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1.1. VARIACIO ESTRUCTURAL DEL GENOMA HUMA

El DNA és una molecula fragil susceptible a trencaments de doble cadena (Double Strand Breaks
— DSB). Tenint en compte la magnitud i les conseqliencies dels trencaments, les cél-lules
disposen de mecanismes de reparacid per mantenir la integritat del genoma. En aquest sentit,
s’han descrit diferents sistemes de reparacié que, a més de reparar el dany, sovint generen

variacié estructural (Figura 1.1):

e Recombinacié homologa (Homologous Recombination — HR): utilitza una cadena de DNA
complementaria com a motlle per reparar el dany i per aquest motiu es considera un
sistema de reparacié “lliure d’error”. Malgrat aix0, el genoma presenta un elevat
nimero de seqiencies paralogues que poden generar variacions estructurals per

recombinacié homologa no al:-lelica (Non-Allelic Homologous Recombination — NAHR).

e Reunié no homologa d’extrems (Non-Homologous End Joining — NHEJ): uneix els extrems
trencats sense requeriment d’homologia o utilitzant petites seqliencies homologues
d’entre 5 i 25 parells de base (Microhomology Mediated End Joining — MMEJ). En

qualsevol cas implica la pérdua de material genétic.

e Aturada de la forca de replicacio i canvi de motlle (Fork Stalling and Template Switching
— FoSTeS): produida per una aturada de la replicacié i la unid amb una altra forca de
replicacié propera mitjangant microhomologia a I'extrem 3’ per reiniciar la replicacio.

Aguest és un mecanisme de reparacio lligat a la pérdua o guany de material.

a) NAHR b} NHEI c} Fo5Tes
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FIGURA 1.1: Mecanismes que poden produir variacions estructurals del genoma huma. a)
Recombinacié homologa no al-lelica (NAHR); b) Unié d’extrems no homolegs (NHEJ); c) Aturada de
la forca de replicacié i canvi de motlle (FoSTes) (adaptat de Zhang et al. 2009).
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L'activitat d’aquests sistemes de reparacié pot generar variacions estructurals ja sigui per la
ineficacia en la deteccid del dany, per un funcionament erroni dels sistemes de reparacié o bé
pel funcionament normal dels mecanismes anomenats “propensos a error’. Com a
conseqliencia, el genoma huma és una estructura dinamica que presenta un elevat grau de

variabilitat entre individus (Feuk et al. 2006).

El constant aveng en les técniques de citogenética i genética molecular ha permes la identificacio
d’un elevat niumero de variacions estructurals. Des de variacions que impliquen grans segments

cromosomics fins a petites variacions de menys d’una kilobase (Taula 1.1).

t inv CNV (>50 Kb) CNV (1-50 Kb) Variants <1Kb
Rastreig del genoma complet
Cariotip Si (>3Mb)  Si (>3Mb) Si (>3Mb) No No
BACs No No Si (>50 Kb) No No
Array de CGH Oligonucleotids No No Si (>35 Kb) Si (>35 Kb) No
SNPs No No Si Si Si (SNPs)
Comparacié de seqiiencies Si Si Si Si Si
Sequenciacié d'extrems i si (PT) Si Si (>8 Kb del; No

aparellats (>8 Kb del) <40 Kb dup)

Técniques dirigides

Genotipatge de microsatel-lits No No Si (del) Si (del) Si
MAPH No No Si Si Si

MLPA No No Si Si Si
QMPSF No No Si Si Si

RT gPCR No No Si Si Si

FISH Si Si Si Si No
Southern blot Si Si Si Si Si

t (translocacions); inv (inversions); CNV (Variacions del nimero de copies); SNP (Polimorfismes d’un sol nucleotid); PT
(punt de trencament).

TAULA 1.1: Metodologies utilitzades per la detecciéd de la variabilitat estructural del genoma huma
(adaptat de Feuk et al. 2006).

Les variacions estructurals es classifiquen en dos grans grups: microscopiques i
submicroscopiques (Feuk et al. 2006; Sharp et al. 2006b). Ambdds grups poden contenir tant
variants cromosomiques (canvis cromosomics en equilibri que no produeixen efectes fenotipics)
com anomalies cromosomiques (canvis en la quantitat de material genetic amb repercussions en

el fenotip) (Gardner i Sutherland 2004).
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Les variacions estructurals microscopiques sén aquelles que presenten una mida superior a cinc
Mb, possibilitant la seva identificacié al microscopi mitjancant técniques de bandeig
cromosomic. Per altra banda, les variacions estructurals submicroscopiques presenten una mida
entre 1 Kb i 5 Mb (Sharp et al. 2006a). Les variacions submicroscopiques més ben caracteritzades
son les variacions del nimero de copies (Copy Number Variations — CNV), probablement perquée
la majoria de técniques emprades en I'analisi de la variabilitat estructural del genoma es basen
en la deteccié de guanys i péerdues (Zhang et al. 2009). En aquest sentit, s’ha suggerit que fins a
un 12% del genoma huma estaria subjecte a CNV (Eichler et al. 2007), representant la font
principal de variacié estructural. A mode d’exemple, si tenim en compte les freqliiéncies de
mutacié puntual (1.8-1.25 x 10® per parell de base i generaci) i les comparem amb la
frequiéncia de CNV (estimada entre 1.7x10° i 1x10™ per locus i generacid) s'observa que
aquestes ultimes sén entre 100 i 10000 vegades més freqlients (Zhang et al. 2009). A més,
mentre que les taxes de mutacié puntual sén constants arreu del genoma, les freqliencies de
CNV varien ampliament en funcié de les regions cromosomiques, reflectint que les regions

presenten diferents susceptibilitats a patir CNV (Bailey et al. 2002; Zhang et al. 2009).

1.2. EFECTES DE LA VARIACIO ESTRUCTURAL

Les variacions estructurals poden produir canvis en I'expressié genica mitjancant diferents
mecanismes (Feuk et al. 2006):
e Alteracié de I'expressié de gens sensibles a dosi.
e Exposicié d’al-lels recessius.
e Generacid de productes truncats degut al trencament de gens o mitjancant la fusio entre
dos gens com a conseqliencia d’una reorganitzacié cromosomica.
e Efectes de posicio que poden afectar la relacid dels gens amb els seus elements

reguladors.

Els efectes fenotipics dels canvis en I'expressid genica que es deriven de les variacions
estructurals condicionen la freqiieéncia d’aquestes en la poblacié. En general, la freqiiéncia d’un
tipus de variant a la poblacid disminueix a mesura que els efectes fenotipics negatius

s’intensifiquen (Buchanan i Scherer 2008) (Figura 1.2).
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/,..-- Fregliéncia de SNP pronosticada

_— Fregléncia de CNV pronosticada

Escala relativa

Penelrancia dels CNV

e e

P - __._.-_-_-_7’_,_‘-’
-""‘-\-.._\_‘_ I

Caracteristiques Bonignes Meutres Faclor  Trastorn  Malaltia Malaitia Latal
adaptalives da rsc comglex  herediiana esporddica

— Caracteristigues ======-= » :
e — Malallia —=———

FIGURA 1.2: Caracteristiques i freqiiéncia de les variants del nimero de copia (CNV)
(Adaptat de Buchanan i Scherer, 2008).

Les variacions estructurals han jugat un paper important en els processos d’especiacié (Coghlan
et al. 2005; Perry et al. 2008). A més, s’han descrit variacions estructurals en algunes poblacions
humanes, especialment CNVs, que presenten efectes fenotipics benignes i confereixen algun
tipus d’avantatge evolutiva (Aitman et al. 2006; Gonzalez et al. 2005; Stefansson et al. 2005). Es
considera que les variacions estructurals amb efectes fenotipics benignes o neutres sén les

majoritaries en la poblacié (Buchanan i Scherer 2008).

Es important tenir en compte que els efectes fenotipics de les variacions estructurals que no
donen lloc a malalties es troben influenciats per les condicions ambientals (Perry et al. 2007) i les
relacions que es puguin produir entre elles. Per tant, la freqiéncia de les diferents variacions en
la poblacié (Figura 1.2) es veura afectada en funcidé d’aquests factors i sera especifica per a cada

poblacié en particular.

Per altra banda, moltes variacions estructurals presenten efectes fenotipics deleteris. S’ha
suggerit que algunes podrien ser factors de risc de certes malalties (Inkster et al. 2010) o produir
efectes negatius sobre trastorns complexes, com les alteracions del comportament o la obesitat
(Sebat et al. 2007; Sha et al. 2009). A més, algunes també s’han relacionat directament amb
malalties humanes anomenades trastorns genomics, que poden ser heretats o esporadics (Gu et

al. 2008; Lupski 1998).
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TRASTORNS GENOMICS

Els trastorns gendmics sén un grup de malalties genetiques causades per reorganitzacions de
segments de DNA de més d’una kilobase que resulten de la inestabilitat del genoma en regions
gue presenten una arquitectura particular (Inoue i Lupski 2002; Lupski 1998). Les
reorganitzacions de DNA associades a trastorns genomics consisteixen majoritariament en
delecions i duplicacions que es produeixen per I'actuacio dels mecanismes de reparacié de DSBs,
principalment per NAHR (apartat 1.1)(Taula 1.2). Es distingeixen dos tipus de trastorns genomics,
els que presenten la mateixa mida, amb els punts de trencament implicats en la reorganitzacié
fixes o agrupats en una posicié especifica, s"Tanomenen trastorns genomics recurrents. Per
contra, els que presenten mides diferents, amb punts de trencament variables, s"anomenen no

recurrents (Gu et al. 2008).

TIPUS DE

TRASTORN GENOMIC INCIDENCIA REGIO REORGANITZACIO MIDA*
CMT1A 1/2500 17p11.2 duplicacio 1.4 Mb
HNPP 1/2500 17p11.2 delecié 1.4 Mb
DiGeorge/Velocardiofacial 1/4000 22q11.2 delecié 3 Mb
Williams-Beuren 1/10000 7911.23 delecio 1.5 Mb
Prader-Willi 1/15000 15qg11-13 delecio 5.4 Mb
Angelman 1/15000 15qg11-13 delecio 5.4 Mb
Smith-Magenis 1/20000 17p11.2 delecio 4 Mb
Potocki-Lupski 1/20000 17p11.2 duplicacié 4 Mb
Cri-du-Chat 1/35000 5p15 delecio 5-40 Mb
Wolf-Hirschhorn 1/50000 4p16 delecié 2-5 Mb

*Mida majoritaria de les reorganitzacions cromosomiques

TAULA 1.2: Trastorns genomics recurrents més freqients.

Les noves tecnologies de citogenetica i genética molecular, que permeten estudiar la variacié
estructural submicroscopica del genoma, han permes identificar un ndmero creixent de
trastorns gendmics recurrents a mesura que s’associen alteracions concretes del fenotip a
variants estructurals determinades (de Vries et al. 2005; Sharp et al. 2006b). A la taula 1.2 es

mostren les caracteristiques d’alguns dels trastorns genomics recurrents més freqients.
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1.3. ARQUITECTURA GENOMICA DE LES REGIONS SUSCEPTIBLES A
TRASTORNS GENOMICS RECURRENTS

Les regions implicades en trastorns genomics recurrents es caracteritzen per la preséncia de
duplicacions segmentals o low-copy repeats (LCR) que flanquegen regions de copia Unica.

Els LCR es defineixen com un tipus de seqiiéncia formada per repeticions de segments de DNA
de mides entre 1 Kb i 500 Kb, posicionats en dues o més localitzacions en el genoma i amb una
homologia superior al 90%. Aquests poden contenir seqiéncies de DNA géeniques, pseudogens o
DNA repetitiu, i s’organitzen a mode de repeticions en tandem o distribuits en diferents
posicions del genoma de forma directa o invertida (Bailey i Eichler 2006). S’ha estimat que el 5%
del genoma huma esta constituit per LCRs i que aquests s’han originat a partir de duplicacions

produides durant I'evolucié dels primats (Bailey et al. 2002).

La distribucié dels LCRs entre els cromosomes no és homogenia (Zhang et al. 2005). El
cromosoma 3 presenta la proporcié més baixa (1.7%), mentre que els cromosomes 22 i Y
presenten la més elevada (11.9% i 50.4% respectivament) (She et al. 2004). En general, els
cromosomes que presenten una proporcio més elevada soén els cromosomes 7, 9, 10, 15, 16, 17,
22, XiY (Zhang et al. 2005).

Els LCR es poden classificar en funcié de la seva organitzacié en simples i complexes. Els LCR
simples estan formats per duplicacions d’un sol gen, mentre que els LCR complexes estan
constituits per repeticions de diversos gens i pseudogens organitzats en diferents orientacions

(Bailey i Eichler 2006; Gu et al. 2008).

En funcié de la distribucié dels LCR (copies paralogues) en cromosomes homolegs o no
homolegs, els LCR es classifiquen en intracromosomics o intercromosomics, respectivament
(Emanuel i Shaikh 2001). A la vegada, en funcid de la seva localitzacié en els cromosomes

diferenciem LCR pericentromerics, subtelomerics o intersticials (Bailey i Eichler 2006):

e PERICENTROMERICS: LCR localitzats fins a 5 Mb de distancia del centromer. La majoria
soén intercromosomics amb una proporcié de 6:1 (LCR intercromosomics:LCR
intracromosomics), tot i que aquesta proporcié disminueix a mesura que s’allunyen del
centromer. Presenten una homologia entre el 94% i el 97% entre les diferents copies

paralogues.
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e SUBTELOMERICS: Igual que les regions pericentromeériques, les regions subtelomeériques
estan enriquides en LCR intercromosomics, tipicament de 50-100 Kb de llargada amb

una organitzacié complexa en mosaic.

e INTERSTICIALS: LCR distribuits en les zones d’eucromatina localitzades entre les regions
pericentromeériques i subtelomeriques. La majoria séon LCR intracromosdomics que es
troben separats a una distancia de 3 Mb de mitjana i sén els que presenten la mida i
homologia més elevada (més del 98%). Aquestes caracteristiques fan que aquest tipus
de LCR siguin els principals implicats en I'etiologia dels trastorns genomics (She et al.

2004).

Els LCR presenten seqliencies de DNA susceptibles a DSB, com soén les sequencies
palindromiques riques en AT, les seqléncies que presenten una conformacié del DNA diferent
de la conformacio B, els minisatel-lits o els transposons (Babcock et al. 2003; Bacolla et al. 2008).
A més, molts LCR implicats en I'aparicié de trastorns genomics presenten seqiiéncies consens
que actuen com a llocs preferents de recombinacié meiotica (Myers et al. 2008). Aquestes dades
indiquen que els LCR sdn punts calents de recombinacié (Lupski 2004). L’elevada homologia que
presenten entre les diferents copies paralogues i la sensibilitat als DSBs, fan que aquestes
regions siguin especialment susceptibles a 'aparellament erroni i a la recombinacié homologa

no al-leélica.

1.4. RECOMBINACIO HOMOLOGA AL-LELICA I NO-AL-LELICA

El mecanisme de reparacid per recombinacié homologa s’inicia amb el reconeixement del DSB
per part del complex MRN. Aquest complex catalitza el reclutament de factors de senyalitzacié
del dany, de control del cicle cel-lular i de reparacié del DNA (Uziel et al. 2003). Un cop
senyalitzat, el DSB es pot reparar per la via de reparaci6 homologa o la via no homologa
(principalment NHEJ). El primer pas en la reparacio dels DSBs en la via de reparacié homologa és
la recessid dels extrems del DSB en sentit 5’3’ originant extrems 3’OH protuberants. A partir
d’aquest punt, s’han descrit diferents vies de reparacié homologa (Helleday et al. 2007): 1)
Aparellament de cadena senzilla (Single Strand Annealing — SSA), 2) Aparellament de cadena
associat a sintesi (Syntesis Dependent Strand Annealing — SDSA), 3) Reparacié per recombinacié
homologa (HR) mitjancant el model de la doble unié de Holliday i 4) Replicacié induida per
I'aturada de la forca de replicacid (Break Induced Replication — BIR). En aquesta tesi ens

centrarem en la HR mitjancant el model de la doble unié de Holliday per reparar el DSB, ja que
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aquest mecanisme s’ha suggerit com el causant de les reorganitzacions cromosomiques que

produeixen els trastorns genomics recurrents.

Activitat exonucleasa 5’ — 3

Invasio de cadenes

Sinteside DNA

. X

Unid de cadenes

X X

Resolucio unions de Halliday

+
]
No recombinants Recombinants

FIGURA 1.3: Esquema de la reparacié de DSB per recombinacié homologa (HR)
mitjancant el model de Holliday (adaptat de Sasaki et al. 2010).

La reparacio de DSB per recombinacié homologa es basa en I'intercanvi de cadenes de DNA amb
seqliencies complementaries intactes (Figura 1.3). En aquest model de reparacid, les proteines
RAD51 i DMC1 reconeixen els extrems 3’OH lliures i envaeixen la cromatide homologa o
germana (seqliencia donadora) tot fent una cerca d’homologia. La invasié de cadena produeix la
separacié de les cadenes de la seqléncia donadora generant una estructura intermediaria

anomenada llag de desplagament (Displacement loop; D-loop), i la sintesi de DNA utilitzant la

10
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cadena donadora (complementaria) com a motlle. La unid dels dos extrems de la cadena genera
una estructura en forma de creu anomenada unié Holliday. El pas final consisteix en la resolucid
de les unions Holliday, que pot generar productes recombinants o no-recombinants en funcié de

les monocadenes de DNA implicades.

La HR requereix seqliéncies de DNA complementaries amb una llargada minima entre 300 i 500
parells de bases (Minimal Efficient Processing Segments — MEPS) (Inoue i Lupski 2002). En aquest
sentit, la preséncia en els LCR de llargs segments d’homologia que compleixen els requeriments
minims (més de 300 parells de bases), aixi com la identificacié de punts calents de recombinacio
en la seva seqliéncia, fan que els LCR siguin especialment susceptibles a la recombinacié
homologa no al-lelica (NAHR) entre copies paralogues. Aguest fenomen genera diferents
anomalies o variants cromosomiques estructurals que estan implicades en la variacié
estructural del genoma i a més sén la causa majoritaria dels trastorns genomics recurrents

(Lupski 1998) (Taula 1.2).

Els productes de la NAHR seran diferents en funcié de tres variables: 1) I'orientacié del LCR, 2) el
numero de cromatides implicades i 3) el tipus de cromatides implicades (cromatides de
cromosomes no homolegs, cromatides homologues o cromatides germanes) (Figura 1.4). La
NAHR entre LCR localitzats en diferents cromatides s’anomena NAHR intercromatide, alhora
aquesta pot ser intercromosomica si es produeix entre cromatides homologues o cromatides de
dos cromosomes no-homolegs, o intracromosomica si es produeix entre cromatides germanes.
Per altra banda, si la NAHR es produeix per |'autoaparellament de LCR que es troben en la

mateixa cromatide rep el nom de NAHR intracromatide.

Si la NAHR entre LCR orientats de forma directa té lloc entre LCRs presents en cromatides
homologues o cromatides germanes es generaran delecions i duplicacions complementaries.
Per altra banda, quan la NAHR té lloc entre LCR presents en dues cromatides de cromosomes no
homolegs el producte resultant seran translocacions. La NAHR també es pot donar entre LCR
orientats de forma directa presents en la mateixa cromatide, aquesta situacié generara com a
resultat delecions i anells acentrics. La NAHR entre LCR orientats de forma indirecta es pot donar
entre LCR presents en dues cromatides homologues, generant cromosomes dicéntrics i
fragments acentrics portadors de delecions i duplicacions, o entre LCR presents en cromatides
no-homologues, generant translocacions dicéntriques i acentriques. Si la NAHR es produeix
entre LCR orientats de forma indirecta que es troben en la mateixa cromatide, el producte

resultant seran inversions.
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FIGURA 1.4: Productes resultants de la NAHR en funcié de I'orientacié dels LCR i del nombre i tipus de
cromatides implicades (adaptat de Gu et al. 2008).

