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Introduccié 3

1.- LES DUPLICACIONS SEGMENTARIES

Les duplicacions segmentaries (DSs), o també anomenades “Low-Copy Repeats” o
duplicons, son regions presents almenys dues vegades en el genoma. S’han definit per
consens com a regions d’una llargada variable de >5 kb i que comparteixen una alta homologia
de seqliéncia (>95%). Representen entre el 5-10% del genoma huma i han sorgit durant els
ultims 35 milions d’anys (Ma) d’evolucié. Pel seu mecanisme de produccié poden contenir
qualsevol tipus de sequéncia, incloent gens, pseudogens i sequeéencies repetitives1.
L’organitzacié de les regions duplicades és complexa i en la majoria dels casos estan formades
per moduls més petits?.

La gran homologia i llargada de les DSs ha dificultat molt les tasques d’assemblatge del
projecte genoma huma. Per aquest motiu, diversos grups han col-laborat en I'elaboracié de
noves metodologies per facilitar la seva identificacio i la deteccidé dels possibles errors®®.
Actualment, tot i que ja estan millor caracteritzades, encara hi ha buits en 'assemblatge del

genoma, molts dels quals corresponen probablement a DSs®.

1.1.- TIPUS DE DUPLICACIONS SEGMENTARIES

Les DSs es poden classificar en intracromosomiques (si totes les unitats es troben dins
el mateix cromosoma) o intercromosomiques (alguna de les unitats es localitza en un
cromosoma diferent). La seva distribucié al genoma no és aleatdria, i cada cromosoma té un
percentatge determinat de sequéncies duplicades1’7 (Taula 1). Aixi, els cromosomes humans 7,
9, 15,16, 17, 19, 22 i Y tenen una major proporcié de DSs tant inter- com intra-cromosomiques,
mentre que els cromosomes 2, 3, 4, 5, 8, 14 i 20 sén els que en contenen menys4.

El cromosoma 7 conté un percentatge de DSs del 8.2% (7% intracromosomiques), amb
diferencies marcades entre els 2 bragos, sent el brag p el que conté més. La distribucio
espacial de les seves DSs intercromosdmiques esta limitada a les regions pericentromériques i
telomériques. L’homologia entre les DSs intracromosomiques és >98%, mentre que la majoria
de les intercromosomiques (57.1%) tenen una homologia d’entre el 93-95%, indicant un origen
més recent de les primeres. També s’han detectat 11 regions susceptibles de patir
reordenaments patologics, caracteritzades per ser regions de 50kb-10Mb flanquejades per DSs
de >95% identitat®’.

1.1.1.- Duplicacions segmentaries intercromosomiques

Les DSs intercromosomiques es localitzen preferentment a les regions
pericentromériques i subtelomériques, amb un enriquiment de 4.5 i 2.7 vegades
respectivament, en comparacié amb la resta del genoma. La seva identitat de seqiéncia és
d’un 96.5-97.5%".
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pericentromériques3. En general es localitzen en un sol bra¢ del cromosoma i estan separades

per menys de 10 Mb de seqiéncia unica’. La seva identitat de sequiencia és molt alta, d'un

Les DSs

cromosomes, tot i que també mostren un enriquiment de 3.1 vegades a les regions

intracromosomiques es

localitzen a

1.1.2.- Duplicacions segmentaries intracromosomiques

les regions eucromatiques dels

97.5-99%, podent ser en alguns casos tant poc divergents com els al-lels (<1 nucleotid/kb).

Taula 1.- Contingut de DSs del genoma huma. Adaptada de Zhang et al., 2005,

Intracromosomiques Intercromosomiques Total
Crom.  Llargada (pb) Llargada % Llargada % Llargada %
1 245,203,898 6,431,462 2.6 3,964,057 1.6 8,678,912 3.5
2 243,315,028 6,380,301 2.6 3,757,634 1.5 8,935,221 3.7
3 199,411,731 1,646,046 0.8 1,870,056 0.9 2,671,459 1.3
4 191,610,523 2,323,764 1.2 2,547,466 1.3 3,927,792 2.0
5 180,967,295 4,066,897 2.2 2,083,920 1.2 5,208,550 2.9
6 170,740,541 2,048,892 1.2 1,123,050 0.7 2,854,222 1.7
7 158,431,299 10,745,853 7 3,377,000 2.2 12,588,000 8.2
8 145,908,738 1,576,863 1.1 1,694,593 1.2 2,153,612 1.5
9 134,505,819 8,451,476 6.3 4,371,262 3.2 9,403,888 7.0
10 135,480,874 6,460,047 4.8 1,919,342 14 7,741,228 5.7
11 134,978,784 4,223,832 3.1 2,147,666 1.6 5,382,256 4.0
12 133,464,434 1,616,743 1.2 1,134,900 0.9 2,582,114 1.9
13 114,151,656 1,451,225 1.3 1,655,399 1.5 2,700,321 2.4
14 105,311,216 282,478 0.3 849,400 0.8 1,116,676 1.1
15 100,114,055 5,520,203 5.5 3,339,498 3.3 7,091,918 7.1
16 89,995,999 7,378,691 8.2 3,456,338 3.8 8,247,312 9.2
17 81,691,216 5,505,106 6.7 1,217,149 1.5 6,432,722 7.9
18 77,753,510 230,844 0.3 1,400,896 1.8 1,627,497 2.1
19 63,790,860 1,763,189 2.8 918,571 14 2,531,577 4.0
20 63,644,868 772,190 1.2 1,068,246 1.7 1,369,456 2.2
21 46,976,537 431,633 0.9 1,714,574 3.6 1,734,567 3.7
22 49,476,972 2,303,175 4.7 1,633,388 3.3 3,481,523 7.0
X 152,634,166 3,579,325 2.3 4,550,908 3.0 8,047,172 5.3
Y 50,961,097 6,651,452 13.1 1,462,582 29 7,353,078 14 .4
Total 3,070,521,116 90,725,550 3.0 53,615,398 1.7 122,996,064 4.0

rata), i encara més si es compara amb genomes d’invertebrats (D.melanogaster, C.elegans) o
llevats'. Possiblement no hi ha un Gnic mecanisme de generacio, siné que en poden existir de
diferents depenent de I'espécie i la localitzacié cromosdmica. Tot i que encara no es coneix

amb certesa, s’han proposat diferents models que intenten explicar com s’han generat les DSs,

la seva frequéncia, organitzacié i distribucié en el genoma.

1.2.- MECANISMES DE GENERACIO DE DUPLICACIONS SEGMENTARIES

El genoma huma és especialment ric en DSs comparat amb el d’altres mamifers (ratoli i
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1.2.1.- Duplicacions segmentaries a regions pericentromériques

S’han proposat diverses hipotesis per explicar la distribucié preferencial a les regions
pericentromériques:

a) La baixa densitat génica dels centromers permetria la relaxacid de la seleccio
purificadora, augmentant la tolerancia a la incorporacié de nou material genétic ja que
aquesta no tindria efectes adversos per I’organismem. Si aquesta hipotesi fos certa,
s’esperaria una correlacio negativa entre densitat génica i contingut de DSs per a cada
cromosoma. Contrariament, perd, es troba una correlacid significativament positiva
entre densitat génica relativa i el contingut de DSs intracromosdmiques, sent els tres
cromosomes amb més densitat génica els que presenten un percentatge més alt de
DSs**.

b) La supressio de la recombinacié en aquestes regions del genoma implicaria que les
DSs no es delecionessin amb la mateixa facilitat que en altres regions1.

c) L’existéncia de sequéncies facilitadores d'integracié de transposons en les regions
pericentromériques fa pensar en un model d’integracié basat en aquestes. A favor
d’aquesta hipodtesi hi ha el fet que en molts casos es troben repeticions riques en (A+T)

o0 (G+C) als extrems de les DSs'""?,

1.2.2. Duplicacions segmentaries a regions telomériques

Molt recentment s’ha proposat un model de 2 fases per explicar la distribucio
preferencial en aquestes regions13: (i) Primer es produeix una duplicacié a un nou cromosoma,
per transposici6 d’ADN o més probablement per translocacions. Les translocacions poden
generar-se per una reparacié erronia mitjangant unié d’extrems no homolegs o recombinacio
homologa. (ii) Posteriorment hi hauria possibles interaccions entre duplicats de diferents

cromosomes, amb transferéncia de seqliéncia reciproca o no reciproca.

1.2.3.- Duplicacions segmentaries intracromosomiques

El fet que moltes DSs es troben disperses per tot el genoma en comptes d’estar
localitzades en tdndem va en contra de la recombinacié desigual durant la meiosis com a
mecanisme primari de dispersié. Tampoc hi ha evidéncies de repeticions directes curtes als
llocs d’integracid, excloent la ruptura de doble cadena seguida de reparaci6 com a
mecanisme'. Per altra banda, la transducci® mediada per elements L1 també sembla
improbable, ja que aquest procés només transposa fragments de mida limitada (<1 kb) en
condicions experimentals'®.

S’ha proposat un model de dos passos per la generacié d’aquestes DSs basat en una
de les seves caracteristiques, la seva proximitat a altres DSs aparentment no relacionades
formant zones de duplicacic’f: (i) Un Jocus progenitor inicial es duplica i transposa una copia en

una regié cromosomica que esta acceptant sequéncies duplicades. Una seérie d’aquests
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successos crea un mosaic de segments duplicats provinents de diferents regions del genoma.
(i) Posteriors duplicacions de fragments més llargs d’aquestes zones de duplicacié permeten la

creacio de blocs més grans (Figura 1).

Transposicio
duplicativa

- -

-

Duplicacié completa Nplicacié parcial

— - HE-

Figura 1.- Model per la generacié de DSs intracromosomiques. Les regions acceptores del genoma
adquireixen segments de material genomic de regions no relacionades (loci donadors) a través de
transposicié duplicativa. Aquests esdeveniments sén independents al llarg del temps i resulten en la
formacioé de blocs més llargs de seqiiencies duplicades que tenen una estructura mosaic. Esdeveniments
posteriors dupliquen porcions d’aquesta estructura a altres regions del genoma. Els reordenaments
(dele?ions i inversions) poden alterar 'estructura d’aquestes regions. Adaptada de Samonte i Eichler,
2002'.

1.2.4.- Elements Alu: implicacié en la generacié de les duplicacions

segmentaries

En humans, I'element Alu tipic és una sequéncia d'~300 pb, variable en funcié de la
llargada de la cua 3’ oligo(dA), que consisteix en dues subunitats semblants relacionades amb
ARN 7SL i connectades per una regié rica en adenines. S6n membres de la familia de
retroposons SINE (Short Interspersed Element)16. La seva amplificaci6 es dona per
retrotransposicié d’'un transcrit Alu derivat de 'ARN polimerasa lll. Els elements Alu sén
especifics de primats i representen més d’'un 10% del genoma huma'’. Durant els ultims 65 Ma,
s’han propagat fins arribar a més d’'un milié de copies en el genoma de primats, resultant en la
generacié d’'una série de subfamilies de diferents edats evolutives: la subfamilia Alu-J, molt
semblant a 'ARN 7SL i activa fa 65-40 Ma, i la subfamilia Alu-S, que pot ser dividida en més
branques i activa fa 25-45 Ma®.

Els elements Alu poden afectar al genoma de diferents maneres: mitjangant la
generacié de mutacions per insercio i alteracié de I'expressio génica, i causant reordenaments
genomics (delecions, duplicacions i translocacions) per recombinacié homologa entre diferents

elements Alu dispersosm'w.
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S’ha associat la generacid i estructura de les DSs amb els elements Alu perqué s’ha
detectat un enriquiment molt significatiu (P<.0001) d’aquests elements al voltant o en les unions
de DSs respecte a la resta del genoma. A més a més, els elements Alu mostren una major
divergéncia en aquestes regions, la qual cosa és coherent amb una recombinacié Alu-Alu com
a mecanisme. Aquest enriquiment és només per a les subfamilies més joves, mentre que per la
subfamilia més antiga, Alu-J, no s’observa. Tot aixd ha permés elaborar la hipdtesi segons la
qual 'augment d’elements Alu especificament en primats fa 35-40 Ma va sensibilitzar el seu
genoma ancestral a les recombinacions mediades per elements Alu, les quals podrien haver
iniciat 'expansié de DSs®. En els Ultims anys, diferents treballs han confirmat el possible paper
dels elements Alu en la generacié de les DSs, com per exemple en les repeticions de 17p
proximal i les duplicacions de la regi6 22q11.2, que semblen haver-se originat per recombinacié

mediada per elements Alu durant I'evolucio?' 22,

1.3.- IMPLICACIONS DE LES DUPLICACIONS SEGMENTARIES

1.3.1.- Evolucio génica

Fa 36 anys, Susumu Ohno va postular que la mutacié puntual, el reordenament de
material geneétic i sobretot la duplicacid haurien estat esdeveniments clau en el procés
d’evolucié dels genomes. En el seu treball, S.Ohno apuntava que les duplicacions de genomes
sencers (poliploiditzacio) i les duplicacions de gens creaven una redundancia génica que
permetia 'acumulacié de noves mutacions i, eventualment, I'evolucié de noves funcions, sense
el constrenyiment evolutiu de mantenir la funcié original que era retinguda per una de les dues
copies. Perd I evolucié per poliploidia va ser possible només als estadis inicials d’evolucio dels
vertebrats, fa 450-550 Ma, ja que l'aparicié dels cromosomes sexuals la va fer inviable. Des de
llavors, la innovacio esta limitada a duplicacions regionals de sequéncies curtes®.

La comparacié de sequéncies entre diferents espécies ha permés determinar que un
procés de tetraploiditzacié hauria creat les a i 3-globines i el cluster dels gens Hox presents en
tots els vertebrats. Per altra banda, els diferents gens de les families de gens olfactoris i dels
antigens carcinoembrionaris haurien estat produits per fenomens d’endoduplicacic')25‘26. Aixi, els
genomes de mamifers han sofert un elevat nombre de processos de duplicacié recent, i el
nombre de gens originats per aquest mecanisme és forga important4‘27.

Analitzant la funcionalitat d’alguns gens continguts en les DSs s’ha detectat un augment
significatiu de gens involucrats en immunitat (anticossos, antigens de grup sanguini, citoquines,
interferons i altres), interaccions de superficie de membrana (HLA, galectines, antigens
carcinoembrionaris), detoxificacié de farmacs (citocrom P450), creixement /desenvolupament
(somatotropines) i reproduccid (gonadotropines corioniques, glicoproteines especifiques
d’embaras, diferenciacio sexual)*”.

Tot i que encara no es coneix del cert per quins processos evolutius es progressa des
de l'estat de redundancia funcional inicial fins a la situacié estable en qué les dues copies del

gen son mantingudes, si que hi ha evidéncies dels destins que han seguit moltes d’aquestes
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copies®?. Aixi, la teoria suggereix quatre sortides alternatives per I'evolucié dels gens
duplicats:

= No funcionalitat
Es el desti més probable de les noves copies generades per duplicacio, ja sigui perqué (i) no
contenen una estructura correcta d’exd/intré o no han preservat les estructures promotores, o
(i) per acumulacié de mutacions que n’aboleixen la funcionalitat?®®*®. Aquest procés és permés

per I'evolucié perqué es manté una copia intacta del gen i es preserva la funcié original.

= Sub-funcionalitat
Ambdues copies poden resultar parcialment compromeses a nivell funcional per acumulacio de
mutacions, fins al punt que soén necessaries les dues copies per mantenir la mateixa funcié que

la copia Unica ancestral®"*

. Recentment s’estan acumulant evidéncies que apunten que el
procés de sub-funcionalitzacié podria ser un pas intermig, de manteniment de les dues copies

funcionals, cap a la neo-funcionalitat™®.

= Neo-funcionalitat

La consequéncia més important i a la vegada menys probable de la duplicacié génica és
I'evolucié d’'una nova funcié bioldgica. Aixi, mentre que la copia ancestral manté la funcio
original, la nova copia adquireix una funcié proteica lleugerament modificada o millorada, que
suposa un avantatge evolutiu per l'organisme portador i esdevé preservada per seleccid
natural®. Alguns exemples son la visié tricromatica i la funcié antipatogénica de la proteina
cationica d'eosinofils® .

La juxtaposicié de diferents DSs amb modduls que contenen exons fa possible la creacié de
transcrits i proteines de fusio totalment nous que poden adquirir noves funcions®. La tendéncia
de les DSs a integrar-se en llocs on préviament n’hi havia d’altres incrementa la possibilitat que
aquest fenomen tingui lloc. Aixi, s’han descrit alguns exemples de transcrits quimeérics entre

gens endogens i porcions exoniques de DSs**32.

= Hiper-funcionalitat
Si un gen es duplica en la seva totalitat (incloent regions reguladores) i cap de les dues copies
acumula mutacions, podria crear-se una situacié d’increment de la funcié original en comptes

de I'aparicio d’una nova funcié o la pseudogenitzacié d’una de les copies.

1.3.2.- Evolucié estructural dels cromosomes

Els hominoids presenten entre ells un alt grau d’homologia de sequéncia i diversos
reordenaments cromosomics.

Mitjangant analisis comparatius de bandes G d’alta resolucié en primats s’ha vist que
18 dels 23 parells de cromosomes humans son idéntics als de I'ancestre comu dels hominoids.
Els grans reordenaments estructurals que distingeixen els cromosomes d’aquests primats sén 9

inversions pericéntriques, una inversié paracéntrica i una fusio telomérica®. La importancia
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bioldgica d’aquestes diferéncies a nivell citogenétic és desconeguda, perd s’ha postulat que
aquests reordenaments podrien actuar com a barreres genétiques, facilitant aixi la creacio de
dues especies diferents a partir d’'una poblacié que ocupa la mateixa localitzacié geografica,

com a conseqiiéncia d’una fecunditat i/o fertilitat reduida de les espécies hibrides™*°

. Tot i que
encara és una questié discutida, s’ha postulat que aquells gens que, entre ximpanzé i huma, es
troben en regions cromosdomiques reordenades haurien evolucionat més rapid que els de
regions no reorganitzades, de manera que els reordenaments estructurals ajudarien a accelerar
el procés d’especiacié*’™.

La caracteritzacié a nivell de sequéncia dels punts de ruptura dels reordenaments ha
estat molt util per poder hipotetitzar sobre el seu possible origen i causa. Estudis comparatius
de la sintenia entre huma i ratoli han mostrat que les DSs estan clarament enriquides en llocs

de trencament de la sinténia***°

. D’altra banda, els estudis comparatius a nivell molecular entre
diferents primats també han aportat molta informacié sobre la naturalesa dels reordenaments
evolutius. En alguns casos d’inversions entre humans i ximpanzés s’han identificat DSs als
punts de ruptura, com a minim en el genoma que ha patit el reordenament*®*°. També s’han
identificat duplicons en altres reordenaments que han tingut lloc en altres linies de primats, com
en la t(4;19) de goril-la51. Un analisi recent de 802 marcadors genétics en macaco rhesus
(Macaca mulatta) ha permeés identificar la preséncia de DSs flanquejant els reordenaments
evolutius que diferencien els cromosomes de macaco dels humans®.

