigen parental dels
esdeveniments de NAHR, aquesta associacié no s’observa en tots els casos 1
suggereix la participacioé d’altres factors en el resultat final.

L’estudi de l'origen parental també ha permes identificar la mida de la delecié que
ocasiona la SD22q11.2 en la descendéncia. Entre els LCR22-A 1 LCR22-D es
produeix la delecié majoritaria, que representa 3 Mb del cromosoma 22. La segueix
la delecié entre els LCR22-A i LCR22-B, que representa 1,5 Mb 1 causa la
SD22q11.2 en el 7% dels casos (Carlson et al., 1997). La utilitzacié de marcadors de
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tipus microsatel-lits situats al llarg de la regi6é delimitada pels LCR-A 1 LCR-D ha
permes diferenciar els dos tipus de delecions en funcié de la preséncia o abséncia
dels marcadors. Els resultats observats s’ajusten als resultats esperats. La delecio de 3
Mb es va observar en 27 families i només dues families van presentar la delecié de
1,5 Mb.

5.1.2. MOSAICISME SOMATIC PARENTAL

Els progenitors de la nostra poblacié d’estudi varen ser informats, per part dels
centres hospitalaris que van aportar les mostres, com individus sense trets fenotipics
relacionats amb la SD22q11.2. No obstant, amb la finalitat d’excloure la preseéncia
de mosaicisme somatic es va realitzar un estudi per analitzar la preséncia de delecions
de la regi6é 22q11.2 en limfocits dels progenitors transmissors de la delecid.

La majoria dels individus analitzats van mostrar percentatges de cel-lules portadores
de la delecié equivalents als descrits en poblacid control i, per tant, es va excloure
la presencia de mosaicisme com a causa de la delecié diagnosticada en la seva
descendéncia. No obstant, es va observar que la progenitora transmissora de la
familia 17 presentava un alt grau de mosaicisme (82,20%) per a la delecié 22q11.2.

Aquests resultats van ser comunicats al centre hospitalari que, en revisar el cas, va
informar que 'individu presentava algunes caracteristiques fenotipiques compatibles
amb la SD22q11.2, com el nas tubular amb ales hipoplasiques, lleugera
blefarofimosis, dits allargats 1 lleugeres dificultats d’aprenentatge. Tal i com va
descriure Van Hemel, els progenitors mosaics per la delecid 22q11.2 poden
presentar un rang molt variable d’afectacions fenotipiques, 1, molts cops, es
diagnostiquen un cop s’ha detectat la delecié a la descendéncia (Van Hemel et al.,
1995). Tot 1 que en alguns casos la presencia de mosaicisme per la SD22q11.2 és
asimptomatic 1 sol ser imperceptible, contribueix a I'aparicié d’una delecid
hereditaria (Halder et al., 2008). En aquests casos s’assumeix que el risc de
transmissié de les cél'lules portadores de T'alteracié és del 50% i, per tant,
s’incrementa notablement el risc de transmissié 1 recurréncia. En aquest sentit, s’han
descrit altres casos de mosaicisme somatic per a la regidé 22q11.2 en progenitors
d’individus purs afectes per la SD22q11.2 (Chen et al., 2019; Kasprzak et al., 1998).
També s’han descrit casos en qué ambdues generacions presentaven mosaicisme per
la SD22q11.2 (Chen et al., 2004; Patel et al., 2006).

De fet, la situacié de mosaicisme descrita en la regié 22q11.2 també succeeix en
altres situacions en qué progenitors asimptomatics d’individus afectes de trastorns
genomics presentaven mosaicisme somatic. Campbell descriu que el 4% dels
progenitors amb descendéncia afectada per un trastorn genomic recurrent presenten
mosaicisme somatic per la reorganitzacié transmesa (Campbell et al., 2014), un
percentatge similar al descrit a la nostra poblacié (1 de 29; 3,4%). Aixo indica la
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importancia de 'estudi de mosaicisme en l'estimacié del risc de recurrencia 1 la
millora de 'assessorament genétic que rebrien les families afectes.

5.2. FISH EN ESPERMATOZOIDES

L’estudi d’espermatozoides mitjancant la técnica de FISH permet analitzar un gran
nombre de cel-lules de manera directa 1 individualitzada. Aquest fet permet valorar
la freqiiéncia d’anomalies cromosomiques que es produeixen en baixa freqiiéncia
(Downie et al., 1997; Egozcue et al., 1997). La técnica de FISH s’ha utilitzat per un
ampli espectre d’estudis citogenétics en espermatozoides adrecats a determinar el
risc de transmissié de determinades anomalies cromosomiques a la descendéncia. Es
tracta d’una técnica adequada per a la valoracid de delecions i duplicacions causades
per esdeveniments de NAHR ja que permet avaluar el risc de transmissié aixi com
el tipus de NAHR predominant que origina els gametes amb anomalies.

5.2.1. RISC DE TRANSMISSIO

En el conjunt de la poblacid de pares amb descendéncia afecta per la SD22q11.2 no
es va observar una susceptibilitat incrementada de generar delecions de la regid
22q11.2 en comparacié amb la poblacid control. No obstant, a nivell individual es
van identificar quatre pares (DG2P, DG6P, F10-1, F14-1) amb un increment
significatiu en el nombre de delecions de la regid6 22q11.2 en els seus
espermatozoides En aquests individus, el risc de generar delecions es va estimar a
partir de estadistic Odds Ratio entre 315 vegades superior al de la poblacid control.
Aix¢ indica que gairebé el 15% de les families analitzades en aquesta Tesi presenten
un risc superior de transmissio 1 de recurréncia i, conseqiientment, requeririen d’un
procés d’assessorament genétic particular.