La NAHR es pot produir durant la meiosi (Sasaki et al. 2010) o durant la mitosi (Alkalay et al.
2011; Bruder et al. 2008; Flores et al. 2007; Roehl et al. 2010). La NAHR a meiosi genera gametes

portadors de reorganitzacions cromosomiques que, en cas de fecundar, originaria individus
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portadors d’alteracions (Baumer et al. 1998). La NAHR produida a mitosi genera individus

mosaics per reorganitzacions cromosomiques (Messiaen et al. 2011; Roehl et al. 2010).

1.5. REGIONS CROMOSOMIQUES SUSCEPTIBLES A TRASTORNS
GENOMICS

1.5.1. REGIO 15q11-q13

La regid 15q11-q13 es troba flanquejada per tres LCR (LCR15-1, LCR15-2, LCR15-3) (Figura 1.5).

€N | CRIS-] LCR15-2 LCR15-3 tel

B ' )

|
|
Delecionsde classe-ll 5.4 Mb (60%) |

Delecionsde classe-l 6.2 Mb (37%)

FIGURA 1.5: Representacio esquematica de la regié 15q11-q13. Les fletxes de colors representen
diferents duplicons del gen/pseudogen HERC2 (adaptat de Makoff i Flomen, 2008).

Els LCR de la regié 15q11-q13 mesuren entre 400-500 Kb i presenten una homologia superior al
99% . Aquests estan formats per duplicacions i altres reorganitzacions del gen HERC2 (NCBI
8924) aixi com altres gens i pseudogens com GABRA5 (NCBI 2558) (Makoff i Flomen 2008).
Aquests LCR s’"anomenen END-repeats (Amos-Landgraf et al. 1999; Ji et al. 2000) i presenten una
organitzacido complexa, amb variacions en el nimero de coOpies i orientacido dels diversos
segments del gen HERC2 duplicats. Els LCR15 es troben flanquejant una regié que conté gens de
coOpia Unica, alguns dels quals es troben regulats per impressié genética. Els més rellevants per la
seva implicacio en el fenotip dels trastorns genomics son SNRPN (NCBI: 6638) i UBE3A (NCBI:
7337). El gen SNRPN (Small Nuclear ribonucleoprotein polypeptide N) és d’expressid paterna i

esta implicat en el processament de pre-RNAs missatgers. El gen UBE3A (ligasa unida a
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ubiquitina 3A) és d’expressié materna i esta implicat en la eliminacié de proteines durant el

desenvolupament del sistema nervids central.

REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES DE LA REGIO 15q11-q13

DELECIONS

S’han descrit dos tipus de delecions en funcié del LCR proximal implicat en el trencament (Figura
1.5). Les delecions de classe | presenten un trencament proximal a LCR15-1 mentre que les
delecions de classe Il el tenen a LCR15-2. Tant en les delecions de classe | com les de classe Il el
punt de trencament distal es troba majoritariament (97%) a LCR15-3. Les delecions de classe |
mesuren 6.4 Mb i representen el 37% de les delecions de la regié 15q11-q13 descrites, mentre
que les delecions de classe Il mesuren 5.4 Mb i sén les delecions més freqiients (60%) (Amos-
Landgraf et al. 1999; Butler et al. 2008). A més, s’han descrit delecions minoritaries amb punts
de trencament localitzats en altres LCR15 (3%) (Calounova et al. 2008; Doornbos et al. 2009).

Les delecions de la regié 15q11-q13 no tenen un origen parental preferent. Tot i aix0, si que
s’han descrit diferencies en el mecanisme de formacié. Les delecions d’origen matern sén
majoritariament produides per NAHR intercromosomica (intercromatide) mentre que les
delecions paternes tendeixen a formar-se per NAHR intracromosomica (intercromatide o
intracromatide) (Thomas et al. 2006).

La delecié en heterozigosi de la regié 15q11-q13 és la causa majoritaria de I'aparicié de la
sindrome de Prader-Willi (SPW; OMIM 176270) i Angelman (SA; OMIM 105830). Les delecions
paternes originen la SPW mentre que les delecions d’origen matern originen la SA. Ambdues

sindromes presenten una incidencia aproximada de 1/15000 naixements (Cassidy et al. 2000).

DUPLICACIONS

S’han descrit duplicacions de la regié 15q11-q13 que comparteixen els mateixos punts de
trencament que les delecions. Els efectes fenotipics de les duplicacions de la regié 15q11-q13
varien en funcié de l'origen parental. Els individus portadors de duplicacions d’origen matern
mostren fenotips patologics, mentre que les duplicacions paternes no presenten efectes
fenotipics aparents (Repetto et al. 1998; Roberts et al. 2002). Aquesta situacié podria explicar
I’excés de portadors de duplicacions d’origen matern respecte les paternes. Tot i aix0, degut al
baix nimero de casos descrits, encara no s’ha establert la incidéncia poblacional de duplicacions

de la regié 15q11-q13.
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Pel que fa al mecanisme de NAHR implicat, aquestes només es poden explicar mitjancant la
NAHR intercromatide. S’han descrit aproximadament els mateixos casos de duplicacions
produits per NAHR intercromosomica i NAHR intracromosomica (intercromatide) (Thomas et al.

2006).

INVERSIONS

S’ha descrit la presencia d’inversions de la regiéo 15q11-q13 (Gimelli et al. 2003). Els punts de
trencament es troben en segments invertits dels LCR15-2 i LCR15-3 (Makoff i Flomen 2008) i
generen la inversid del segment implicat en les delecions de classe Il mitjancant NAHR
intracromatide. No s’han descrit efectes fenotipics i la incidencia de portadors d’aquesta
reorganitzacié en heterozigosi s’ha establert en un 9% en la poblacié general (Gimelli et al.

2003).

ALTRES REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES

La regié 15ql1-q13 es troba implicada en altres reorganitzacions cromosomiques com
cromosomes marcadors supernumeraris (Dennis et al. 2006), triplicacions (Ungaro et al. 2001),
isodicentrics (Battaglia 2005) o disomies uniparentals parcials (Gregory et al. 1991; Salavoura et

al. 2008), entre d’altres.

1.5.2. SUB-BANDA 7q11.23

La regid 7q11.23 es troba flanquejada per tres LCR que mesuren al voltant de 320 Kb. Aquests
presenten una elevada homologia (>98%) i flanquegen una regié d’aproximadament 2 Mb que
conté gens de copia Unica (Figura 1.6). Els diferents LCR es troben organitzats en diferents blocs
d’homologia (A, B i C) que contenen diferents gens i pseudogens duplicats com a resultat de
reorganitzacions evolutives (Antonell et al. 2005). Els blocs A contenen els gens STAG3 i PMS2
(NCBI 10734 i 5395), els blocs B contenen els gens NCF1, GTF2I i GTF2IRD2 (NCBI 608512, 2969 i
84163) i els blocs C estan constituits pels gens POM121 i TRIM50 (NCBI 9883 i 135892). Alhora,
aquests LCR s’anomenen en funcid de la seva posicié com centromeric (c), medial (m) i telomeric
(t) (Antonell et al. 2005; Bayes et al. 2003). S’ha descrit una homologia variable entre els
diferents blocs respecte les seves copies paralogues. Els blocs que presenten homologies més
elevades son els blocs A (98.2%) i els blocs B (99.6%), per aquest motiu estan implicats en la gran

majoria (99%) de reorganitzacions cromosomiques de la regié 7911.23 (Merla et al. 2010).
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Entre d’altres gens de copia Unica, el gen de I'elastina (ELN; NCBI: 2006) es troba directament
relacionat amb el fenotip dels portadors de reorganitzacions de la regié 7q11.23. Aquest gen

participa en la formacié de les fibres elastiques del teixit connectiu (Merla et al. 2010).

i

FIGURA 1.6: Representacié esquematica de la regid 7q11.23. Les fletxes de colors representen els
diferents blocs que formen els LCRs flanquejants (adaptat d’Antonell et al. 2005).

REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES DE LA REGIO 7q11.23

DELECIONS

La gran majoria de delecions de la regié 7q11.23 tenen els punts de trencament als LCR Bc i Bm,
generant delecions de 1.5 Mb (94%). A més s’han identificat delecions minoritaries de 1.8 Mb
(5%) causades per NAHR entre els blocs Ac i Am (Bayes et al. 2003; Schubert 2009) (Figura 1.6).
No s’ha trobat un origen parental preferent per les delecions de la regié 7q11.23 (Bayes et al.
2003; Thomas et al. 2006). Per altra banda, s’ha descrit que el mecanisme de formacié preferent
és la NAHR intercromosomica (intercromatide) (Baumer et al. 1998; Bayes et al. 2003; Thomas et
al. 2006; Urban et al. 1996).

Les delecions de la regidé 7q11.23 sén la causa majoritaria de la sindrome de Williams-Beuren
(SWB; OMIM: 194050). La SWB és un trastorn genomic amb una incidéncia entre 1/7000 i
1/20000 naixements.

DUPLICACIONS

Les duplicacions de la regié 7q11.23 sén el producte complementari de les delecions causants de
la SWB, totes elles impliquen la duplicacié d’'un segment de 1.4-1.5 Mb produides per NAHR
intercromatide (Van der Aa et al. 2009). La incidéncia poblacional d’aquestes duplicacions s’ha

estimat entre 1/13000 i 1/20000 nascuts (Van der Aa et al. 2009).
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Les duplicacions de la regié 7g11.23 confereixen un fenotip molt més lleu que les seves
delecions complementaries (Depienne et al. 2007; Somerville et al. 2005; Van der Aa et al. 2009).
De fet, com les duplicacions d’altres regions, la majoria d’aquestes duplicacions detectades no
sén de novo, si no heretades d’un dels progenitors sense efectes fenotipics aparents (Van der Aa

et al. 2009).

INVERSIONS

Les inversions de la regié 7g11.23 varen ser les primeres inversions descrites en regions
implicades en trastorns genomics (Osborne et al. 2001). Aquestes inversions emfasitzaven
I’elevada inestabilitat de la regid 7q11.23 i la possibilitat que altres regions amb arquitectura
genomica similar presentessin un comportament semblant.

Els punts de trencament de les inversions de la regié 7q11.23 es troben als LCRs centromeéric i
telomeric, els quals presenten una orientacié indirecte. Aquests punts de trencament sén molt
variables dins dels LCRs i generen inversions de segments de diferents mides (entre 1.79 i 2.56
Mb) en funcié del bloc que s’ha utilitzat com a substrat per la NAHR. De fet, s’han descrit
inversions que presenten punts de trencament a qualsevol dels blocs que conformen els LCR
(Bayes et al. 2003; Hobart et al. 2010).

La incidencia de portadors d’inversions de la regié 7q11.23 en la poblacié general s’ha establert

en 5.8% (Hobart et al. 2010) i no s’han descrit efectes fenotipics aparents (Tam et al. 2008).

ALTRES REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES

La regio 7q11.23 esta implicada en altres anomalies cromosomiques com triplicacions (Beunders
et al. 2010), translocacions reciproques (Duba et al. 2002; Portera et al. 2006) o cromosomes en

anell (Lichtenbelt et al. 2005), entre d’altres.

1.5.3. SUB-BANDA 22q11.2

La regidé 22g11.2 esta flanquejada per tres LCR anomenats LCR22, que presenten una mida
d’aproximadament 240 Kb i una homologia superior al 99% (McDermid i Morrow 2002) (Figura
1.7). Els LCR22 sén mosaics complexos de gens, pseudogens i altres elements repetitius, formats
per recombinacions de sequiencies Alu durant I'evolucié dels primats (Babcock et al. 2003).
Aqguests LCR es troben repartits per la regid pericentromeérica del cromosoma 22 i els gens

distribuits pels diferents LCR22 sén, USP18 (NCBI 11274), BCR (NCBI 613) i diferents gens i
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pseudogens relacionats amb el gen GGT (NCBI 2678) (Babcock et al. 2007). La regié de copia
Unica flanquejada pels LCR22 conté diferents gens, els més rellevants pel fenotip dels portadors
de reorganitzacions d’aquesta regié sén: TBX1 (T-box1; NCBI: 21380), que codifica per un factor
de transcripcio implicat en la regulacié de diferents processos del desenvolupament, i TUPLE1
(també anomenat HIRA; NCBI: 7290) que codifica per una xaperona d’histones implicada en la

formacié d’heterocromatina.

LCR22-3a LCR22-3b

Delecio de 1.5 Mb {7%) |

Delecit de 3 Mb [90%)

FIGURA 1.7: Representacié esquematica de la regié 22q11.2. Les fletxes de colors mostren els diferents
duplicons dels gens que formen els LCR22s (adaptat de Babcock et al. 2007).

REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES DE LA REGIO 22q11.2

DELECIONS

El 90% de les delecions de la regid 22q11.2 presenten els punts de trencament a LCR22-2 i
LCR22-4. Reorganitzacions entre el LCR22-3a i LCR22-4 originen una delecié de 1.5 Mb implicada
en el 7% dels casos descrits (Babcock et al. 2003). També s’han descrit altres delecions
minoritaries (3%) amb punts de trencament en altres LCR22 (Tan et al. 2011).

Tot i que hi ha dades que suggereixen un increment de delecions de la regié 22q11.2 d’origen
matern (Demczuk et al. 1995), la majoria d’autors no troben diferencies pel que fa a I'origen
parental d’aquestes anomalies (Saitta et al. 2004; Thomas et al. 2006). EI mecanisme majoritari
de formacié de les delecions de la regié 22q11.2 és la NAHR intercromosomica (intercromatide)
(Saitta et al. 2004; Thomas et al. 2006).

Les delecions de la regid 22g11.2 séon la causa majoritaria de la Sindrome de
DiGeorge/Velocardiofacial (SGD; OMIM 188400). Aquest trastorn genomic és el més comu en

humans amb una incidéncia de 1/4000 nascuts (McDermid i Morrow 2002).

18



1.INTRODUCCIO

DUPLICACIONS

La majoria de duplicacions de la regié 22q11.2 presenten els punts de trencament al LCR22-2 i
LCR22-4, generant duplicacions de 3 Mb. A més, s’han descrit altres duplicacions que impliquen
altres LCR d’aquesta regid. En aquest sentit, és probable que aquestes duplicacions siguin el
producte complementari de les delecions de la regi6 22g11.2 originades per NAHR
intercromatide, majoritariament per NAHR intercromosomica (Portnoi 2009).

Les duplicacions de la regié 22g11.2 van ser descrites per primera vegada per Ensenauer et al.
(2003). Com les duplicacions d’altres regions cromosomiques, aquestes causen uns efectes
fenotipics més lleus que les delecions de la mateixa regié i moltes vegades son heretades de
portadors asimptomatics (Ensenauer et al. 2003; Portnoi 2009). Degut al baix numero de casos
de duplicacions de novo, encara no s’ha pogut establir una incidéncia poblacional per a aquesta

reorganitzacioé (Portnoi 2009).

ALTRES REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES

La regio pericentromeérica del cromosoma 22 és molt rica en LCR22 i especialment susceptible a
diferents reorganitzacions cromosomiques produides per NAHR. Alguns exemples son la
translocacié reciproca més freqiient en humans t(11;22) que presenta el punt de trencament al
LCR22-3a (Hill et al. 2000; McDermid i Morrow 2002), i la inversié duplicada (invdup22) causant

de la Sindrome del ull de gat (McDermid i Morrow 2002), entre d’altres.

1.6. HAPLOTIPS DE PREDISPOSICIO A LA RECOMBINACIO
HOMOLOGA NO AL-LELICA

Es considera que els fenomens de NAHR es produeixen de forma esporadica i que les anomalies
cromosomiques causants de trastorns genomics presenten un risc de recurréncia inferior al 0.5%
(Gardner i Sutherland, 2004). No obstant, s’han descrit diferents haplotips que podrien
predisposar a les regions flanquejades per LCRs al malaparellament i a la posterior NAHR (Taula
1.3). En aquest sentit, els portadors d’aquests haplotips presentarien un increment del risc de

transmissio de reorganitzacions cromosomiques causants de trastorns genomics.

1.6.1. INVERSIONS

Tot i que en general les inversions no produeixen efectes fenotipics, aquestes reorganitzacions

cromosomiques s’han identificat amb una incidencia més elevada en pares que tenen un fill
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afecte per algun trastorn genomic causat per delecid (taula 1.3). Per exemple, la inversié de la
regié 7q11.23 s’ha observat amb una freqiieéncia més elevada en progenitors d’individus afectes
per la SWB que en la poblacid general (24.9% vs 5.8%; Hobart et al. 2010) i la mateixa situacié
s’ha observat en mares d’individus afectes per la SA causat per delecions de classe-ll, on la
frequéncia d’inversions de la regié 15q11-q13 és significativament més elevada (66.7% vs 9%,

poblacié problema i control respectivament; Gimelli et al. 2003).

S’ha suggerit que la preséncia d’una inversié en heterozigosi originaria una regié desaparellada a
paquité que incrementaria la tendéncia al malaparellament dels LCR flanquejants. La
recombinacié mitjancant NAHR dels LCR paralegs generaria gametes portadors de
reorganitzacions secundaries com delecions i duplicacions (Figura 1.8). Com a conseqieéncia, els
portadors d’aquestes inversions presentarien un risc incrementat de transmetre trastorns

genomics a la descendéncia (Feuk 2010).
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FIGURA 1.8: Representacid esquematica de la NAHR entre LCR paralegs en un portador d’una inversid
(segment 1, 2 i 3) en heterozigosi (requadre blau-LCR proximal; requadre groc-LCR distal).

Aquestes inversions s’han identificat mitjancant tecniques de FISH sobre cromosomes metafasics
o nuclis interfasics (Bosch et al. 2009; Gimelli et al. 2003; Osborne et al. 2001) o mitjangant PCR
(Bayes et al. 2003; Hobart et al. 2010). Aquestes sén tecniques d’analisi dirigides a una regié en
particular. Per tant, és molt probable que la presencia d’inversions en altres regions amb una

arquitectura genomica similar també sigui elevada.
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1.6.2. VARIACIO ESTRUCTURAL DELS LCR FLANQUEJANTS

Els LCR presenten variacions estructurals i del nimero de copies dels blocs que els conformen
(Bailey i Eichler 2006). Alguns d’aquests haplotips s’han associat directament a malalties
genetiques com per exemple la glomerulonefritis o la malaltia de Crohn (Aitman et al. 2006;
Fellermann et al. 2006; Gonzalez et al. 2005). D’altra banda, s’ha observat que alguns haplotips
predisposen a reorganitzacions secundaries de les regions que flanquegen. Aquesta situacié és

especialment important en aquelles regions del genoma implicades en malalties humanes.