Tot i aixi, la relacié causa-efecte entre DSs i reordenaments cromosomics encara no
esta del tot clara, ja que també s’ha proposat que les DSs podrien ser la consequeéencia del
procés de reordenaci®é mateix. No obstant, sembla que la hipotesi de que les DSs
predisposarien els cromosomes als reordenaments al proporcionar motlles per recombinacié
homologa no al-lélica (RHNA) té més forca, ja que en alguns casos s’ha demostrat que la

preséncia de DSs és prévia a I'esdeveniment del reordenament’.

1.3.2.1.-Evolucié del cromosoma 7

El cromosoma 7 es diferencia dels seus ortdlegs per una série de reordenaments
estructurals visibles a nivell de cariotip. EI cromosoma 7 en humans té el mateix patré de
bandes G que el seu ortdleg en el ximpanzé (cromosoma 6). Aquests dos es diferencien de
I'ortdleg en goril-la (cromosoma 6) per una inversié paracéntrica, i aquests tres respecte el

d’oranguta (cromosoma 10) per una inversié pericéntrica (Figura 2 A)*®

. Els punts de
trencament de la inversid pericéntrica es van localitzar a 7p22 i 7q11.23-g21, i els de la
paracéntrica a 7q11.23-g21 i 7q2239. Recentment, s’ha realitzat una caracteritzaci6 més
detallada d’aquests punts, demostrant la preséncia de 3 6 4 de diferents entre les dues
inversions®. Analisis per Hibridacié In Situ Fluorescent (FISH) amb BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes) de la regié 7911.23 van demostrar la preséncia de DSs en gairebé tots els
punts de trencament dels reordenaments que han tingut lloc durant I'evolucié dels hominoids®®

(Figura 2 B).
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A nivell submicroscopic, s’han detectat moltes inversions entre el genoma del ximpanzé
i huma. Aquestes estan distribuides per tot el genoma i els seus tamanys varien entre 23 pb i
62 Mb. Concretament, s’han detectat 10 inversions al cromosoma 7 que han estat validades per
altres métodes no informatics®. El gran nombre d’inversions detectades entre aquests dos
genomes suggereix que les inversions son una font important de variacié en I'evolucio del
genoma dels primats.

A) B)
Pongo pygmaeus Gorilla gorilla Pan troglodytes/
Homo sapiens
Wi B
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Figura 2.- Evolucié estructural del cromosoma 7 en hominoids. A) Idiogrames dels ortolegs del
cromosoma 7 huma (H) indicats com a X (ximpanzé), G (goril-la) i O (oranguta). Els trinagles assenyalen
els punts de trencament de les inversions que han tingut lloc durant I'evolucié dels hominoids. B)
Representacié de les inversions que han tingut lloc entre oranguta (Pongo pygmaeus), goril-la (Gorilla
gorilla), ximpanzé (Pan troglodytes) i huma (Homo sapiens). Les fletxes horitzontals indiquen
aproximadament la banda cromosomica implicada en els reordenaments. En colors es mostren els
resultats obtinguts mitjangant FISH amb BACs de regions duplicades prosperes als punts de trencament
(239C10, 204 i 611E3) i el gen de 'ELN. Adaptada de De Silva et al., 1999°° i Korenberg et al., 2000°’.

1.3.2.2. Estudis de sequéncia per establir filogénies

Els estudis de gendmica comparada en primats contribueixen a la identificacié de
diferéencies que han conduit a I'especiacio divergent58. La recent publicacié del genoma del
ximpanzé ha permés fer una comparacié del genoma global huma-ximpanzé. Posant émfasi en
el contingut de DSs de les dues espécies, s’ha vist que el contingut en DSs aporta una
divergéncia entre els dos genomes del 2.7%, mentre que les substitucions nucleotidiques
representen tan sols '1.2%°>%. El 33% de les DSs que existeixen en humans no existeixen en
ximpanzés, perd també existeixen algunes DSs especifiques de ximpanzés (92 regions versus
296 en humans)GO. S’ha estimat que la taxa de duplicacié genomica és de 4-5 Mb per cada milié
d’anys des de la divergéncia d’humans i ximpanzés59. Una gran proporcio dels gens continguts
en les duplicacions especifiques d'espécie mostren diferéncies a nivell d’expressié genica,
generalment sobreregulacio a favor de I'espécie amb la duplicaciésg.

Les divergéncies a nivell nucleotidic entre hominoids calculades a partir de regions

autosdmiques no repetitives sén: per humans i ximpanzés 1.24% + 0.07%, humans i goril-les
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1.62% £ 0.08%, humans i orangutans 3.08 + 0.11%, ximpanzés i gorilles 1.63% = 0.08%,
ximpanzés i orangutans 3.12% * 0.11% i goril-les i orangutans 3.09 + 0.11%. Assumint que
I'especiacio d’orangutans va tenir lloc fa 12-16 Ma, s’estima que la de goril-la va ser fa 6.2-8.4

Ma i la divergéncia d’Homo-Pan fa 4.6-6.2 Ma®' (Figura 3).

Goril-la Oranguta  Macaco Mono titi

Hominoids Primats del Primats del
Vell Mén Nou Mén

Figura 3.- Filogénia de primats. Filogénia generalment acceptada dels primats del Nou Mén, Vell Mon i
hominoids. Es mostren els temps estimats de divergéncia en milions d’anys (Ma). Adaptada de Samonte i
Eichler, 2002".

1.3.3.-Plasticitat genomica
1.3.3.1.-Diferéncies entre espécies

Entre el genoma huma i el dels primats superiors s’han observat diferéncies en el
nombre de copies i localitzacio de les DSs, majoritariament als centromers i telomers'*62%2,
També s’han detectat canvis més subtils en el nombre de copies de DSs intracromosomiques,
els quals normalment sén coherents amb les relacions filogenétiques de les espécies
implicades.

La datacié de I'aparicié de DSs pot ser confusa a partir del rellotge molecular degut a

I’'homogeneitzacié de les copies paralogues mitjangant conversié génica, la qual cosa fa que
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els paralegs no evolucionin segons una taxa de mutacié neutral’. Per aixd, en moltes regions

s’ha utilitzat una aproximacié de multiples técniques per reconstruir els reordenaments que

resulten en aquesta complexa arquitectura gendomica.

Alguns exemples de regions de les quals es coneix I'evolucié de les DSs en primats son:
= Regi6 cromosomica 17p12, implicada en la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipus 1A

(CMT1A), que son presents només en ximpanzés i humans®"?%.

= Regi6 cromosomica 17p11.2, implicada en la Sindrome d’Smith-Magenis (SMS), que
es van originar fa ~ 40-65 Ma, després de la divergéncia dels primats del Nou Mén i els
pre-primats“.

= Regié cromosdmica 15911-15g13, implicada en la sindrome de Prader-Willi o la
sindrome d’Angelman (SA), que s’estima que van sorgir fa ~15-20 Ma®.

= Regi6é cromosdmica 22q11.2, implicada en la Sindrome de DiGeorge/Velocardiofacial,

que es van originar abans de la divergéncia dels primats del Nou mén, fa ~ 40 Ma"®®.

1.3.3.2.-Diferéncies dins d’una mateixa espécie

Els polimorfismes estructurals (inversions/translocacions) o de nombre de copies
(PNCs) (duplicacions/delecions), descrits recentment, sén reordenaments cromosomics de
tamany gran (>30 kb) sense consequéncies fenotipiques i transmesos entre generacions dins
d’'una mateixa espécie®®®. S’ha detectat un enriquiment d’aquestes variants en les regions
flanquejades per DSs, la qual cosa ha fet que s’hipotetitzés que el mecanisme de produccio

6970, Aquestes diferencies genétiques

dels polimorfismes podria ser la RHNA entre DSs
estructurals i en el nombre de copies soén prou prevalents per representar variacié genética
entre individus i podrien explicar les bases moleculars de la variabilitat fenotipica humana i la

susceptibilitat a patir certes malalties>*®"""2,

1.3.4.- Malaltia

El concepte de mutacié gendmica es refereix a la malaltia causada per una modificacié
del genoma que resulta en una pérdua, guany o disrupcié de la integritat estructural de gens

sensibles a dosi™>™

. A diferéncia de les mutacions puntuals, que sorgeixen per errors en la
replicacio o reparacié de 'ADN, les mutacions genomiques estan causades per mecanismes de
recombinacié o d'uni® d'extrems no homolegs després d'una ruptura™. S’han descrit
nombroses sindromes causades per mutacions gendmiques a nivell meiodtic, perd també poden

ser somatiques i associar-se a cancer’".

1.3.4.1.-Reordenaments recurrents

El mal aparellament seguit d'una RHNA és el mecanisme més comu pel qual es

produeixen els reordenaments genomics associats a malaltia (Taula 2). La incidéncia global de
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reordenaments de novo coneguts com a causants de malaltia és de 0.7/1000 nascuts

Vius73,77,78.

Taula 2.- Malalties genomiques recurrents causades per RHNA entre DSs.

Malaltia Reordenament Regié Tamany
cromosomic cromosomica (Mb)
Charcot-Marie-Tooth Tipus 1A Duplicacié 17p12 1.5
I;l:ru;?é):;=27g%gedltarla amb paralisis Delecio 17p12 15
Sindrome d’Smith Magenis”" Deleci6 17p11.2 5
Sindrome dup(17)(p11.2 ;p11.2)* Duplicacio 17p11.2 5
Neurofibromatosis tipus 1°° Deleci6 17p11.2 1.5
Sindrome de Prader-Willi®>***° Deleci6 15q11-q13 4
Sindrome d’Angelman®>™* Deleci6 15q11-913 4
Sindrome dup(15)(q11;q13)/ Autisme™  Duplicacid 15911-q13 4
Sindrome inv dup(15)*"* Crom. marcador 45014 15414 >16
supernumerari
Sindrome de Williams-Beuren™™ ™" Delecid 7q11.23 1.55
Sindrome dup(7)(q11.23;q11.23)"" Duplicacio 7q11.23 1.55
Sindrom dup(22)(q11.2;q11.2)"™>™ Duplicacio 22q11.2 6
\S/gggc;rr';?o?:cgl?ﬁ?sr?c%/ Delecié 22q11.2 3
Sindrome d'ulls de gat "7 Crom. marcador 22q11.2 3
supernumerari
Sindrome de Sotos'” Delecié 5q35 2.2
Infertilitat masculina del AZFa">>"™° Delecié Yq11.2 3.5
Infertilitat masculina del AZFc'" Delecié Yq11.2 0.8

Estudis recents han implicat les DSs com a substrats per aquesta RHNA, degut a la
seva llargada i alta homologia de seqliéncia. Segons I'orientacié de les DSs i la recombinacié
intra- o inter-cromosoOmica, s’originen els diferents tipus de reordenaments (Figura 4).

La delimitacioé del punt de ruptura dins de les DSs en una regi6 relativament petita ha
permés identificar en alguns casos seqiéncies que podrien actuar en cis augmentant la
predisposicio als trencaments de doble cadena. Alguns exemples son: (i) les sequéncies y-like
de les DSs involucrades en la Neurofibromatosis de tipus 1, (ii) elements transposables
mariner-like en les DSs de CMT1A i neuropatia hereditaria amb paralisis per pressio, i (iii)
repeticions riques en palindroms (A+T) en una de les DSs de 22q11 involucrades en la
t(11;22)"*%%. En altres sindromes també s’ha demostrat una preferéncia en la posicié on es
doéna la recombinacié dins de les DSs, tot i que no s’han trobat elements especials en cis, com
per exemple en la Sindrome de Williams-Beuren (SWB), la SMS i delecions del cromosoma Y
associades a azoospérmia i infertilitat®®°.

A més a més, existeixen polimorfismes que consisteixen en la inversié d’'una regié
cromosomica flanquejada per DSs invertides, els quals poden predisposar a reordenaments
causants de les mutacions gendmiques, com en el cas dels progenitors de la SWB, de la SA de

classe Il, o les translocacions 4p16 i 8p23%°%,
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Figura 4.- Representacio esquematica de RHNA entre DSs com a mecanisme mutacional de les
malalties genomiques recurrents. Les DSs estan representades sobre el dibuix d'un cromosoma com a
fletxes grogues que indiquen la seva orientacio. Segons la localitzacio i 'organitzacié de les DSs, es
poden produir diferents tipus d’entrecreuaments entre les diferents copies paralogues i donen lloc a
duplicacions (dup), delecions (del), inversions (inv), fragments aceéntrics i altres reordenaments més
complexes. Adaptada de Stankiewicz i Lupski, 2002".

1.3.4.2.-Reordenaments no recurrents

En el fragment d’unié d’alguns punts de trencament s’ha detectat una sequéncia de 12-

34 pb d'origen desconegut i comu en els reordenaments generats per unié d’extrems no

112

homolegs . En son un exemple diferents translocacions o delecions no recurrents intersticials

de la regio 17p""°.
Els reordenaments no recurrents, tot i que no tenen els dos punts de trencament situats
en DSs i per tant aquestes no serien el mecanisme mutacional per la seva generacio, poden

ser propiciats o afavorits per la preséncia de DSs a la regio' ™.
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2.- MUTACIONS GENOMIQUES RECURRENTS A LA REGIO 7q11.23
ASSOCIADES A PATOLOGIA

2.1.-LA SINDROME DE WILLIAMS-BEUREN

La SWB (OMIM#194050) és una aneusomia segmentaria de la regié cromosomica

7q11.23, que té una incidéncia recentment estimada d’1/7,500 nascuts vius''°.

2.1.1-Descripcio clinica

La SWB presenta una gran variabilitat en el seu fenotip, com demostra la seva
descripcio inicial com a dues entitats diferents: la hipercalcémia idiopatica infantil''® i I'estenosis

)”7. Posteriorment, Williams i col-laboradors'® i Beuren i

supravalvular aortica (ESVA
col-laboradors'"® la van descriure com una sindrome que consistia en ESVA, caracteristiques
facials distintives i retard mental. Avui en dia se sap que és una alteracié genética amb
manifestacions que afecten principalment el teixit connectiu, el sistema endocri i el sistema
nervios central.

L’afectacid vascular, que pot ser progressiva, afecta aproximadament al 75% dels
pacients. La manifestacié més frequent és 'lESVA (50-60%), caracteritzada per I'obstrucci6 de

120

l'aorta ascendent“". També pot existir una arteriopatia generalitzada amb afectacié de

qualsevol de les altres artéries musculars. Un 40% dels adults amb la SWB presenten
hipertensié arterial (HTA), que en alguns casos és d’origen renal'?".

L’afectacio del teixit connectiu de sosteniment es manifesta per una laxitud articular lleu
durant la infancia, que posteriorment pot evolucionar cap a escoliosi, cifosi i lordosi, aixi com a
diferents graus de contractures'?. La debilitat en el teixit connectiu també pot comportar
I'aparicié d’hérnies inguinals o diverticulosis intestinals'®. La pell normalment és suau, amb
disminucié de la grassa subcutania i signes d’envelliment prematur. La veu és tipicament ronca
i aspre.

Les caracteristiques facials dels nens amb la SWB inclouen un estretament bitemporal,
plenitud periorbital, plecs epicantics, patré estel-lat de I'iris, malars plans, galtes caigudes i
plenes, pont nassal aplanat amb punta nassal bulbosa, llavis plens, mentd petit i boca ampla
amb dents petites i normalment mala oclusié dental'®®. Aquests trets facials proporcionen un
aspecte o gestalt caracteristic que s’ha anomenat cara de follet i que és la base pel diagnostic
clinic (Figura 5).

Les manifestacions endocrines més importants afecten al metabolisme del calci i al
creixement. La hipercalcémia es manifesta en I'etapa infantil, desapareixent als 2-4 anysm. Els
pacients mostren una disminucio lleu de I'algada en I'edat adulta, d’aproximadament 10 cm per
sota de la mitjana, degut a la combinacié del retard en el creixement prenatal, en el creixement

durant la infancia i el curt i prematur creixement pubertal125.
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Figura 5.- Caracteristiques facials dels pacients amb la SWB.

Els pacients amb la SWB mostren un retard mental lleu-moderat, amb una puntuacié

126127 'E| seu perfil cognitiu

mitjana en el quocient intel-lectual (Ql) de 60, i un rang entre 40 i 90
es caracteritza per una integracio visual-motora pobra (Figura 6) i una preservacio relativa del
llenguatge, especialment d’alguns elements com la quantitat i qualitat del vocabulari i I'is social
del llenguatge. També mostren anormalitats en la marxa, possiblement degudes als problemes
d'integracio visual-espacial'*®.

Una altra caracteristica d’aquests pacients és la hiperacusia (o disminucié de I'umbral
en queé els sorolls s6n molestos o dolorosos), que es manifesta en un 96% dels casos. A més a
més, la majoria d’ells mostren una resposta emocional més alta a la musica i la seva bona
memoria auditiva facilita que molts cantin o toquin algun instrument musical'®.

La personalitat i el comportament dels pacients amb la SWB pot anar canviant al llarg
de la seva vida. Durant la infancia, son especialment sociables i empatics, amb tendéncia a

preferir la companyia dels adults'*°

. Aixi, poden arribar a establir una excessiva amistat amb els
desconeguts, sense vergonya ni por. Els adults, per contra, en general s6n menys actius i
alegres que els infants, amb unes relacions socials pobres i desinhibides™'. Aproximadament
un 70% dels pacients presenten transtorn per déficit d’atencio, podent també presentar ansietat
i fobies simples'?'%,

Malgrat la simptomatologia comentada anteriorment, molts pacients adquireixen certa
independéncia en les activitats de la vida diaria, tot i que la majoria continuen vivint a casa dels

pares quan son adults i depenent de les seves families'*.
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Dibuix d’'una nena de 10 anys Bicicleta dibuixada per un pacient amb la
amb SWB (Ql global: 60). SWB de 9 anys i 7 mesos.

Figura 6.- Dibuixos realitzats per pacients amb la SWB. Aqui es pot observar en dos exemples com els
pacients amb la SWB sén capagos de dibuixar les parts pero no d’integrar-les, degut als seus problemes
d’integracio visual-espacial.

2.1.2.-Bases Moleculars

La SWB esta causada en >98% dels casos per una deleci6 submicroscopica en

135

heterozigosis de gens contigus de la regié cromosdomica 7q11.23 > (Figura 7). El tamany de

l'interval delecionat és d’1.55 Mb en un 90% dels pacients, mentre que en la resta la delecio6 és
més extensa, afectant a un interval d'1.84 Mb®. També s’han descrit alguns casos amb
delecions parcials. L’interval delecionat en la majoria dels casos conté uns 26-28 gens, els
quals codifiquen per proteines amb una gran varietat de funcions (factors de transcripcio,
proteines estructurals, receptors transmembrana, metiltransferases i proteines involucrades en

transducci6 de senyals i tasques neuronals) (Taula 3).