En aquest sentit, per determinar si en aquests individus la susceptibilitat a la NAHR
es trobava focalitzada Gnicament a la regié 22q11.2, es va analitzar la freqiiéncia de
delecions en espermatozoides d’altres regions inestables del genoma, com la regid
7q11.23 1 15q11-q13, corresponents a la sindrome de Williams 1 la sindrome de
Prader-Willi, respectivament. Els individus DG2P, DG6P 1 F14-1 no presentaven
increment de delecions en les altres regions. Aquest fet indica que en aquests
individus els factors de predisposicié a la NAHR afecten preferentment la regié
22q11.2. En canvi, I'individu F10-1 presentava un increment de delecions per la
regié 7q11.23 1 15q11-q13 la qual cosa ens suggereix un efecte generalitzat a la
NAHR en aquest cas particular.

Finalment, vam relacionar 'increment de delecions en espermatozoides dels quatre
pares amb la transmissié paterna de la delecié 22q11.2 a la descendeéncia. En tres
dels quatre casos els dos fets es van poder vincular (DG2P, DG6P 1 F14-1). Per
contra, F10-1, malgrat ser el pare amb un increment més significatiu 1 mostrar una
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NAHR generalitzada, no va ser el progenitor transmissor de la delecié. Aquest fet
planteja dues possibilitats: (i) que la mare d’aquesta familia també presenti una major
susceptibilitat a la NAHR que hagi predisposat a la SD22q11.2 a la descendéncia,
cosa que faria sospitar que la susceptibilitat a la NAHR es degui a una causa
ambiental, o (ii) que, per probabilitat, la susceptibilitat a la NAHR del pare no
estigui relacionada amb D'afectacié de la SD22q11.2 de la descendeéncia, ja que, tot
i mostrar un increment de la freqiiencia de delecions en els espermatozoides, també
presentava espermatozoides no portadors de delecions.

5.2.2. TIPUS DE NAHR

Les delecions es poden produir per dos mecanismes de NAHR que originen
productes complementaris diferents. Una NAHR inter-cromatide en LCR
orientats de forma directa genera delecions i duplicacions, en canvi, una NAHR
intra-cromatide genera delecions 1 anells acéntrics (Gu et al., 2008).

Per a determinar la participaci6é de la NAHR inter-cromatide i/0 intra-cromatide
en la generacid de delecions 22q11.2, es va comparar la freqliencia de delecions i la
de duplicacions de la regi6 22q11.2.

A nivell poblacional es va observar un increment significatiu de les delecions
respecte les duplicacions (p<0,0001), fet que indica la participacié de la NAHR
intra-cromatide en la generacié de delecions. L’analisi individual de les mostres va
indicar que aquesta situacid no es produeix en tots els casos. Només 8 dels 21 casos
analitzats van mostrar diferéncies significatives entre la freqiiéncia de delecions i la
de duplicacions, fet que indica la participacidé de la NAHR intra-cromatide en la
generacié d’anomalies. Cal destacar que quatre d’aquests individus es van classificar
com a individus de risc. Aixi doncs, els nostres resultats apunten a un augment del
fenomen de la NAHR intra-cromatide en els individus que presenten un increment
significatiu de delecions 22q11.2. Aquest fet també s’ha descrit en altres trastorns
genomics, com la sindrome de Prader-Willi (Molina et al., 2010), on s’ha atribuit
la participacidé de la NAHR intra-cromatide a I'increment de delecions de la regid
critica en pares transmissors.

5.2.3. AVALUACIO DELS FACTORS DE PREDISPOSICIO

5.2.3.1. INVERSIONS

Uns dels factors de predisposicid estudiats va ser la inversid de la regié 22q11.2 en
progenitors transmissors d’aquesta delecié. Tal i com s’ha observat en altres
sindromes causades per microdelecions, com la sindrome de Williams (Hobart et
al., 2010; Osborne et al., 2001; Scherer et al., 2005), la sindrome de Prader-Willi
(Gimelli et al., 2003; Molina et al., 2012), la sindrome Smith-Magenis (Yang, Fi
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guera, et al., 1997) o la sindrome de la deleci6 17q21.31 (Rao et al., 2010), la
presencia d’una inversid en la regié critica causant de la sindrome incrementa la
probabilitat de que es produeixin fenomens de NAHR. L’explicacié a aquest fet és
que la presencia d’'una inversi6 en heterozigosi pot originar geometries
d’aparellament a paquiteé que afavoririen fenomens de NAHR (Feuk, 2010).

No obstant, els resultats de la nostra poblacié descarten la preséncia de la inversio
com a factor de predisposicié 1 donen suport a resultats previs descrits per altres
autors (Gebhardt et al., 2003; Saitta et al., 2004). De fet, tenint en compte totes les
dades publicades 1 les descrites en aquesta Tesi, s’han analitzat un total de 69
progenitors transmissors de la SD22q11.2 i en cap cas s’ha identificat la inversi6 de
3 Mb com a factor de predisposicid per a la SD22q11.2

Aixi doncs, la preséncia d’una inversid de la regid critica que predisposi a
reorganitzacions secundaries no ocorre en tots els trastorns gendmics i suggereix que
la formacié de la inversi6 d’una regié flanquejada per LCR es podria veure
condicionada per les caracteristiques arquitectoniques dels LCR involucrats.

5.2.3.2. EDAT

No hi ha consens sobre si I'edat paterna promou la inestabilitat genomica. Alguns
autors apunten un increment d’anomalies cromosomiques en espermatozoides
(Asada et al., 2000; Bosch et al., 2003; Sloter et al., 2007) o de mutacions originades
de novo (Kong et al., 2012) a mesura que s’incrementa ’edat de I’home. En canvi,
altres autors determinen que I'edat té un efecte poc significatiu (Brandt et al., 2019;
Kurahashi & Emanuel, 2001; Plastira et al., 2007). En aquesta linia, en un estudi
sobre la generacié de novo de translocacions reciproques entre els cromosomes 11
1 12 en espermatozoides, no es va observar un efecte de I’edat (Kato et al., 2007).
Tampoc s’ha relacionat amb la freqiiéncia de recombinacié meiodtica i la longitud
del complex sinaptonemal (Lynn et al.,, 2002) ni amb la taxa de recombinacid
al-lelica (Broman et al., 1998; Kong et al., 2004), ambdoés fenomens de naturalesa
meiotica.