Recentment s’han trobat haplotips de predisposicié que impliquen variacions en el nimero de
copies i en l'organitzacid dels LCR que flanquegen regions implicades en trastorns genomics
(Taula 1.3). A mode d’exemple, Cusco et al. (2008) varen descriure diferents variacions del
numero de copies en els LCR que flanquegen la regié 7q11.23. En concret, van descriure tres
CNV diferents: 1) delecions i duplicacions de la totalitat del LCR7 centromeéric (aproximadament
300 Kb), 2) delecions i duplicacions dels blocs A i B en el LCR7 telomeéric (aproximadament 250
Kb) i 3) delecions i duplicacions del bloc B (aproximadament 70 Kb). S’ha suggerit que aquests
haplotips incrementarien seqiencies d’homologia amb les seves copies paralogues i afavoririen

el malaparellament de les regions associades mitjangant NAHR.

5 HAPLOTIP DE L
TRASTORN GENOMIC PREDISPOSICIO REFERENCIA
Delecid de la regié 3g29 inv3g29 (Antonacci et al. 2009)
Sindrome de Sotos inv5q35 (Visser et al. 2005)
Sindrome de Williams inv7q11.23 (Osborne et al. 2001)
Delecid de la regié 8g23 inv8g23 (Sugawara et al. 2003)
Sindrome d'Angelman inv15q11q13 (Gimelli et al. 2003)
Sindrome delecié 15g3.3 inv15g3.3 (Sharp et al. 2008)
Sindrome delecié 17g21.31 inv17qg21.31 (Rao et al. 2010)
Sindrome de Williams CNV LCR7 (Cusco et al. 2008)
Sindrome delecid 16p12.1 CNV LCR BP1iBP3 (Antonacci et al. 2010)
Isocromosoma 17p CNV LCR REPA i REPB (Carvalho i Lupski 2008)

TAULA 1.3: Haplotips de predisposicio per diferents trastorns genomics.
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Com en el cas dels haplotips d’inversié, I'analisi de la variacié estructural dels LCR s’ha abordat
mitjancant teécniques d’analisi dirigides, com sén la PCR (Cusco et al. 2008) o la FISH interfasica

(Carvalho i Lupski 2008; Antonacci et al. 2010).

Les técniques de FISH sobre fibres estirades de cromatina (Fiber-FISH) ofereixen una alternativa
per analitzar LCRs. Aquesta metodologia permet fer analisis directes de FISH amb una elevada
resolucid, fins a 1 Kb (Heng i Tsui 1998). S’han descrit diverses metodologies que permeten
estirar fibres de cromatina per estudis de FISH que requereixen una elevada resolucid i que es
diferencien en el metode d’extraccié del DNA dels nuclis (Fidlerova et al. 1994; Heiskanen et al.
1996; Michalet et al. 1997; Parra i Windle 1993). La técnica de Fiber-FISH s’ha utilitzat
satisfactoriament en estudis de mapatge d’elevada resolucio (Leipoldt et al. 2007; Protopopov et
al. 2003; Raap et al. 1996), per la confirmacio del nimero de copies de determinats gens (Erdel
et al. 1999; lafrate et al. 2004; Perry et al. 2007; Perry et al. 2008; Sallinen et al. 2004) i per

determinar el nimero de repeticions del LCR simples (Barbouti et al. 2004).

L'aplicaci6 d’aquesta metodologia per analitzar I'organitzacié dels LCR complexes que
flanquegen regions implicades en trastorns gendomics permetria detectar variacions estructurals

gue podrien representar haplotips de predisposicié a la NAHR.

1.7. DETERMINACIO DEL RISC DE TRANSMISSIO DE TRASTORNS
GENOMICS

Al llarg de I'apartat 1.6 hem posat de manifest que determinats individus presenten haplotips de
predisposicié a la NAHR i que aquest fet es podria reflectir en un increment del risc de
transmetre determinats trastorns gendmics a la descendéncia. En aquest sentit, la determinacié
del risc de transmissié de trastorns genomics s’ha realitzat mitjancant estudis poblacionals de
recurrencia familiar i mitjancant I'analisi de la incidéncia d’anomalies cromosomiques en

gametes.

1.7.1. ESTUDIS DE RECURRENCIA FAMILAR

S’han descrit casos esporadics de recurrencia familiar de delecions de la regié 15q11-q13
(Fernandez-Novoa et al. 2001; Kokkonen i Leisti 2000), de delecions de la regié 7q11.23 (Kara-
Mostefa et al. 1999; Scherer et al. 2005) i de delecions de la regié 22q11.2 (Hatchwell et al.

1998; Leana-Cox et al. 1996; Sandrin-Garcia et al. 2002). En tots els casos es va suggerir un
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mosaicisme germinal com a causa probable de la recurréncia, tot i que en cap cas es van mostrar
evidencies experimentals. No existeixen estudis poblacionals de recurréncia en families afectes
per trastorns genomics. Aixi doncs, s’estableix per consens un risc de recurréncia inferior al 0.5%
en els casos en que ambdds progenitors mostren un cariotip normal (Gardner i Sutherland,
2004). La dificultat de realitzar estudis de recurréncia en aquestes poblacions rau en tres causes
(Rothlisberger i Kotzot 2007): Moltes reorganitzacions cromosomiques son poc freqiients o
Uniques, no tots els casos de recurrencia tenen perque estar descrits en la bibliografia i les

families amb un fill afecte poden replantejar-se I'opcié de tenir més fills.

1.7.2. ESTUDIS EN GAMETES

Donades les limitacions dels estudis familiars per valorar el risc de transmetre trastorns
genomics a la descendéncia, una alternativa sén els estudis en gametes i especialment en
espermatozoides. Aquests permeten analitzar un elevat nimero de cel-lules i establir les

freqliencies de les reorganitzacions cromosomiques produides per NAHR de forma individual.

Alguns autors han valorat les freqliéncies de delecions i duplicacions de regions implicades en
alguns trastorns genomics en espermatozoides mitjancant técniques de PCR (Lam i Jeffreys
2007; Turner et al. 2008). Lam i Jeffreys van mesurar les freqtiencies de delecions i duplicacions
dels gens al-globina i a2-globina en espermatozoides de dos individus control mitjan¢ant
I'amplificacié especifica per PCR dels fragments reorganitzats. Els resultats van indicar una
variabilitat interindividual en les freqiiencies de NAHR i unes freqiiencies similars de delecions i
duplicacions en un dels individus, mentre que en l'altre van observar una freqliéncia de
duplicacions significativament més elevada (Lam i Jeffreys 2006, 2007). Per altra banda, el treball
de Turner et al.,, (2008) es basa en l'analisi dels punts de trencament de les delecions i
duplicacions de diferents reorganitzacions. Es van analitzar les freqiéncies de delecions i
duplicacions en espermatozoides de cinc individus control mitjangant I'amplificacié quantitativa
per PCR a temps real (RT-PCR) de 4 hotspots de recombinacié implicats en trastorns genomics
humans: LCR7 de la regié 7q11.23, CMT1A-REP i LCR17p ambdds de la regidé 17p11.2 i AZFa-
HERV de la regidé Yqll.2. Aquests autors van observar que les delecions es produien més
freqlientment que les duplicacions. Tot i aix0, el fet d’analitzar Unicament els hotspots de
recombinacid (en lloc de les regions reorganitzades) representa una limitacié important d’aquest
ultim estudi ja que, com s’ha explicat anteriorment (apartat 1.3), els LCR presenten diferents
hotspots i per tant la posicié dels punts de trencament de les diferents reorganitzacions

cromosomiques poden variar.
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La tecnica de FISH representa una alternativa per valorar les freqiiencies de NAHR en
espermatozoides. Aquesta metodologia s’ha utilitzat en un ampli ventall d’estudis citogenétics
en espermatozoides (Martin 2008), principalment per estudiar la segregacid cromosomica en
portadors de reorganitzacions cromosomiques (Anton et al. 2007) i per la valoracié de les
freqiiencies d’anomalies cromosomiques numeriques en individus infertils (Sarrate et al. 2009).
L’elevat numero de céel-lules que es poden analitzar mitjangant la FISH en espermatozoides, de
forma directa i individualitzada, permet fer valoracions fiables de la freqliencia d’anomalies
cromosomiques que es produeixen en baixa freqiiencia (Downie et al. 1997; Egozcue et al.
1997). Malgrat aix0, aquesta aproximacidé experimental presenta algunes limitacions que
dificulten I'analisi de determinades reorganitzacions cromosomiques: 1) només s’obté
informacid de les regions reconegudes per les sondes de DNA, per aguest motiu es considera
que la FISH és una analisi dirigida, 2) la dificultat de discriminar entre els errors d’hibridacié de
les sondes de DNA i les perdues cromosomiques i 3) la dificultat d’identificar en el nucli interfasic

reorganitzacions cromosomiques equilibrades.

Tal i com hem descrit en I'apartat 1.4, els productes de la NAHR poden ser delecions, que
representen perdues de senyals d’hibridacié; duplicacions, que donaran lloc a dos senyals
propers en el nucli interfasic i inversions, que donaran com a resultat canvis en la disposicié dels
senyals d’hibridacié. Tenint en compte les limitacions de la técnica de FISH, aquestes
condicionen la seva aplicacio per I'analisi de les reorganitzacions cromosomiques produides per
la NAHR. En aquest sentit, la FISH en espermatozoides seria una bona alternativa per valorar les
freqiiencies de NAHR en el cas que s’utilitzi un disseny experimental adequat per identificar cada
tipus de reorganitzacid cromosOmica i que permeti superar les limitacions metodologiques

anteriors.
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HIPOTESI INICIAL

Els pares d’individus afectes per trastorns genomics d’origen patern mostren un
increment d’espermatozoides portadors d’anomalies cromosomiques degut a la
presencia d’haplotips de predisposicid a la NAHR. Com a conseqiiencia aquests individus

presenten un risc de recurréncia incrementat.

OBJECTIUS:

Primer
Establir la freqliéncia basal de NAHR de les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2 a partir de

I’analisi d’espermatozoides d’una serie d’individus control.

Segon
Analitzar I'efecte de la mida, ’'homologia i la distancia dels LCR7, LCR15 i LCR22, aixi com

I’edat dels individus, sobre les freqiiéncies basals de NAHR.

Tercer
Determinar si els pares amb descendéncia afecta per trastorns genomics presenten una
susceptibilitat a la NAHR més elevada, a fi d’estimar la seva possible relacio amb I'origen

parental/genétic de I'alteracié cromosomica en el fill afecte.

Quart
Establir els mecanismes de NAHR implicats en la generacid d’anomalies de les regions

7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2.

Cinque
Valorar I'adequacio dels estudis de FISH en espermatozoides en el context del consell genétic

d’individus amb descendéncia afecta per un transtorn genomic causat per delecié.
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Sise
Avaluar la potencialitat de la metodologia de Fiber-FISH per analitzar I'arquitectura genomica

dels LCR complexes.
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3.1. FISH EN ESPERMATOZOIDES

3.1.1. POBLACIO D’ESTUDI

Durant la realitzacié d’aquesta tesi s’han estudiat mostres de semen d’un total de 51 individus:
10 individus control d’edats compreses entre 23 i 50 anys, 16 pares amb descendéncia afecta
per la SPW (Taula 3.1), 15 pares amb descendéncia afecta per la SWB (Taula 3.2) i 10 pares amb
descendéncia afecta per la SDG (Taula 3.3). Tots els individus participants van ser informats dels
protocols d’estudi i van manifestar la voluntat de participar en aquest projecte amb la signatura
del consentiment informat corresponent. Els protocols utilitzats van ser aprovats pels comites

d’etica de la Universitat Autonoma de Barcelona i dels centres col-laboradors.

CoDlI EDAT Centre/Associacio de procedéncia
PW-1 41 CSUPT/ACSPW
PW-2 35 CSUPT/ACSPW
PW-3 44 CSUPT/ACSPW
PW-4 35 CSUPT/ACSPW
PW-5 30 CSUPT/ACSPW
PW-6 33 AMSPW
PW-7 47 AMSPW
PW-8 50 AMSPW
PW-9 60 AMSPW
PW-10 60 AMSPW
PW-11 42 AMSPW
PW-13 53 AMSPW
PW-14 55 AMSPW
PW-15 47 AMSPW
PW-16 44 AMSPW
PW-17 - AMSPW

CSUPT (Corporacid Sanitaria i Universitaria Parc Tauli); ACSPW (Associacié Catalana Sindrome
de Prader-Willi); AMSPW (Asociacién Madrilefia para el Sindrome de Prader-Willi).

TAULA 3.1: Edat i centre de procedencia dels individus que conformen la poblacié de
pares amb descendeéncia afecta per la sindrome de Prader-Willi.

Les mostres de semen van ser obtingudes per masturbacié en contenidors de polietile, després

d’un periode minim de tres dies d’abstinéncia. Les mostres d’individus control provenen de
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donants de la Unitat de Biologia Cel-lular de la Universitat Autonoma de Barcelona. Les mostres
dels pares amb individus afectes van ser recollides en col-laboracié amb |’ Associacié Catalana
Sindrome de Prader-Willi, la Asociacion Madrilefia para el Sindrome de Prader-Willi, la
Asociacion Sindrome de Williams Espafia, la Corporacid Sanitaria i Universitaria Parc Tauli de

Sabadell i I'Hospital Sant Joan de Déu.

CODI EDAT Centre/Associacié de procedéncia
WS-1 61 ASWE
WS-2 54 ASWE
wWs-3 35 ASWE
WS-4 55 ASWE
WSs-5 33 ASWE
WS-6 42 HSJID
Ws-7 35 HSID
WS-8 42 HSJID
Ws-9 36 HSID
WS-10 46 HSJID
WS-11 36 HSJD
WS-12 39 HSID
WS-13 37 HSJD
WS-14 36 HSJID
WS-15 31 HSJD

ASWE (Asociacion Sindrome de Williams Espafia); HSJD (Hospital Sant Joan de Déu).

TAULA 3.2: Edat i centre de procedeéncia dels individus que conformen la poblacié de pares
amb descendéncia afecta per la sindrome de Williams-Beuren.

CoDI EDAT Centre/Associacié de procedéncia
DG-1 39 HSID
DG-2 48 HSID
DG-3 - HSID
DG-4 43 HSID
DG-5 48 HSID
DG-6 36 HSJD
DG-7* 30 HSID
DG-8 39 HSJD
DG-10 33 HSID
DG-11 37 HSJD

*Individu amb cariotip 46, XY, t(1;5); HSID (Hospital Sant Joan de Déu).

TAULA 3.3: Edat i centre de procedencia dels individus que conformen la poblacié de pares amb
descendéncia afecta per la sindrome de DiGeorge/Velocardiofacial.
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3.1.2. PROCESSAMENT I EMMAGATZEMATGE

El processament de les mostres de semen es va realitzar seguint el procediment estandarditzat
al nostre laboratori:
e Centrifugar la mostra a 1000 g durant 5 minuts.
e Separar el plasma seminal de la fraccio cel-lular amb una pipeta pasteur.
e Afegir solucié hipotonica (KCl 0.075 M) préviament escalfada a 372C gota a gota amb agitacio.
e Incubar la mostra amb la solucid hipotonica a 37 2C durant 30 minuts.
e Centrifugar la mostra a 1000 g durant 5 minuts i eliminar el sobrenedant per decantacio.
e Resuspendre la mostra amb el fixador de Carnoy (metanol:acid acéetic en una proporcié 3:1)
gota a gota i en agitacid.
e Centrifugar la mostra a 1000 g durant 5 minuts i eliminar el sobrenedant per decantacio.
e Fer un minim de tres rentats amb fixador de Carnoy, fins que el boté cel-lular estigui
suficientment net (color blanc).
e Realitzar les extensions cel-lulars deixant caure una gota de la mostra sobre portaobjectes
préviament desengreixats amb metanol.

e Emmagatzemar les preparacions a -20 9C fins el moment de ser utilitzades.

3.1.3. HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

DESCONDENSACIO DE LA CROMATINA DELS ESPERMATOZOIDES

El nucli dels espermatozoides presenta una cromatina molt compactada. Aquest fet fa
necessaria I'aplicacié d’un pas previ de descondensacié mitjancant una solucié que conté 1,4-
Ditiotreitol (DTT). El DTT trenca els ponts disulfur que estableixen les protamines i descondensa
la cromatina. La descondensacio espermatica es va realitzar seguint el seglient protocol:
e Descongelar les extensions cel-lulars emmagatzemades a -20 °C.
e Submergir dues vegades el portaobjectes durant 3 minuts en dues solucions de 2xSSC (Citrat
sodic sali) a temperatura ambient.
e Deshidratar la mostra mitjancant una bateria d’etanols (70 %, 90 % i 100 %) durant 2 minuts
cadascun de forma consecutiva.

e Deixar assecar la preparacio a temperatura ambient.
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e Incubar la preparacié a 37 2C en una solucié de descondensacié: 5 mM DTT, 1%Trité X-100 i
50 mM Tris (2-Amino-2-hidroxilmetil-1,3-propanodiol) a pH=7.4+0.2. El temps d’incubacié en
la solucié de descondensacio és variable en funcié de les caracteristiques de les sondes que
es volen hibridar i de la susceptibilitat de les mostres a aquest tractament. En els estudis
realitzats el temps d’incubacio va oscil-lar entre 8 i 15 minuts. En els estudis on es van utilitzar
sondes derivades del marcatge de BACs es va utilitzar una solucié de descondensacié 25 mM
de DTT i les preparacions es van incubar durant 45 minuts.

e Submergir dues vegades el portaobjectes durant 3 minuts en dues solucions de 2xSSC a
temperatura ambient.

e Deshidratar la mostra mitjancant una bateria d’etanols (70 %, 90 % i 100 %) durant 2 minuts
cadascun a temperatura ambient.

e Deixar assecar les preparacions.

SONDES DE DNA UTILITZADES

Es van utilitzar combinacions de sondes de DNA marcades amb diferents fluorocroms que van
permetre identificar les diferents reorganitzacions cromosomiques analitzades. Els fluorocroms
sén molecules que absorbeixen energia a una longitud d’ona determinada (espectre d’excitacio)
i I'emeten a un longitud d’ona superior (espectre d’emissid). La combinacié de sondes marcades
amb fluorocroms d’espectres d’excitacid i emissié diferents permet identificar diferents regions
cromosomiques mitjancant diferents colors.

En la taula 3.4 es mostren els espectres d’excitacid i emissio, i els colors en que es detecten

cadascun dels fluorocroms utilitzats al llarg d’aquesta tesi.

Espectre Espectre

Fluorocrom d’excitacié (nm) d’emissié (nm) Color
DAPI 350 456 Blau
Spectrum Orange ® 559 588 Taronja
Spectrum Green *® 497 524 Verd
Spectrum Aqua® 433 480 Blau
DEAC 426 480 Blau
Cy5 652 672 Vermell llunya

® Abbott Molecular (Abbott Park, IL, USA); DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol); DEAC
(dietilaminocoumarin); Cy5 (Indodicarbocianina)

TAULA 3.4: Espectres d’emissio i excitacio dels fluorocroms i colors en que s’identifiquen al
microscopi d’epifluorescencia.
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Les sondes utilitzades en els estudis de FISH en espermatozoides van ser comercials (Abbott
Molecular Inc.; Abbott Park, IL, EEUU) o preparades a partir de BACs (Cromosomes Artificials de
Bacteris obtinguts del Children’s Hospital Oakland Research Institute, Oakland, CA 94609, EEUU).

PREPARACIO DE SONDES A PARTIR DE BACs

Els BACs son un tipus de vector de clonacié basat en el plasmidi Factor F del bacteri Escherichia
coli, que contenen una mitjana de 150 Kb de DNA genomic com a insert. A part d’aquest DNA
genomic, els BACs inclouen un origen de replicacié i un gen de resisténcia a I'antibiotic
Cloramfenicol per seleccionar els bacteris que han incorporat el vector.