MNOL1R
TRIMSO
FKBPG
FZD9
BAZ1B
BCL7B
TBL2
WEBSCR14
— WBSCR24
WBSCR18
WBSCR22
STX1A
WBSCR21
CLDN4
CLDN3
7911.23 WBSCR27
WBSCR28
ELN
LIMK1
EIF4H
LAB
RFC2
CYLNZ2
— WBSCR23
7 GTF2IRD1
GTF21
NCF1
GTF2IRD2

Figura 7.- Esquema del cromosoma 7 huma amb ampliacié de la regié 7q11.23. Es poden observar
tots els gens de l'interval delecionat, ordenats de centromer a teldmer.
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Taula 3.- Gens delecionats en la SWB. Els gens es mostren ordenats de centromer a teldomer.

Gen Proteina i Funcio proteica
NOL1R/ NOL1Related. Possible funcié de regulacioé del cicle cel- IuIar Té
WBSCR20 homologia amb la proteina nucleolar proliferadora P120'**"*’
TRIM50/ Tripartite motif proteln 50 Possible fosfoproteina nuclear amb dits de zinc.
WBSCR23 Funcio desconeguda
FK-506 Binding Protein 6. Membre de la familia de les immunofilines que
FKBP6 és component del complex sinaptonémic. Funcié en fertilitat masculina i
aparellament dels cromosomes homolegs durant la meiosis'>*'*
Frizzled 9. Receptor transmembrana per proteines de tipus Wnt de senyal
FZD9 en desenvolupament. Podria estar implicada en polaritat de teixits i
desenvolupament141
BAZ1B/ Drosophila Acf1 homolog. Forma part del complex WINAC, implicat en
WBSCRY/ I assemblatglJe de la cromatina. Possible funcio en la regulacio de la
WSTF transcripcio
BCL7B ft(;:;lcl:;quegoma 7B. Autoantigen relacionat amb IgE en dermatitis
TBL2/ WS- Transducin B-//ke 2. Membre de la familia de les B-transducines, de funcié
BTRP desconeguda
WBSCR14/ Proteina basica Helix-Loop-Helix. Factor de transcripcio repressor que
WS-bHLH podria tenir un paper en diferenciacio cel-lular i/o prollferaC|o
WBSCR24 Proteina predita. Homologia amb la proteina de D.melanogaster Mod(r)
WBSCR18 Proteina predita. P053|ble funcié d’unié a proteines de xoc térmic i
plegament protelc
WBSCR22 Metiltransferasa predita HUSSY-03"°
STX1A Sintaxina 1A. Proteina de membrana pre-sinaptica, mvqucrada en
48,149
exocitosis de vesicules que contenen neurotransmissors’
WBSCR21 Proteina que conté un domini a/B-hidrolasa. Té activitat hidrolasa'>°
CLDN3 i Membres de la familia “Claudin”. Receptors per enterotoxines de
Clostridium perfringens. Formen part d’ estructures tight junction/barreres
CLDN4 50,151
paracel-lulars en teixits epitelials hepatics'
WBSCR27 Metiltransferasa predita de la familia UbiE/COQ5
WBSCR28 Proteina predita de funcié desconeguda
ELN Elastina. Es el principal component de les fibres elastiques de la matriu
. . N . : 1152,153
extracel-lular. Funcié en la morfogénesis arterial
LIM-kinase 1. Es una quinasa Ser/Thr amb dominis LIM. Implicada en la
LIMK1 transducci6 de senyals en sinapsis neuronals a través de la
depolimeritzacié del citoesquelet d’ actina'*"*®
EIF4H/ Eukaryotic initiatior factor 4H. Regulador positiu de l'inici de traduccio a
WBSCR1 nivell dARNm'®" 18
L AB/WBSCR5 Linker for activation ofB cells Implicada en el desenvolupament normal i
activacio de céllules B'®
REC2 Subunltat 2 deI factor de replicacio C. Elongacié de 'ADN durant la
rephcamo
CYLN2 Cytoplasmic linker neuronal protein CLIP 115. Uneix organuls al
citoesquelet a través de microtubuls'®
WBSCR23 Proteina hipotética LOC80112 de funcié desconeguda
GTF2IRD1/ GTF2I-related domain 1. Regulador transcripcional ™"’
WBSCR11
GTF2l GTF2I/TFII-I/BAP135/SPIN. Factor |n|C|ador de la transcripcio implicat tant
en transcripcié basal com d’ activacio'®
NCF1 Neutrophilic cytosollc factor 1. Subunitat p47”"* de 'oxidasa NAD(P)H.
Activitat antimicrobial'®
GTF2IRD2 GTF2I-related domain 2. Possible factor de transcripcio' "
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2.1.3.- Correlacions clinico-moleculars
2.1.3.1.- Pacients amb delecions parcials

La descripci6 de pacients amb delecions parcials ha permés establir algunes
correlacions clinico-moleculars (Figura 8).

L'ESVA és l'inica manifestacié de la SWB que s’ha associat directament amb
I’haploinsuficiencia d’'un gen de la regié, el gen de l'elastina (ELN). L’estudi de pacients amb
ESVA familiar i esporadica va mostrar una disrupcié del gen ELN per translocacié, mutacions
puntuals o delecions'’", establint aixi la seva contribucié a aquest fenotip. El model animal
també va confirmar aquesta associacié'’%.

La contribucié que pot tenir el gen de la LIM-quinasa 1 (LIMK1) al fenotip és actualment
ambigua, ja que els diferents casos descrits son contradictoris. Inicialment, basant-se en 2
families amb delecions parcials que afectaven només ELN i LIMK1, es va proposar que

I'hemizigositat per LIMK1 contribuia a la mala integracio visual-espacial173

. No obstant, la
posterior descripcio de tres pacients amb delecions semblants que no mostraven aquest déficit
no ha confirmat aquesta associacio'*"®. A més a més, s’han descrit dos pacients amb
delecions que abarquen la regid entre BAZ1B i EIF4H (que inclou també els gens ELN i LIMKT)
que presenten ESVA i una minima alteracié cognitiva, la qual cosa exclou que els gens
contigus a ELN contribueixin significativament al fenotip cognitiu57. D’aquesta manera, sembla
que la delecié d’una copia del gen LIMK1 no és suficient per causar els problemes d’integracio
visual-espacial, tot i que no es descarta que hi contribueixi en combinacié6 amb la delecio
d’altres gens de la regiod.

També s’han descrit dos pacients amb el fenotip complert de la SWB que tenen una
delecio entre ELN i GTF2I, la qual cosa suggereix que els gens principalment responsables del
fenotip cognitiu es localitzen a I'interval teloméric de la delecid, que inclou els gens CYLNZ2,
GTF2IRD1 i GTF2['"°. La descripcié d’una delecié semblant que no inclou el gen GTF2/ va
suggerir que GTF2I podria contibuir a alguns dels trets craniofacials i en aspectes del perfil
cognitiu, com per exemple la integracioé visual-espacial i el déficit de Ql, ja que els membres
afectats presentaven ESVA, abséncia dels trets craniofacials, déficits cognitius lleus,

personalitat entusiasta i integracio visual-espacial normal'”’.

2.1.3.2.- Variabilitat fenotipica

Existeix un ampli ventall de variabilitat clinica entre pacients amb la SWB, fins i tot dins
de la mateixa familia'’®. Es habitual trobar un rang molt ampli de QI global, aixi com diferéncies
de puntuacié en diferents tests. Perd les bases moleculars d’aquesta variabilitat, si n’hi ha,
encara es desconeixen, si bé es considera tipic de sindromes provocades per
I’haploinsuficiencia de diversos gens. Es postula que factors ambientals, variants genétiques en
l'al-lel no delecionat, efectes subtils d’imprinting, petites variacions en el punt de ruptura
cromosomic de delecions aparentment del mateix tamany o el fons genétic podrien contribuir a

la presentacié variable del fenotip.
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Figura 8.- Representacio de les delecions observades en pacients amb la SWB i correlacions gen-
fenotip. A la part superior es mostren les contribucions individuals de gens a aspectes concrets del
fenotip de la SWB. Amb fletxes continues s’indiquen les contribucions ja descrites i amb fletxes
discontinues les probables perd encara no demostrades. A la part inferior es detallen totes les delecions
atipiques i el seu interval delecionat, aixi com linterval afectat en les delecions recurrentg®®783178.177.179-

2.1.4.- Models animals

Una altra aproximacié per conéixer la rellevancia i funcié dels gens son els models
animals. En I'Ultima década la tecnologia per generar-los ha avangat molt, permetent la
generacio de models que mimetitzen les mutacions trobades en pacients.

Existeix una conservacié de la sinténia entre la regié cromosomica humana 7q11.23 i la

cromosodmica de ratoli 5G1-G2'%

(Figura 9). Tot i aixi, no es disposa d’'un model animal que
mimetitzi la deleci6 de la regié completa present en els pacients amb la SWB. Si que es
disposa, pero, de diversos models animals en els que s’ha lesionat especificament un gen de la
regid. En la taula 4 es presenten aquests models i el seu fenotip més caracteristic. Com es pot
observar, només algun dels ratolins knockout (KO) (Eln, LimK1, Cyln2, Fzd9, Gtf2i i Gtf2ird1)

presenten analogies amb caracteristiques fenotipiques presents en la SWB.
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Taula 4.- Animals knockout (KO) pels gens de la regi6é de la SWB.

Gen Fenotip
El ratoli KO per Elin és letal durant la gestacio o aI néixer, ja que l'elastina és
Eln essencial per la correcta morfogenesis arterial'’%. Els heterozigots presenten
estenosis aortlca i d’altres artéries, desenvolupant hipertrofia cardiaca i
h|pertenS|o
La deficiencia de la proteina CLIP-115 genera anomalies dendritiques i
Cyin2 déficit de coordmamo motora en els ratolins KO, tant en heterozigots com en
hom02|gots
Limk1 El ratoli KO per Limk1 presenta anomalles en la morfologia espinal i
alteracions en I'aprenentatge espacial'®’
L’estudi inicial d’'un KO per Gtf2ird1 no va detectar cap fenotlp anormal'®.
Gtf2ird1 Posteriorment s’han detectat anomalies craneo-encefaliques ¥ No obstant,
en un altre model generat de manera independent, els heter02|gots mostren
problemes d’ aprenentatge
Fkbp6 Els mascles KO per la proteina del complex s1i3r;aptonémic FKBP6 presenten
tan sols esterilitat per blogueig de la meiosis |
Chrebp El KO per Chrebp presenta una reduccié de la lipogénesis hepatlca amb
(Wbscr14) alteracié del metabolisme glucidic, que no afecta I'esperanga de vida'®
Els animals KO per Fzd9 no presenten caracteristiques de la SWB, perod si
Fzd9 que desenvolupen esplenomegalia, atrofia timica i amb [I'edat
Ilmfoadenopahes . No obstant, en un altre model generat quaS| en paral-lel
s’han detectat deﬂmts d’aprenentatge i memoria visual- espamal
Els ratolins amb una alteraci6 de la proteina GTF2l en heterozigosis
Gtf2i presenten algiacusia i dificultats d’aprenentatge, mentres que els

homoz‘ltgots presenten una reduccié de l'ansietat i un aprenentatge més
rapld
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Figura 9.- Sinténia huma-ratoli. L'interval delecionat en humans mostra una conservacio total de la
sinténia, perd amb ordre invertit, amb el ratoli. Adaptada de Valero et al., 2000



22 Introduccid

2.1.5.-Les duplicacions segmentaries de la regi6 7q11.23

La preséncia de DSs a la regi6 7911.23 es va suggerir per primer cop després
d’identificar un marcador polimorfic de la regid (D7S489) que reconeixia almenys tres foci' '’
La posterior caracteritzacido dels gens GTF2/ i NCF1 i dels seus pseudogens va confirmar
I'existéncia de duplicacions a la regid, juntament amb la caracteritzacié dels gens STAG3 i

PM82L101 ,198-200

2.1.5.1.-Estructura en humans

A la regié 7q11.23 existeixen tres grans DSs, anomenades segons la seva posicid
relativa al centrdomer com a DS centromérica, mitja i telomérica. Cada duplicaci6 esta formada
per tres blocs diferents, anomenats A, B i C. Es interessant destacar que els blocs de les DSs
centromérica i mitja es troben en la mateixa orientacioé centromer-telomer (en tandem), encara
que amb un ordre diferent, mentre que la DS telomerica es troba en direccié oposada perd amb

el mateix ordre de blocs que la centromerica'®® (Figura 10).

BNy ) m—) S ) e -

A Cc Ac Bc,/ Cm Bm /| Am Bt At Ct

S
§

TH!MSO

PMS2L WBSCR19 KBP6 GTFEI NCF1 GTF.?FHD.? S TAG3L PMS2L  GATS
\‘ |/ POM121% || ‘ i | ‘ : i [’

Figura 10.- Estructura de la regi6 7q11.23. Esquema de I'estructura de la regioé 7q11.23 i contingut genic
de les DSs que en formen part. Els blocs estan representats amb fletxes que indiquen la seva orientacié
relativa i els subindexs ¢, m i t indiquen centroméric, mig i teloméric. El bloc A esta representat en groc, el
bloc B en vermell i el bloc C en verd. En blau fosc es mostra la regi6 de gens de copia Unica i en lila una
regié duplicada comu en alguns blocs A i C. Adaptada d’Antonell et al., 2005%".

§
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En la taula 5 queden reflectides les principals caracteristiques de cada bloc, com la

seva longitud, les unitats transcripcionals que en formen part i la seva transcripcio.
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2.1.5.2.-Caracteritzacié en altres espécies

La regio ortdloga en el ratoli no presenta les DSs, pero si que conté tots els gens de
copia unica disposats de manera invertida respecte als gens flanquejants en el mapa huma.
Cal destacar que els punts de trencament de la inversié cromosomica entre humans i ratolins
es troben localitzats a les DSs presents en humans®'®.

L’abséncia de DSs a la regidé en el genoma del ratoli i en la majoria de mamifers dona
suport a la idea que els successos de duplicacié han tingut lloc recentment durant I'evolucio
dels primats. DeSilva i col-laboradors® van realitzar FISH comparatiu entre diferents espécies
de primats amb el BAC RG350L10 (que conté entre altres el pseudogen PMS2L5) i van
observar multiples senyals en tots els primats (ximpanzés, goril-les, orangutans i gibons) pero
no en ratoli. En ximpanzés i goril-les les senyals es van detectar a les regions ortdlogues a
7922 i 7p22, com en humans. Korenberg i col-laboradors®” van realitzar FISH amb sondes de
les regions duplicades (239C10 i 611E3) i una de la regi6 de copia unica (592D8) en
orangutans, goril-les, ximpanzés i humans. Els resultats van indicar que la regié 79q11.23 ha
estat involucrada en els reordenaments cromosomics que hi ha hagut entre orangutans i
goril-les (inversioé pericéntrica) i entre goril-les i ximpanzés (inversié paracéntrica). A més, el
BAC 239C10 es troba ja parcialment duplicat a oranguta, i sembla augmentar d’intensitat a
cada reordenament, suggerint duplicacions parcials associades a la inversié (Figura 2 B). Per
altra banda, Roesler i col-laboradors®®* no van trobar evidéncies de la preséncia de pseudogens

d’NCF1 ni en ximpanzés ni macacos.

2.1.6.- Mecanismes mutacionals
2.1.6.1.-La delecio

La majoria de casos de la SWB sén esporadics, essent la mutacioé de novo. No obstant,

205207 1) 5 taxa de

s’han descrit comptats casos de transmissié vertical autosdmica dominant
mutacions de novo aproximada és d’1 .33x10™ per gameta i generacio, amb una freqiiéncia molt
semblant en el cromosoma patern i matern®®®.

Normalment la delecié és deguda a RHNA® entre les DSs que flanquegen la regié
delecionada (Figura 11 A). La recombinacioé és intercromosdmica en un 67% dels casos i
intracromosomica en un 33%°%?'°. La delecié més comu, d'1.55 Mb, té lloc entre els blocs B
centroméric (Bc) i B mig (Bm). La caracteritzacié dels punts de trencament de la delecié dins
del bloc B recombinant ha identificat un punt calent (>27% pacients) en una regié de 1.4 kb en
el gen GTF2l/GTF2IP1, sent l'origen de les delecions esbiaixat cap a patern. En el cas de les

delecions d’1.84 Mb, la RHNA es déna entre els blocs A centromeéric (Ac) i A mig (Am)®>?"".
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A) Deleciod recurrent en pacients amb la SWB / Duplicacio reciproca
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C) Reordenaments germinals en portadors de la variant estructural d’inversio de la regio
delecionada en pacients amb la SWB

Intercromosomica
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Figura 11.- Mecanismes mutacionals per als reordenaments estructurals de la regié6 7q11.23

L’estructura de la regi6 esta representada en colors diferents: en blau la regioé de gens de copia Unica, en
groc el bloc A de les DSs, en vermell el bloc B i en verd el bloc C. Es mostren els cromosomes malalineats

Delecié

i els cromosomes reordenats després de la recombinacié (X)
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2.1.6.2.- La inversio

Les DSs de la regié poden afavorir una inversio d’1.79 Mb-2.56 Mb (Figura 11 B.2).
Aquesta inversio es troba en un 4-5% de la poblacié i una quarta part dels progenitors
transmissors del cromosoma que es deleciona en els pacients amb la SWB, la qual cosa fa

pensar que és un al-lel de predisposicio®?'"'2

. Quan el progenitor transmissor del cromosoma
reordenat és portador d’una inversié en la regid, el punt de trencament de la delecio es localitza
a les Ultimes 38 kb del bloc B (gen GTF2IRD?2), present només a Bm i B teloméric (Bt)* (Figura
11 C). Molt recentment, s’ha delimitat el punt de ruptura a dos punts calents, de 956 pb i 1.4 kb,

observant-se una diferéncia significativa segons I'origen matern o partern de la delecié®"".

2.1.6.3.- Els Polimorfismes de nombre de copies

Una altra variant present en el 0.8% de la poblacid i un 5-6% dels pares transmissors
és un PNCs per delecio o duplicacio de DSs (Corominas et al., resultats no publicats) (Figura
11 B.1). Aparentment, cap d’aquestes variants gendmiques afecten a gens ni s’associen a un
fenotip definit, tot i que I'heterozigositat per aquestes variants predisposa a I'aparellament

anormal d’aquesta regié durant la meiosis.