En la nostra poblacié d’estudi, la freqtiencia de delecions, duplicacions 1 del sumatori
de delecions 1 duplicacions de la regid 22q11.2 en espermatozoides no s’ha
correlacionat amb I’edat dels individus. Aquestes dades recolzen els resultats d’altres
autors en els quals no relacionen fenomens de NAHR amb ’edat paterna. Sibbons
no va trobar una associacié entre 'edat paterna i la generacié de reorganitzacions
cromosomiques originades per la NAHR (Sibbons et al., 2011). Tampoc es van
observar diferéncies en lefecte de I'edat entre controls 1 pares de fills afectes en
regions flanquejades per LCR (Hehir-Kwa et al.,, 2011). En diferents trastorns
genomics, com la SD22q11.2 (Bassett et al., 2008; Delio et al., 2013; Saitta et al.,
2004; Vergés et al., 2014), la sindrome de Prader-Willi (Kinoshita et al., 2019;
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Molina et al., 2010), la sindrome de Wolf~-Hirschhorn (Quarrell et al., 1991) i la
sindrome de Sotos (Miyake et al., 2003), I’edat paterna no constitueix un factor de
predisposicid

5.2.3.3. PRESENCIA DE VARIANTS GENIQUES PATOGENIQUES

La HR ila NAHR es produeixen a partir de la mateixa maquinaria cel-lular (Hurles
& Lupski, 2006). Per tant, la preseéncia de variants géniques en gens implicats en la
HR podrien originar productes no funcionals o menys eficients que podrien generar
patrons de recombinacié diferents 1 incentivar fenomens de NAHR. A mode
d’exemple, en alguns trastorns gendmics, s’ha suggerit que determinades variants
al-leliques de PRDAM9 modularien la recombinacié meiotica, esdevenint un factor
de predisposicioé (Berg et al., 2010; Borel et al., 2012). Altres autors han indicat que
la taxa de recombinacié es podria veure modulada per variants géniques de RNF212
(Chowdhury et al., 2009; Fledel-Alon et al., 2011; Kong et al., 2008).

Aixi doncs, Panalisi de la preséncia de variants geéniques en els pares considerats de
risc ens podria permetre vincular els increments significatius de la freqliencia de
delecions de la regi6 22q11.2 en espermatozoides identificats amb fenomens de
NAHR alterats. Especialment aportaria una major claredat a entendre la
susceptibilitat a la NAHR generalitzada que presenta I'individu F10-1. D’altra
banda, en el cas de les mares transmissores, 1 davant la impossibilitat d’analitzar els
odcits per comprovar la susceptibilitat a la NAHR durant I’'oogénesi, I’analisi de les
variants podria ser una eina en la identificacié de mares amb un increment del risc
de transmissio.

Del total de variants géniques identificades, 1 després dels diferents filtratges aplicats,
es van seleccionar 6 variants amb una possible associacié amb el fenomen de la
NAHR. Totes les variants es presentaven en heterozigosi, cinc es van identificar en
regions exoniques 1 van generar un canvi missense, mentre que la variant restant es
va anotar a la regié 3'UTR del gen.

La variant corresponent al gen PRDMY es va localitzar en la progenitora F09-2 i
consisteix en un canvi d’adenina per guanina, que causa un canvi aminoacidic
d’arginina per glicina al domini metilasa PR/SET (Figura 12). Aquest canvi és
considerat deleteri per les bases de dades SIFT, PolyPhen2, PROVEAN, CADD,
DANN, Mutation Taster i PhyloP.

Quan PRDMY s’uneix al DNA, aquest domini permet la trimetilacié de la histona
H3 de la regi6. Aixo esdevé en la separacié dels nucleosomes, que permeten una
configuracié favorable per iniciar la formacié de DSB mitjancant SPO11 (Baker et

al., 2014).
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Figura 12. Localitzaci6 de la variant génica rs193211869 en PRDM9 (Base de dades NCBI,
https://www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/NM_020227.4?report=graph)

Aixi doncs, PRDMY determina els llocs programats de DSB i els punts calents de la
recombinacié meiotica (Keeney et al., 2018). S’ha descrit que la formacié dels DSB
per SPO11 ocorre després de I'actuacié de PRDM9. No obstant, les marques de
metilacié produides pel domini metilasa de PRDM9 es mantenen presents al llarg
de la resolucié i reparacié dels DSB, i s’han relacionat amb la migracié de les HJ
(Baker et al., 2014; Powers et al., 2016).

Tal i com s’observa en la Figura 13, a partir de la base de dades STRING es pot
observar la relaci6 directa de la proteina PRDM9 amb altres proteines. Les xarxes
d’interaccid proteina-proteina sén importants per a la comprensié dels processos
cellulars que es poden veure compromesos com a conseqiiencia de disfuncions
proteiques. En aquest sentit, la proteina PRDMY es relaciona amb diferents
histones, pero també amb SPO71. Aixi doncs, una alteracié de PRDM9 podria
afectar la funcié de SPO77 1 condicionar el fenomen de recombinacié homologa,
incentivant la NAHR. De fet, s’han descrit variacions al-leliques d’altres dominis
funcionals de la protetna PRDMS9 associats a la NAHR de les regions critiques de
la sindrome de Williams (Borel et al., 2012) 1 la SD22q11.2 (Vergés et al., 2017).
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Figura 13. Xarxa de les interaccions de la proteina PRDM9 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bLMX4eqQ5LcH&input_page_show_search=off)

La progenitora FO9-2 també va presentar una variant en la regié 3’UTR del gen
RECQL5 com a conseqiiencia d’un canvi nucleotidic de adenina per timina. Tot 1
que d’aquesta variant no consten dades en les diferents bases de dades de prediccid
de patogenicitat, és important remarcar que les regions UTR governen I'expressid
génica 1 regulen ’estabilitat i traduccié dels mRINA (Mayr, 2019), per tant, variants
en aquestes regions poden comprometre la funcionalitat dels gens associats.