La preparacié de sondes de DNA a partir de BACs es va realitzar mitjancant el seglient

procediment:

Cultiu i seleccio de clons bacterians:

e Afegir 10 ml de medi LB (Luria Bertani) i cloramfenicol a una concentracio final de 12.5 pg/ml
en tubs esterils de 50 ml.

e Submergir una nansa de Kolle en I'aliquota de cultiu que conté la soca bacteriana portadora
del BAC i posteriorment transferir-la al medi de cultiu.

e Cultivar durant 16 hores a 37 2C i amb una agitacio de 250 rpm (Aquatron, Infors HT, Suissa).

e Congelar una aliquota de 850 pl del cultiu bacteria amb 150 pl de glicerol a -80 2C fins que es

vulgui utilitzar de nou.

Extraccié plasmidica (Miniprep)

Es va realitzar I'extraccié dels BACs mitjancant el kit QlAprep® Miniprep (Qiagen GmbH, Hilden,
Alemanya) seguint el protocol descrit per la casa comercial:

e Transferir el cultiu a tubs conics de 10 ml i centrifugar a 4000 g durant 10 minuts.

e Eliminar el sobrenedant i resuspendre el boté en 400 pl de buffer P1 (on préviament se li ha

afegit 200 pl de RNasa | a una concentracié de 10 mg/ml).

e Transferir solucié a un eppendorf de 1.5 ml.

o Afegir 400 pl buffer P2 i barrejar per inversié els tubs de 4 a 6 vegades.

o Afegir 400 ul de buffer N3 i barrejar per inversid els tubs de 4 a 6 vegades.

e Centrifugar a 14000 rpm durant 10 minuts.
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e Recuperar el sobrenedant amb una pipeta i transferir-lo a una columna amb una membrana
de silice. Aquestes columnes retenen especificament el DNA plasmidic per adsorcio a
elevades concentracions de sals i permeten la seva elucid a baixes concentracions de sals.

e Centrifugar a 14000 rpm durant 1 minut.

e Eliminar el liquid que resta en el tub per sota de la columna.

o Afegir 500 ul de buffer PB a la columna i tornar a centrifugar a 14000 rpm durant 1 minut.

e Eliminar el liquid que resta en el tub per sota de la columna.

o Afegir 750 pl de buffer PE a la columna i tornar a centrifugar a 14000 rpm durant 1 minut.

e Eliminar el liquid que resta en el tub per sota de la columna.

e Centrifugar a 14000 rpm durant un minut i eliminar el liquid residual.

e Transferir la columna on hem afegit les solucions a un eppendorf de 1.5 ml nou.

e Afegir 50 pl de buffer EB (buffer d’elucid) préviament escalfat a 65 2C i deixar eluir durant un
minut.

e Centrifugar a 14000 rpm durant 1 minut.

e Quantificar el DNA plasmidic utilitzant I’espectrofotdmetre NanoDROP® 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., NanoDrop products, Wilmington DE 19810, EEUU) a una longitud d’ona entre

260 nm i 280 nm, a partir de 1 pl de mostra.

Marcatge de sondes per Nick Translation

La reaccid de Nick Translation es basa en la incorporacié de nucleodtids marcats amb una
molecula fluorescent o un hapté mitjancant dos enzims: la DNAasa | que produeix trencaments
de cadena simple en el DNA, i la DNA polimerasa | (Pol I) que s’uneix al lloc de trencament del
DNA i repara el dany mitjancant activitat exonucleasa i polimerasa 5'=>3’. La cadena
complementaria és utilitzada com a motlle per a la sintesi. La presencia de nucleotids marcats en
la reaccié fara que la molécula de DNA incorpori el marcatge especific i pugui ser utilitzada com
a sonda per experiments de FISH.
El marcatge de les sondes es va realitzar seguint el seglient protocol:
e Preparar una barreja de nucleotids: 5 ul de dATP, dCTP i dGTP (2.5 mM cadascun), 3.4 ul de
dTTP (2.5 mM), 4 ul del dUTP marcat amb I’hapté corresponent (1 mM) i 27.6 ul d’H,0t.
e Barrejar 12 pl del BAC extret préviament a una concentracié entre 50 i 60 ng/ul amb 4 pl de
la barreja de nucleotids i 4 ul de la barreja d’enzims de Nick translation (Roche, Manheim,
Alemanya).

e Deixar la reaccié de Nick Translation actuar durant 1 hora i 30 minuts a 15 °C.
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e Escalfar la mostra a 72 2C durant 10 minuts i afegir 1 pul de EDTA (acid dietilaminotetraaceétic)
0.5 M per aturar la reaccié.

e Comprovar que la llargada dels fragments de DNA resultants de la reaccid de Nick Translation
és 'adequada (entre 400 i 600 pb) mitjancant una electroforesi amb un volum del producte
corresponent a 100 ng de DNA (4-5 pul) en un gel d’agarosa al 2 % amb TBE 1x i bromur d’etidi
utilitzant un marcador de pes de molecular de 100 parells de bases (Bioron Inc.).

o Afegir 10 ul de DNA Cotl (1 mg/ml; Invitrogen, Carlsbad, EEUU) i 3 ul de DNA d’esperma de
salmé (1pg/ml; GE Healthcare, Amersham Place, Buckinhamshire, HP7 9NA, Regne Unit) al
producte de Nick Translation. Aquests bloquejaran les regions repetitives de DNA, fent que
incrementi I'especificitat de la sonda.

e Precipitar la sonda amb 0.1 volums d’acetat sodic 3 M i 3 volums d’etanol al 100 % a -20 °C,
agitar per inversié posteriorment.

e Deixar precipitant durant 30 minuts a -80 2C o una nit a -20 C.

e Centrifugar a 14000 rpm durant 30 minuts a 4 °C.

e Eliminar el sobrenedant per decantacié. D’aquesta forma s’eliminen els nucleotids sobrants
de la reaccié de Nick Translation.

o Afegir 50 ul d’etanol al 70 % fred (-20 2C) per rentar el boté.

e Centrifugar a 14000 rpm durant 5 minuts a 4 2C.

e Eliminar sobrenedant i assecar el boté amb paper absorbent.

o Afegir 10 ul de buffer d’hibridacié (Formamida 50 %, 1xSSC i dextra de sulfat 10 %)(Abbott
Molecular) per resuspendre la sonda.

e Incubar la sonda a 37 2C amb agitacié (Thermomixer compact, Eppendorf Inc., Colorado,
EEUU) fins que aquesta estigui totalment resuspesa.

e Emmagatzemar les sondes a -20 oC fins al moment de ser utilitzades.

COMBINACIONS DE SONDES

Per al seguiment de les reorganitzacions cromosomiques originades a les regions 7q11.23,
15g11-q13 i 22911.2, es van utilitzar combinacions de tres sondes de DNA marcades amb

diferents fluorocroms (Taula 3.5).

Analisi de delecions i duplicacions:

L'analisi de delecions i duplicacions es va realitzar utilitzant sondes comercials (Abbott

Molecular). Es van fer servir tres combinacions de sondes que van permetre analitzar la
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freqlencia de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2. Aquestes
combinacions de sondes estaven formades per: 1) Una sonda especifica de locus que hibrida a la
regio critica marcada amb Spectrum Orange; 2) Una sonda centromerica o especifica de locus
que hibrida sobre el mateix cromosoma marcada amb Spectrum Green. Aquesta sonda es va
utilitzar com a control d’hibridacié i 3) Una sonda centromeérica del cromosoma 6 marcada amb

Spectrum Aqua utilitzada com a control de ploidia (Figura 3.1) (Taula 3.5).

7q11.23 15q11-g13 22q11.2

T
ﬁlm 7epiT fcer s
Juzi 15918913 i
Jisazmani =
L8 T
e
L5I Zhyia

FIGURA 3.1: Combinacions de sondes utilitzades pel seguiment de delecions i
duplicacions de les tres regions analitzades. En tots els casos es va afegir un control
de ploidia (centromer del cromosoma 6).

Analisi d’inversions de la regié 15q11-q13

Es van seleccionar tres BACs utilitzant la base de dades Genome Browser (GRCh37/hg19): un BAC
proximal situat entre el LCR15-1 i LCR15-2 (RP11-1122J3) marcat amb Spectrum Green i dos
distals separats pel LCR15-3 (RP11-322N14 i RP11-230M20) marcats amb Spectrum Orange i
DEAC respectivament (Figura 3.2) (Taula 3.5).

cen tel
RP11-112243 APL1-322N14 RPL1-230M20
: =5 Mb i ~os0xp |
Chri5: 22877142 Chri15: 3443500

FIGURA 3.2: Combinacié de sondes utilitzades pel seguiment de les inversions de la regié 15q11-q13. La
figura mostra la posicid i distancia de cadascuna de les sondes segons la base de dades Genome Browser
(GRCh37/hg19).
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Reorganitzacions

- Regio Combinacié de sondes
cromosomiques

7q11.23 LSI ELN, LIMK, D75613 LSI D15511 CEP 6 D671

Delecions i
L 15¢g11-q13 LSI D15S11 CEP 15p11.2  CEP 6 D6Z1
Duplicacions
22g11.2 LSI TUPLE 1 LSI ARSA CEP 6 D671
Inversions 159q11-q13 RP11-322N14 RP11-1122J3 RP11-230M20

Vermell (Spectrum Orange); verd (Spectrum Green) i blau (Spectrum Aqua o DEAC).
LSI (sonda especifica de locus); CEP (sonda centromeérica); RP11 (llibreria genomica de procedeéncia).

TAULA 3.5: Combinacions de sondes utilitzades pels diferents estudis de FISH en espermatozoides.

HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

Per tal de fer accessible el DNA de la mostra a les sondes, aquest ha de ser desnaturalitzat
mitjangant una solucié que conté formamida. La formamida actua disminuint la temperatura de
desnaturalitzacié del DNA. Paral-lelament també és necessari desnaturalitzar les sondes de DNA.
El resultat final d’aquest procediment és obtenir DNA de cadena simple apte per hibridar amb
les seqliencies complementaries.

La FISH es va realitzar seguint el seglient protocol:

e Incubar la preparacid durant 5 minuts a 73 2C en una solucid de desnaturalitzacié
(Formamida al 70 % diluida en 2xSSC, pH=7.5 +0.5).

e Deshidratar la mostra mitjangant una bateria d’etanols (70 %, 85 % i 100 %) durant 1 minut
cadascun a temperatura ambient.

o Deixar assecar la mostra a temperatura ambient.

e Desnaturalitzar les sondes a 73 2C durant 5 minuts. En el cas de les sondes obtingudes a
partir de BACs la desnaturalitzacid es va realitzar a 80 2C durant 8 minuts i es van deixar
incubant 15 minuts a 37 2C, aquest ultim pas (preannealing) permet bloquejar les seqliéncies
repetitives de les sondes per incrementar la seva especificitat.

o Afegir les sondes sobre la mostra, col-locar un cobreobjectes i segellar la preparacio.

e Deixar incubar a 37 2C durant un minim de 16 hores.

RENTATS POST-HIBRIDACIO I CONTRATINCIO

Per tal d’eliminar les sondes que no hagin hibridat o que ho hagin fet de forma inespecifica, sén
necessaris rentats amb solucions de citrat sodic sali i detergent (NP40; Abbott Molecular). En

general, les sondes especifiques de locus requereixen rentats més lleus i les sondes que detecten
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regions repetitives (sondes centromeriques) requereixen rentats més astringents. Els rentats

post-hibridacid es van realitzar seguint els seglients passos:

e Incubar la preparacié a 732C en una solucid 0.4xSSC/0.3%NP40 (pH=7-7.5) (sondes per
detectar delecions i duplicacions de la regié6 15911-q13), 0.7xSSC/0.3%NP40 (pH=7-7.5)
(sondes de les regions 7q11.23 i 22g11.2) o 1xSSC/0.3%NP40 (sondes preparades a partir de
BACs) durant 2 minuts.

e Incubar la preparacié en una solucié de 2xSSC/0.1%NP40 durant 1 minut a temperatura
ambient.

e Deixar assecar la preparacié a temperatura ambient.

e Afegir 5 ul de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) amb Antifade per tenyir la cromatina dels
nuclis. L'antifade s’utilitza per evitar que la fluorescéncia emesa pels fluorocroms s’esvaeixi

abans de la seva valoracié. En els estudis d’inversions de la regié 15q11-q13 no es va realitzar

contratincié i es van afegir 4 pl d’Antifade (Abbott Molecular).

e Col-locar un cobreobjectes i segellar la preparacié.

3.1.4. ANALISI MICROSCOPICA I CRITERIS DE VALORACIO

Les mostres de FISH es van analitzar mitjancant un microscopi d’epifluorescencia Olympus
BX60 equipat amb filtres especifics per FITC, Cy3 i Aqua i un filtre addicional de triple banda
pels fluorocroms FITC,Texas Red i DAPI.

Totes les valoracions es van realitzar a 1000 augments mitjangant uns oculars de 10x i un
objectiu de 100x (Obertura numerica=1.35; Oli d'immersid). El microscopi que es va utilitzar
porta incorporada una camera digital Olympus C-5050 Zoom, connectada a un monitor de TV,
com a sistema de captacié d’imatges.

En I’ analisi d’inversions, els haplotips identificats van ser confirmats mitjancant un microscopi
laser confocal TCS-SP5 AOBS (Leica Microsystems, Heidelberg Gmbh, Manheim, Alemanya). Es va
utilitzar un objectiu Plan-Apochromatic 63x (obertura numérica=1.4; Oli d'immersid) i tres linies
laser diferents per recollir I'emissié dels diferents fluorocroms amb tres detectors diferents: els
fluorocroms Spectrum Orange van ser excitats amb una linia de laser DPSS de 561 nm i observats
en un canal vermell amb un rang d’emissié6 de 569 nm a 671 nm, els fluorocroms Spectrum
Green van ser excitats amb una linia de laser de diode de 405 nm i observats en un canal verd
amb un rang d’emissié de 502 nm a 551 nm i els fluorocroms DEAC es van excitar amb una linia

de laser d’Argd de 488 nm i observats en el canal blau a un rang d’emissié de 444 nm a 500 nm.
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Per cada imatge es van fer captures 3D mitjangant diferents talls de 0.3 um de distancia entre
cadascun d’ells. Les imatges van ser reconstruides i analitzades amb el software IMARIS (Bitplane

AG, Ziirich, Suissa).

CRITERIS D’ANALISI PELS ESTUDIS DE DELECIONS I DUPLICACIONS

Les combinacions de sondes que es van utilitzar ens van permetre diferenciar espermatozoides
normals, portadors de delecions i portadors de duplicacions (Figura 3.3) entre d’altres
genotips. Es van valorar un minim de 10000 espermatozoides per cada analisi. Els criteris de

valoracié s’indiquen a continuacio:

1. Només es van avaluar espermatozoides de morfologia normal. Els espermatozoides

solapats van ser descartats de I'analisi.

2. L’assignacio dels genotips es va realitzar seguint les seglients directrius:

e Espermatozoides normals: espermatozoides que presentaven un senyal d’hibridacio
per cadascuna de les sondes (Figura 3.3a).

e Delecions: espermatozoides que no presentaven els senyal corresponent a la regio
critica (vermell) i que eren portadors dels controls d’hibridacié sobre el mateix
cromosoma (verd) i de ploidia (blau) (Figura 3.3b).

e Duplicacions: espermatozoides que presentaven dos senyals d’hibridacid de la regié
especifica d’acord amb els criteris estandard en quan a mida, intensitat i distancia
(Blanco et al. 1996) i que eren portadors d’un senyal del control d’hibridacié i un

senyal del control de ploidia (Figura 3.3c).

3. En casos de disomia i diploidia, els senyals corresponents a cada sonda havien de

presentar la mateixa intensitat i havien d’estar separats per una distancia igual o

del 15g11gl3 & @ dup TEqT1gT3

FIGURA 3.3: Classificaciéd dels espermatozoides en funcié dels senyals d’hibridacié
observats

superior al seu diametre.

41



3. MATERIAL | METODES

CRITERIS D’ANALISI PELS ESTUDIS D’INVERSIONS DE LA REGIO 15q11q13

El disseny de sondes utilitzat ens va permetre identificar dos tipus d’inversions: 1) Inversions de

tipus 1 que afecta el segment comprés entre el LCR15-1 i el LCR15-3, i 2) Inversions de tipus 2

que afecta el segment comprés entre el LCR15-2 i el LCR15-3 (Figura 3.4).

Es van analitzar un minim de 1000 espermatozoides per cada mostra. Els nuclis es van considerar

informatius quan seguien els seglients criteris:

En funcié de la distribucié dels senyals en els nuclis informatius es van assignar els segilients

genotips:
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FIGURA 3.4: Classificacid dels espermatozoides en funcié dels senyals d’hibridacié observats.

Espermatozoides de morfologia normal. Els espermatozoides solapats van ser descartats
de I'andlisi.
Espermatozoides que presentaven una distribucié dels senyals d’hibridacié de 2 senyals
associats i 1 senyal separat. Els espermatozoides portadors de 3 senyals d’hibridacio

solapats o tres senyals independents van ser classificats com a no-informatius.

Normals: Espermatozoides que presentaven els senyals distals associats (vermell i blau) i
el senyal proximal (verd) separat (Figura 3.4a).
Inversions tipus 1: Espermatozoides que presentaven el senyal proximal (verd) associat
al senyal més distal (blau) i el senyal vermell separat (Figura 3.4b).
Inversions tipus 2: Espermatozoides que presentaven el senyal proximal (verd) associat

al senyal vermell i el senyal més distal (blau) separat (Figura 3.4c).
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3.1.5. ANALISI ESTADISTICA

L’analisi estadistica es va realitzar utilitzant el software SPSS (versié 15.0.1.1, Chicago, IL) amb la

supervisid del Servei d’estadistica de la Universitat Autobnoma de Barcelona.

ANALISIS REALITZADES

Es varen analitzar les freqliencies de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23, 15q11-q13i

22q11.2, i les freqliencies d’inversions de la regié 15q11-q13 en la poblacié control.

En la poblacié de pares amb descendéncia afecta per la SPW es varen analitzar les freqliéncies
de delecions i duplicacions de les regions 15q11-q13, 7q11.23 i 22q11.2, i les freqliencies
d’inversions de la regié 15q11-q13.

Pel que fa a la poblacié de pares amb descendéncia afecta per la SWB i la SDG, es va analitzar la
freqliencia de delecions i duplicacions de la regi6é 7q11.23 i 22q11.2 respectivament. En els casos
gue van mostrar increments significatius d’anomalies, també es van analitzar les freqliéncies de
delecions i duplicacions de les regions 15q11-13 i 22g11.2 en el cas dels pares amb descendéncia
afecta per la SWB, i 15q11-q13 i 7q11.23 en el cas dels pares amb descendéncia afecta per la
SDG.

MIDA MOSTRAL

Es va determinar la mida mostral mitjancant la férmula descrita a la figura 3.5. La mida de la
mostra determinara el grau de precisié que es vol aconseguir. Es van utilitzar rangs de precisié

entre el 1% i el 2% en funcié del tipus d’estudi realitzat.

FIGURA 3.5: Férmula del model estadistic de determinacio de la mida mostral.
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En els estudis de delecions i duplicacions a partir de I'analisi de 10000 espermatozoides,
s’aconsegueix un grau de precisido del 1%. Donada la complexitat metodologica dels estudis
d’inversions de la regié 15q11-q13, es va decidir analitzar 1000 espermatozoides, i per tant

assumir una precisié del 2%.