2.2.- TRANSTORN ESPECIFIC DEL LLENGUATGE - DUP (7)(q11.23;q11.23)

El primer cas de la duplicaci6 reciproca a la delecio de la regié 7q11.23 s’ha descrit fa

molt poc'®

. Agquesta mutacié és un esdeveniment de novo mediat pel mateix mecanisme
mutacional que la SWB, localitzant-se el punt de ruptura dins el gen NCF1 dels blocs Bc i Bm
(Figura 11 A). La frequéncia mutacional esperada és igual a la dels casos de SWB
intercromosomics, perque n’és el reordenament reciproc (~ 0.9x‘|0'4).

El fenotip del proband es caracteritza principalment per un retard greu del llenguatge
expressat i per una integracio visual-espacial normal, la qual cosa contrasta amb el fenotip
observat en els pacients amb la SWB. Aixo suggereix que alguns gens de la regié 7q11.23 sén
molt sensibles a alteracions de dosis i podrien contribuir a aspectes del fenotip com el
llenguatge i les habilitats visuals-espacials. A més a més, molt recentment s’ha publicat un altre
cas d’'un pacient i el seu pare amb la mateixa duplicacid, que presenten un fenotip bastant
diferent’™®. El pacient mostra craniocinostosis i problemes lleus del llenguatge, perd degut a la
seva edat no es disposa d’informacioé sobre la seva capacitat d'integracio visual-espacial. El
pare presenta sindactilia completa IlI-IV de la ma i lI-lll del peu i un carcinoma in situ de
testicles. Aixi, el fenotip de la duplicacié 7q11.23 segurament es podra caracteritzar millor al

augmentar el nombre de casos descrits.
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3.- GENS CONTINGUTS A LES DUPLICACIONS SEGMENTARIES

3.1.- EL GEN NCF1

El gen NCF1 esta localitzat al bloc Bm de les DSs de la regié cromosomica 7q11.23, i
els seus dos pseudogens es localitzen al bloc Bc i Bt, presentant un 99.6% d’homologia amb el
gen'®. El tamany del gen és de 15,236 pb des de l'inici de traduccié fins a linici del poli-A, i
consta d’11 exons. El seu contingut en GC és del 54.12% i el d’elements repetitius del
50.37%"*. NCF1 codifica pel factor citosolic p47”", un component essencial de I'oxidasa
NAD(P)H (NOX) de les cél-lules fagocitiques.

La malaltia granulomatosa cronica es caracteritza per infeccions bacterianes i
fungiques recurrents, especialment de la pell, pulmons, ganglis limfatics, fetge i ossos. Existeix
una forma recessiva lligada al cromosoma X (OMIM#306400), associada a la deficiencia de
gp9

p22P"°%  n67P"* | p47P"*. La deficiencia de p47”"™* és la causa del 25-30% dels casos totals de
215

1PhoX i tres formes autosomiques recessives, associades a la deficiéncia de les subunitats

la malaltia granulomatosa cronica (OMIM#233700)°. La mutacié més freqlient (97% casos)
és la delecio de 2pb (GT) entre intré 1 i exd 2, que provoca un canvi en la pauta de lectura i un
codé de fi de la traduccid prematurm. El fet que aquesta mutacié estigui present en els

pseudogens ha fet que es proposés la conversié génica com a mecanisme mutacional'#?**.

3.1.1.- L’oxidasa NAD(P)H i els seus components

La NOX és el complex enzimatic responsable de la reduccié de I'oxigen (O,) a ani6

superoxid (Oy), procés anomenat oxidative burst’'®:
NAD(P)H + O, —> NADP" + O, + H"

Aquest complex enzimatic és funcional en cél-lules fagocitiques, és a dir, neutrdfils,
monocits, eosinofils i macr(‘)fa93216. Tot i aixi, recentment s’ha demostrat que també pot ser-ho
en altres tipus cel-lulars®"’.

La NOX és un complex proteic format per 5 components®'®:
p47°"* és una proteina citosolica molt basica de 390 aminoacids (aa), que conté a la part C-
terminal llocs de fosforilacié importants per la seva activacio®'®.
gp91"’"°" és una glicoproteina transmembrana de 570 aa, que interacciona amb els components
citosolics durant I'activacio del complex®°.

p22°"* &s una proteina transmembrana, amb porcions exposades a ambdds costats®?’.

phox

Interacciona amb gp91 per formar el citocrom bssg.

p67°"°* és una proteina citosolica de 526 aa.
p40°"°* &s una proteina citosolica acida de 339 aa, amb certa homologia a p47°"* #%2),
Rac2 (Rac1 en ratoli) és una proteina d’'unio6 al nucleodtid guanina (GDP o GTP), necessaria per

I'activitat de la NOX?%,
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3.1.2.- Activacié de I'oxidasa NAD(P)H

L’activacio de la NOX és un procés complex que es podria simplificar en dues etapes:
(i) La fosforilacié d’alguns components citosolics, principalment p47°", i (ii) posteriorment

216 (Figura

aquests es desplacen cap a la membrana plasmatica on s’uneixen al citocrom bssg
12).

Amb més detall, la proteina quinasa C fosforila p47ph°x després de ser activada per
diferents estimuls, com per exemple el PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)®**. Es creu que
el mecanisme pel qual la fosforilacié desencadena l'activacié del complex NOX és un canvi de
conformacié de p47°"*. Aixi, s’ha hipotetitzat que quan la cél-lula esta en repos, p47°" esta
plegada de manera que el domini de poliprolines de I'extrem N-terminal s’associa amb un
domini SH3, i quan la proteina és fosforilada es desplega, exposant els dominis abans ocupats.

L'ultima proteina que hi participa és p67°"*

, que s’uniria mitjangant un dels seus dominis SH3
al domini de poliprolines alliberat. Alternativament, el domini de poliprolines alliberat es pot unir

al domini SH3 de p22°™*,

N OH REPOS
.

Angiotensina Il/
Altres estimuls

h

ACTIVADA

Figura 12.- Estructura i activacié del complex oxidasa NAD(P)H (NOX). Durant el procés d’activacié

phox phox

de la NOX la subunitat citosolica p47 , s'uneixen a la subunitat de

b és fosforilada i, junt amb p67
membrana gp91°"*.
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3.1.3.- Paper de 'oxidasa NAD(P)H en la biologia cardiovascular
3.1.3.1.- L’oxidasa vascular

S’ha descrit una familia d’enzims estructurals homolegs a gp91ph°x que formen part de
les NOX no fagocitiques i es troben distribuits en una gran varietat de teixits com el cdlon,
ronyd, muscul vascular llis i cervell®,

La NOX vascular es diferencia considerablement de la de neutrofils per les seves
caracteristiques bioquimiquesm. L’'estimacié de la produccié d'O, en ceél-lules vasculars
suggereix que la capacitat d’aquest complex enzimatic és aproximadament una tercera part de
la del complex fagocitic. A més, la cinética d’activacié després de I'estimulacié cel-lular també
és diferent, ja que mentre la produccié d’O, es produeix en minuts-hores en les cél-lules
vasculars de muscul llis, cél-lules endotelials i fibroblasts, en neutrofils és gairebé instantania.
No obstant, els enzims vasculars semblen tenir una activitat moderada constitutiva que no
tenen els de les cél-lules fagocitiques.

L'activitat de l'oxidasa vascular pot ser regulada per factors bioquimics, canvis

metabolics locals i forces hemodinamiques??®#%’

. Estudis in vivo i in vitro en diferents tipus
cel-lulars han demostrat que la seva activitat augmenta per I'angiotensina Il (Angll), un agonista
vasoactiu que estimula la formacié d’espécies reactives de 'O, (ROS) a través de p47°".
Altres factors bioquimics que també activen la NOX en cél-lules vasculars de muscul llis i en
fibroblasts sén la trombina, el factor de creixement derivat de plaquetes, el factor de necrosis
tumoral o i la lactosilceramida. Pel qué fa als canvis metabodlics, la reoxigenacio i el conseguent

augment en lactat estimula la NOX en miocits cardiacs.

3.1.3.2.- Espécies Reactives de I’Oxigen

Les ROS sén molécules que deriven de 'O, perd que han sofert una posterior reduccié
univalent, de manera que poden reaccionar amb altres productes bioldgics molt faciiment™.
Inclouen I'O,, el peroxid d’hidrogen (H.0,), els radicals hidroxil (OH), I'dxid nitric (NO) i el
peroxinitrit (OONO). La vida mitjana de 'O, és molt curta (de segons), tant per la seva
inestabilitat com per l'eficacia de les defenses antioxidants de la cél-lula. Aixi, els radicals Oy
reaccionen amb ells mateixos, espontaniament o bé per catalisis de la superdxid dismutasa
(SOD), per formar H,O, i O:

20, —=> 0, + H,0,

L’H,O, és més estable, pero la catalasa o la glutatid peroxidasa el converteixen a H,O Una
altra possible via per la metabolitzacié dels radicals O, és la seva reaccié amb I'NO, la qual

cosa redueix la bioactivitat d’aquest i fa que es produeixi el radical toxic ONOO'.
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3.1.3.3.- Consequéncies fisiologiques de I'activacié de I'oxidasa NAD(P)H

Les ROS i la NOX han estat implicades en nombrosos processos cel-lulars i malaltia

vascular??®2%"

. A nivell de la paret dels vasos sanguinis, la producci6 d’O, té diverses
consequéncies: (i) inactiva 'NO, augmentant la producciéo de OONO" i I'estrés hemodinamic de
la paret dels vasos, provocant vasoconstriccié per una desregulacio de la vasodilatacié de
'endoteli, (ii) oxida LDL, (iii) augmenta I'expressi6 de molécules d’adhesié en cél-lules
endotelials provocant una infiltracié de mondcits, i (iv) activa metaloproteinasses de la matriu,
portant al remodelatge vascular. Perd les ROS també estan implicades en el creixement del
muscul vascular llis i fibroblasts, en la induccio de la resposta inflamatoria vascular i en alguns
casos d’apoptosis. Tots aquests mecanismes impliquen les ROS i l'activacio de la NOX en

patologia vascular com per exemple en arteriosclerosis i HTA.

3.1.3.4.- L’oxidasa NAD(P)H i hipertensié arterial

S’ha demostrat la implicacié dels radicals O, en diverses formes d’HTA, en models
animals i en humans®.

En un model espontani de rata hipertensa es va observar un augment d'O," en vénules
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i arterioles”". Posteriorment, es va evidenciar la importancia funcional de les ROS al descriure

que I'administracio d’heparina (que s’uneix a la SOD de la paret del vas sanguini) normalitzava
la pressio sanguinia d’aquestes rates®'. La HTA també es correlaciona amb alt estrés oxidatiu
en les rates Dahl, que son sensibles a una dieta rica en sal**’. No obstant, la HTA induida per
norepinefrina no augmenta ni la produccié d’O, ni I'expressié de subunitats de la NOX**,
suggerint que 'O, esta involucrat només en certes formes d’'HTA. També s’ha demostrat que la

infusio cronica d’Angll en rates sobreregula la transcripcié de p22°"

40, (233,234)

i augmenta la produccio

El ratoli Ncf1” el van desenvolupar Jackson i col-laboradors mitjangant una disrupcié

del gen a I'exd 7°%°

. El fenotip és idéntic al dels pacients amb la malaltia granulomatosa cronica,
incloent una major susceptibilitat a infeccions letals i menor produccié d’'O; en leucdcits. Els
heterozigots (Ncf1*") mostren una disminucié de l'oxidative burst en granulocits tractats amb
PMA respecte els controls, perd no en macrofags®®. Existeix una altra soca deficient per
p47”"°x, originada per una mutacié puntual espontania a la posicié —2 de I'exé 8 d’Ncf1, la qual
cosa provoca un error en el processament dels transcrits®®’. Per intentar determinar els efectes

phox

vasculars que pot tenir la deficiencia de p47™™" es va comparar la pressio sanguinia basal del

28 Més

ratoli apoE"' amb la del apoE"‘-ch1"' i aquesta no mostrava diferéncies significatives
recentment, s’ha descrit que I'administracié cronica d’Angll in vivo al ratoli KO per Ncf1 no
provoca un augment de la produccié d’O, i només un minim augment de la pressié sanguinia, a
diferéncia dels animals salvatges (wt) que si que augmenten la produccié d’'O, i la pressié
sanguinia®®. A més, el tractament amb un péptid quimeéric dissenyat per inhibir I'associacio de
p47ph°X amb els components de membrana de la NOX va aconseguir disminuir la pressio

sanguinia en resposta a Angllm.
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3.2.- LA FAMILIA DE FACTORS DE TRANSCRIPCIO TFII-I

La familia de factors de transcripcid TFIl-I esta formada per GTF2l, GTF2IRD1 i
GTF2IRD2. El gen GTF2IRD1 i la regié 5 de GTF2I es troben dins I'interval critic pel fenotip
neurologic de la SWB, mentre que els exons 13-35 de GTF2/ i el gen GTF2IRD2 estan
localitzats a les DSs (Bloc B) que flanquegen la regi6é delecionada en la SWB. GTF2IRD2 ha
estat caracteritzat molt recentment i representa I'inic membre de la familia que esta duplicat
sencer en humans. A més, per la seva posicié dins el bloc B, esta delecionat només en alguns
pacients i podria contribuir a la variabilitat fenotipica de la SWB.

Els membres de la familia TFIl-I tenen unes caracteristiques estructurals comuns. La
principal és la preséncia de mdultiples dominis de repeticions-l, els quals sén estructures
semblants a dominis Helix-Loop-Helix (HLH). Evidéncies experimentals donen suport a que
aquestes repeticions so6n dominis de dimeritzacio®"'. També contenen tots cremalleres de
leucina (LZ), les quals son estructures formades per 3 repeticions de 7 aa. Les similituds entre
les LZs de GTF2l i GTF2IRD2 suggereixen que podrien formar heterodimers, mentre que és

poc probable que en formin amb GTF2IRD1%4%%*,

3.2.1.-El gen GTF2I

El gen GTF2I codifica pel factor de transcripcié GTF2l (General Transcription Factor Il-
1) o TFII-l. Aquest gen consta de 35 exons i la seva expressié és ubiquitaria, tot i que esta

especialment elevada a cervell i cél-lules B limfoides®**.

3.2.1.1.-Estructura i propietats de GTF2I

A la proteina GTF2| existeixen dos dominis funcionalment diferenciats: (i) una part N-
terminal de 70 kDa que conté dominis d’unié a ADN, i (ii) una part C-terminal de 43 kDa que és
el domini activador®®.

L'estructura aminoacidica primaria de GTF2l conté 6 repeticions-l (R1-R6) que
representen llocs potencials d’interaccié amb altres prote'l'ne5246. També presenta una regi6
basica (BR) just abans d’R2 (aa 301-306)***. En proteines HLH s’ha vist que la BR constitueix
un domini d’'unié a ADN especific de seqijéncia246. Concretament, s’ha demostrat que la BR és
necessaria per la unié a I'element iniciador del promotor (Inr) del promotor VB 5.2 i I'element
upstream del promotor de c-fos que solapa amb I'element Sre. No obstant, la delecié dels 90 aa
N-terminals de GTF2I, que contenen una LZ, condueix a la pérdua de la capacitat d‘'unié a
aquests elements de ’ADN, tot i conservar la BR intacta. Una hipotesi per explicar aquest fet
seria que la regi6 de 90 aa N-terminals podria tenir també contacte directe amb 'ADN o
contribuir indirectament a un canvi conformacional, i I'eliminacié d’aquesta regi6é podria exposar

un domini negatiu inhibidor que encobriria el veritable domini d’'unié a ADN**".
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Existeixen 4 isoformes de GTF2I derivades del processament alternatiu de 'TARNm, que
es localitzen preferentment al nucli i poden formar interaccions homomeériques i

heteromeériques®®* (Figura 13).

9 %
ZR2 R3 R4 Z R5 R6

GTF2IA N-lc]—-—f‘h-—“—t-wc 957 aa
GTF2la N-E o ﬂ_‘,--_-_..-_-_c 977 aa

GTF2I3 N[ - —n—m——§-mm—m———C 978 aa
GTR21 N = ], H — s ms——{Hm—ms——C 998 aa

Figura 13.- Esquema de I'estructura de les 4 isoformes humanes de la proteina GTF2I. Les sigles
R1-R6 corresponen a les 6 repeticions-l, NLS1-NLS2 son les dues senyals de localitzacié nuclear, i LZ és
la cremallera de leucina. Els dos rectangles verticals (blanc i ratllat) corresponen als dos exons que varien
entre les diferents isoformes. Adaptada de Roy AL, 2001

3.2.1.2.-Funcié de GTF2I en la transcripcio

GTF2I és un factor de transcripcié multifuncional que promou la formacié de complexes
activadors especifics de gen i facilita la comunicacié d’aquests complexes amb la maquinaria
basal de transcripcié168. GTF2I va ser descobert com a factor basal de transcripcié que s’unia i
funcionava a través d'un element Inr, com per exemple el del promotor Vf 5.2%7 Al mateix
temps, també es va descriure la seva capacitat d’unié a altres elements upstream activadors

(Sie, Sre, E-box), com per exemple en el promotor c-fos***?*° (Figura 14).

3.2.1.3.-Funcié de GTF2I en senyalitzacio

GTF2I es troba fosforilat a residus Ser/Thr i Tyr en condicions basals (en abséncia de
senyals extracel-lulars aparents), sent la fosforilacié al residu Y248 necessaria per la seva
activitat transcripcional®'. A més a més, diverses senyals extracel-lulars poden augmentar la
fosforilacié a tirosines a través de 'unié a receptors de superficie cel-lular, portant a una major
activitat transcripcional de GTF2I, la qual cosa fa pensar que a part de la seva funcid
transcripcional pot mediar transduccié de senyals mitjancada per receptor251'253.

Una fraccio important de GTF2l s’associa constitutivament amb Ila tirosina quinasa de

Bruton (Btk) al citoplasma de céllules B o mieloides en repos®>?*

. La senyalitzacio del
receptor antigen de cel-lules B porta a la fosforilacié de GTF2I a tirosines i s’allibera de Btk per

ser importat al nucli on activa la transcripcio®* (Figura 14).
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La tirosina quinasa que fosforila GTF2I a les cél-lules no limfoides i que controla la seva

translocacié a nucli depenent de senyals extracel-lulars podria ser Src?*42

. Tot i aixi, el més
probable és que mudltiples tirosina quinases puguin unir-se a GTF2I segons el tipus cel-lular i

condicions fisiologiques.

Senyals

Basal

(TAM Machinery

Elements Inr/Core

Citoplasma

Figura 14.- Actuacié de GTF2l i el seu paper en la regulacié de la transcripcié. GTF2| (TFIl-l) es pot
unir tant a elements proximals del promotor (Inr) o activadors (upstream). Ambdues activitats de GTF2I
soén depenents del seu estat de fosforilacid. En cél-lules en repos, GTF2| és segrestat al citoplasma per la
unié a una proteina tirosina quinasa (PTK). En resposta a senyals extracel-lulars, GTF2I| és fosforilat (P),
alliberat de la quinasa i translocat al nucli on activa la transcripcié. Adaptada de Roy AL, 2001,

3.2.2.- El gen GTF2IRD1

El gen GTF2IRD1, també anomenat WBSCR11, GTF2IRD1 o GTF3, es troba a la regi6
de gens de copia Unica delecionats en la SWB'?®'%"> E| gen consta de 27 exons i la seva
expressio és ubiquitaria.