El gen RECQLS5 és una helicasa important per a Pestabilitat del genoma. Davant
d’una HR aberrant, desplaca RADS57 del ssDNA 1 evita intercanvi de cromatides
germanes i la HR. En ratolins s’ha observat que la manca de RECQLS5 incrementa

els DSB 1 la recombinacié homologa generant reordenaments cromosomics (Hu et
al., 2007).

La presencia d’aquesta variant podria comprometre la funcionalitat dels gens amb
els que es relaciona directa o indirectament (Figura 14) 1 fomentar esdeveniments
de NAHR. Per exemple, podria inferir en RADS5I, necessari per a 'intercanvi de
cadenes 1 cerca d’homologia; o BRCAI, la qual competeix amb TP53BP1 per
utilitzar la via de reparaci6 HR o dunié d’extrems no homolegs (NHE]),
respectivament.
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Figura 14. Xarxa de les interaccions de la proteina RECQL5 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bLMX4eqQ5LcH&input_page_show_search=off)

La tercera variant identificada en la progenitora FO9-2 es va anotar al gen 7EX79.
Aquesta variant s’origina per un canvi de glicina a triptofan degut a un canvi
nucleotidic de guanina per timina. SIFT, PolyPhen2, PROVEAN i CADD
classifiquen com a deleteri aquest canvi. El gen TEX/79 és requerit durant
Pespermatogenesi i el desenvolupament de la placenta, participant en el reclutament
d’elements genetics mobils 1 evitant la seva mobilitzaci6. A més, durant
lespermatogeénesi 1 juntament amb UBRZ, promou punts de recombinacid
dependents de SPO!1, per assegurar similitud entre les seqiiéncies 1 impulsar la
sinapsi cromosomica entre seqiiéncies homologues. No hi ha estudis en humans
sobre aquest gen, pero si que s’ha estudiat el seu sinonim (7ex79.7) en ratolins. S’ha
descrit que la manca de Tex79.7 en mascles s’associa amb defectes en la
recombinacié meidtica que condueixen a l'asinapsi cromosomica i a la mort de
cél-lules germinals masculines (Crichton et al., 2017; Ollinger et al., 2008). El gen
TEX19 inhibeix la ubiqiiitina UBRZ2 per impulsar la sinapsi cromosomica. En un
estudi recent, s’ha observat que en ratolins knock-out per Tex19.1 s’activa UBR2
promovent la degradacié de la cohesina ac.SMC3 als proteosomes. Aquest fet
augmenta el risc de generar aneuploidies en els oocits dels ratolins durant la meiosi
(Reichmann et al., 2020).

Aixi doncs, la preséncia d’aquesta variant génica a 7EX79 podria comprometre la
seva funcid 1 la de UBRZ2 (Figura 15), promovent una incorrecta sinapsi
cromosomica que podria predisposar a la NAHR.
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Figura 15. Xarxa de les interaccions de la proteina TEX19 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bLMX4eqQ5LcH&input_page_show_search=off)

En la progenitora FO2-2 es van identificar dues variants, una d’elles possiblement
patogenica, corresponent al gen BRIP1, també conegut com FANC]. Aquesta es
produeix per un canvi de guanina per adenina, que deriva en un canvi d’arginina a
cisteina. Aquesta alteracid és considerada deletéria per SIFT, PolyPhen2, Fathmm-
MKL, Mutation Taster, CADD, 1 DANN.

BRIPI juga un paper determinant en la reparacié de DSB mitjancant la HR a través
de la seva interaccié amb BRCAT (Awate et al., 2020; Nath & Nagaraju, 2020; Fan
Zhang et al., 2010). A més, donat que és una helicasa de DNA, pot desenrotllar el
dsDNA en els punts on s’hagi produit dany i pot cooperar amb I’aparellament
homoleg depenent de RADS5! (Zhang et al., 2009). La preséncia d’una variant
génica podria comprometre la HR degut a I'estreta relacié de BRIPI amb gens
claus en vies de reparacié de DSB (Figura 10), i fomentar la NAHR.
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TOPBP1

Figura 16. Xarxa de les interaccions de la proteina BRIP1 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bLMX4eqQ5LcH&input_page_show_search=off)

L’altra variant pertany al gen L/G3 1 es produeix per un canvi de guanina per
adenina, generant un canvi aminoacidic d’arginina a glutamina. Es considerada
deleteria per Fathmm-MKL, Mutation Taster, CADD i DANN 1 possiblement
patogeénica per PolyPhen2. Aquest gen es troba involucrat en la reparacid per
escissié de bases. Hi ha estudis que recalquen la importancia de LZ/G3 en la reparacid
de trencaments del DNA (Kohutova et al., 2019; Puebla-Osorio et al., 2006).

Es relaciona directament amb altres gens amb un paper important en la reparacié de
DSB, com sén XRCC1 o RPAT1 (Figura 17). El fet de presentar una variant génica
en el gen L/G3 podria inferir en major o menor mesura en l'eleccié de quina via
utilitzar per a reparar els DSB.

RACGAP1

Figura 17. Xarxa de les interaccions de la proteina LIG3 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bLMX4eqQ5LcH&input_page_show_search=off)
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A la mare FO4-2 es va identificar una variant del gen SHOCT generada per un canvi
guanina per adenina que comporta un canvi aminoacidic de serina per leucina.
Aquest canvi el classifiquen com a deleteri els algoritmes SIFT, Fathmm-MKL,
CADD 1 DANN, i1 com a probablement patogénic per PolyPhen2. SHOCT és
necessari durant la meiosi per a la formacié6 de CO durant la HR. L’abséncia de
SHOCT en ratolins resulta en una recombinacié meiotica deficient, que acaba, en
altim terme, amb la transmissié incorrecta en el nombre de cromosomes a la segiient
generacid (Guiraldelli et al., 2018). Darrerament, s’han relacionat variants geniques
de SHOCT amb la azoospérmia no obstructiva (Yao et al., 2020).