ANALISI DE LA FREQUENCIA DE DELECIONS I DUPLICACIONS EN LA POBLACIO
CONTROL

Es van comparar les mitjanes poblacionals de delecions i duplicacions en la poblacié control
entre les tres regions estudiades aplicant el test de Friedman, les diferencies es van considerar

significatives si P<0.05.

Es va realitzar un analisi de conglomerats jerarquics amb I'objectiu d’agrupar individus que
presentin caracteristiques similars pel que fa a les freqliéncies de delecions i duplicacions de les
tres regions estudiades. Es va considerar el métode de Ward per calcular les distancies. Les
agrupacions dels individus es van representar mitjancant un dendrograma, és a dir un diagrama
en forma d’arbre que permet visualitzar les relacions de proximitat per les caracteristiques

estudiades en els diferents individus.

SUSCEPTIBILITAT A GENERAR DELECIONS, DUPLICACIONS I INVERSIONS EN
PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA

Es van comparar els resultats obtinguts en els individus amb descendencia afecta amb les
freqliencies observades per cada regid en la poblacié control. Aquestes comparacions es van fer
de forma poblacional i individual.

e Les comparacions poblacionals es van realitzar aplicant el test de Mann-Whitney, les
diferéncies es van considerar significatives quan P<0.05.

e En les analisis poblacionals per detectar si existeixen diferencies entre les freqliencies de
delecions i duplicacions entre les tres regions analitzades es va aplicar el test de Friedman, les
diferéncies es van considerar significatives quan P<0.05.

e Les comparacions individuals es van realitzar mitjancant el test Khi-quadrat (x?). Degut a que
les freqliencies de delecions i duplicacions observades van ser molt baixes, es va establir un

nivell de significanga de P<0.01 amb I'objectiu de disminuir els falsos positius.
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EFECTE DE L’EDAT

En totes les reorganitzacions cromosomiques analitzades es va utilitzar el coeficient de
correlacio6 de Pearson per valorar si hi havia alguna relacid entre aquestes anomalies

cromosomiques i I'edat. Les correlacions es van considerar significatives quan P<0.05.

MECANISMES DE FORMACIO DE DELECIONS I DUPLICACIONS

Per determinar la participacié de la NAHR intercromatide i/o intracromatide en la generaci6 de
delecions i duplicacions es van comparar les freqiiéncies observades per aquestes dues
reorganitzacions:
e Es va comparar la freqiiencia mitjana poblacional de delecions i duplicacions mitjancant el
test de Wilcoxon. Les diferencies es van considerar significatives quan P<0.05.
e Es va comparar la freqliencia de delecions i la de duplicacions en cadascun dels individus

mitjancant el test de McNeamar. Les diferéncies es van considerar significatives quan P<0.01.

3.2. ANALISI DE MICROSATEL-LITS

Amb I'objectiu de relacionar I'origen parental o genétic de les anomalies causants dels trastorns
genetics en la descendéencia amb els resultats de FISH en espermatozoides, es van realitzar

analisis de seqliéncies microsatel-lit de les regions 7q11.23 i 22g11.2.

Les dades de l'origen genetic de la sindrome de Prader-Willi (delecié, disomia uniparental
materna, defectes del centre d’impressié genética) van ser facilitades per el centre de diagnostic
UDIAT de la Corporacid Sanitaria i Universitaria Parc Tauli de Sabadell. Per determinar I'origen

parental de les delecions de les regions 7q11.23 i 22q11.2 vam aplicar la seglient metodologia:

3.2.1. POBLACIO D’ESTUDI

Es van analitzar les families dels individus afectes per les sindrome de SDG i SWB. En concret, es
van recollir 3 ml de sang periferica (SP) en tubs amb EDTA (acid dietilaminotetraacetic) del pare,
la mare i el fill afecte amb la col-laboracié del servei de Genetica del Hospital Sant Joan de Déu i
la Asociacion Espafiola para el Sindrome de Williams. Globalment, es van recollir 48 mostres de
SP corresponents a 16 families (8 families amb descendéncia afecta per la SWB i 8 families amb

descendéncia afecta per la SDG).
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3.2.2. EXTRACCIO DE DNA GENOMIC DE LES MOSTRES DE SANG
PERIFERICA

Es va realitzar una extraccié de DNA genomic a partir de les mostres de 3 ml de SP utilitzant el
Kit de purificacié Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen) seguint el seglient protocol:

e Afegir 9 ml de solucié de lisi | (RBC Lysis Solution) i barrejar per inversié amb els 3 ml de SP.

e Incubar la mostra a temperatura ambient durant 5 minuts. Durant aquest temps barrejar la
mostra per inversié com a minim una vegada.

e Centrifugar la mostra a 2000 g durant 5 minuts.

e Eliminar el sobrenedant per decantacid i resuspendre el boto cel-lular.

e Afegir 3 ml de la solucié de lisi Il (Cell Lysis Solution) i barrejar amb una pipeta pasteur fins
aconseguir una solucié homogenia.

o Afegir 15 ul de RNasa A a una concentracié de 4 mg/ml.

e Barrejar la mostra per inversio.

e Incubar la mostra a 37 2C durant 15 minuts.

e Afegir 1 ml de solucié de precipitacid de proteines i barrejar la mostra amb un agitador
durant 20 segons.

e Centrifugar la mostra a 2000 g durant 5 minuts.

e Recollir el sobrenedant amb una pipeta pasteur en un tub de 15 ml on previament se li han
afegit 3 ml d’isopropanol al 100 %.

e Barrejar la mostra invertint el tub tantes vegades com sigui necessari, fins que s’observi una
“medusa” blanquinosa.

e Centrifugar la mostra a 2000 g durant 3 minuts i eliminar el sobrenedant per inversid.

e Assecar les parets del tub amb paper absorbent i afegir 3 ml d’etanol al 70 %.

e Centrifugar a 2000 g durant 1 minut.

e Eliminar el sobrenedant per decantacié i assecar el boté amb un paper absorbent i
aproximadament 15 minuts a temperatura ambient.

e Hidratar el boté de DNA afegint 250 pul de solucié d’hidratacid.

e Incubar la mostra a 65 2C durant una hora a temperatura ambient durant 16 hores per
hidratar completament el DNA.

e Transferir el DNA a tubs eppendorff de 1.5 ml.

e Quantificar mitjancant I’espectofotdmetre NanoDROP® 2000 (Thermo Fisher Scientific) a una
longitud d’ona de 260 a 280 nm a partir de 1 pl de mostra.

e Emmagatzemar les mostres a -20 2C fins al moment de ser utilitzades.
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3.2.3. AMPLIFICACIO DE SEQUENCIES MICROSATEL-LIT PER PCR

Es van seleccionar seqiéncies microsatel-lit de les regions critiques d’ambdds sindromes i
marcadors externs a aquestes regions a partir de la base de dades NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Els diferents marcadors microsatel-lit van ser amplificats mitjangant
PCR a partir de les mostres de DNA genomic extret dels dos progenitors i el fill afecte.

Els encebadors utilitzats van ser sintetitzats per la casa comercial Roche Applied Science. En tots
els casos es va utilitzar una modificacié en I'encebador adelantat que consisteix en un marcatge
a 'extrem 5" amb un fluorocrom per a la seva posterior deteccio. Es van utilitzar dos marcatges
diferents (6-FAM i HEX) que emeten fluorescéncia a dos longituds d’ona diferents permetent

I"analisi simultania de més d’un marcador.

Es van utilitzar entre 40 i 90 ng de DNA genomic per a I'amplificacié dels diferents fragments
polimorfics. Els reactius i concentracions utilitzades per cada amplificacié es detallen a la taula
3.6. Les condicions de PCR van ser les mateixes en tots els marcadors analitzats (Taula 3.7) amb
diferéncies en la temperatura d’hibridacié dels cicles d’amplificacié, aquestes eren especifiques

per cada marcador i van oscil-lar entre 50 2Ci 63 2C (Taules 3.8 i 3.9).

Reactius Concentracio Volum(pl)/reaccié

10xbuffer Il (Applied Biosystems) - 2.5
MgCl, (Applied Biosystems) 25 mM 2
dNTPs (Applied Biosystems) 2.5 mM cadascun 2
Encebador adelantat (Roche) 12.5 pmol/ul 2
Encebador retrassat (Roche) 12.5 pmol/pl 2

AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) 250U 0.25

H,0 lliure de nucleases - c.s.p. 25ul
Volum final 25 ul

TAULA 3.6: Reactius i quantitats utilitzats en cada reaccié de PCR.

Els productes amplificats de les reaccions de PCR van ser comprovats mitjancant una
electroforesi amb un gel d’agarosa al 2 % amb TBE 1X i bromur d’etidi. Es va utilitzar un
marcador de pes molecular de 100 parells de bases (Bioron Inc) i es va confirmar I'amplificacié

especifica d’acord amb la mida de la seqiieéncia especificada per la base de dades NCBI.
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Cicles Temps Temperatura  Numero de cicles
Desnaturalitzacid 10 minuts 94eC 1
Amplificacié:

Desnaturalitzacié 30 segons 942eC 35 cicles
Hibridaci6 30 segons XeC *
Elongaci6 35 segons 72°C
Elongacid final 12 minuts 72°C 1

*Ta especifica per cada microsatel-lit

TAULA 3.7: Condicions d’amplificacié utilitzades.

Microsatel-lits

Encebadors

T2

Marcatge Mida hibridacié

A: GATGGAATACCTGCTTCATGTAG

D7S2437 6-FAM  201-239 58¢C
R: CTGGGCAACATAATGAGACC
A: TCTGTCATGTGAGGATGCAG
D75485 6-FAM  244-256 562C
R: CTACAGGATTCTATTCAGGATACG
A: GGGTGATTAATGCTTGCTTA
D75691 HEX 128-146 50eC
R: GCTTGATTTTCCAACAGG
A: GACCTCTCAAAACTTGGTTG
D7S516 6-FAM  254-266 56¢C
R: CTACTGCCTCCATTACGTTG
A: AATCCTCCAAATGAAACAGA
D75634 6-FAM  136-148 52¢C
R: CTCAGTACACGTTGCTGGTA
A: CAGCCTGGGTAACAAAAGC
D7S613 HEX 85 562C
R: CCTCCCTCCCTAATCCATG
A: GTAGTAAAGCACATCACC
D751870 HEX 88 57¢C
R: CAAATCCCCACTTTTCTC
A: TTTGATAAAAACAAGCAAAAG
D752518* HEX 139-159 49eC
R: CAAAACTAGCATCTGGGA
A: AGGCTGTCTCTAAATAAATTCCGTCAA
D7S3196* HEX 225 58¢C

R: TGTCCTCCCACAAGTCCGTAAA

*Microsatel-lits utilitzats en cas que la resta de marcadors interns a la regié 7q11.23 no fossin informatius.

TAULA 3.8: Microsatel-lits utilitzats per la determinacié de I'origen parental de la SWB.

Es van analitzar 9 seqiiencies microsatel-lit per a la determinacio del origen parental en els casos

de la sindrome de Williams-Beuren, de les quals 4 es troben a la regid critica de la sindrome

(Figura 3.6 i Taula 3.8).
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T2

Microsatel-lits Encebadors Marcatge Mida (pb) hibridacié

A: GACAACAGCAAATTGCACATT
D2251638 HEX 93 55¢C
R: TCACGCCACTACCCTCCAG

A: CAGATGCTTCAGGAGAAGTG
D2251648 HEX 152 50eC
R: AGTTGTCAGATGCCTAAGAGA

A: ATTAACTCATAAAGGAGCCC
D225264 HEX 190-198 562C
R: CACCCCACCAGAGGTATTCC

A: GCTAGTGTGAGATAACGAAGCC
D22S311 6-FAM 262 63¢C
R: TTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGG

A: AGGACCTCAGACTGGTCAGTC
D225303 6-FAM 220-233 562C
R: CTCCCATGAGAAGGTACACTCC

TAULA 3.9: Microsatel-lits utilitzats per la determinacié de I'origen parental de la SDG.

Per la determinacio de I'origen parental en els casos de sindrome de DiGeorge/Velocardiofacial
es van utilitzar un total de 5 seqliéncies microsatel-lit, quatre de les quals es troben situades a la
regio critica de la sindrome i dues sén externes a aquesta regié (Figura 3.6 i Taula 3.9). Els
marcadors especifics de la regid critica ens van permetre diferenciar entre les delecions de la

regi6 22q11.2 de 3 Mb (majoritaries) i les de 1.5 Mb.

Cromosoma 7 Cromosoma 22
B2
D7sS516
g4 DrS485
3 F DFs691
/ D75613
g1 D7sS1870
D752518 p
21 D7S3196 ! D2251638
- D7SE34 // D2251648
922 D225264
bl D225311
. D752437 a12 - D225303
gta
g I

FIGURA 3.6: Idiogrames dels cromosomes 7 i 22 on es mostra la posicié dels microsatel-lits
utilitzats per la determinacié de I'origen parental.

49



3. MATERIAL | METODES

3.2.4. ANALISI DE LES MOSTRES

Els productes d’amplificacié es van analitzar amb el suport especialitzat del Servei de Gendmica
de la Universitat Autonoma de Barcelona, mitjancant un seqlienciador automatic ABI 3130XL.
L'analisi dels fragments consta de I'electroforesi capil-lar dels productes d’amplificacio i I'analisi
de la seva mida mitjancant el software GeneMapper® 3.7 (Applied Biosystems). Aquest
software permet la visualitzacié dels perfils de grandaria dels fragments amplificats per PCR de
cada microsatél-lit i la seva comparacié en les tres mostres d’interés (pare, mare i fill) (Figura

3.7).

a)

AL

b)

AL T A

i a5

FIGURA 3.7: Representacio dels perfils del microsatel-lit D7S613 en un cas de SWB d’origen
patern. a) Perfil observat en la mostra del pare, b) Perfil observat en la mostra de la mare i c)
Perfil observat en la mostra del fill. Aquest ultim presenta un unic pic corresponent a I'al-lel
matern.
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3.3. FISH SOBRE FIBRES DE CROMATINA (Fiber-FISH)

Amb l'objectiu d’estudiar I'arquitectura gendmica dels LCR es va optimitzar la técnica de FISH

sobre fibres estirades de cromatina.

3.3.1. LINIES CEL-LULARS LIMFOBLASTOIDES

Es varen utilitzar dues linies cel-lulars limfoblastoides humanes amb cariotip normal: 1) GM0171
(Human Genetics Collection; Health Protection Agency (HPA), Regne Unit) i 2) DO208915
(European Collection of Cell Lines; HPA, Regne Unit).

Es van establir cultius cel-lulars a partir de 1x10° cél-lules en medi RPMI (Sigma-Aldrich, Regne
Unit) suplementat amb serum fetal bovi al 10 % (Sigma-Aldrich) i 1 % de L-Glutamina. El cultiu es

va dur a terme a 37 eC durant 72 hores.
Es varen realitzar dos tipus de preparacions a partir dels cultius cel-lulars:
e Cromosomes metafasics: Es van obtenir mitjangant I'aplicacié de protocols estandard.

e Fibres de DNA.

3.3.2. ESTIRAMENT DE LES FIBRES DE DNA SOBRE PORTAOBJECTES

L’extraccié de les fibres de cromatina es va realitzar sobre portaobjectes utilitzant una solucié de
lisi constituida per NaOH 0.07 M en etanol. Aquesta solucié de lisi, juntament amb la posicio
vertical dels portaobjectes durant el processament de les mostres, van permetre I'estirament de
les fibres de DNA sobre les preparacions. El protocol utilitzat consta dels seglients passos
(Jefferson i Volpi 2010):

e Transferir 5 ml de cultiu cel-lular a un tub de centrifuga de 10 ml.

e Centrifugar a 800 g durant 5 minuts.

e Eliminar el sobrenedant per decantacié.

e Rentar el botd cel-lular amb 5 ml de 1xPBS.

e Centrifugar a 800 g durant 5 minuts.

® Repetir el rentat amb 5 ml de 1xPBS i agafar una aliquota per fer un recompte del nimero de

cél-lules en una Cambra de Newbauer.
e Centrifugar a 800 g durant 5 minuts.

e Eliminar el sobrenedant.
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e Resuspendre el boté amb 1xPBS per aconseguir una concentracié de 2x10° cél-lules/ml.

e Estendre entre 10 i 15 ul de la suspensié cel-lular sobre un portaobjectes i deixar assecar la
preparacid a 37 °C.

e Col-locar la preparacié en la cubeta de tincid Shandon Sequenza® (Thermo Scientific Inc)
utilitzant els adaptadors Coverplates™ de plastic (Thermo Scientific Inc) que permeten afegir
les diferents solucions i que aquestes afectin de forma homogenia a tota la preparacio.

e Rentar les preparacions amb 200 pl de 1xPBS i deixar que la solucié passi per tot el
portaobjectes.

o Afegir 200 pl de solucid de lisi i deixar que la solucié penetri la cubeta de I'adaptador de
plastic.

e Fixar la mostra afegint 200 pl de metanol dues vegades.

e Recuperar el portaobjectes i deixar que s’assequi a temperatura ambient.

e Comprovar que l'estirament de les fibres de DNA sigui correcte mitjangant un microscopi
invertit de contrast de fases (Figura 3.8).

e Emmagatzemar les preparacions a -20 oC fins al moment de ser utilitzades.

FIGURA 3.8: Fibres de cromatina al microscopi de contrast de fases (100x).

3.3.3. HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT

La FISH sobre fibres de cromatina es va realitzar seguint el protocol descrit en I'apartat 3.1.3

amb algunes modificacions.

52



3. MATERIAL | METODES

SONDES DE DNA UTILITZADES

Es van preparar sondes per FISH a partir de dos tipus de vectors de clonacié diferents: fosmids i
BACs. Igual que els BACs, els fosmids sén vectors de clonacié basats en el plasmidi F de
Escherichia coli, |a principal diferéncia entre aquests és la mida de I'insert que contenen, que en

el cas dels fosmids és aproximadament 40 Kb.

Per aquesta optimitzacié es va treballar concretament amb el LCR22-2, un dels LCR implicats en
la majoria de delecions de la regi6 22q11.2 (apartat 1.5.3). A partir de la base de dades Genome
Browser (GRCh37/hg19) es van seleccionar 4 fosmids que cobreixen els gens i pseudogens
descrits en el LCR22-2: WI2-938L9, WI2-451K3, WI2-1268B22 i WI2-1822L21 i un BAC de copia
Unica que es troba situat al costat proximal del LCR22-2 (RP11-66F9) (Figura 3.9).

Cer tel
s QAR USP1N ACOOB13E DGCRE
ITIP PRODH
C BTG WId-218LY WIZ-451K3 WIZ-1833L31
WIZ-1ZF658HZ 2

FIGURA 3.9: Sondes utilitzades per estudiar I'arquitectura genomica del LCR22-2 mitjancant Fiber-
FISH (GRCh37/hg19).

La preparacié de les sondes es van realitzar seguint els protocols descrits a I'apartat 3.1.3. El
marcatge de les sondes es va realitzar amb nucleotids marcats de forma indirecta amb
digoxigenina-dUTP (Roche) o biotina-dUTP (Roche). En les hibridacions on es van utilitzar tres

sondes, es va incorporar un tercer fluorocrom, concretament Alexa594 (Invitrogen).

CONDICIONS DE FISH I RENTATS POST-HIBRIDACIO PER FIBER-FISH

Per realitzar les hibridacions sobre fibres estirades de cromatina es van utilitzar 400 ng de DNA

totals per hibridacio i sonda.