El seu producte proteic també ha rebut diverses nomenclatures, com GTF2IRD1,
WBSCR11, BEN, Cream-1, MusTRD1 o GTF3. Existeixen diferents isoformes derivades del
processament de 'ARNm, i el seu tamany en humans pot ser de 944 6 959 aa”>>**,
L’estructura proteica es caracteritza per la preséncia de 5 repeticions-I. La funcié de GTF2IRD1
no ha estat del tot caracteritzada, perd se sap que és un activador muscul-especific del gen de

la troponina i que actua com un repressor de GTF21%°%7.
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3.2.3.-El gen GTF2IRD2

El gen GTF2IRDZ2 és un gen de fusié creat com a consequéncia d’una insercié en pauta
d’'un element transposable Charlie8. Existeixen 2 transcrits diferents que corresponen al gen
GTF2IRD2, localitzats al bloc Bm i Bt, i un pseudogen situat al bloc Bc. Els dos transcrits
presenten 6 substitucions aminoacidiques, totes a I'extrem C-terminal, concretament als residus
478, 500, 597, 609, 612 i 812. Cap d’aquests canvis, pero, provoca una truncacioé de la proteina
i sembla que totes dues copies podrien ser funcionals. En canvi, el pseudogen té com a
principal diferéncia I'abséncia d’una regié promotora i la delecié dels dos primers exons, la qual
cosa resulta en un canvi de la pauta de lectura i I'aparicié d’'un codd de fi de la traduccid
prematur que fa que no sigui transcrit. Estudis d’expressié han identificat un transcrit d’~3.5 kb

amb expressio ubiqitaria en teixits fetals i adults'”°.

3.2.3.1.-Estructura del gen i propietats predites de les dues proteines funcionals

GTF2IRD2 ocupa una regié cromosdmica de 57,251 pb i esta format per 16 exons. La
relacio entre GTF2IRD2 i GTF2I és dbvia a nivell ’ADN, ja que els exons 2-11 de GTF2IRD2
corresponen als exons 2-12 de GTF2/ (a GTF2IRDZ2 li falta 'exé 10 de GTF2l) i els exons 12-15
de GTF2IRD2 corresponen als exons 28-31 de GTF2/**® (Figura 15 B). EI cADN té 3,559 pb i el
seu contingut en sequeéncies repetitives és d’'un 60.3% (un 8.32% son Alus, un 1.46% son
repeticions de baixa complexitat i un 50.52% és un element transposable de tipus MER1
anomenat Charlie8)'"°.

La proteina GTF2IRD2 és de 949 aa i 107,233 Da de pes molecular. Té una estructura
helicoidal, lleugerament acidica i que conté dues regions amb residus principalment hidrofilics.
Segons prediccions informatiques, GTF2IRD2 és soluble i probablement té una localitzacié
citoplasmatica'’®. Pel qué fa a les modificacions post-traduccionals, s’han identificat 4 llocs
potencials per N-glicosilacié i multiples llocs de fosforilacio per les principals quinases, entre els
quals hi ha dos residus Tyrm. GTF2IRD2 podria unir-se tant a ’ADN com a proteines, ja que
conté dues LZ, dues repeticions-I i un domini d’'unié a ADN'%?*® (Figura 15 A).

A grans trets, es poden diferenciar dues parts en la proteina:

Part N-terminal: esta formada per 410 aa i conté dues repeticions-| (localitzades als residus
107-185 i 332-410), mostrant una gran homologia amb els altres membres de la familia TFII-I.
Aquesta part t¢ un 75% d’identitat i un 84% de similitud amb GTF2I, mentre que amb
GTF2IRD1 I'identitat és menor i esta localitzada només al voltant de les repeticions-lm.

Part C-terminal: esta formada pels residus 414-949 de la proteina i té una alta identitat (>78%)
amb l'element transposable Charlie8 (o MER102). El transposé Charlie8 és un membre
autonom de la familia de les transposases MER1, especific de mamifers i caracteritzat per un
lloc d’insercié de 8 pb palindromic i dues repeticions invertides terminals flanquejants de 15 pb.
Es creu que I'element Charlie8 encara podria ser funcional perqué s’hi han detectat 3 dominis

relacionats amb transposases. Tot i aixi, es desconeix la possible funcionalitat d’aquest element
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integrat en pauta, donat que només s’han descrit en el genoma dos casos més de de funcié
170

desconeguda .
A LZ1 HLH1  HLH2 ZF Lz2
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Figura 15.- Dominis proteics i estructura genomica de GTF2IRD2. A) Organitzacié estructural de la
proteina GTF2IRD2. LZ1 i LZ2 corresponen a les cremalleres de leucina, HLH1 i HLH2 a les 2 repeticions-
I, ZF al domini dits de zinc. B) Comparacio de les estructures geniques de GTF2IRD2 i GTF2I. Els exons
estan representats a escala com a caixes; les negres indiquen exons que poden patir un processament
diferencial. Els dominis estructurals estan sombrejats en gris. Adaptada de Makeyev et al., 200478,

3.2.4.- Evolucio de la familia TFII-l

El membre més antic de la familia TFIl-I seria GTF2IRD1, ja que s’ha identificat una
sequeéncia parcial a Danio rerio i Takifugu rubripes. Després s’hauria originat GTF2/ com a
consequéncia d'una duplicacié local de GTF2IRD1 (ja present en el pollastre) i la posterior
evolucié de la seva estructura degut a la seva especialitzacié funcional. Per altra banda,
GTF2IRD2 revel-la una major similitud amb GTF2/ que amb GTF2IRD1, i es creu que la
insercid en pauta d’'un element transposable que probablement li atorga una nova funcionalitat
a la proteina li hauria permés la pérdua d’alguns dels dominis HLH?*®.

Sembla ser que GTF2IRD2 és un gen especific de mamifers, ja que no s’ha detectat el
seu homoleg en els genomes seqlenciats de D.melanogaster, C.elegans o Fugu”o. Basant-se
en l'existéncia de sequéncies altament homologues (>80% identitat a nivell de proteina) de
vaca i porc, es pot afirmar que GTF2IRD2 esta conservat en el llinatge dels vertebrats i

s’especula que la seva formacio és anterior a la radiacié dels mamifers?®.
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1.- L'estructura de la regié 7g11.23 humana podria haver sofert multiples canvis evolutius al
llarg de I'evoluci6 dels primats, que podrien explicar I'existéncia de nombroses DSs en humans.
L’estudi gendomic comparatiu de la regio ortdloga en espécies relacionades permetria proposar
un mecanisme de generacio d’aquestes DSs i contribuir al coneixement de I'evolucio

cromosomica.

2.- Es desconeixen les bases moleculars de la variabilitat fenotipica en la SWB. L’existéncia de
certa variabilitat en el punt de ruptura de la delecié podria contribuir a la variabilitat del fenotip.
NCF1 i GTF2IRD2 so6n gens localitzats a les DSs que flanquegen la delecié comu i per tant
candidats a determinar la variabilitat molecular i fenotipica. Els estudis detallats de correlacions
clinico-moleculars en pacients, aixi com estudis funcionals de gens candidats poden confirmar

la implicacié de gens en aspectes fenotipics.

3.- La proteina codificada pel gen GTF2/RD2 té una funcié desconeguda, perd prediccions
informatiques han apuntat a un possible paper de factor de transcripcid6 com els altres dos

membres de la seva familia (GTF2/i GTF2IRD1), amb els quals podria interaccionar.
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1.- Determinar I'abséncia/preséncia de les DSs de la regi6 7q11.23 i caracteritzar en detall la
regio ortdloga en 4 espécies de primats (macaco, oranguta, goril-la i ximpanzé), aixi com datar

I'aparicié de cada duplicacio.

2.- Proposar un model evolutiu per a la generacié de les DSs de la regi6 de la SWB en humans,
detallant els reordenaments que han tingut lloc durant aquest procés i proposar els elements

que podrien haver-los facilitat.

3.- Establir correlacions clinico-moleculars per esbrinar si diferéncies en el punt de ruptura de

les delecions s’associen a variabilitat fenotipica.

4.- Determinar si I’hemizigositat pel gen NCF1 provoca una reduccioé de I'expressié de p47p'7°",

una menor activitat del complex enzimatic NOX i si es correlaciona negativament amb el risc de

desenvolupar HTA.

5.- Estudiar si GTF2IRD2 en condicions in vitro interactua amb els altres membres de la seva
familia, té una localitzacié nuclear i és capag¢ d’'unir-se a sequéncies promotores i modular la

seva transcripcio.
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Els materials i metodes utilitzats en la present tesi queden reflectits i explicats en detall

a l'apartat especific de cada treball.

En el primer treball s’han utilitzat principalment técniques de genética molecular, com
per exemple la PCR, la sequenciacid, I'analisis de variants paralogues de sequéncia (PSV)
utilitzant enzims de restriccid, analisis de microsatél-lits i FISH. A més a més, també s’han
realitzat analisis informatics de divergéncia de seqiiéncia, construccid d’arbres filogenetics i
analisis de seleccid. Com a materials principals es va utilitzar ADN genomic i preparacions

cromosomiques de les espécies de primats estudiades.

En el segon treball, 'aportacié principal ha estat el treball realitzat amb les linies
cel-lulars limfoblastoides de pacients i controls. De les linies s’ha obtingut ADN genomic, ARN i
proteines. De totes s’ha caracteritzat el nombre de copies funcionals del gen NCF1 amb
'analisis d’'una PSV i s’ha detectat la quantitat de proteina expressada mitjangant western-blot i
immunocitoquimica. La mesura de l'activitat de I'oxidasa NAD(P)H de les linies cel-lulars s’ha

realitzat mitjancant un test colorimétric de reducci6 del compost NBT.

En el tercer treball, les técniques utilitzades han estat més bioquimiques, encara que
també inclouen la clonacié en pauta de transcrits dins un vector d’expressioé en cél-lules de
mamifers. El treball ha estat basicament amb cultius de cél-lules adherents transformades
COS7, les quals s’han transfectat amb els diferents vectors d’expressio. Els meétodes de
transfeccio utilitzats han estat la Lipofectamina, el Polyfect i el clorur de calci. Les transfeccions
s’han realitzat per fer estudis de localitzacio cel-lular, assajos d’interaccié de proteines (GST-

pull down) i assajos reporters amb renilla-luciferasa.
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~ CAPITOL 1 ~

Evolutionary mechanisms shaping the genomic structure of
the Williams-Beuren syndrome chromosomal region at
human 7q11.23

Anna Antonell, Oscar de Luis, Xavier Domingo-Roura, Luis A. Pérez Jurado

Genome Research 2005; 15: 1179-1188

Aquest treball descriu de manera precisa I'estructura de la regié cromosdmica humana
7911.23, que conté les DSs implicades en els reordenaments gendmics associats a la SWB i la
duplicacié reciproca, a part de la caracteritzacié de les regions ortdlogues en altres primats
(macaco, oranguta, goril-la i ximpanzé). Els resultats indiquen un origen molt recent, i a la
vegada divergent, que hauria comencgat abans de la diversificacié dels hominoids (fa ~12-16
Ma). Durant I'evolucié han tingut lloc duplicacions especifiques d’espécie (com per exemple de
gens de funcidé neurocognitiva) i reordenaments intracromosomics (majoritariament inversions)
que han creat diferéncies significatives entre aquests genomes. L'estudi gendomic comparatiu
entre espécies ens ha permés proposar un model especific i seqlencial dels reordenaments
cromosomics evolutius que han donat forma a I'arquitectura gendmica de la regi6. S’han
detectat sequéncies Alu a tots els extrems dels blocs de DSs i per aixo s’ha proposat un model
mecanistic basat en la transposicié duplicativa mediada per elements Alu junt amb fenomens
de RHNA per la generacié i expansio local de les DSs. L’extraordinaria taxa de canvi evolutiu
d’aquesta regio, extrapolable a altres regions riques en DSs, fa que existeixi una variacié
genomica important entre espécies de primats hominoids, la qual podria ser rellevant

funcionalment i predisposar a malaltia.






Antonell A, de Luis O, Domingo-Roura X, Perez-Jurado LA.

Evolutionary mechanisms shaping the genomic structure of the Williams-Beuren
syndrome chromosomal region at human 7q11.23.

Genome Research. 2005 Sep;15(9):1179-88
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~ CAPITOL 2 ~

Hemizygosity at the NCF1 gene in Williams Beuren
syndrome patients decreases their risk of hypertension

Miguel Del Campo*, Anna Antonell*, Luis F. Magano, Francisco J. Mufioz,

Raquel Flores, Monica Bayés, Luis A. Pérez-Jurado
*These two authors contributed equally to this work.

American Journal of Human Genetics 2006; 78:533-542

La SWB és una sindrome de gens contigus caracteritzada per problemes en el
desenvolupament, retard mental i alteracions cardiovasculars que inclouen una elevada
frequéncia d’HTA (50%). L’haploinsuficiéncia pel gen de l'elastina se sap que condueix a
estenosis vascular i predisposa a HTA. S’ha realitzat una caracteritzacio clinica i molecular molt
detallada en 96 pacients, per tal de trobar correlacions clinico-moleculars. Els punts de ruptura
van ser definits amb precisié i es va observar que podien resultar en variabilitat en dos gens,
NCF1i GTF2IRD2. La HTA es va trobar significativament menys prevalent en els pacients amb
la delecié que inclou NCF1 (P=.02), un gen que codifica per la subunitat p47ph°" de la NOX. En
linies cel-lulars de pacients hemizigots per NCF1, es va observar una disminucié dels nivells de
proteina p47""°x, de la produccié d’O5" i de nitrotirosinacio proteica. El seglent treball presenta
una evidéncia genética i funcional per la implicacié directa de I'estrés oxidatiu generat via
activacié de la NOX en la patogénesis de la HTA en la SWB. Els pacients amb la SWB
proporcionen un model natural per demostrar que la inhibicié a llarg termini del complex NOX
pot ser una estratégia segura i exitosa per prevenir el desenvolupament d’'HTA en individus
amb risc. Per tant, es proposa que s’haurien d’iniciar assajos clinics per valorar si un tractament
farmacologic amb antioxidants podria prevenir I'aparicié de la HTA i les seves complicacions,
tant en pacients amb la SWB com en altres formes d’'HTA mediada per uns mecanismes

similars.
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~ CAPITOL 3 ~

Functional analysis of GTF2IRD2

Anna Antonell, Maria Isabel Tussie-Luna, Ananda L. Roy, Luis A. Pérez Jurado

(en preparacio)

GTF2IRD2 esta localitzat a les DSs especifiques d’humans que flanquegen la regié
comu delecionada en la SWB. D’aquest gen existeixen tres loci a la regio, els quals han sofert
seleccio purificadora al llarg de I'evolucid, dos dels quals sén transcrits (els situats a Bm i Bt).
En alguns pacients amb la SWB que presenten el punt de ruptura de la delecié dins del gen
GTF2IRD2 es crea un transcrit quiméric lleugerament diferent a les altres dues copies. Aixi, pel
fet d’estar duplicat exclusivament en I'espécie humana podria contribuir a les diferéncies
funcionals entre espécies. També és interessant perqué en funcié del punt de ruptura de la
delecio els pacients tenen un nombre de copies funcionals diferent del gen i podria contribuir a
la variabilitat del fenotip de la SWB. A més a més, GTF2IRD2, GTF2l i GTF2IRD1 formen part
d’'una familia de factors de transcripcié caracteritzada pels seus dominis repetits semblants a
HLH que s’anomenen repeticions-I. Dos d’aquests gens (GTF2/ i GTF2IRD1) es troben dins
linterval critic responsable del fenotip neurocognitiu de la SWB. La funci6 de GTF2l i
GTF2IRD1 és ben coneguda, a diferéncia de la de GTF2IRD2. Per tot aix0 s’ha volgut realitzar
un estudi funcional in vitro per determinar si GTF2IRD2 podria actuar també com a factor
regulador de la transcripcié. Hem observat una localitzacié cel-lular diferent per a cada una de
les variants, tot i que totes tenen la capacitat d’interaccionar amb GTF2l. Cap d’elles modula,

pero, I'activacié/repressio del gen c-fos, com fa GTF2I.
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INTRODUCTION

Williams-Beuren syndrome (WBS; MIM 194050) is a neurodevelopmental disorder with
an estimated prevalence of 1 in 7,500 newborns (1). Individuals with WBS typically present
distinctive facial features, mild growth retardation, supravalvular aortic stenoses and often
infantile hypercalcemia. Their non-uniform cognitive profile, with mild to moderate mental
retardation, is characterized for having problems in some areas (psychomotricity, visuospatial
integration) and relative preservation of others (language, musicality). They have a friendly
personality and they don’t feel fear dealing with strangers (2). It is caused by a de novo 1.55 Mb
deletion at chromosomal region 7q11.23 in most of the cases (3;4). The mutational mechanism
is a non-allelic homologous recombination between segmental duplications flanking in tandem
the commonly deleted region (3;5;6). Depending on the deletion breakpoint, the number of
deleted genes can vary between 26 and 28. The two genes that introduce genotype variability
among the WBS patients, and probably clinical variability, are NCF1 and GTF2IRD2, located at
Block B of the segmental duplications that flank the deleted region (7). Moreover, analysis of
WBS patients with partial deletions have allowed the establishment of a critical region
responsible for the cognitive profile, which include GTF2/ and GTF2IRD1 genes (8).