Respecte a I'individu F10-1, el qual presentava una susceptibilitat generalitzada de
laNAHR, no es va detectar cap variant génica patogenica relacionada amb el procés
de HR. No obstant, tenint en compte els resultats de I'analisi de FISH en
espermatozoides d’aquest pare vam considerar convenient ampliar 'estudi a tot
lexoma per si presentava alguna altra variant de risc que es pogués associar a una
susceptibilitat generalitzada de la NAHR. De les 330 variants resultants al primer
filtratge, se’ls va aplicar el filtratge 3 1 4 per identificar variants amb potencial
patogenic 1 només vam identificar una variant anotada a 'helicasa de RNA DHX35.
Aquesta variant es produla per un canvi d’una guanina a una citosina, generant un
canvi muissense de valina per leucina. Era exonica, es trobava en heterozigosi i es
classificava com a VUS. Els predictors CADD, DANN, Fathmm-MKL 1 Mutation
Taster la van classificar com a patogenica, mentre que PolyPhen2 ho va fer com a
possiblement patogenica.

Les proteines d’aquesta familia helicases de RNA es troben implicades en una série
de processos cellulars que impliquen I'alteracié de l'estructura secundaria del RNA.
A més, es creu que poden estar involucrats en 'embriogenesi, 'espermatogenesi i
el creixement 1 divisi6é cellular. Fins el moment no s’ha descrit cap conseqliencia
clinica d’aquesta variant ni s’ha associat aquest gen a una malaltia o alteraci6. No
obstant, les helicases de RINA actuen mantenint I’estabilitat del DINA de la linia
germinal 1, recentment, s’ha descrit que variants geniques d’aquestes poden
relacionar-se amb la infertilitat masculina quan actuen durant I'espermatogenesi
(Tutak et al., 2020).

L’analisi de la xarxa d’interaccié de DHX35 indica la seva relacid funcional amb
PRPF19 (Figura 18). PRPF19 és una ligasa que ubiqiiitina directament RPA1,
important en la reparacié de DSB. També pot desenvolupar un paper en la reparacié
de DSB al reclutar el factor de reparaci6 SETMAR. A més, junt amb CDC5L
formen un complex que actua en la reparaci6 del dany del DNA.
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Figura 18. Xarxa de les interaccions de la proteina RECQL5 amb altres proteines (Base de dades STRING,
https://string-db.org/cgi/network?taskld=bANEeU9Et1YA&sessionld=bk6uNkW3LoUi )

Aixi doncs, els nostres resultats aporten un llistat de variants géniques candidates a
incrementar la susceptibilitat a la NAHR. EI seglient pas sera realitzar estudis
funcionals per a poder establir una correlacié genotip-fenotip i demostrar una
relacid inequivoca entre les variants i la predisposicié a la NAHR.
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Conclusions

Primera

La SD22q11.2 presenta un biaix matern en la taxa de transmissio de la delecid a la
descendencia.

Segona

Els trastorns genomics que impliquen regions cromosomiques terminals presenten
un origen preferentment patern, mentre que els que impliquen regions més
intersticials presenten un origen preferentment matern.

Tercera

El mosaicisme somatic per la delecié6 22q11.2 constitueix un factor de risc de
transmissid de la SD22q11.2 en la poblacidé analitzada. L’analisi del grau de
mosaicisme en families amb descendéncia afecta d’un trastorn gendmic permetria
identificar families de risc.

Quarta

La freqiiencia de delecions de la regié 22q11.2 en espermatozoides es troba
incrementada en 4 dels 21 pares transmissors de la SD22q11.2 analitzats com a
conseqiiencia d’'una major susceptibilitat a la NAHR intra-cromatide.

Cinquena

La susceptibilitat a la NAHR pot tenir un efecte limitat a la regié 22q11.2 o
presentar un efecte generalitzat a altres regions del genoma amb arquitectures
genomiques similars 1 caracteritzades per la presencia de LCR.

Sisena

Tres dels quatre pares amb increments de delecions en espermatozoides varen
transmetre la delecidé 22q11.2 a la seva descendéncia, la qual cosa confirma que
aquests individus presenten un risc incrementat de transmissio 1 recurréncia.

Setena

L’absencia de I'haplotip de la inversi6 LCR22-A/LCR22-D exclou la implicacid
d’aquest polimorfisme com a factor de predisposicié de la SD22q11.2.

Vuitena
L’edat paterna no és un factor de susceptibilitat a la NAHR de la regié 22q11.2.
Novena

S’han identificat variants dels gens BRIP1, LIG3, PRDMY, RECQLS5, SHOCT i
TEX19 potencialment associades a una major suscpetiblitat a la NAHR.

95












Annex ‘):}.}

_-—

Taula 1. Dades del DNA genomic de les 29 families amb descendéncia afecta per la SD22q11.2