La diferéncia més significativa d’aquest tipus d’hibridacié és la necessitat d’utilitzar rentats post-
hibridacid molt menys astringents. A més, el fet d’utilitzar sondes de DNA marcades de forma
indirecta va fer necessari I'aplicacié d’un pas addicional per la deteccié de les sondes amb un

anticos o molécula que reconegui especificament I’hapte i que a la vegada estigui conjugat amb
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un fluorocrom. Les sondes marcades amb digoxigenina van ser detectades amb un anticos anti-
digoxigenina conjugat amb FITC (Roche) i les sondes marcades amb biotina van ser detectades
amb avidina conjugada amb el fluorocrom Cy3 (Sigma). En les Fiber-FISH de tres colors les
sondes marcades de forma directa amb Alexa594 no van necessitar deteccid, mentre que les
sondes marcades amb digoxigenina i biotina van ser detectades amb anti-digoxigenina
conjugada amb FITC i Avidina conjugada amb Cy5 (CyDye, Amersham Pharmacia Biotech)

respectivament.

Els rentats post-hibridacié i la deteccié de les sondes en els estudis de Fiber-FISH s’especifiquen
a continuacio:

e Retirar el cobreobjectes de la preparacié i incubar la mostra durant 5 minuts en una solucié
de Formamida al 50 % en 1xSSC a 42 °C.

e Incubar la preparacié durant 5 minuts en 2xSSC a 42 °C.

o Afegir 200 ul d’una solucié de bloqueig (0.1 g MARVEL en 10 ml de 1xPBS/0.05 %Tween 20)
sobre la mostra.

e Cobrir la mostra amb la solucié de bloqueig amb un cobreobjectes de plastic i incubar la
preparacié a 37 2C durant 1 hora.

e Rentar la mostra en 1xPBS durant 2 minuts a temperatura ambient.

e Aplicar 200 pl de solucié de deteccié (0.01 g MARVEL en 10 ml de 1xPBS/0.05 %Tween 20)
que conté anticos anti-digoxigenina (1 pg/ml) o Avidina (10 pg/ml) per detectar les sondes
marcades amb digoxigenina o biotina respectivament, i cobrir la mostra amb un
cobreobjectes de plastic.

e Incubar a 37 2C durant 30 minuts.

e Rentar els portaobjectes amb tres solucions de 1xPBS un minut cadascuna a temperatura
ambient.

e Realitzar la contratincié de la cromatina dels nuclis amb DAPI (apartat 3.1.3) i segellar la
preparacio.

e Emmagatzemar les mostres a -20 2C fins al moment de ser utilitzades.

3.3.4. ANALISI MICROSCOPICA I CRITERIS DE VALORACIO

Les mostres de Fiber-FISH es van analitzar mitjancant un microscopi d’epifluorescencia Olympus
BX-51 equipat amb filtres especifics per DAPI, FITC, Cy3 i Cy5, i un filtre addicional dual per
FITC/Texas Red. Les imatges es van capturar i analitzar mitjancant el software CytoVysion

(Applied Imaging, San Jose, CA).
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Tenint en compte la distribucié dels senyals d’hibridacié en les preparacions de Fiber-FISH i el
tipus de seqiliéncia que es volia analitzar (seqliencia de DNA repetitiva) va fer necessari
I’elaboracid i aplicacié dels seglients criteris de valoracié:
e Les fibres es van considerar informatives quan es van observar al menys dos senyals de
diferent color sobreposats o proxims situats de forma consecutiva.
e Dos o més senyals del mateix color es van considerar com senyals independents quan
aquests es trobaven separats per una distancia superior a la observada en cadascun de les
comptes de collaret que formen el senyal de Fiber-FISH.

o Els senyals es van considerar informatius independentment de la seva mida.
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4.1. VALIDACIO DE LA METODOLOGIA

En els estudis de delecions i duplicacions es van utilitzar sondes comercials (Abbott Molecular

Inc.) amb una eficiéncia d’hibridacio superior al 99%.

Les sondes emprades en els estudis d’inversions van ser obtingudes a partir de BACs amplificats i
marcats al nostre laboratori. Previament a la seva aplicacié en espermatozoides, van ser
hibridades en cromosomes metafasics per confirmar el seu posicionament. Totes les sondes van
mostrar senyals especifics localitzats a la regié pericentromérica del cromosoma 15 (Figura 4.1).
L'eficiencia d’hibridacié d’aquestes sondes es va calcular mitjancant I'analisi de 1000

espermatozoides mostrant valors superiors al 98 %.

FIGURA 4.1: FISH sobre cromosomes metafasics utilitzant les sondes pels estudis
d’inversions de la regié 15q11-q13: RP11-1122J3 (verd), RP11-320N14 (vermell) i RP11-
230M20 (blau). A la part inferior es mostren imatges ampliades dels dos cromosomes
homolegs amb els tres senyals d’hibridacid.
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4.2. ANALISI DE LA FREQUENCIA DE NAHR EN ESPERMATOZOIDES

4.2.1. POBLACIO CONTROL

FREQUENCIES DE DELECIONS I DUPLICACIONS

Es van analitzar un total de 303456 espermatozoides (Treball 2): 101042 espermatozoides per la
regié 7q11.23 (Taula 4.1), 101572 espermatozoides per la regié 15q11-q13 (Taula 4.2) i 100842

espermatozoides per la regié 22q11.2 (Taula 4.3).

7q11.23
CASOS | EDAT

normals delecions duplicacions = del+dup altres® total
C-1 26 9982 (99.25%) 32(0.32%) 14 (0.14%) 46 (0.46%) 29 (0.29%) 10057
C-2 24 9930(97.95%) 34(0.34%) 20(0.20%) 54 (0.54%) 154 (1.54%) 10138
c-3 25 10009 (98.90%) 31(0.31%) 18(0.18%) = 49 (0.49%) 62 (0.62%) 10120
C-4 23 9906 (98.60%) 29 (0.29%) 25(0.25%) 54 (0.54%) 87 (0.87%) 10047
C-5 36 10029 (99.00%) 25(0.25%) 11(0.11%) 36 (0.36%) 65 (0.65%) 10130
C-6 28 10000 (99.16%) 11(0.11%) 23(0.23%) @ 34(0.34%) 51 (0.51%) 10085
c-7 50 10000 (99.03%) 16(0.16%) 21(0.21%) 37 (0.37%) 61 (0.61%) 10098
C-8 50 9967 (99.05%) 10(0.10%) 7 (0.07%) 17 (0.17%) 79 (0.79%) 10063
c.9 42 9986 (99.87%) 5(0.05%) 11(0.11%) @ 16(0.16%) 70 (0.70%) 10072
c-10 26 10157 (99,26%) 17 (0.17%) 16(0.16%) 33 (0.33%) 42 (0.42%) 10232

% + SEM 98.8 £ 0.23 0.21+0.03 0.17+0.02 0.37+£0.04 0.70+0.11

2 disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LS.

TAULA 4.1: Resultats de les analisis de delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 en espermatozoides
d’individus control.

15911-q13
CASOS EDAT

normals delecions duplicacions = del+dup altres® total
C-1 26 10120 (99.07%) 31(0.31%) 23(0.23%) | 54(0.54%) 41(0.40%) 10215
C-2 24 10105 (98.95%) 31(0.30%) 30(0.29%) = 61(0.59%) 47 (0.46%) 10213
c-3 25 10084 (99.22%) 8 (0.08%)  22(0.22%) | 30(0.30%) 49(0.48%) 10163
Cc-4 23 10155 (98.93%) 23(0.22%) 38(0.37%) = 61(0.59%) 49 (0.48%) 10265
C-5 36 10028 (99.31%) 25(0.25%) 18(0.18%) | 43(0.43%) 27(0.27%) 10098
C-6 28 10016 (99.33%) 11(0.11%) 12(0.12%) = 23(0.23%) 45 (0.45%) 10084
C-7 50 10062 (99.25%) 24 (0.23%) 20(0.19%) | 44(0.42%) 32(0.32%) 10138
C-8 50 10038 (99.46%) 12 (0.12%) 16 (0.16%) = 28(0.28%) 27 (0.27%) 10093
c.9 42 10030 (99.36%) 17 (0.17%) 13(0.13%) | 30(0.30%) 35(0.35%) 10095
C-10 26 10022 (98.82%) 39(0.38%) 54 (0.53%) | 93(0.91%) 93(0.91%) 10208

% £ SEM 99.17 £ 0.07 0.22+0.03 0.25+0.04 0.47+0.07 0.38+0.07

® disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI.

TAULA 4.2: Resultats de les analisis de delecions i duplicacions de la regié 7q11.23 en espermatozoides
d’individus control.
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22q11.2
CASOS | EDAT

normals delecions duplicacions = del+dup altres® total
c1 26 10000 (99.17%) 6 (0.06%) 8 (0.08%) 14 (0.14%) 70(0.70%) 10084
c-2 24 10000 (98.96%) 15 (0.15%) 6 (0.06%) 21(0.21%) 84 (0.84%) 10105
c3 25 9985 (99.33%) 6 (0.06%) 10(0.10%) | 16 (0.16%) 51(0.51%) 10052
c-4 23 10011 (99.07%) 17 (0.17%) 13 (0.13%) = 30(0.30%) 64 (0.64%) 10105
c-5 36 9948 (99.15%) 23 (0.23%) 20(0.20%) = 43(0.43%) 42 (0.42%) 10033
C-6 28 9979 (99.16%) 16 (0.16%)  8(0.08%) 24 (0.24%) 61(0.61%) 10064
c-7 50 10000 (98.44%) 32 (0.32%) 34 (0.34%) = 66 (0.66%) 92 (0.92%) 10158
c-8 50 9987 (98.8%)  29(0.29%) 15(0.15%) = 44(0.44%) 77 (0.77%) 10108
c-9 42 10000 (99.26%) 15(0.15%) 8 (0.08%) 23 (0.23%) 52(0.52%) 10075
c-10 26 10000 (99.42%) 9 (0.09%) 2 (0.02%) 11 (0.11%) 47 (0.47%) 10058

% * SEM 99.08 + 0,09 0.17+0.02 0.12+0.03 |0.27 £0.05 0.64 +0.05

? disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI.

TAULA 4.3: Resultats de les analisis de delecions i duplicacions de la regidé 22q11.2 en espermatozoides
d’individus control.

Les freqiiencies mitjanes de delecions i duplicacions de la regié 7q11.23 (+ SEM) van ser de
0.21%+0.03 (rang: 0.05%-0.34%) i 0.17%%0.02 (rang: 0.07%-0.25%), respectivament (Taula 4.1).
En la regi6 15911-q13, la mitjana de delecions i de duplicacions (+SEM) va ser 0.22%+0.03 (rang:
0.08%-0.38%) i 0.25%+0.04 (rang: 0.12%-0.53%), respectivament (Taula 4.2). Pel que fa a la regié
22q11.2, les freqléncies mitjanes de delecions i duplicacions (+tSEM) observades varen ser

0.17%+0.02 (rang: 0.06%-0.32%) i 0.12%+0.03 (0.02%-0.34%), respectivament (Taula 4.3).

No es varen observar diferéncies poblacionals en la freqliencia de delecions i duplicacions
(del+dup) entre les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2 (freqiiéncia £+ SEM, 0.37%+0.04;
0.47%+0.07 i 0.27%+0.05, respectivament) (P=0.122)(Figura 4.2).

FIGURA 4.2: Diagrama on es mostren les freqiiencies de del+dup observades en les
regions analitzades.
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Les freqliencies de del+dup van ser analitzades de forma individual mitjancant una analisi de
conglomerats jerarquics (Figura 4.3a). Aquesta analisi agrupa els individus en un dendrograma
en funcié de les similituds que presenten les freqiéncies de del+dup de les tres regions
analitzades. Els individus apareixen a diferents distancies d’associacid, desde 0 (maxima

similitud) fins a 25 (correspondéncia minima).

Grup 1 Grup 2
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FIGURA 4.3: a) Frequéncies de delecions i duplicacions (del+dup) en cada individu
analitzat, b) Analisi de conglomerats jerarquics dels patrons de NAHR dels individus
analitzats.

El dendrograma resultant va mostrar dos grups clarament diferenciats (Figura 4.3b):

e Grup 1 (distancia d’associacié <12). Format per individus que presentaven freqliencies de
del+dup de les regions 7q11.23 i 15q11-q13 més elevades. Aquest grup va incloure els
individus C-4, C-2, C-1, C-5 (distancia d’associacio <3) i C-10. L'individu C-10 es distancia de la
resta per mostrar una freqiiencia de del+dup de la regié 15q11-q13 considerablement més

elevada.
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e Grup 2 (distancia d’associacid <12). Aquest grup va resultar més heterogeni i es van
diferenciar dos subgrups diferents (distancia d’associacié <7). Els individus C-6 i C-3 (grup 2.1)
van ser agrupats a una distancia de 1 per presentar freqiiencies de del+dup de les regions
15g11-g13 i 22g11.2 més baixes que les de la regié 7q11.23. Els individus C-8 i C-9 (grup 2.2)
es van agrupar a una distancia de 2 ja que presentaven freqléncies de del+dup de les regions
15g11-g13 i 7911.23 més baixes que per la regié 22ql11.2. Finalment, I'individu C-7 va ser
separat de la resta d’individus del Grup 2, a una distancia d’associacié de 10, per presentar

freqliencies de del+dup més elevades per totes les regions.

FREQUENCIA D’INVERSIONS DE LA REGIO 15q11-q13

Es van analitzar un total de 14479 nuclis d’espermatozoides en la poblacié control, dels quals
10292 nuclis van ser informatius representant el 71.45% del total de nuclis analitzats (Treball 3;
Taula 4.4). El disseny experimental va permetre identificar clarament espermatozoides normals i
portadors d’inversions de tipus-1 i tipus-2 (Figura 4.4). La freqUiéncia mitjana d’inversions de
tipus-1 (xSEM) va ser 3.59%+0.46 (rang: 1.29%-5.32%), mentre que la de tipus-2 (+SEM) va ser
9.51%+0.87 (rang: 6.47%-14.06%).

La freqliéncia d’inversions de tipus-2 va resultar significativament més elevada que la freqliencia
d’inversions de tipus-1 (P=0.005) i no es va observar una correlacio significativa entre ambdds

tipus d’inversions (P=0.328).

inv tipus-2

inv tpus-1

FIGURA 4.4: Reconstruccié tridimensional de les captures de microscopia laser
confocal mitjancant el software Imaris. La imatge mostra exemples d’inversions
de la regi6é 15q11-q13.
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casos | epat| Total Informatius Haplotips® (%)
(%) normal inv tipus-1 inv tipus-2

C-1 26 1416 1015 (71.68) 873 (86.01) 54 (5.32) 88 (8.67)
C-2 24 1479 1061 (71.74) 932 (87.84) 41 (3.86) 88 (8.29)
c3 25 1494 1018 (68.13) 842 (82.71) 45 (4.42) 131 (12.87)
c4 23 1435 1063 (74.08) 937 (88.15) 56 (5.27) 70 (6.59)
C-5 36 1343 1012 (75.35) 862 (85.18) 45 (4.45) 105 (10.38)
C-6 28 1488 1024 (68.82) 834 (81.44) 46 (4.49) 144 (14.06)
C-7 50 1663 1051 (63.20) 960 (91.34) 23(2.19) 68 (6.47)
C-8 50 1461 1005 (68.79) 852 (84.78) 28 (2.79) 125 (12.44)
c-9 42 1210 1003 (82.89) 912 (90.93) 13 (1.29) 78 (7.78)
C-10 26 1490 1040 (69.80) 943 (90.67) 19 (1.83) 78 (7.50)

%+SEM 71.45%+1.66 86.91%* 1.10 3.59% + 0.46 9.51% + 0.87

 nimero i percentatge en nuclis informatius

TAULA 4.4: Resultats dels estudis d’inversions de la regié 15q11-q13 en espermatozoides d’individus
control.

4.2.2. PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER TRASTORNS GENOMICS

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE PRADER-WILLI

Freqiiéncia de delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13

Es van analitzar un total de 163587 nuclis d’espermatozoides en la poblacié formada per 16
pares amb descendéncia afecta per la SPW (Treball 1). L'origen genetic de la SPW en la
descendéncia va poder ser establert en 14 dels 16 individus analitzats (dades facilitades per la
CSUPT) (Taula 4.5): en 10 casos la SPW es va originar per delecié paterna (PW-2, PW-3, PW-4,
PW-5, PW-6, PW-8, PW-9, PW-13, PW-15 i PW-16) i en 4 individus I'origen es va atribuir a
disomia uniparental materna (DUP; PW-1, PW-10, PW-11 i PW-14). En els casos on |'etiologia va
ser DUP, només es va poder concretar si la DUP era total o parcial en 1 cas (PW-14) i aquest va

resultar ser DUP parcial.

La freqUiéncia mitjana de delecions (+SEM) va ser 0.59%%0.12 (rang: 0.18%-2.34%) i la freqliéncia
mitjana de duplicacions (£SEM) va ser 0.31%+0.03 (rang: 0.12%-0.56%) (Taula 4.5).

Es va observar un increment significatiu de del+dup de la regié 15q11-gq13 en la poblacié de
pares amb descendéncia afecta per la SPW respecte a la poblacié control (mitjana de del+dup de
la regio 15q11-q13+SEM; 0.90%+0.14 vs 0.47%%0.07; P=0.002). Les comparacions individuals van
mostrar increments significatius de del+dup en 10 dels 16 casos analitzats (PW-1, PW-2, PW-5,

PW-6, PW-7, PW-10, PW-13, PW-15, PW-16 i PW-17; P<0.01; Figura 4.5). No es va observar una
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relacié directa entre increments de del+dup i I'etiologia de la SPW en la descendéencia (Taula

4.5):

sis dels

individus que varen mostrar

increments

significatius

de del+dup en

espermatozoides eren pares amb un fill afecte per la SPW causada per delecié (PW-2, PW-5, PW-

6, PW-13, PW-15 i PW-16), dos individus eren pares amb un fill afecte per la SPW causada per

disomia uniparental materna (PW-1 i PW-10) i en dos casos |'origen genétic de la SPW en la

descendéncia no es va avaluar (PW-7 i PW-17).