GTF2l, GTF2IRD1 and GTF2IRD2 are members of the TFIl-I family of proteins,
characterized by the presence of multiple helix-loop-helix (HLH)-like novel domains known as I-
repeats (9;10). GTF2l (or TFll-I) and GTF2IRD1 (or GTF3, MusTRD1, BEN, CREAM,
WBSCR11) both contain multiple I-repeats. GTF2I contains both DNA and protein binding sites
and is a multifunctional transcription factor that can bind enhancer (E-box) and core promoter
(Inr) elements (10). Similarly, GTF2IRD1 is also thought to have gene regulatory function
through direct DNA interactions (11;12). GTF2IRD2 gene has been reported recently in three
different loci of chromosome band 7q11.23 (3). In two of the locations its sequence comprises
16 exons extending over 57 kb. Genomic structural analysis revealed that the first 15 exons are
homologous to two regions of GTF2l (exons 2-12 and 28-31) and exon 16 is a Charlie8
transposable element inserted in frame (13). This gene is highly conserved in mammals and
GTF2IRD2 human copies show a purifying selection in pair-wise comparisons (14;15). Despite
the high degree of homology at the protein level, there are some aminoacidic changes that
allow distinction of the variants (15) (Figure 1 A). It has been shown that GTF2IRD2 located at
Block B medial (Bm) and B telomeric (Bt) are transcribed, while the copy located at block B
centromeric (Bc) is not transcribed due to the absence of promoter and exons 1 and 2.
However, some WBS patients express a chimeric copy which consists in the 5’ part of the
medial copy and the 3’ part of the centromeric one (7) (Figure 1 B). The three different protein
products will be named by the locus where they are encoded either medial (GTF2IRD2-Med),
telomeric (GTF2IRD2-Tel) or chimeric (GTF2IRD2-Ch). ORFs encode a protein of 107 kDa with
several features characteristic of regulatory factors, including two I-repeats, two leucine zippers
(LZ) and a single Cys-2/His-2 zinc finger (ZF) (13;16) (Figure 1 A). The presence of these
domains suggests that GTF2IRD2 possess DNA and protein binding properties.
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Here we searched for potential DNA and protein binding properties of GTF2IRD2, as
well as for their cellular localization. Interaction studies revealed that all the GTF2IRD2 proteins
can form heterodimers with GTF2I, although only the GTF2IRD2-Tel can interact with
GTF2IRD1. Regarding the localization assays, the three proteins show a different pattern, which
may indicate different functionality. On the other hand, none of the GTF2IRD2 variants seem to
affect the transcription of c-fos gene. Based on these results, we hypothesize the creation in
humans of the fourth member of the TFII-I family, which is still almost identical to ancestral
GTF2IRD2 although it will probably diverge to a slightly new functionality, allowing the creation

of more complex networks of transcriptional control.
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Figure 1.- GTF2IRD2 aminoacidic differences among variants, and generation of the chimeric copy.
A, Schematic diagram of GTF2/RD2 full lenght form. Exons are represented as rectangles. Exons coding
for leucine zipper (LZ) are shaded black; I-repeats (HLH) are shaded light grey and Charlie8 domain in
dark grey. In the bottom there is a detail of the aminoacidic changes among the copies and a schematic
representation of the proteic structure. ZF menas zinc finger domain. B, Generation of the chimeric copy in
WBS patients, through non-allelic homologous recombination between GTF2/RD2 centromeric and medial.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture

COS7 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,; Life Technologies)
containing 10% fetal bovine serum (Sigma), 50 units of penicillin/ml, and 50 pg of

streptomycin/ml (GIBCO BRL). Cells were maintained at 37°C in a 5% CO, environment.

Construction of Green Fluorescence Protein (GFP)-fused and Glutathione S-
transferase (GST)-fused GTF2IRD2 copies

GTF2IRD2 cDNAs were amplified by RT-PCR from cell line RNAs, with primers F-CTAGAATT-
CGGGATCATGGCCCAGGTAGCA and R-AATCCCAGCACTTTGTGAGGTCG. The amplified
fragment was gel isolated and cloned into pCR-XL-TOPO cloning vector (Invitrogen).
Sequencing of cloned products allowed us to differenciate GTF2IRD2-Med and GTF2IRD2-Tel
copies. Inserts were digested with EcoRI-Hindlll and Hindlll-Apal. cDNA was obtained in two
fragments which were then ligated into the eukaryotic expression vector pEGFPC2 (Clontech)
EcoRI-Apal digested, and plasmids were named pEGFPC2-GTF2IRD2-Med and pEGFPC2-
GTF2IRD2-Tel. The GTF2IRD2-Ch transcrit was obtained in three fragments, two by RT-PCR
from cell line RNA and one by PCR from genomic DNA, with primers for fragment 1: F-
CTAGAATTCGGGATCATGGCCCAGGTAGCA and R-TCTGGAACAGTCACTTGAACG, for
fragment 2: F-CGAGGTGAAAATCGAAGGAA and R-CGACACCACGGATGAATATG and for
fragment 3: F-TGGGAAAACGCAAGATAGACC and R-ATGAATAGTGAGGCATACAATG. Each
fragment was digested with a different pair of enzymes; for fragment 1: EcoRI-Pstl, for fragment
2: Pstl-Hindlll and for fragment 3: Hindlll-Apal. The three fragments were then ligated in EcoRI-
Apal digested pEGFPC2 (pEGFPC2-GTF2IRD2-Ch). Constructs were entirely sequenced for
confirmation. The eukaryotic expression vector pEBG, in which the human EF-1a promoter
drives the expression of protein fused to GST, was used to generate GST-fused proteins. ORFs
were PCR amplified from pEGFPC2 vectors, adding a hexa-histidine tag, with primers F-
GCGGTACCCACCATCACCACCATCACATGGCCCAGGTAGCA and R-TCCACCGGATCTA-
GATAACTGGCGGCCGCTTAA. Products were Kpnl-Notl digested and inserted in frame
between the Kpnl and Notl site of pEBG vector (plasmids pEBG-GTF2IRD2-Ch, pEBG-
GTF2IRD2-Med, pEBG-GTF2IRD2-Tel).

Plasmids

Plasmids pSOVAAS’ c-fos luciferase, containing a 379 bp murine c-fos promoter (17) and pRL-
TK (Promega), containing the Renilla luciferase gene under the control of the thymidine kinase
promoter were used as reporters. The GTF2l and GTF2IRD1 expression vectors had been
previously constructed: PEBG-II-I (18;19), pEBB-GFP-II-I (20), pEBGII-I-ANLS1 (a gift from
Shweta Hakre), pEBG-TIRF1 wt (Roy lab), pEBB-GFP-TIRF1 wt (Roy lab), pEBG-TIRF1-
ANLS3 (Roy lab).
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Transient transfection and Immunofluorescence

COS7 cells were grown on coverslips and transfected by Lipofectamine (Invitrogen) method
with each of the GTF2IRD2 proteins fused to GFP individually or co-transfected with GTF2I or
GTF2IRD1 constructs fused to GST. They were serum-starved for 18-20 h, and stimulated with
20% FCS. 30 min after stimulation cells were fixed with methanol for 2 minutes and prepared for
immunofluorescence. Cells were incubated with monoclonal antibody (Ab) anti-GST-2 (Sigma)
at a dilution of 1:3500 for 1 h and then with Alexa 594 goat anti-mouse IgG (H+L) Ab (Molecular
Probes) at a dilution of 1:15000, for 1 h. Nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI) dye (SIGMA). Immunofluorescence was detected using a fluorescence microscope.
Reporter assays

One day before transfection, COS7 cells at 80-90% of confluency were trypsinized, and each
well of a 6-well plate was seeded with 2.5-3x10* cells. Transient transfection was done with
Lipofectamine as suggested by the manufacturer, with the following modifications. In an
eppendorf tube, reporter plasmids for all the experiments were mixed with DMEM plain, with
600 ngr of c-fos-luciferase reporter plasmid and 35 ngr of renilla luciferase plasmid (as an
internal transfection control) for each well. In another eppendorf, plasmids to be assayed in
each condition are mixed with DMEM plain. The total amount of DNA in each experiment was
equalized with the empty vector pEBB. In a separate eppendorf, Lipofectamine was mixed with
DMEM plain (4.4ul/1000ngr). The plasmids-containing mediums were first mixed, and finally the
Lipofectamine-containing medium was added. We incubated for 40 min at room temperature to
allow the formation of DNA-lipid complexes. Cells were washed once with PBS and were finally
left in DMEM plain. The mixture was added in a final volume of 1 ml per well and cells were
incubated overnight in a CO, incubator at 37°C. After 12-14 h, medium is replaced for DMEM
10% FCS and cells incubated again at least for 8 h. Media is exchanged with DMEM plain to
perform serum starvation for 20 h. Finally, cells are stimulated with human Epidermal Growth
Factor (hEGF) at a final concentration of 25 ngr/ml for 4 h. Cells are washed once in PBS 1x
and lysed in 500 pl of passive lysis buffer (Promega) and centrifuged at 14,000 rpm (4°C) for 10
min. Luciferase activities were determined according to the manufacturer's protocol (Dual
Luciferase Assay; Promega): a 10 ul portion of the supernatant was mixed with 50 pl of
luciferase assay reagent Il for 10 s, and the luciferase activity was determined. Then, to
normalize for the transfection efficiency, 50 ul of stop-and-glow buffer was added, and the
renilla luciferase activity was determined. Each experiment was done in triplicate and repeated

twice.
Western blot

Samples were heated at 100°C for 5 min (mixed with 4x Laemmli sample buffer) and load onto
a Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-8% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Gel was
transferred onto nitrocellulose or PVDF membrane by the semidry blotting method in a buffer
containing 0.192 M glycine, 0.025 M Tris base and 20% methanol. The blot was blocked in Tris-
buffered saline (10 mM Tris [pH 8.0], 150 mM NaCl) with 5% non-fat dry milk. Primary Abs used
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were monoclonal anti-GST-2 (Sigma) in a 1:3500 dilution and monoclonal anti-GFP JL-8
(Clontech) at a dilution of 1:2000, and secondary Ab goat anti-mouse horseradish peroxidase
linked (Zymed Laboratories Inc.) was used 1:10000. All Abs were incubated in Tris-buffered
saline containing 0.05% Tween 20. Western blots were developed by enhanced

chemiluminescence (Western Lightning, Perkin Elmer Life Sciences).
GST Pull-down assay

COS7 cells were transfected with PolyFect Transfection Reagent (Quiagen) using 5 pl/1 pgr of
DNA to a maximum of 12 ngr of a specific plasmid. Serum starvation for 20 h was performed
before stimulation with 20% FCS for 30 min. After approximately 40 h of transfection, COS7
cells were lysed with buffer containing 25 mM Tris-HCI [pH8.0], 100 mM KCI, 5 mM NaF, 2 mM
NazVO,, 1 mM Na;P,0O,, 10% glycerol, antiprotease cocktail (ROCHE), 0.5% NP40 and 0.1%
Triton X-100. Lysate was centrifuged for 10 min at 13,000 rpm at 4°C and supernatants
collected to quantify the protein concentration by the Bradford method (BioRad). 500 ugr of
protein in a final volume of 1 ml were incubated with Glutathione Sepharose beads (60 pl; 1:1
slurry; Sigma) for 2 h with rocking at 4°C. To pull-down glutathione S-transferase (GST) fused
proteins, beads were collected by centrifuging at 4,000 rpm for 3 min and washed with lysis
buffer without NP40 for 10 min three times. Finally, beads were resuspended with 4x Laemmli
sample buffer and western blot analyses were performed as detailed above, first with an anti-
GFP Ab, and after stripping, with an anti-GST Ab.

RESULTS

Identification of in vitro cellular localization of GTF2IRD2 proteins alone and
together with GTF2l and GTF2IRD1 wt

GTF2IRD2 is predicted to behave as a soluble protein with a most likely cytoplasmic location,
lacking any nuclear localization signal (NLS) (15). However, GTF2IRD2 was distributed both in
the nucleus and cytoplasm when over-expressed in vitro in COS7 cells, although there were
huge differences among the three different forms. GTF2IRD2-Ch showed exclusively
cytoplasmic fluorescence. In contrast, GTF2IRD2-Tel exhibited predominantly nuclear
localization with very small amounts in the cytoplasm. Lastly, GTF2IRD2-Med showed a
bipartite distribution, approximately 50% cytoplasmic and 50% nuclear (Figure 2A). No
significant differences in their distribution were observed in the absence or presence of FBS
stimulation, except for GTF2IRD2-Tel which showed more cytoplasmic localization when

stimulated.

Next we attempted to determine whether GTF2IRD2 proteins change their distribution
when co-transfected with GTF2l or GTF2IRD1 (Figure 2 B). None of the GTF2IRD2 forms
changed significantly its distribution in the presence of GTF2IRD1. However, co-expression with

GTF2I leaded to a significant increase of the nuclear localization of both GTF2IRD2-Med and
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GTF2IRD2-Tel but not of GTF2IRD2-Ch. In addition, no change in their subcellular distribution
was observed when co-expressing GTF2IRD2 proteins with a mutated form of GTF2I that lacks
NLS (GTF2I-ANLS1), suggesting that GTF2l is likely a partner that facilitates nuclear
translocation of GTF2IRD2.

A) GFP
- -
-
- o
- o
B)

Medial

Chimeric

Telomeric

Figure 2.- Cellular localization of GTF2IRD2 proteins. A) GTF2IRD2 proteins alone and B) GTF2IRD2
proteins co-expressed with GTF2l wt, by expressing them in COS7 cells as GST (GTF2l wt) or GFP
(GTF2IRD2) fusion proteins. 42 h post-transfection, after stimulation, cells were fixed with methanol and
the ectopically expressed proteins were visualized by direct (GFP) or indirect (Alexa 594)
immunofluorescence. Nuclei were stained with DAPI. Superimposition (Merge) of GFP, Alexa 594 and
DAPI images is shown in the right panels.
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Heteromerization of GTF2IRD2 with GTF2l or GTF2IRD1

The presence of two putative Leucine Zipper (LZ) domains (residues 23-44 and 776-798) (13)
and two I-repeats (residues 107-185 and 332-410) (15) which are conserved in all GTF2IRD2
forms suggests that they might be involved in heteromerization, as it has been shown for GTF2I
isoforms (21). The GFP-tagged form of GTF2l and GTF2IRD1 were both used as baits to
determine heteromeric interactions in GST pull-down assays. These proteins were ectopically
co-expressed in COS7 cells with the three different GST-tagged GTF2IRD2 proteins, as well as
transfected alone as specificity controls of the GST pull-down for the GST tag. Western blot
analysis showed that all GTF2IRD2 proteins can interact with GTF2I, although only GTF2IRD2-
Tel interacts with GTF2IRD1 (Figure 3).
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Figure 3.- Heteromeric interactions between GTF2IRD2 copies and GTF2l or GTF2IRD1. Top panel:
GST pull-down. Bottom panel:whole cell extract. Numbers indicate the proteins transfected in each lane,
and — means no stimulation and + stimulation; 1: pEBB-GFP-GTF2I wt, 2: pEBB-GFP-GTF2| wt + pEBG-
GTF2IRD2 variant (Med-A, Ch-B or Tel-C), 3: pEBB-GFP-GTF2IRD1 wt, 4: pEBB-GFP-GTF2IRD1 wt +
pEBG-GTF2IRD2 variant (Med-A, Ch-B or Tel-C).

Transcriptional properties of GTF2IRD2 proteins

Since GTF2l isoforms are documented activators of the ¢-fos promoter, we tested for the signal-
responsive transactivation potentials of GTF2IRD2 forms on the same c-fos promoter (Figure 4)
(20;22;23). GTF2I wt was used as a positive control of activation and the empty vector pEBB to
establish the background. No significant differences were observed by comparing the empty
vector control and each of the GTF2IRD2 proteins, both in the absence or presence of hEGF
stimulation. The integrity of the GTF2IRD2 proteins were comparable to that of the GTF2I
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protein and the expression levels increased with the amount of DNA transfected except for
GTF2IRD2-Ch, as shown by western blot (Figure 4).
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Figure 4.- Transcription function of GTF2IRD2 proteins. Top, transactivation potentials of GTF2I wt and
GT2IRD2 wt copies on the c-fos promoter. The number in parenthesis in each experiment indicates the
amount of DNA transfected of the vector in ngr. Bottom, panel shows western blot analyses of lysates from
transfection assays in the presence of hEGF stimulation.

DISCUSSION

GTF2IRD2 is the third member of the TFII-I family of transcription factors, together with
GTF2l and GTF2IRD1 (13;15). Although in silico data allows prediction of many putative
functional domains, no experimental validation has been reported so far. In an attempt to
understand the DNA binding and protein-protein interaction capabilities of GTF2IRD2, we have
created expression plasmids for all the predicted variants and analyzed them in different in vitro
functional assays.

In silico analysis did not identify any NLS throughout the GTF2IRD2 protein sequence,
suggesting that these proteins would not be able to translocate to the nucleus by themselves
(16). However, we have observed nuclear localization for GTF2IRD2-Med and GTF2IRD2-Tel
forms, but not for GTF2IRD2-Ch. A possible explanation would be that they would interact with

other proteins and/or undergo post-translational modifications required to achive the
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translocation to the nucleus. Actually, when co-expressed with GTF2| wt, GTF2IRD2-Med and
GTF2IRD2-Tel showed a significant increase in nuclear distribution, indicating a possible role of
GTF2I in this process. In the same way, GTF2l and GTF2IRD1 have been shown to interact
(24) and, when co-expressed, GTF2IRD1 is known to influence GTF2I nuclear localization (25).
The fact that the three different GTF2IRD2 forms show a different localization pattern despite
their high homology at the protein level should help to identify the specific aminoacids relevant
for nuclear localization or interaction with proteins.

GTF2IRD2-Tel and GTF2IRD2-Med proteins differ only in 6 aminoacids, 5 of them
localized in the Charlie8 domain (Figure 1). The Charlie8 transposon (or MER102) is an
autonomous mammalian-specific member of the MER1 transposase family (15;26;27).
GTF2IRD2-Ch protein, which does not show nuclear localization, is slightly larger than the other
two (18aa), as it contains a different stop codon. It is worth noting that N-terminal part of
GTF2IRD2 proteins (first 410 aa) are highly homologous to GTF2I.

A remarkable feature of the GTF2IRD2 sequence is the presence of two I-repeats, each
of which contain a potential HLH-like domain. HLH domains are implicated in homo- and
heterodimerization in conventional HLH proteins and TFIl-I family members (21;28). These I-
repeats are highly conserved and highly homologous to the first and sixth I-repeats of GTF2I
(15;29). GTF2IRD2 also contain two putative LZ, which are also dimerization motifs. The
similarities between LZs of GTF2l and GTF2IRD2 suggest that heterodimers could be formed
between these two proteins (29;30). Our data show that the different GTF2IRD2 proteins do
indeed interact with GTF2I wt, and the GTF2IRD2-Tel protein can also interact with GTF2IRD1
wt. It would also be interesting to test for the possibility of homodimerization or
heterodimerization among the different variants of GTF2IRD2.

GTF2IRD2 also contains a single Cys-2/His-2 zinc finger, which is a DNA binding motif
(13;15). Moreover, the second I-repeat of GTF2IRD2 has been grouped by phylogenetic
analysis to the fourth I-repeat of GTF2IRD1, which contains a conserved region of basic
residues implicated in DNA binding (16). However, we have not detected any transcriptional
effect (activation/repression) of GTF2IRD2 on to the c-fos promoter. It deserves to be explored
whether GTF2IRD2 proteins can influence c-fos transcription by interacting with GTF2I or
whether they regulate other promoter sequences.

Although the performed in vitro studies are providing important and useful information
for the functional characterization of these proteins, the availability of a specific Ab as well as
the generation of cellular and whole animal knockout models will provide unvaluable tools for in
vivo studies to better elucidate the exact functional properties of them.