[1 Puresa [1 Puresa Cas [1 Puresa
(ng/n)  (Az60/280) (ng/nl)  (Azeo/280) (ng/n)  (Az60/280)
DG1P 219,00 1,63 F02-3 1120,8 1,87 F14-2 396,63 1,89
DG1M 212,00 1,86 F03-1 243,55 1,80 F14-3 59,23 1,89
DG1F 145,3 1,68 F03-2 413,20 1,85 F15-1 324,47 1,90
DG2P 88,80 1,81 F03-3 695,10 1,82 F15-2 286,60 1,90
DGZM 109,10 1,72 F04-1 330,50 1,86 F15-3 537,67 1,88
DG2F 186,00 1,85 F04-2 271,90 1,87 F16-1 277,13 1,89
DG3P 185,20 1,77 F04-3 185,27 1,87 F16-2 224,23 1,89
DG3M 434,30 1,68 F05-1 312,40 1,87 F16-3 324,37 1,86
DG3F 169,5 1,86 F05-2 363,70 1,88 F17-1 110,43 1,90
DG6P 223,7 1,88 F05-3 201,40 1,85 F17-2 69,37 1,92
DG6M 754,75 1,83 F08-1 215,77 1,86 F17-3 321,73 1,96
DG6F 951,80 1,88 F08-2 86,20 1,87 F18-1 122,33 1,89
DG7P 57,10 1,89 F08-3 167,83 1,84 F18-2 86,33 1,91
DG7M 299,00 1,87 F09-1 412,50 1,89 F18-3 339,13 1,93
DG7F 111,30 1,80 F09-2 649,50 1,86 F19-1 173,87 1,88
DG8P 330,2 1,87 F09-3 349,60 2,07 F19-2 5,40 1,98
DG8M 332,5 1,77 F10-1 362,73 1,89 F19-3 413,07 1,95
DGS8F 522,70 1,81 F10-2 379,90 1,89 F20-1 6,50 2,33
DG10P 358,00 1,85 F10-3 250,00 1,94 F20-2 2,17 3,42
DG10M 304,00 1,87 F11-1 401,27 1,89 F20-3 738,53 1,92
DG10F 144,70 1,76 F11-2 328,70 1,89 F21-1 167,53 1,85
DG11P 301,20 1,83 F11-3 756,80 1,90 F21-2 167,53 1,85
DG11M 366,90 1,87 F12-1 365,53 1,94 F21-3 231,1 1,88
DG11F 216,90 1,87 F12-2 144,33 1,88 F22-1 164,77 1,91
F01-1 404,98 1,67 F12-3 495,10 1,87 F22-2 206,20 1,91
F01-2 191,50 1,86 F13-1 23,40 2,75 F22-3 256,00 2,02
F01-3 484,03 1,88 F13-2 216,30 1,81 F23-1 14,83 1,97
F02-1 232,60 1,83 F13-3 636,00 1,85 F23-2 265,40 1,88
F02-2 301,85 1,86 F14-1 438,97 1,88 F23-3 305,07 1,98

[ ]: concentracié
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Taula 2. Origen parental i mida de la deleci6 de les 29 families amb descendencia afecta per la
SD22q11.2. En vermell s’indiquen els microsatel-lits informatius

CAS  D22S1638 D22S1648 D22S264 D22S311 D22S303  Origen dz[lz‘t‘;é
DGIP  114/116  174/174  185/195 2517251  220/222
DGIM  116/116  174/174  195/195 250/256 222/223  patern 3 Mb
DG1F 116 174 195 256 220/223
DG2P  116/116  170/172  195/203  250/250  212/222
DGZM  116/116  172/172  201/201 250/257 212/222  patern 3Mb
DG2F 116 172 201 257 222/222
DG3P 99/105 174/178  193/199  256/256  220/223
DG3M  116/116  174/174  193/199  256/259  222/224  patern 3 Mb
DG3F 116 174 193 259 220/224
DG6P  116/120  174/174  195/201  250/256  224/225
DG6M  116/118  174/174  188/203  256/256  224/226  patern 3 Mb
DG6F - 174 203 256 224/226
DG7P  105/116  174/174  187/191  250/250  222/222
DG7M  109/109  173/178  185/193  250/254  222/222  matern 3Mb
DG7F 116 174 191 250 222/222
DG8P  109/120  174/174  185/199  250/250  222/224
DG8M  114/116  174/174  199/205 2547257 212/224  patern 3 Mb
DGSF 116 174 199 254 212/224
DG10P  114/114  174/174  187/199  252/256  213/223
DG1OM  109/116  174/174  199/201  250/256  223/225  patern 3 Mb
DG10F 116 174 199 256 223/223
DG11P  116/116  174/174  199/201  250/256  212/222
DG11M  111/122  170/171  187/191  250/254  222/222  matern 3 Mb
DG11F 116 174 201 256 212/222
FO1-1  107/114  170/172 1947202 2497255 221/221
FO1-2  103/103  171/172  192/200  249/249  212/221  matern 3 Mb
F01-3 107 172 - 255 221/221
FO2-1  107/109  172/172  198/198  249/255  212/212
FO2-2  109/114  172/172 - 248/250  212/212  matern 3 Mb
F02-3 109 172 198 249 212/212
F03-1  103/110  171/171  195/200  249/255 221221
F03-2  103/116  171/171  185/200  249/255 210/212  matern 3 Mb
F03-3 110 171 195 255 212/221
F04-1  111/116  172/172  190/192  257/257  222/222  matern 3 Mb
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F04-2 109/114 172/172 192/194 249/259 210/212
F04-3 116 172 - 257 212/222
FO5-1  103/114 171/172  186/195  249/255  221/221
F05-2  107/114 171/172  195/201  249/255 221/221  patern 3 Mb
F05-3 114 172 201 255 221/221
F08-1  103/114 171/171  194/204  249/255  212/221
F08-2 108/108 171/171 - 249/253  212/223  matern 3 Mb
F08-3 114 171 204 255 212/212
F09-1 114/119 172/174 - 249/255  222/222
F09-2 110/110 172/172  195/198  255/257  212/220  matern 3 Mb
F09-3 114 172 - 255 212/222
F10-1 110/114 172/176 192/202 249/249 212/223
F10-2  112/116 155/171  185/195  249/255  223/223  matern 3 Mb
F10-3 110 176 202 249 212/223
F11-1  114/114 172/172  195/200  253/253  221/221
F11-2  107/114 171/172  184/198 2517261  221/221  patern 3 Mb
F11-3 107 172 198 251 221/221
F12-1 112/114 172/172 - 249/255  212/221
F12-2 103/114 172/172 - 237/253  219/221  matern 3 Mb
F12-3 114 172 - 255 221/221
F13-1 114/114 172/172  186/198  249/249  221/221
F13-2 114/114 171/171 2017201  251/259  212/221 patern 3 Mb
F13-3 114 171 - 251 221/221
F14-1 112/112 171/172 194/200 237/249 221/221
F14-2  107/116 171/172  200/200  255/255  221/221  patern 1,5 Mb
F14-3 107 171 194/200 249/255 221/221
F15-1  112/112 171/176  196/202  249/255  223/223
F15-2  108/108 171/176  195/200  249/249  212/221  patern 3 Mb
F15-3 108 176 200 249 221/221
F16-1 114/114 172/172  198/198  247/255  212/212
F16-2 103/114 172/172  195/200  257/261  212/221  matern 3 Mb
F16-3 114 172 198 247 212/221
F17-1 105/114 171/172 - 249/255  212/223
F17-2 103/103 171/172  185/198  255/255  212/221  matern 1,5 Mb
F17-3 105 172 185/198 249/255 221/223
F18-1 114/114 171/171 194/202 249/255 212/221
F18-2 103/103 171/171 195/198 249/255 221/222 matern 3 Mb
F18-3 114 171 202 255 212/221
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F19-1  107/114  169/169  194/202  249/249  221/223
F19-2  107/114  172/172  185/200 249/249  221/223  patern 3 Mb
F19-3 114 172 200 249 221/223
F20-1  103/110  172/172  184/200  238/257  221/222
F20-2  107/114  172/172  193/193  251/255 211/223  matern 3 Mb
F20-3 110 172 - 257 211/221
F21-1  114/114  171/172 - 253/253  212/223
F21-2  103/110  167/171  185/196  249/255 212/223  matern 3 Mb
F21-3 114 172 186 253 212/223
F22-1  107/116  171/172 1927198  255/259  222/222
F22-2  109/114  171/172  185/194 255/257 212/221  patern 3Mb
F22-3 114 172 - 257 212/222
F23-1 97/114 172/174  187/192 2497255  221/221
F23-2  109/116  172/172  196/196  249/255 - matern 3Mb
F23-3 97 174 192 255 211/212
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Taula 3. Resultat de la revisi6 dels estudis que analitzen l'origen parental de la SD22q11.2