15q11-q13
CASOS | EDAT : . B Etiologia
normals delecions  duplicacions del+dup altres total
PW-1 41 |10027 (98.17%) 54 (0.53%)° 32(0.32%) | 86(0.85%)* 51 (0.50%) 10164 DUP
PW-2 35 | 9873(98.42%) 79(0.79%)° 45 (0.45%) 124 (1.24%)* 35(0.35%) 10032 | Delecié
PW-3 44 | 10554 (98.96%) 32(0.30%) 27 (0.25%) 59 (0.55%) 52 (0.49%) 10665 | Delecid
PW-4 35 [10037(99.47%) 18(0.18%) 15 (0.15%) 33(0.33%) 22(0.22%) 10092 | Delecio
PW-5 30 | 9948(98.57%) 80 (0.80%)° 23(0.23%) 103 (1.03%)* 32 (0.32%) 10083 | Delecié
PW-6 33 |10120(98.77%) 42 (0.41%) 36 (0.35%) = 78 (0.76%)* 48(0.47%) 10246 | Delecid
PW-7 47 |10061 (99.08%) 43(0.42%) 28(0.28%) = 71(0.70%)* 22 (0.22%) 10154 NA
PW-8 50 [10164 (99.07%) 32(0.31%) 27 (0.26%) 59 (0.57%) 36(0.35%) 10259 | Delecio
PW-9 60 |10049(99.16%) 28(0.28%) 32 (0.32%) 60 (0.60%) @ 25(0.25%) 10134 | Delecid
PW-10 | 60 | 9867 (96.56%) 239 (2.34%)° 43(0.42%) 282 (2.76%)* 70(0.68%) 10219 DUP
PW-11 | 42 |10549 (99.04%) 37(0.35%) 30(0.28%) 67 (0.63%) 35(0.33%) 10651 DUP
PW-13 | 53 | 9986 (98.32%) 81 (0.80%)° 26(0.26%) 107 (1.06%)* 64 (0.63%) 10157 | Delecié
PW-14 | 55 |10031(99.22%) 47 (0.46%)° 12(0.12%) 59 (0.58%) 41 (0.40%) 10131 DUP
PW-15 | 47 | 9918 (98.28%) 51(0.51%) 26 (0.26%) = 77 (0.77%)* 97 (0.96%) 10092 | Delecid
PW-16 | 44 |10177(98.85%) 46 (0.45%)° 39(0.39%) = 85 (0.84%)* 34(0.33%) 10296 | Delecié
PW-17 - 10020 (98.12%) 59 (0.58%) 57 (0.56%) 116 (1.14%)* 76 (0.74%) 10212 NA
% * SEM 98.63 £ 0.17 0.59+0.12 0.31+0.03 0.90+0.14 0.45+0.05

*Increments significatius en relacié a la poblacié control (P<0.01); ® Increments significatius de delecions en relacié a
duplicacions (P<0.01); b Disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI; NA, no avaluat

TAULA 4.5: Resultats de les analisis de delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 en espermatozoides
d’individus amb descendencia afecta per la SPW.

FIGURA 4.5: Freqiéncies de del+dup observades en els
L'asterisc mostra els individus amb increments significatius de del+dup respecte a la poblacié control.
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Freqiiéncia d’inversions de la regié 15q11-q13

Es van analitzar un total de 22502 nuclis d’espermatozoides en la poblacié de pares amb
descendéncia afecta per la SPW, dels quals 16545 nuclis varen ser informatius representant el
73.78% del total de nuclis analitzats (Treball 3; Taula 4.6). La freqliéncia mitjana d’inversions de
tipus-1 (xSEM) va ser 3.06%+0.33 (rang: 1.37%-5.73%), mentre que la freqliéncia mitjana
d’inversions de tipus-2 (+SEM) va ser 10.07%+0.74 (rang: 5.39%-15.02%).

CASOS | EDAT | Total 'formatius Haplotips” (%) Etiologia
(%) Normal inv tipus-1 inv tipus-2
PW-1 | 41 | 1309 1012(77.31) 802(79.35)  58(5.73)* 152 (15.02)* DUP
PW-2 | 35 | 1278 1013(79.26) 901(88.94)  21(2.07) 91 (8.98) Delecié
PW-3 | 44 | 1274 1017(79.83) 929(91.35) 21 (2.06) 67 (6.59) Delecié
PW-4 | 35 | 1373 1065(77.57) 919(86.29) 35 (3.29) 111 (10.42) Delecié
PW-5 | 30 | 1604 1045 (65.15) 874 (83.64)  38(3.63) 133 (12.73)* Deleci6
PW-6 | 33 | 1375 1008(73.31) 903 (89.58) 26 (2.58) 79 (7.84) Delecié
PW-7 | 47 | 1465 1060(72.35) 952 (89.81) 22 (2.08) 86 (8.11) NA
PW-8 | 50 | 1406 1048 (74.54) 907 (86.54) 24 (2.29) 117 (11.16) Delecié
PW-9 | 60 | 1462 1095(74.90) 1021(93.24) 15 (1.37) 59 (5.39) Deleci6
PW-10 | 60 | 1321 1014 (76.76) 831(81.95)  42(4.14) 141 (13.90)* DUP
PW-11 | 42 | 1313 1010(76.92) 847(83.86) 43 (4.26) 120 (11.88) DUP
PW-13 | 53 | 1509 1063 (70.44) 856 (80.53)  54(5.08) 153 (14.39)* Delecié
PW-14 | 55 | 1500 1015(67.67) 929 (91.53)  22(2.17) 64 (6.31) DUP
PW-15 | 47 | 1357 1007 (74.21) 881(87.49) 44 (4.37) 82 (8.14) Delecié
PW-16 | 44 | 1462 1014 (69.36) 886(87.38) 17 (1.68) 111 (10.95) Delecié
PW-17 | - | 1494 1059 (70.88) 937(88.48)  23(2.17) 99 (9.35) NA
%+SEM 73.78%+1.05 86.87%+1.02 3.06% +0.33 10.07% +0.74

® nimero i percentatge en nuclis informatius
*Increments significatius en relacié a la poblacié control (P<0.05)
NA, no avaluat

TAULA 4.6: Resultats dels estudis d’inversions de la regié 15q11-g13 en els individus amb descendéncia
afecta per la SPW.

La frequiéncia d’inversions de tipus-2 va resultar significativament més elevada que la freqliencia
d’inversions de tipus-1 (3.06% vs 10.07%; P=0.0001). Es va trobar una correlacié significativa
entre la freqléncia d’inversions de tipus 1 i d’inversions de tipus-2 (r=0.74; P=0.001) (Figura

4.6a).

No es van observar diferencies significatives per la freqiiencia mitjana d’inversions de tipus-1
(P=0.219) ni de tipus-2 (P=0.598) entre la poblacié control i els pares amb descendéncia afecta
per la SPW. Tot i aix0, les comparacions individuals van mostrar increments significatius

d’inversions en 4 individus: tres presentaven increments d’inversions de tipus-2 (PW-5, PW-10 i

66



4. RESULTATS

PW-13) i un d’ells va mostrar increments significatius d’ambdés tipus d’inversions (PW-1)
(P<0.05) (Taula 4.6) (Figura 4.6b). Es important destacar que els quatre individus que
presentaven increments significatius d’inversions mostraven increments significatius de

delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 (Taula 4.5).
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FIGURA 4.6: a) Correlacio entre la freqliencia d’inversions de tipus-1 i inversions de tipus-2
(r=0.55; P=0.004), b) Frequéncies d’inversions de tipus-1 i tipus-2 observades en cadascun
dels pares amb descendéncia afecta per la SPW. L’asterisc identifica els individus amb
increments significatius d’inversions respecte a la poblacié control.
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No es va observar una correlacié significativa entre les freqtiencies de delecions i d’inversions de
la regid 15g11-q13 ni en la poblacid control (P=0.121) ni en la poblaci6 de pares amb
descendéncia afecta per la SPW (r=0.69; P=0.062).

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE WILLIAMS-BEUREN

Es van analitzar un total de 150948 nuclis d’espermatozoides en la poblacié de 15 individus amb

descendéncia afecta per la SWB. L'origen parental de la delecié causant de la SWB va poder ser
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establert en 9 dels 15 individus (Annex). Quatre dels individus van resultar ser pares amb

descendéncia afecta per la SWB d’origen patern (WS-2, WS-5, WS-8 i WS-13; Taula 4.7).

Es van observar increments significatius de delecions i duplicacions de la regié 7911.23 en 3 dels

15 individus analitzats (P<0.01; Taula 4.7; Figura 4.7). L'origen parental va poder ser establert

només en un cas (WS-11) i va resultar ser matern (Taula 4.7).

CASOS | Edat . 7.q11_'23 - pamer
normals delecions  duplicacions del+dup altres total
WS-1 | 61 | 9763(97.37%) 84 (0.84%)° 34(0.34%) 118 (1.18%)* 120 (1.2%) 10001| NA
WS-2 | 54 |10000 (99.49%) 4 (0.04%) 7 (0.07%) 11(0.11%) 32(0.32%) 10043 | patern
WS-3 | 35 |10000 (99.00%) 17 (0.17%) 17 (0.17%) 34 (0.34%) 45(0.45%) 10079| matern
WS-4 | 55 |10000(99.08%) 13(0.13%) 26(0.26%) = 39(0.39%) 42 (0.42%) 10081| matern
WS-5 | 33 9939 (98.6%)  15(0.15%) 27 (0.27%) 42 (0.42%) 75 (0.75%) 10056 | patern
WS-6 | 42 |10000(99.03%) 17(0.17%)  10(0.1%) 27 (0.27%) 55 (0.55%) 10082| NA
WS-7 | 35 |10000 (98.67%) 26 (0.26%) 21 (0.21%) 47 (0.47%) 72 (0.72%) 10119 NA
WS-8 | 42 | 9950(99.02%) 9(0.09%)  17(0.17%) = 26(0.26%) 39 (0.39%) 10015| patern
WS-9 | 36 | 9950(99.50%) 13(0.13%) 7 (0.07%) 20 (0.20%) 30(0.30%) 10000 | matern
WS-10 | 46 |10048(99.37%) 14(0.14%) 10(0.10%) = 24(0.24%) 40 (0.40%) 10112| NA
WS-11 | 36 | 9926 (98.99%) 50 (0.50%)" 20(0.20%) ' 70(0.70%)* 36 (0.36%) 10032 | matern
WS-12 | 39 | 9957 (98.62%) 75 (0.74%)° 19 (0.19%) 84 (0.83%)* 55 (0.55%) 10106| NA
WS-13 | 37 | 9980(99.08%) 12 (0.12%) 8 (0.08%) 20 (0.20%) 52 (0.52%) 10052 | patern
WS-14 | 36 |10026(99.23%) 6 (0.06%) 7 (0.07%) 13 (0.13%) 84 (0.84%) 10123 | matern®
WS-15 | 31 |10000(99.53%) 6 (0.06%) 3 (0.03%) 9(0.09%) 38(0.38%) 10047 | NA

*Increments significatius en relacié a la poblacié control (P<0.01); * Increments significatius de delecions en relacié a
duplicacions (P<0.01); e Disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI; © Dades proporcionades
per I'Hospital Universitari Vall d’"Hebrén; NA, no avaluat.

TAULA 4.7: Resultats individuals de I'analisi de delecions i duplicacions de la regid 7q11.23 en
espermatozoides d’individus amb descendéncia afecta per la SWB i origen parental de la sindrome en la

descendeéncia.

FREQUENCIA (%)

»

W53
WE
W55
WG —
We-7
W5-H
WED [
WS-10 S

W52 I

WS-1

=
Wi 12 I W

W13

W11

Wi-14 B
w515 I

FIGURA 4.7: Freqliéncies de delecions i duplications observades en els pares amb descendéncia afecta per

la SWB. Els asteriscs mostren els increments significatius de del+dup respecte a la poblacié control.
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Degut a que el nostre estudi esta adrecat a valorar el risc reproductiu en la linia germinal
masculina, per realitzar les comparacions poblacionals només es van tenir en compte aquells
casos on es va poder provar |'origen patern de les delecions en la descendéncia (Taula 4.8). En
aquest subgrup, la freqiiéncia mitjana (+SEM) de delecions va ser de 0.10%+0.02 (rang: 0.04%-
0.15%) i la freqiiencia mitjana (xSEM) de duplicacions va ser de 0.14%+0.04 (rang: 0.07%-0.27%).

7q11.23

CASOS | Edat .
normals delecions duplicacions  del+dup altres total

WS-2 | 54 | 10000 (99.49%) 4(0.04%) 7(0.07%) 11(0.11%) 32(0.32%) 10043
WS-5 | 33 | 9939(98.6%) 15(0.15%) 27(0.27%) 42 (0.42%) 75 (0.75%) 10056
WS-8 | 42 | 9950(99.02%) 9(0.09%) 17(0.17%) 26(0.26%) 39 (0.39%) 10015
Ws-13 | 37 | 9980(99.08%) 12(0.12%) 8 (0.08%)  20(0.20%) 52 (0.52%) 10052

o+ SEM .04 0. .10+0. .14 +£0. .25 0. .50+0.
%tS 99.04+0.14  0.10+0.02 0.14+0.04 '0.25+0.07 0.50+0.09

a Disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI

TAULA 4.8: Resultats de I'analisi de delecions i duplicacions de la regié 7q11.23 en espermatozoides
d’individus amb descendencia afecta per la SWB d’origen partern.

No es va observar un increment poblacional de del+dup de la regié 7q11.23 en els pares amb
descendéncia afecta per la WBS en relacié a la poblacié control (P=0.188). Pel que fa a les
comparacions individuals, no es varen observar increments significatius de del+dup en cap dels 4

pares amb descendéncia afecta per la SWB d’origen patern (P>0.01).

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE DIGEORGE

Es van analitzar un total de 100813 nuclis d’espermatozoides en la poblacié de 10 individus amb
descendéncia afecta per la SDG. L'origen parental de la delecié causant de la SDG va ser
establert en 8 dels 10 casos analitzats (Annex). Cinc dels individus van resultar ser pares amb

descendéncia afecta per la SDG d’origen patern (DG-1, DG-2, DG-3, DG-8 i DG-10; Taula 4.9).

Es van observar increments significatius de delecions i duplicacions de la regié 22q11.2 en 2 dels
10 individus analitzats (P<0.01; Taula 4.9; Figura 4.8). L'origen parental va poder ser establert en

un cas (DG-2) i va resultar ser patern (taula 4.9).
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22q11.2 ORIGEN
PARENTAL

CASOS | Edat )
normals delecions duplicacions del+dup altres total

DG-1 | 39 | 10000 (99.19%) 24 (0.24%) 11(0.11%) = 35 (0.35%)
DG-2 | 48 | 10000 (98.40%) 57 (0.57%)" 20 (0.20%) | 77 (0.77%)*
DG-3 | - | 9927(99.09%) 19(0.19%) 13(0.13%) = 32 (0.32%)
DG-4 | 43 | 10000 (99.30%) 15(0.15%) 7(0.07%) | 22(0.22%) 49 (0.49%) 10071 NA

DG-5 | 48 | 9965(99.28%) 15(0.15%) 10 (0.10%) & 25(0.25%) 47 (0.47%) 10037 | matern

7(0.47%) 10082 | patern
(
(
(
(
DG-6 | 36 | 10096 (98.87%) 52(0.52%)° 12 (0.12%) @ 64 (0.64%)* 51 (0.51%) 10211 NA
(
(
(
(

6(0.86%) 10163 | patern
9(0.59%) 10018 | patern

DG-7 | 30 | 10000 (99.24%) 28(0.28%)" 5(0.05%) | 33(0.33%) 43 (0.43%) 10076 | matern
DG-8 | 39 | 10000 (99.34%) 18(0.18%) 7(0.07%) = 25(0.25%) 41(0.41%) 10066 | patern
DG-10 | 33 | 9948(99.31%) 13(0.13%) 10(0.10%) = 23(0.23%) 46 (0.46%) 10017| patern
DG-11 | 37 | 9930(98.59%) 25(0.25%) 16(0.16%) = 41(0.41%) 31(0.31%) 10072| matern

*Increments significatius en relacio a la poblacié control (P<0.01)

% Increments significatius de delecions respecte a duplicacions (P<0.01)
b Disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI
NA, no avaluat

TAULA 4.9: Resultats individuals de I'analisi de delecions i duplicacions de la regid 22ql11.2 en
espermatozoides d’individus amb descendéncia afecta per la SDG i origen parental de la sindrome en la
descendeéncia.
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FIGURA 4.8: Freqliencies de delecions i duplications de la regié 22q11.2 observades en els pares amb
descendéencia afecta per la SDG. Els asteriscs mostren els increments significatius de del+dup respecte a la
poblacié control.

Tenint en compte els casos d’origen patern (Taula 4.10), la freqliencia mitjana (*SEM) de
delecions va ser 0.26%%0.08 (rang: 0.13%-0.57%) i la freqiiencia mitjana (+SEM) de duplicacions
va ser 0.12%+0.02 (rang: 0.07%-0.20%).

No es va observar un increment poblacional de del+dup en relacid a la poblacié control
(P=0.129). Pel que fa a les comparacions individuals, es varen observar increments significatius

en un dels cinc pares amb descendéncia afecta per la SWB d’origen patern (P>0.01).
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22q11.2

CASOS | Edat b
normals delecions duplicacions | del+dup altres total

DG-1 | 39 | 10000 (99.19%) 24 (0.24%) 11(0.11%) = 35(0.35%) 47 (0.47%) 10082
DG-2 | 48 | 10000 (98.40%) 57 (0.57%)° 20 (0.20%) 77 (0.77%)* 86 (0.86%) 10163
DG-3 9927(99.09%) 19(0.19%) 13(0.13%) = 32(0.32%) 59 (0.59%) 10018
DG-8 | 39 | 10000 (99.34%) 18(0.18%) 7(0.07%) = 25(0.25%) 41 (0.41%) 10066
DG-10 | 33 | 9948(99.31%) 13(0.13%) 10(0.10%) = 23(0.23%) 46 (0.46%) 10017
% + SEM 99.07+0.17 0.26+0.08 0.12+0.02  0.38+0.10 0.56 +0.08

*Increments significatius en relacio a la poblacié control (P<0.01)
? Increments significatius de delecions en relacié a duplicacions (P<0.01)
b Disomies, diploidies, nul-lisomies, desdoblaments de les sondes LSI

TAULA 4.10: Resultats de I'analisi de delecions i duplicacions de la regidé 22q11.2 en espermatozoides
d’individus amb descendéncia afecta per la SDG d’origen patern.

4.2.3. FREQUENCIA GENERAL DE NAHR

Es van realitzar estudis de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23 i 22q11.2 en els
individus amb descendencia afecta per la SPW, de les regions 15q11-q13 i 22ql11.2 en els
individus amb descendéncia afecta per la SWB i de les regions 7q11.23 i 15q11-q13 en els

individus amb descendeéncia afecta per la SDG.

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE PRADER-WILLI

Es van analitzar un total de 323571 espermatozoides en la poblacié dels 16 pares amb
descendéncia afecta per la SPW: 161921 espermatozoides per la regié 7q11.23 i 161650

espermatozoides per la regié 22q11.2.

La freqliencia mitjana (+SEM) de delecions de la regié 79q11.23 va ser 0.34%+0.09 (rang: 0.09%-
1.57%) i la freqiiéncia mitjana de duplicacions (xSEM) va resultar 0.16%+0.04 (rang: 0.05%-
0.60%) (Taula 4.9). Pel que fa a la regié 22q11.2, la freqiiencia mitjana (xtSEM) de delecions i
duplicacions va ser del 0.28%%0.07 (rang: 0.10%-1.31%) i 0.16%%0.02 (rang: 0.07%-0.45%)

respectivament (Taula 4.11).