Clinical and molecular data from patients with partial deletions have implicated the TFII-I
family of transcription factors in different characteristics of the pathology of WBS. However, the
precise identification of individual protein contributions to these phenotypes as a result of
haploinsufficiency presents an intricate task.
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Les DSs representen entre el 5-10% del genoma huma i actualment sén objecte
d’estudi i gran interés per les seves possibles consequéncies, com 'aparicié de noves funcions,
I'evolucio estructural dels cromosomes i especiacio, la plasticitat gendmica i malaltia.

Les aproximacions bioinformatiques a gran escala per I'analisi de les DSs han estat
molt Utils per conéixer la seva abundancia i representacio en diferents espécies, aixi com per
establir-ne les caracteristiques més representatives. No obstant, la comparacié de genomes té
limitacions com les espécies disponibles i els problemes d’assemblatge relacionats sovint amb
les DSs>*#%%29 | 'analisi especific de les DSs de la regio 7q11.23 ha permés implicar-les en
reordenaments cromosomics evolutius, en la generacié de possibles noves proteines, en
polimorfismes de nombre de copies intraespécie i en el mecanisme mutacional causant de la
SWB i dup(7)(g11.23;q11.23). D’altra banda, la caracteritzacio de la regié en primats ha permes
entendre millor els reordenaments que encara actualment hi tenen lloc i coneixer les diferéncies

géniques entre espécies que poden haver contribuit a les diferéncies fenotipiques.

1 Aparicié en hominoids de les duplicacions segmentaries ortdologues

de la regi6é 7q11.23 humana

En el macaco del Japé (M.fuscata), al igual que en la seqiiencia disponible pel babui
anubis (P.anubis) o babui sagrat (P.hamadryas), només s’ha detectat el locus ancestral dels
blocs B i C, de copia Unica, mentre que no s’ha detectat el bloc A a la regi6 ortdloga de 7911.23
en humans. En tots els hominoids no humans s’han detectat dues copies dels blocs Ai C, i el
locus ancestral del bloc B. En oranguta, les 2 copies del bloc A es localitzen juntes a 10p,
mentre que en goril-la i ximpanzé es troben en dues bandes separades a 6q, corresponent a
les homologues en humans 7q22 i 7q11.23. Pel que fa a la localitzacio de les dues copies del
bloc C, aquestes semblen estar una al costat de I'altra en la mateixa localitzacié cromosomica,
10p11 a oranguta i 6g11 a goril-la i ximpanzé. Els analisis de divergéncia de sequiéncia sén
concordants amb la duplicaci6 d’aquests blocs després de la separacié de les families
Cercopithecidae i Hominidae, fa 25 Ma, i abans de la diversificaci6 dels hominoids, fa
aproximadament 12 Ma”®. A més, sembla ser que els blocs que formen part de les DSs de la
regié (A, B i C) han evolucionat com a entitats senceres i independents.

Altres estudis evolutius de DSs localitzades en altres regions genomiques involucrades
en aneusomies humanes (regions 17p11.2-p12, 15911-g13 i 22g11) han mostrat patrons i

espais temporals d’aparicié semblants®>®**".

2 Reordenaments cromosomics i duplicacions segmentaries

L’associacio entre els punts de trencament evolutius en els ortdlegs del cromosoma 7
huma i la preséncia de sequéncies genomiques de la regié de la SWB és evident i s’ha
documentat experimentalment®>'®®. A més, les inversions evolutives que afecten la regid

7911.23 tenen punts de ruptura localitzats a les DSs de la regid. El cromosoma de goril-la es
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diferencia del dels humans i ximpanzés per una inversidé paracéntrica major (~20 Mb) amb
punts de trencament a 7q11.23-g21 i 7q22.139’54, trobant-se sequéncies relacionades a PMS2 a
ambdues regions. En orangutans, l'ortdleg del cromosoma 7 huma presenta una inversio
pericéntrica que el diferencia de la resta d’hominoids, amb punts de trencament a 7p22.1 i
7911.23-921%. En aquest cas, també es troben segiiéncies relacionades a PMS2 en la
proximitat dels punts de ruptura. Els punts de trencament d’aquestes inversions s’han
caracteritzat recentment: els de la inversio pericéntrica estan localitzats en regions amb
duplicacions intercromosdmiques i els de la inversié paracéntrica en regions amb duplicacions
intracromosomiques. El fet que les duplicacions es trobin presents ja en oranguta fa pensar que
aquestes podrien haver estat la causa i no el resultat d’aquests reordenaments®. A favor
d’aquesta hipotesi també s’ha descrit un enriquiment de DSs en els llocs de trencament de la
sinténia entre espécies***®. No obstant, deu existir algun factor de susceptibilitat per la creacio
de DSs en certes regions del genoma, que un cop presents faciliten reordenaments i

s’expandeixen probablement mitjangant la RHNA.

3 Mecanismes moleculars per la generaci6 de duplicacions

segmentaries i model evolutiu

S’ha proposat un model per explicar I'evolucié de les DSs de la regié 7q11.23 humana,
basat en els resultats de multiples aproximacions experimentals i informatiques. L’estructura
genomica de la regid és la mateixa en ratoli, babui/macaco i altres mamifers, la qual cosa
indicaria que aquesta representa I'ancestral en mamifers. Per tant, durant els més de 50 Ma de
divergeéncia entre ratoli i 'ancestre comu dels macacos i primats superiors, no s’ha produit cap
canvi en aquesta regio.

Mitjangant FISH amb BACs que contenen el gen NCF1 i pseudogens PMS2L, DeSilva i
col-laboradors van observar duplicacions locals a la regi6 ortdloga a la de la SWB en
hominoids, perd no en ratoli. Hem observat resultats semblants amb BACs que contenen el gen
ancestral PMS2, la qual cosa sembla suggerir que la duplicacié d’aquestes sequéncies podria
moduls (10-20 kb) que contenen sequeéncies relacionades a PMS2 i WBSCR19 (derivat RBAK)
i localitzats al costat perd no dins de la regid, podrien haver-se duplicat a través de transposicié
duplicativa i reparacio, integrant-se a diferents regions. Concretament, aquests moduls
s’haurien integrat entre els gens HIP1 i POM121, a part d’altres regions del cromosoma 7
huma, ja que es troben en multiples loci amb identitats de seqiiéncia del 95-96%'®. Aquestes
duplicacions podrien haver facilitat el mal aparellament i reordenaments addicionals, portant a
un engrandiment dels blocs i noves duplicacions.

La duplicacié del bloc A com a entitat sembla que va tenir lloc en I'ancestre comu de
tots els llinatges dels hominoids, ja que el temps de divergéncia calculat per les dues copies de
cada especie és bastant semblant (fa 12-19 Ma). El bloc A esta localitzat prop dels dos punts

de ruptura de la inversié paracéntrica entre q11 i q2254. D’altra banda, 'analisi de divergéncia
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de sequéncia entre les copies de bloc C de cada espécie suggeriria un duplicacié d’aquest bloc
comu per goril-les, ximpanzés i humans i una d’independent per orangutans. No obstant, el
fragment analitzat per a totes les espécies era relativament curt en comparacié amb el fragment
analitzat per aquest bloc en les espécies de babui, ximpanzé i humans, que indicava una
duplicacié en ximpanzés compatible amb un esdeveniment comu en tots els hominoids. El
perque de les diferéncies de divergéncia de sequéncia entre fragments podria ser degut en part
a la llargada del fragment analitzat, a les diferents taxes de mutacié entre espeécies i als
fendmens de conversié génica que provoquen una homogeneitzacié de les seqiéncies
duplicades. Per tant, el coneixement de la taxa de conversioé génica entre DSs permetria datar
amb més exactitud la seva aparicid en aquesta i altres regions del genoma mitjancant la
divergéncia de sequeéncia. Finalment, el bloc B s’hauria duplicat només en el llinatge dels
humans, fa menys de 6 Ma.

Una altra duplicacio especifica d’espeécie, tot i que no forma part de cap de les tres
entitats com a blocs de les DSs de 7911.23, és el duplicé que conté el gen HIP1, present

nomeés en ximpanzé.

4 Evolucié genomica mediada per elements Alu

Com a possibles mecanismes a nivell molecular per la generacié de les DSs caldria
esmentar els trencaments de doble cadena i la RHNA entre elements Alu. L’activitat
transcripcional en les dues cadenes de 'ADN s’ha associat amb trencaments de doble cadena i
s’ha relacionat amb la recombinacié cromosdmica en llevats aixi com en cultius cel-lulars de
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mamifers . En aquest sentit, s’ha descrit que alguns dels gens presents en els blocs

duplicats son transcrits activament durant la divisio meiotica'®"?%

. D’altra banda, la preséncia
d’elements Alu als llocs d’integracié dels primers moduls de DSs de la regid suggereix la
transposicié duplicativa mediada per aquests elements com a mecanisme. En el nostre model
hipotetitzem que aquest fenomen hauria mediat la duplicacié i canvi d’orientacié centromer-
telomer de dos blocs junts (A i B) en un reordenament unic i complex que hauria implicat les
quatre cadenes de I'ADN, propiciat pel mal aparellament dels blocs C ja duplicats (Figura 16).
Per un mecanisme semblant, la regié del gen HIP1 s’hauria duplicat en el llinatge dels
ximpanzés. La deteccié d’elements Alu a tots els punts entre els grans blocs de DSs de
7911.23 déna suport a la hipotesi segons la qual aquests elements podrien haver participat
també d’alguna manera en els ultims reordenaments evolutius per la generacio de les grans
DSs.

La RHNA entre elements Alu és un fenomen conegut implicat en reordenaments
patogénics i possiblement també en reordenaments evolutius. Un exemple en qué els elements
Alu també han estat implicats en la generacié de DSs és la regio 22q11%. Per analisis
bioinformatics s’ha trobat un enriquiment d’aquestes seqiiéncies en els punts d’'unié de DSs

1620 Es interessant ressaltar la coincidéncia temporal entre

respecte el global del genoma
I'aparici6 i propagacié d’elements Alu al genoma dels primats i la rapida evolucié de DSs en

aquestes especies.
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Figura 16.- Model evolutiu per la generacié de les DSs de la regi6é 7q11.23. Reordenaments especifics
del llinatge huma predits, des d’'un cromosoma ancestral hipotétic idéntic al del goril-la. Un reordenament
intracromosomic Unic i complex en el cromosoma ancestral va crear un cromosoma intermediari
mitjangant dos fendmens de transposicié duplicativa entre elements Alu, indicats com 1 i 2 segons I'ordre
d’ocurréncia. S’ha postulat una possible inversié paracéntrica intracromosdmica entre els blocs C del
cromosoma intermediari, que estan disposats de manera invertida. La RHNA entre un portador d’aquesta
inversio i un cromosoma intermediari normal podria haver conduit a la duplicacié del bloc sencer que
conté els blocs A, B i C a la regié6 centromérica. La preséncia d’elements Alu als extrems dels blocs
suggereix la transposicié mediada per aquests elements en els passos finals de la generaci6 de les DSs.
Adaptada d’Antonell et al., 2005%".

5 Duplicacions segmentaries i plasticitat genomica

La generacié de petites inversions paracéntriques sembla ser un fet comu en les
regions riques en DSs, important tant a nivell evolutiu per la seva possible contribucié en

265266 Ajxi, s’han descrit

especiacié com per la creacié de polimorfismes intrapoblacionals
multiples inversions flanquejades per DSs, com per exemple a 15q11(9%)*’, 22q11%%® i 7p22
(5%)%, 8p23 (27%)*® i 7911.23 (4-5%)%*®. En alguns casos, I'heterozigositat per aquestes
inversions s’ha associat a un augment del risc de tenir descendéncia afectada de diferents

malalties causades per reordenaments genomics addicionals d'aquestes regions. En aquests
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casos les inversions es consideren al-lels de predisposicié, al ser el percentatge de portadors
superior entre els progenitors transmissors respecte a la poblacioé control. En sén exemples la

Sindrome de Sotos causada per una delecié d'1.9 Mb a 5q35°"°

, la Sindrome inv-dup(8)(p)
causada per reordenaments a 8p23%°, la SWB causada per una deleci6 d'1.55 Mb a
7911.23%*% |a SA causada per una delecié de 4 Mb a 15q11.2-q13%*” i en un cas descrit de la
SMS causada per una delecio de la regié 17p11.2%"".

En el nostre model evolutiu hipotetizem tres inversions evolutives en la regi6, una en
'ancestre dels hominoids i dues durant les ultimes fases de la generacié de l'estructura
humana. A més, probablement haurien existit cromosomes intermitjos que haurien sofert

inversions.

6 Duplicacions segmentaries i evolucié de noves funcions

Les DSs han contribuit a 'augment de pseudogens, creacié de gens de fusié i nous
gens. En la regi6 analitzada hem detectat el gen de fusi6 POM-ZP3 localitzat a I'extrem
teloméric perd fora dels blocs descrits, present només en ximpanzés i humans. En aquesta
regié també hem trobat una duplicacié d’'un bloc d’'~80 Kb que conté el gen HIP1 exclusiva de
ximpanzés, que podria suposar un augment de funcié de la proteina original, la creacié d’una
proteina amb una nova funcié o d’'un pseudogen. De les dues copies de ximpanzé, una conté
un codo de fi de la traduccié prematur i genera una proteina de 160 aa menys. Pel qué fa als
gens continguts dins dels blocs, tot i estar triplicats en humans, no suposen un augment en el
nombre de copies géniques funcionals en la majoria de casos, sind que corresponen a
pseudogens amb mutacions o copies truncades. Una excepcié serien els gens POM121 (del
bloc C) i GTF2IRD2 (del bloc B), que codifiquen per proteines potencialment funcionals en dos
loci dels tres blocs de les DSs'”°. A més a més, s’han descrit fenomens de conversid génica
entre gen i pseudogens en el cas concret del gen NCF1 (del bloc B), que poden augmentar el
nombre de copies funcionals del gen o reduir-lo. La freqiiencia de conversions de pseudogen a
gen és molt més alta (~15% al‘lels) que la de gen a pseudogen (~1/500). Teoricament, ni la
pérdua ni el guany d’'una copia génica té conseqiéncies fenotipiques, perod el fet que el genotip
amb 3 al-lels funcionals del gen NCF1 sigui molt més frequent semblaria indicar una seleccié
postiva durant I'evolucié d’aquest, probablement deguda a que confereix un avantatge evolutiu
per I'organisme portador.

Tot i que seria d’esperar que els gens continguts en cromosomes reordenats haguessin
sofert seleccio positiva‘”, s’ha detectat una seleccié neutre dels gens continguts en les DSs de
7911.23, o fins i tot purificadora en el cas del gen GTF2IRD2.

7 Duplicacions segmentaries i la Sindrome de Williams-Beuren

La SWB és wuna aneusomia segmentaria que afecta principalment el
neurodesenvolupament. Els pacients amb la SWB presenten un fenotip complex i variable, pero

les bases moleculars d’aquesta variabilitat fenotipica encara es desconeixen. La delecié comu
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comprén 26-28 gens, depenent del punt de ruptura dins del bloc B de les DSs. Per tant, aix0
podria ser en part la causa d’aquesta variabilitat, per6 també hi podrien estar implicades
variants genetiques en l'al'lel no delecionat, fenomens d'imprinting i factors ambientals. No
obstant, encara no s’ha descrit cap factor en cis o en trans causant de les diferéncies
fenotipiques en pacients.

El mecanisme mutacional recurrent de la SWB és el mal aparellament i la posterior
RHNA entre les DSs de la regié cromosdmica 7q11.23 que es troben en tandem. En el 90%
dels casos es dona entre els bloc Bc i Bm, la qual cosa provoca una delecié d’1.55 Mb, i en el
8% entre els blocs Ac i Am, donant lloc a una delecio d’1.84 Mb. El 2% restant correspon a
delecions atipiques no recurrents. La taxa mutacional en general és d’1 .33x10™, sent la majoria
dels casos esporadics. Tot i aixi, es podria diferenciar la taxa mutacional en progenitors
portadors d’al-lels de predisposicio (~1x10°3-~6.7x10*) de la resta de progenitors (~0.7x10™),
fent que la taxa de recurréncia tot i ser molt baixa en ambdds casos sigui més alta en els
primers. Les delecions parcials descrites han permés establir unes correlacions clinico-
moleculars pels gens que es troben en hemizigosis en aquests pacients'>'7>179/181183189.272

La definicié detallada de la localitzacioé del punt de ruptura de la RHNA dins del bloc B
recombinant en 96 pacients clinicament molt ben caracteritzats ha permeés classificar-los en 5
grups. Cada grup es distingeix per un nombre determinat de copies funcionals dels gens NCF1
i GTF2IRD2. Mitjangant analisis estadistics hem trobat una associacié entre estenosis
cardiovascular i sexe masculi*>, i entre microcefalia i origen matern de la delecié'®®?™,
ambdues descrites préviament. Aixd apuntaria a un possible efecte de I'imprinting genomic
sobre gens de la regié que podrien estar implicats en el tamany craneal, tot i que s’hauria de
testar en séries més grans. També en aquest sentit, recentment s’han descrit punts calents per
la RHNA que son diferencials en meiosis femenina i masculina®'!, la qual cosa indicaria que
I'origen parental de la delecio s’hauria de considerar sempre juntament amb el punt de ruptura

de la delecio.

8 NCF1 i hipertensio arterial

En els analisis estadistics realitzats agrupant els pacients en funcié del punt de ruptura i
el nombre de copies funcionals dels gens NCF1 i GTF2IRD2, I'inica variable clinica explorada
que va resultar estar fortament associada amb un grup en concret va ser la HTA. La seva
prevalenca era significativament superior entre els pacients amb la SWB que no tenen el gen
NCF1 delecionat (punt de ruptura proximal al gen).

NCF1 codifica per p47°™, una subunitat citosolica del complex enzimatic NOX implicat
en estres oxidatiu. Per tal de poder demostrar funcionalment que la no delecié del gen NCF1
podria ser la responsable d’aquesta major prevalenga d’'HTA en els pacients amb la SWB, es
van voler comparar els nivells de proteina expressada i la funcionalitat del complex NOX entre
pacients amb i sense delecid6 d’NCF1. Mitjangant western-blot i immunocitoquimica realitzada

phox

amb un anticdos especific per p47™", es va observar que I'’hemizigositat pel gen NCF1

implicava una reduccié important en els nivells de proteina. També es va detectar una reduccio
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significativa en la capacitat de generar estrés oxidatiu en els pacients amb una copia funcional
de p47ph°X versus linies cel-lulars de pacients i controls amb dues copies funcionals. Per tant,
aquests resultats indiquen una associacio entre HTA i el genotip per NCF1, aixi com una
implicacio de ’'homeostasis redox en la patogénia de la HTA en la SWB.