Articles Total poblaci6 Origen matern Origen patern
Bassett et al., 2008 60 36 24
Baumer et al., 1998 10 4 6

Baumer & Riegel, 2004 20 11 9
Chungetal., 2001 15 10 5
Delio et al, 2013 389 219 170
Demczuk et al., 1995 22 16 6
Driscoll et al.,, 1992 5 4 1
Eliez et al,, 2001 18 9
Fokstuen et al., 1998 9 5 4
Luetal, 1999 14 11 3
Michaelovsky et al., 2008 42 29 13
Morrow et al., 1995 15 8 7
Ryanetal,, 1997 37 13 24
Saitta et al., 2004 65 35 30
Sandrin-Garcia et al., 2007 21 11 10
Seaver et al., 1994 5 4 1
Thomas et al., 2006 67 37 30
Torres-Juan et al., 2007 10 7 3
Trost et al,, 2000 5 1 4
Vittorini et al., 2001 8 2 6
Estudi present 29 16 13
TOTAL 866 488 378
56,35% 43,65%
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Taula 4. Llistat de gens implicats en recombinacié homologa a data de 16/12/2020

ACTR2
ANKRD31
AP5S1
AP5Z1
ARID2
ATM
AUNIP
BLM
BRCA1
BRCA2
BRIP1
btr_human
CCNB1IP1
CDC45
CDC7
CENPS
CENPX
CGAS
CHEK1
CNTD1
CORT
DMC1
EME1
EME2
ERCC1
erccl-xpf_human
ERCC2
ERCC4
ERCC6
EXD2
FAN1
FANCB
FANCD2
FANCM
FBH1
FEN1
FIGNL1
FUS
GEN1
GINS2
GINS4
H2AX
HDAC10
HELB
HELQ
HFM1
HORMAD1

HUS1
HUS1B
inip-ints3-nabp1_human
inip-ints3-nabp2_human
INO80
KASH5
KDM1A
KDM4D
KLHDC3
KLHL15
LIG3
MAD2L2
MAGEF1
MCM2
MCM3
MCM4
MCM5
MCM6
MCM?7
MCM8
MCM9
MCMDC2
MEIOB
MLH1
MLH3
MMS19
MMS22L
MND1
MORF4L1
MRE11
MRNIP
MSH3
MSH4
MSH5
MUS81
NABP1
NABP2
NBN
NIPBL
NSMCE1
NSMCE2
nua4_human
NUCKS1
PALB2
PARP1
PARPBP
POLL

POLN
POLQ
PPPAC
PPP4R2
PRDM7
PRDM9
PSMC3IP
PSMD14
RAD1
RAD21
RAD21L1
RAD50
RAD51
RAD51AP1
RAD51AP2
RAD51B
RAD51C
RAD51D
RADS52
RAD54B
RAD54L
RADX
RBBPS
RECS
RECQL
RECQL4
RECQL5
REV3L
RFWD3
RIF1
RMI1
RMI2
RNF138
RNF212
RPA1
RPA2
RPA3
RPA4
RTEL1
SAMHD1
SEM1
SETD2
SFPQ
SFR1
SHLD1
SHLD2
SHLD3

SHOC1
SIRT6
SIX60S1
SLX1A
SLX4
SMC5
SMC6
SMCHD1
SPIDR
SPO11
SWI5
SWSAP1
SYCE3
SYCP1
TEP1
TERF2
TERF2IP
TEX11
TEX15
TEX19
TIMELESS
TONSL
TOP2A
TOP2B
TOP6BL
TP53BP1
TPRKB
TRIP13
UBE2B
UBE2N
UBQLN4
UBR2
USP51
WAS
WDR48
WRAP53
WRN
XRCC1
XRCC2
XRCC3
YY1
ZFYVE26
ZNF365
ZNF711
ZSCAN4
ZSWIM7
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Taula 5. Aplicaci6 del tercer filtratge en les 20 variants seleccionades. En verd s’indiquen les variants
seleccionades en base als estandard ACMG i la ponderacié del grau de patogenicitat