Segons aix0, els pacients portadors de 3 copies funcionals d'NCF1 (13%) presentarien
un augment d’expressié de p47’°”°x i de I'activitat del complex NOX. No obstant, aquesta variant
polimorfica tot i que provoca un augment significatiu de I'expressié de p47ph"x, no determina una
major activitat del complex enzimatic NOX i per tant no comporta un augment de la prevalenca
d’'HTA en aquests pacients en comparaci® amb els pacients amb dues copies géniques
funcionals. Aquests resultats sén recolzats per I'estudi realitzat comparant el genotip d’'NCF1 en
una cohort de pacients amb HTA i una de controls amb pressié normal, on es van detectar
frequéncies idéntiques de la variant genomica de 3 copies. Per tant, tampoc sembla tenir una
influéncia significativa en I'etiologia de la hipertensio essencial en la poblacié general.

Si la delecio d’'una copia d’NCF1 és un factor protector per hipertensié, perqué el guany
no n'‘augmenta el risc? L’explicacié més probable per aquest fet seria que el complex NOX és
heteromultiméric i requereix quantitats estoiquiométriques d’almenys cada subunitat citosdlica
(p40P™ p47P"* i p67°"*Y*"® de manera que un augment en el nimero de copies de tan sols
una de les subunitats podria no conduir a un augment en l'activitat de 'oxidasa. Explicacions
alternatives serien que la copia extra d’NCF1 fos en realitat un pseudogen per altres canvis de
sequiencia no detectats (a part de la insercié/delecié GT), i/o que la variant polimorfica tingués

influéncia només quan altres factors genétics o ambientals coincideixen.

9 Implicacié del sistema renina-angiotensina i les espécies reactives

de I'oxigen en hipertensioé arterial

Recentment s’han implicat les ROS en diverses formes d'HTA i les seves
complicacions cardiovasculars®?®. Un augment de la pressio intraluminal activa les oxidases
vasculars com la NOX, provocant un augment de la produccié d’'O," i I'alteracié del balang entre
vasoconstrictors i vasodilatadors en I'endoteli®’®. Aixd contribueix a contraccions depenents
d’endoteli, a una resisténcia vascular augmentada i a la generaci6 de productes resultat de la
reaccio de les ROS, com 'OONO’, el qual és perjudicial per les cél-lules al provocar la
nitrotirosinacio de proteines.

S’ha demostrat que la infusidé cronica d’Angll en rates augmenta I'expressié de la
subunitat p47"h°" de la NOX en vasos sanguinis, la macula densa i la nefrona distal, provocant
I'elevacié dels nivells de ROS?”. Estudis realitzats amb el ratoli KO per Ncf! han evidenciat
que p47°™ és un dels principals efectors de I'accio de I'Angll, ja que 'administracio d’Angll en
aquest ratoli no va provocar un augment de la produccié d’O, ni l'elevacié de la pressié
sanguinia a diferéncia del que s’observa en els wt*’®. Els ratolins p47”"*"* reproduirien d’alguna

manera la situacié en els pacients amb la SWB.
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Els pacients amb la SWB tenen una major susceptibilitat a desenvolupar HTA per
I'hemizigositat en el gen ELN. L’experimentacié animal ha demostrat que una disminucio
d’elastina porta a canvis estructurals en les parets dels vasos sanguinis, amb lamel-les
elastiques més fines i un increment en el nombre de capes de muscul llis, la qual cosa porta a
una reduccio del diametre del vas sanguini i a una disminucié de l'elasticitat de la paretm.
Aquests son factors de predisposicido per l'elevacio dels nivells d’Angll i renina, com s’ha
observat en els animals heterozigots per la delecié d’Eln. Els ratolins Ein™ desenvolupen HTA

que pot ser disminuida amb inhibidors de I'Angll'®

, suggerint que el sistema renina-
angiotensina juga un paper significatiu en el manteniment de la pressi6 sanguinia. S’ha
proposat un model per explicar I'efecte protector que tindria I'hemizigositat pel gen NCF1 en els
pacients amb la SWB (delecié en hemizigosis d’ELN): I'elevacié dels nivells d’Angll condueix al
desenvolupament d’'HTA només en aquells casos en qué I'habilitat de generar un alt estrés
oxidatiu és normal, com per exemple quan dues o més copies del gen NCF1 sén presents.

Els antioxidants podrien restablir les funcions endotelials i disminuir la pressio
sanguinia en diversos models d’'HTA que impliquen Angll i el sistema redox, pero el seu
benefici clinic en humans encara no esta del tot clar”’®. Els nostres resultats suggereixen que
en la SWB, el tractament amb antioxidants podria tenir efectes protectors per HTA, donada la
implicacio patogenica del sistema redox. A part d’antioxidants generals, els agents anti-
NAD(P)H (encara en assajos clinics), els inhibidors de I'enzim convertidor d’angiotensina o
bloguejants del receptor de I'Angll, podrien estar indicats en pacients amb la SWB. Donat que
la HTA causa una morbilitat significativa en els pacients amb la SWB, contribuint a
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complicacions com lisquémia cardiaca i la mort sobtada , linici d’assajos clinics en

aquests pacients sembla adequat.

10  Aproximacioé funcional al gen GTF2/IRD2

El gen GTF2IRD2 forma part de la familia de factors de transcripcié TFll-I, junt amb
GTF2li GTF2IRD1. Es troba duplicat exclusivament en humans i ha sofert seleccio purificadora
durant I'evolucié. L’estudi de pacients amb delecions parcials i models animals han implicat
GTF2l i GTF2IRD1 en anomalies craneo-facials, hiperacusia, retard en el creixement i part del
fenotip neurocognitiu'%%18% 189194,

Al igual que NCF1, GTF2IRD2 és un gen que presenta variabilitat en el nombre de
copies funcionals entre els pacients amb la SWB, en funcié del punt de ruptura, i que per tant
podria tenir un paper important en la variabilitat del fenotip, especialment del neurocognitiu.
Existeixen dues copies funcionals de GTF2IRD2 localitzades a Bm i Bt, mentre que la copia
present a Bc no es transcriu. Els pacients amb la SWB que tenen una delecié entre blocs A
(1.83 Mb) perdrien una copia funcional de Bm (1M+2T) (Figura 17 A). Si la delecié es déna
entre blocs B es poden trobar 3 situacions diferents (Figura 17 B). Si el punt de ruptura és
proximal al gen no es perdria cap de les copies funcionals (2M+2T) i no implicaria cap
diferéncia respecte la poblacié control (B1,B2). Si el punt de ruptura es troba dins el gen

GTF2IRD2 es crearia una copia quimeérica (Q) entre el final del pseudogen centromeéric i el
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comengament del gen del bloc Bm (1M+1Q+2T) (B3). Si un dels progenitors és portador d’'una
inversio de la regié, la RHNA intercromosdmica té el punt de ruptura localitzat gairebé sempre a
l'inici de GTF2IRD2, amb la qual cosa es crearia una copia quimérica entre Bt i Bm, que seria
equivalent a una copia telomérica perqué els dos primers exons de Bt i Bm tenen una
sequiencia nucleotidica idéntica (1M+3T) (B4).

En els anadlisis de correlacions clinico-moleculars només s’ha detectat una associacio
significativa de GTF2IRD2 amb HTA. Perd hem observat que les dues variants tedricament
normals pel qué fa a la funci6 de GTF2IRD2 tindrien una associacié oposada amb el risc
d’'HTA: la variant 2M+2T (que no sol anar acompanyada de la deleci6 d’'NCF1) esta fortament
associada amb el risc de desenvolupar HTA, mentre que la variant 1M+3T (lligada a
hemizigositat d’'NCF1) esta associada amb disminucié del risc. A més, les variants
considerades hipomorfiques (1M+2T i 1TM+1Q+2T) no estan associades a HTA. Aixi, tot i que
encara es disposa de poca informacié sobre la funcié de GTF2IRD2, els nostres resultats
suggereixen que el més probable és que sigui NCF1, i no GTF2IRD2, el principal factor
determinant de la diferent prevalenca d’'HTA en aquesta poblacid, ja que les variants de
GTF2IRD2 mostrarien una associacié significativa pel fet que molts reordenaments afecten
NCF1i GTF2IRD2 de manera conjunta (Figura 17).

Recentment s’ha caracteritzat I'estructura genomica de GTF2/RD2 i s’han predit les

170258 per intentar entendre millor les seves capacitats d’'unioé a

seves propietats proteiques
ADN i proteines, s’han generat construccions fusionades a GFP o GST de tres possibles
variants funcionals: del bloc Bm (M), del bloc Bt (T), i la quimérica Bm-Bc (Q).

No s’ha detectat cap senyal NLS a cap de les proteines de GTF2IRD2°%, |a qual cosa
podria implicar que cap d’elles fos capa¢ de desplagar-se al nucli per ella mateixa. Tot i aixi,
s’ha observat una localitzacié nuclear tant en la variant M com T, perd no en la Q. Aixd
permetria hipotetitzar que modificacions post-traduccionals (N-glicosilacions o fosforilacions) o
la interaccié amb altres proteines serien claus per la seva translocacié a nucli. De fet, la co-
expressio amb GTF2l wt augmenta lleugerament la seva distribucié nuclear, indicant un
possible paper de GTF2l en aquest procés. Actualment se sap que GTF2l i GTF2IRD1
interaccionen®®® i quan es co-expressen GTF2IRD1 influencia la localitzacio de GTF21?*°.

El fet que les tres variants de GTF2IRD2 mostrin un patré de localitzacié cel-lular
diferent tot i la seva alta homologia a nivell de proteina podria ajudar a identificar els aa
importants en aquest procés. Les proteines M i T es diferencien només per 6 aa, trobant-se
totes les diferéncies menys una al domini Charlie8. Perd la proteina més interessant és la Q
perqué mostra una localitzacio exclusivament citoplasmatica. Aquesta és 18 aa més llarga que
les altres dues (per un cod6 de fi de la traduccio diferent) i presenta 3 diferéncies

aminoacidiques especifiques respecte les altres dues al domini Charlie8.
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Figura 17.- Representacié esquematica de les delecions recurrents causants del SWB i el genotip
de GTF2IRD2 resultant. El bloc B recombinant es mostra amb els tres gens que en formen part i es
diferencien les localitzacions Bc (blanc), Bm (vermell) i Bt (amb ratlla vermella horitzontal al centre). Les
copies de GTF2IRD2 s'indiquen com M (del bloc Bm), T (del bloc Bt) i Q (quimérica entre Bm-Bc).
Adaptada de Del Campo et al., 2006°%,

Una de les caracteristiques més importants de GTF2IRD2 és la preséncia de dues
repeticions | que contenen un domini HLH cada una, els quals s’han implicat en homo- i
heterodimeritzacio, com en el cas de GTF21**"**°. Aquestes repeticions a GTF2IRD2 es troben
altament conservades i tenen una gran homologia amb les repeticions R-1 i R-6 de GTF2!'7%?%?,
A més a més, GTF2IRD2 també conté dues LZ, les quals també son motius de dimeritzacio.
Les LZ s6n altament homologues amb les de GTF2I, suggerint que aquestes dues proteines

3 En estudis in vitro de sobreexpressié s’ha detectat que les

podrien formar heterodimers
diferents proteines funcionals de GTF2IRD2 interaccionen amb GTF2I, perd només la T ho fa
amb GTF2IRD1. Tot i aixi, caldria determinar també les seves capacitats d’homodimeritzacié i
interaccio entre les diferents variants de GTF2IRD2.

GTF2IRD2 conté un dit de zinc Cys-2/His-2, el qual és un domini d’unié a ADN'"*?%  La
repeticid-l 2 (R2) de GTF2IRD2 ha estat agrupada mitjangant analisis filogenétics amb I'R4 de
GTF2IRD1, la qual conté una regi6é de residus basics conservada i implicada en uni6 a ADN**,
No obstant, al analitzar la seva capacitat d’activar/reprimir el promotor del gen c-fos, tal com fa
GTF2I, no es va detectar cap efecte en comparacié amb el vector control, probablement degut

a que no té la capacitat d’'unir-se a aquesta sequencia. Caldria determinar, pero, si GTF2IRD2
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podria influir en la transcripcié de c-fos mitjangant la interaccié amb GTF2I, o bé si és capag
d’unir-se a altres sequéncies promotores com la del promotor V3 5.2.

En resum, les tres possibles variants funcionals de GTF2IRD2 en els pacients amb la
SWB es comporten de manera diferent, sent la forma Q la més diferent per la seva localitzacié
exclusivament citoplasmatica. Les formes M i T son capaces d’interaccionar amb altres
membres de la seva familia i localitzar-se a nucli, perd no tenen cap efecte en la transcripcié
del gen c-fos.

Tot i que els estudis in vitro sén molt utils i importants per comengar a fer la
caracteritzacié funcional d’aquestes proteines, la disponibilitat d’'un anticds especific per
GTF2IRD2 i un model animal proporcionara una eina molt valuosa per poder realitzar estudis in
vivo, que permetrien determinar més exactament la seva funcionalitat.

L'estudi de la familia de factors de transcripcié TFII-l, que localitza a 7q11.23, junt amb
la informacié clinica de pacients amb delecions parcials, esta ajudant a determinar la seva
implicacio concreta en el fenotip de la SWB. No obstant, donades les complexes interaccions
que es segurament es poden establir entre els membres de la familia, sera dificil determinar
d’una manera precisa les contribucions individuals de I'haploinsuficiéncia de cada un d’aquests

gens en el fenotip.
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Breument, les aportacions d’aquest treball son:

1.- Les DSs que flanquegen el locus de la SWB a la regi6 7q11.23 humana tenen una
estructura modular i han aparegut durant els ultims 25 Ma d’evolucio, sent especifiques de la

familia Hominidae.

2.- Els diferents moduls de les DSs de la regid 7q11.23 han evolucionat de manera
independent. Els blocs A i C es troben duplicats en tots els hominoids, mentre que el bloc B no
esta duplicat en cap primat no huma. Un bloc que conté el gen HIP1 es troba duplicat

exclusivament en ximpanzé.

3.- El mecanisme proposat per la generacido de les DSs de la regidé 7q11.23 consisteix
inicialment en fendbmens de transposicié duplicativa de petits moduls a la regié, seguits de
RHNA entre aquests moduls i finalment transposicié replicativa de grans blocs mediada per
elements Alu. La preséncia de gens transcrits activament durant la meiosis i en direccions
transcripcionals oposades i solapades hauria facilitat els trencaments de doble cadena i facilitat
aixi la RHNA.

4.- Les DSs han contribuit a la creacié de gens de fusi6, pseudogens, augment de funcio
original i nous gens. Destacaria especialment GTF2/RD2, un gen amb dues copies funcionals

exclusivament en humans i sotmés a seleccid purificadora durant I'evolucié.

5.- El 90% dels pacients amb la SWB presenten una delecié d’idéntic tamany, 1.55 Mb, pero
segons la localitzacié del punt de ruptura de la delecid existeix variabilitat en I'status de
delecio/no delecié dels gens NCF1i GTF2IRD2.

6.- La delecid del gen NCF1 correlaciona de manera significativa amb un menor risc de
desenvolupar HTA. L’hemizigositat per NCF1 condueix a una reduccio6 de la quantitat de

phox

proteina expressada p47"™". Aixd repercuteix en una reduccio de l'activitat de I'oxidasa

NAD(P)H i per tant una reduccid de la generacié d’espécies reactives de I'oxigen.

7.- S’ha proposat un model patogénic per la HTA en la SWB, segons el qual el déficit d’elastina
condueix a un estretament de la llum vascular i a un augment mantingut de I'estrés oxidatiu
estimulat per Angll. La delecié d’'una copia d’NCF1 protegeix contra la HTA mitjangant la
reduccié de I'estrés oxidatiu.

8.- Hem trobat una variant de 2 copies funcionals del gen NCF1 present en el 7% dels
cromosomes. Les cél-lules amb aquest genotip mostren un augment de I'expressié de p47p'7°",

perd no un augment de 'activitat del complex oxidasa NAD(P)H.
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9.- Existeixen 2 copies tedricament funcionals del gen GTF2/IRD2 i una forma quimérica que es
genera en alguns pacients amb la SWB. Cada una mostra una localitzacié cel-lular diferent, la

qual cosa podria indicar una especialitzacié funcional divergent.

10.- Les proteines GTF2IRD2 formen part de la familia de factors de transcripcié TFII-l i sén
capaces d’interaccionar amb els altres dos membres: GTF2l i GTF2IRD1. No obstant, no

semblen participar en la regulacié transcripcional del promotor del gen c-fos.



Abreviatures 113

ABREVIATURES

aa Aminoacid

Ac Bloc A centroméric

ADN Acid Desoxiribonucleic, més conegut com DNA (de I'anglés Deoxyribonucleic Acid)
Am Bloc A mig

Angll Angiotensina Il

ARN Acid Ribonucleic, més conegut com a RNA (de I'anglés Ribonucleic Acid)
At Bloc A teloméric

BACs Bacterial Artificial Chromosomes

Bc Bloc B centromeéric

Bm Bloc B mig

BR Regio basica del’ ADN (de I'anglés Basic Region)

Bt Bloc B teloméric

Btk Tirosina quinasa de Bruton (de I'anglés Bruton Tyrosine Kinase)

Cc Bloc C centroméric

Cm Bloc C mig

CMT1A Charcot-Marie-Tooth Tipus 1A

Ct Bloc C telomeéric

DS Duplicacié Segmentaria

ESVA Estenosis Supravalvular Adrtica

FISH Hibridacié In Situ Fluorescent (de I'anglés Fluorescent In Situ Hybridization)
H,0, Peroxid d’hidrogen

HLH Helix-Loop-Helix

HTA Hipertensié arterial

KO Knockout

LZ Cremallera de Leucina (de I'anglés Leucine zipper)

Ma Milions d’anys

NAD(P)H Nicotin-amide denine dinucleotide phosphate

NLS Senyal de Localitzacié Nuclear (de I'anglés Nuclear Localization Signal)
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NOX Oxidasa NAD(P)H

NO Oxid nitric

0, Oxigen

0O, Anio superoxid

OH Radicals hidroxil

OONO" Peroxinitrit

ORF Pauta Oberta de Lectura (de I'anglés Open Reading Frame)
Phox Phagocyte oxidase

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate

PNCs Polimorfismes de nombre de copies

PSVs Variants Paralogues de Sequéncia (de I'anglés Paralogous Sequence Variants)
Ql Quocient intel-lectual

RHNA Recombinaciéo Homologa No Al-lélica

ROS Espécies Reactives de I'Oxigen (de I'anglés Reactive Oxygen Species)

RT-PCR Transcripci6 Reversa-Reacci6 en cadena de la polimerasa (de [langlés

ReverseTranscription-Polymerase Chain Reaction)

SA Sindrome d’Angelman

SINE Element curt repetitiu dispers (de I'anglés Short Interspersed Element)
SMS Sindrome d’Smith-Magenis

SOD Dismutasa superoxid (de I'anglés Superoxide Dismutase)

SWB Sindrome de Williams Beuren

wt Wild type
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