Variant Individu EAIIEEEIEE qag Contribucié
canvi proteic

rs1800056 ¢.2572T>C | F858L PP5+BS1

rs78214360 FBH1 F14-1 c.1146C>T | L382L vus BS1

rs148331344 GIN2 F10-2 c489G>A | A163A AN PM2+BS1

rs41562219 POLL DG6P c.1287C>T | D429D Vus PM2+BS1
rs141638362 POLQ F04-2 ¢.345T>C | A115A vus PM2+BS1
rs28903085 RAD50 F04-2 c.280A>C | [94L Benign PM2+PP5+BS1+BS2+BP4
rs28903091 RAD50 DG6P c.980G>A | R327H Benign PM2+PP5+BS1+BS2

rs185854608 SEM1 PM2+BS1

rs191126738 TEX19 F14-1 c.-38C>G | - Vus PM2+BS1

rs187350468 TOP2B F14-1 c.4843G>A | V16201 Vus BP4

VUS: variant de significat incert
LP: probablement patogénic
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LLISTAT D’ACRONIMS

BAC: vector per clonar DNA en E. coli, de 'anglés bacterial artificial chromosome
CEP: sonda centromeérica, de anglés chromosome enumeration probe
CNV: variacié en el nombre de copies, de anglés copy number variation
CO: configuracid creuada, de anglés crossover

DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol

DNA: acid desoxiribonucleic, de Panglés deoxyribonucleic acid

DSB: trencament de doble cadena, de l'angles double strand break
dsDNA: DNA de doble cadena, de anglés double stranded DNA

DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA: acid etilendiamintetraacetic

FISH: hibridacié in situ fluorescent, de 'anglés Huorescence in situ hybridization
FITC: conjugat d’isotiocianat fluorescent

GO: ontologia génica, de 'anglés gene ontology

HJ: unié Holliday, de I'angles Holliday junction

HR: recombinacié homologa, de 'angles hAomologous recombination
LB: medi de cultiu, de Panglés Luria Bertani

LCR: repeticions de copia baixa, de 'anglés low copy repeats

LP: possiblement patogenic, de I'anglés likely pathogenic

LSI: sonda locus especifica, de I'angleés locus specific identifier

MAF: freqiiencia de 'al-lel minoritari, de 'angles minor allele frequency
MRN: complex proteic format per Mrell, Rad50 i Nbsl

NAHR: recombinacié homologa no al‘lélica, de anglés non allelic homologous
recombination

NCBI: base de dades, de I'angles National Center of Biotechnology Information

NCO: configuracid no creuada, de Panglés non-crossover
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NHE]J: unié d’extrems no homolegs, de 'angles non-homologous end joining
NP-40: nonil fenoxipolietoxiletanol 40, de Panglés ethoaxylated nonylphenol
OR: oportunitat relativa, de 'angleés Odds ratio

OMIM: base de dades de malalties amb un component genetic, de Uanglés Online
Mendelian Inheritance in Man

PBS: tamp0 fosfat sali, de I'angles phospate buffered saline
PCR: reaccid en cadena de la polimerasa, de 'angles polymerase chain reaction

qPCR: PCR quantitativa o en temps reals, de 'angleés quantitative polymerase chain
reaction

RNA: acid ribonucleic, de angles ribonucleic acid

rpm: revolucions per minut

RPMI: medi de cultiu, de 'angleés Roswell Park Memorial Institute medium
SD: desviacid estandard, de I'anglés Standard Deviation

SD: duplicacions segmentals, de 'anglés segimental duplication
SD22q11.2: sindrome de la deleci6é 22q11.2

SSC: soluci6 salina de citrat de sodi, de l'angles ssaline-sodium citrate
ssDNA: DNA monocatenari, de anglés single-stranded DNA

T®: temperatura

TE: soluci6 tampd composta per Tris 1 EDTA

Tris: 2-amino-2-hidroxilmetil-1,3-propanodiol

VUS: variant de significat incert, de 'angleés varzant of uncertain significance
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LLISTAT DE GENS

BRCA1: BRCA1 DNA Repair Associated (OMIM 113705)

BRIP1: BRCAT1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1 (OMIM 605882)
DHX35: DEAH-Box Helicase 35

DMC1: DNA Meiotic Recombinase 1 (OMIM 602721)

FANC]J: BRIP1

HIRA: Histone Cell Cycle Regulator (OMIM 600237)

LIG3: DNA Ligase 3 (OMIM 600940)

MRE11: MRE11 Homolog, Double Strand Break Repair Nuclease (OMIM
600814)

MSH2: MutS Homolog 2 (OMIM 609309)

NBS1: Nibrin (OMIM 602667)

NCF1: Neutrophil Cytosolic Factor 1 (OMIM 608512)

PRDMY9: PR/SET Domain 9 (OMIM 609760)

RAD50: RAD50 Double Strand Break Repair Protein (OMIM 604040)
RAD51: RAD51 Recombinase (OMIM 179617)

RECQLS5: RecQ Like Helicase 5 (OMIM 603781)

RNF212: Ring Finger Protein 212 (OMIM 612041)

SHOCT1: Shortage In Chiasmata 1 (OMIM 618038)

SPO11: SPO11 Initiatior of Meiotic Double Stranded Breaks (OMIM 605114)
TBX1: T-Box Transcription Factor 1 (OMIM 602054)

TEX19: Testis Expressed 19 (615647)

TUPLE1: HIRA

UBR?2: Ubiquitin Protein Ligase E3 Component N-Recognin 2 (OMIM 609134)
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