Es va observar un increment significatiu de del+dup de la regié 22q11.2 respecte a la poblacié
control (0.44%+0.09 vs 0.27%+0.07; P=0.014). Per contra, la freqiiencia mitjana de del+dup de la
regio 79g11.23 no va mostrar increments significatius (0.50%%0.12 vs 0.37%+0.02;
P=1.000)(Figura 4.9).
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7q11.23 22q11.2

CASOS
del dup del+dup total del dup del+dup total

PW-1 | 63(0.62%) 39(0.38%) 102 (1.01%)* 10202 | 15(0.15%)  15(0.15%) = 30(0.30%) 10046
PW-2 | 38(0.37%)° 17(0.16%) = 55(0.53%)* 10232| 20(0.20%)  14(0.14%) = 34(0.34%) 10087
PW-3 | 23(0.23%) 24(0.24%) = 47(0.47%) 10201| 10(0.10%)  12(0.12%) = 22(0.22%) 10116
PW-4 | 10(0.1%)  9(0.09%) = 19(0.19%) 10055| 17 (0.17%)  13(0.13%) = 30(0.30%) 10091
PW-5 | 47(0.46%)° 11(0.11%) = 58(0.57%)* 10195 | 41(0.41%)° 16 (0.16%) = 57 (0.57%)* 10156
PW-6 | 14(0.14%)  6(0.06%) = 20(0.20%) 10117| 12(0.12%)  14(0.14%) = 26(0.26%) 10104
PW-7 | 12(0.12%) 16(0.16%) = 28(0.28%) 10109 | 20(0.20%)  10(0.10%) = 30(0.30%) 10155
PW-8 | 27(0.27%) 11(0.11%) = 38(0.38%) 10102 | 16(0.16%) 7 (0.07%) 23(0.23%) 10073
PW-9 | 9(0.09%)  5(0.05%) = 14(0.14%) 10132| 16(0.16%) 16 (0.16%) = 32(0.32%) 10108
PW-10 | 157 (1.57%)" 60 (0.6%) 217 (2.17%)* 10008 | 132 (1.31%)° 45 (0.45%) 177 (1.76%)* 10040
PW-11 | 38(0.38%)°  9(0.09%) = 47(0.47%) 10082 | 18(0.18%)  13(0.13%) = 31(0.31%) 10095
PW-13 | 23(0.23%)  9(0.09%) = 32(0.32%) 10038 | 22(0.22%)  12(0.12%) = 34(0.34%) 10066
PW-14 | 10(0.1%)  5(0.05%) = 15(0.15%) 10095 | 16(0.16%) 12 (0.12%) = 28(0.28%) 10096
PW-15 | 11(0.11%)  9(0.09%) = 20(0.20%) 10074 | 51(0.51%)" 22 (0.22%) = 73 (0.73%)* 10156
PW-16 | 47 (0.46%)° 19(0.19%) = 66 (0.66%)* 10153 | 24(0.24%)  23(0.23%) = 47(0.47%) 10114
PW-17 | 17(0.17%)  12(0.12%) = 29(0.29%) 10126 | 19(0.19%)  15(0.15%) = 34(0.34%) 10147

% t

SEM 0.34+0.09 0.16+0.04 0.50+0.12 0.28+0.07 0.16+0.02 0.44+0.09

*Increments significatius en relacié a la poblacié control (P<0.01)
? Increments significatius de delecions en relacié a duplicacions (P<0.01)

TAULA 4.11: Resultats de les analisis de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23 i 22q11.2 en
espermatozoides de pares amb descendéncia afecta per la SPW.
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FIGURA 4.9: Freqliéncies mitjanes de delecions i duplicacions de les tres regions analitzades en la poblacid
control i en els pares amb descendéncia afecta per la SPW. Les barres d’error mostren I'error estandard de
la mitjana (SEM). Els asteriscs indiquen les diferencies significatives (P<0.05).

Es van observar diferéncies significatives en les freqliencies de del+dup de les diferents regions

analitzades (15911-q13, 7q11.23 i 22qg11.2; 0.90%+0.14, 0.50%*0.12 i 0.44%z0.09,
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respectivament) (P=0.0001). Amb |'objectiu de veure entre quines regions es produeixen
aquestes diferéncies significatives, es van realitzar comparacions dos a dos de les freqliencies
mitjanes de del+dup (Taula 4.12). Es van observar diferéncies significatives en la freqiiencia de
del+dup entre les regions 15g11-q13 i 7q11.23 (P=0.001) i les regions 15g11-q13 i 22q11.2
(P=0.0001). A més, es van observar correlacions significatives de del+dup entre les regions

15911-q13i7g11.23 (r=0.868; P=0.022) i les regions 15q11-q13 i 22q11.2 (r=0.890; P=0.002).

del+dup Comparacions® Correlacions”
15q11-q13i7q11.23 P=0.001* r=0.868; P=0.022*
15q11-q13i22q11.2 P=0.0001* r=0.890; P=0.002*
7911.23i22911.2 P=0.378 P=0.194

*Comparacions significatives
® Test de Wilcoxon
b iy

Correlacio de Pearson

TAULA 4.12: Comparacions i correlacions de les frequéncies de del+dup de les
regions analitzades en la poblacié de pares amb descendéncia afecta per la SPW.

Les comparacions individuals van mostrar increments significatius de del+dup de la regié
7911.23 en 5 dels 16 casos analitzats (P<0.01; Taula 4.11 i Figura 4.10a) i increments significatius
de del+dup de la regidé 22g11.2 en 3 dels 16 casos analitzats (P<0.01; Taula 4.11 i Figura 4.10a).
Es important destacar que tots els casos que van presentar increments significatius de del+dup
per alguna d’aquestes dues regions o les dues alhora van ser previament descrits com individus
de risc per presentar increments significatius de del+dup de la regié 15q11-q13 respecte la

poblacié control (apartat 4.2.1; Treball 1).

Es va realitzar un analisi de conglomerats jerarquics que va agrupar els diferents individus en
funcié de les similituds que presentaven per les freqiéncies de del+dup de les tres regions

analitzades en un dendrograma (Figura 4.10b).

El dendrograma va separar l'individu PW-10 de la resta a una distancia d’associacié de 25;
aquest cas mostrava freqiiencies incrementades de del+dup per totes les regions analitzades en
un grau molt superior a la resta de casos estudiats. A part de I'individu PW-10, el dendrograma
va mostrar dos grups clarament diferenciats a una distancia d’associacié de 5:
e Grup 1 (distancia d’associacié <5). Format per individus que no presentaven increments
significatius per cap regio (PW-9, PW-14, PW-4, PW-8, PW-11), o que presentaven increments
moderats de la regié 15q11-q13 (PW-6, PW-7) o de les regions 15q11-q13i22q11.2 (PW-15).
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e Grup 2 (distancia d’associacid <5). Format per individus que presentaven increments
significatius de la regié 15q11-q13 i amb freqiiéncies considerablement més elevades que les
observades per les del+dup de les altres regions analitzades (PW-13 i PW-17) i individus que
presentaven increments significatius per dos o més regions analitzades (PW-2, PW-5, PW-16 i

PW-1).
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FIGURA 4.10: a) Freqléncies de delecions i duplicacions observades per cadascuna de les
regions analitzades en els pares amb descendéncia afecta per la SPW (els asteriscs mostren els
increments de del+dup respecte la poblacié control de cada regid), b) Analisi de conglomerats
jerarquics pels patrons de NAHR.
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PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE WILLIAMS-BEUREN
I DIGEORGE/VELOCARDIOFACIAL

En els pares que presentaven increments d’anomalies per les regions 7911.23 (WS-1, WS-11 i
WS-12)i22q11.2 (DG-2 i DG-6), es varen analitzar les freqiiéncies d’anomalies per les altres dues
regions.

Es van analitzar un total de 60293 espermatozoides en els tres casos de pares amb descendeéncia
afecta per la SWB: 30223 espermatozoides per la regié 15q11-q13 i 30070 espermatozoides per
la regié 22q11.2 (Taula 4.13). Es van observar increments significatius de del+dup de la regid
15g11-q13 en dos individus (WS-1 i WS-11) respecte als valors observats en la poblacié control i

increments significatius de del+dup de la regié 22q11.2 en un sol cas (WS-1) (P<0.01).

15q11-q13 22q11.2

del dup del+dup total del dup del+dup total
WS-1 | 61 | 37(0.37%) 28(0.28%) ' 65 (0.65%)* 10011 | 73 (0.73%)° 17 (0.17%) = 90 (0.90%)* 10010
WS-11 | 36 | 71(0.70%)° 12 (0.12%) 83 (0.82%)* 10093 | 22 (0.22%) 20 (0.20%) =42 (0.42%) 10019
WS-12 | 39 | 32(0.32%)° 10(0.10%) = 42(0.42%) 10119 | 32 (0.32%)° 12 (0.12%) = 44 (0.44%) 10041

CASOS | Edat

*Increments significatius respecte a la poblacié control (P<0.01)
® Increments significatius de delecions respecte duplicacions (P<0.01)

TAULA 4.13: Resultats de I'analisi de delecions i duplicacions de les regions 15q11-q13 i 22g11.2 en
espermatozoides de pares amb descendéncia afecta per la SWB amb increments significatius de del+dup
de laregié 7q11.23.

Es van analitzar un total de 40469 espermatozoides en els dos casos de pares amb descendéncia
afecta per la SDG: 20309 espermatozoides per la regié 15q11-q13 i 20160 espermatozoides per
la regié 7911.23 (Taula 4.14). Es van observar increments significatius de del+dup de la regio
15q11-g13 en un individu (DG-2) respecte als valors observats en la poblacid control i

increments significatius de del+dup de la regié 7911.23 en els dos individus analitzats (P<0.01).

15q11-q13 7q11.23

del dup del+dup total del dup del+dup total
DG-2 | 48 |82(0.81%)° 39(0.38%) 121 (1.19%)* 10159 | 40 (0.40%)° 14 (0.14%) 54 (0.54%)* 10084
DG-6 | 36 | 34(0.33%) 25(0.25%) 59 (0.59%) 10150 | 29 (0.29%) 25 (0.25%) 54 (0.54%)* 10076

CASOS | Edat

*Increments significatius respecte a la poblacié control (P<0.01)
® Increments significatius de delecions respecte duplicacions (P<0.01)

TAULA 4.14: Resultats de I'analisi de delecions i duplicacions de les regions 15q11-q13 i 7gq11.23 en
espermatozoides de pares amb descendéncia afecta per la SDG amb increments significatius de del+dup
de laregié 22q11.2.
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4.2. EFECTE DE L’EDAT

En la poblacié control no es va observar una correlacié positiva significativa entre el total de
delecions i duplicacions (suma de del+dup de les tres regions analitzades) i I'’edat dels individus

(P=0.545).

No es va observar una correlacié significativa entre la freqiiéncia d’inversions de la regié 15q11-

gl13il'edat dels individus de la poblacié control (P=0.743).

Els pares amb descendéncia afecta per la SPW no van presentar una correlacié significativa entre

del+dup ni inversions de la regié 15q11-q13 amb I'edat (P=0.354 i P=0.519, respectivament).

En els pares amb descendéncia afecta per la SW i la SDG, la mida mostral no ens va permetre
establir correlacions entre la freqiiéncia d’anomalies i I'edat. Tot i aix0, la majoria dels individus
gue mostraven increments significatius de del+dup en espermatozoides es trobaven en el rang

intermedi d’edat (WS.11, WS-12 i DG-6; Taules 4.7 i 4.9).

4.3. ANALISI COMPARATIU DE LES FREQUENCIES DE DELECIONS,
DUPLICACIONS I INVERSIONS

4.3.1. REGIO 15q11-q13

No es van observar diferencies significatives entre la freqiieéncia de delecions i la freqliéncia de
duplicacions de la regié 15q11-gq13 en la poblacié control (P=0.609; Figura 4.11a). Cap dels

individus analitzats presentava diferencies significatives entre ambdues anomalies (P>0.01).

En els individus amb descendéencia afecta per la SPW, la freqliencia mitjana de delecions va ser
significativament més elevada que la freqiiencia mitjana de duplicacions (P=0.001, Figura 4.11a).
Les comparacions individuals entre les freqiieéncies de delecions i les freqiiencies de duplicacions
van mostrar increments significatius de delecions en 7 dels 16 pares analitzats (P<0.01; Taula
4.5; Figura 4.11b). Es important destacar que tots els casos excepte un (PW-14) coincidien amb
els individus que mostraven increments significatius de del+dup de la regié 15q11-q13 (Taula

4.5).

Les frequiencies d’inversions varen ser un grau de magnitud més elevades que les freqliéncies de
delecions i duplicacions de la regié6 15q11-q13, tant el I'analisi poblacional com en I'analisi

individual.
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FIGURA 4.11: a) Freqiiencies mitjanes de delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 observades en la
poblacié control i en els pares amb descendencia afecta per la SPW. Les barres d’error representen I'error
estandard de la mitja (SEM), b) Freqliencies de delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 observades
en cadascun dels pares amb descendéncia afecta per la SPW. L’asterisc mostra els increments significatius
entre la freqliencia de delecions i de duplicacions (P<0.01).

4.3.2. REGIO 7q11.23

En els individus control, no es van observar diferéncies significatives entre la freqiiencia de
delecions i la freqliéncia de duplicacions de la regié 7q11.23, ni en I'analisi poblacional (P=0.202)

ni en les valoracions individuals (P>0.01).

En els individus amb descendencia afecta per la SWB, només en aquells casos en que es va
observar un increment significatiu de del+dup en relacié a la poblacié control (WS-1, WS-11 i
WS-12; P<0.01), la freqiéncia de delecions va ser significativament més elevada que la

freqliencia de duplicacions (Figura 4.12).

4.3.3.REGIO 22q11.2

Es va observar un increment significatiu en la freqiiencia de delecions respecte a la freqiiencia
de duplicacions en la poblacié control (P=0.032). Tot i aix0, les comparacions individuals no van

mostrar increments significatius en cap dels individus analitzats (P>0.01).
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En els individus amb descendéncia afecta per la SDG, la freqliéncia de delecions va ser
significativament més elevada que la freqliéncia de duplicacions en els dos individus que
presentaven increments significatiu d’anomalies en espermatozoides (DG-2 i DG-6) i en un
individu amb valors normals de delecions i duplicacions de la regié 22q11.2 (DG-7; P<0.01)

(Figura 4.13).
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FIGURA 4.12: Frequencies de delecions i duplicacions de la regié 7q11.23 observades en
cadascun dels pares amb descendéncia afecta per la SWB. L'asterisc mostra els
increments significatius entre la frequiéncia de delecions i duplicacions (P<0.01).
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FIGURA 4.13: Freqiéncies de delecions i duplicacions de la regié 22q11.2 observades en
cadascun dels pares amb descendencia afecta per la SDG. L'asterisc mostra els
increments significatius entre la freqliencia de delecions i la freqiieéncia de duplicacions
(P<0.01).
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4.4. MAPATGE DEL LCR22-2 MITJANCANT FIBER-FISH

4.4.1. POSICIONAMENT DELS CLONS

Préviament a la seva aplicacié sobre fibres de cromatina, les sondes obtingudes a partir dels
clons utilitzats en aquest estudi es varen hibridar sobre metafases control per confirmar el seu

posicionament (Treball 4).

Totes les sondes van mostrar senyals especifics localitzats a la regié pericentromérica del

cromosoma 22 i no es varen observar senyals d’hibridacio en altres cromosomes (Figura 4.14).

FIGURA 4.14: a) RP11-66F9 (vermell) i sonda de pintat cromosomic pel cromosoma 22 (verd), b) RP11-66F9
(vermell) i WI2-938L9 (verd), c) RP11-66F9 (vermell) i WI2-1268B22 (verd), d) WI2-938L9 (vermell) i WI2-
451K3 (verd) i e) WI2-1268B22 (vermell) i WI2-1822121 (verd).

4.4.2. ESTRUCTURA DEL LCR22-2

El disseny experimental per estudiar I'arquitectura genomica del LCR22-2 mitjancant Fiber-FISH
es va realitzar mitjancant diferents co-hibridacions que van permetre:

1. Identificar de forma inequivoca els senyals corresponents al LCR22-2: Per distingir els

senyals d’hibridacié especifics del LCR22-2 d’altres senyals corresponents a copies

paralogues localitzades a 22q, es va utilitzar com a control de posicié el BAC RP11-66F9 (de
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localitzacié proximal al LCR22-2) i es va hibridar amb el fosmid WI2-451K3. Una vegada
establert el patré especific de repeticions del clon WI2-451K3, aquest fosmid es va utilitzar
com a referéncia en les hibridacions posteriors.

Determinar I'arquitectura genomica del LCR22-2: es van realitzar tres Fiber-FISH de dos
colors mitjancant co-hibridacions dels fosmids WI2-451K3 i WI2-938L9, WI2-451K3 i WI2-
1268B22, i WI2-1268B22 i WI2-1822L21.

LINIA CEL-LULAR A

Es van capturar i analitzar un total de 68 imatges informatives de Fiber-FISH per determinar

I’estructura del LCR22-2 en la linia cel-lular A.

RP11-66F9 i WI2-451K3 (n=20): Es va observar un senyal d’hibridacié més llarg corresponent
al clon RP11-66F9 seguit o precedit de un patrd repetitiu de cinc senyals corresponents a
WI2-451K3. Els senyals corresponents a RP11-66F9 es van observar separats (55%; Figura
4.15a) o solapats (45%; Figura 4.15b) amb el primer senyal de WI2-451K3.

WI2-451K3 i WI2-938L9 (n=17): Es va observar el mateix patré per WI2-451K3. A més, es
van identificar cinc senyals per WI2-938L9 que es trobaven solapats total o parcialment
amb els senyals corresponents a WI2-451K3 (Figura 4.15c).

WI2-451K3 i WI2-1268B22 (n=21): Es van observar senyals solapats o parcialment solapats
per aquestes dues sondes. Els resultats van mostrar dos patrons diferents per WI2-
1268B22, amb dos o tres senyals (52.4% i 47.6% respectivament; Figura 4.15d i e).
WI2-1268B22 i WI2-1822121 (n=10): Es van observar dos o tres senyals corresponents a
WI2-1268B22 (60% i 40% respectivament) seguits/precedits per un sol senyal de WI2-
1822121 (Figura 4.15f i g).

Amb l'objectiu de determinar si les diferents posicions del BAC RP11-66F9 en relacié amb els

senyals corresponents a WI2-451K3 poden ser degudes a la presencia d’una inversié es va

realitzar una Fiber-FISH de tres colors utilitzant els clons RP11-66F9, WI2-451K3 i WI2-1822121.

Es van observar dos patrons de senyals d’hibridacié amb la mateixa freqiiéncia suggerint la

preséncia d’una inversioé que implica gran part del LCR22-2: 1) RP11-66F9 seguit de WI2-451K3 i

WI12-1822121 (42.8%, Figura 4.16a), i 2) RP11-66F9 seguit per WI2-1822121 i WI2-451K3 (57.1%;

Figura 4.16b). Per relacionar aquesta inversié amb el nimero de senyals d’hibridacié observats

per WI2-1268B22 (Figures 4.15d i e) es va realitzar una Fiber-FISH de tres colors utilitzant els

clons RP11-66F9, WI2-1268B22 i WI2-1822L21. Es van observar dues distribucions de clons

diferents: 1) RP11-66F9, WI2-1268B22 (tres senyals) i WI2-1822L21 (Figura 4.16c), i 2) RP11-
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66F9, WI2-1822L21 i WI2-1268B22 (dos senyals) (Figura 4.16d). Aquests resultats van indicar
que la inversio segrega amb |’haplotip de dos senyals per WI2-1268B22.

FIGURA 4.15: Fiber-FISH de dos colors en la linia cel-lular A. a) RP11-66F9 (vermell) i WI2-451K3
(verd), b) RP11-66F9 (vermell) i WI2-451K3 (verd), c) WI2-938L9 (vermell) i WI2-451K3 (verd), d)
WI2-1268B22 (vermell) i WI2-451K3 (verd), e) WI2-1268B22 (vermell) i WI12-451K3 (verd), f) WI2-
1268B22 (vermell) i WI12-1822L21 (verd), g) WI2-1268B22 (vermell) i WI2-1822121 (verd).
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FIGURA 4.16: Deteccid de I'haplotip d’inversid en la linia cel-lular A mitjangant Fiber-FISH de tres
colors. Les linies de colors representen les distribucions de senyals observades per cadascun dels
haplotips, a) Co-hibridacié de RP11-66F9 (vermell), WI2-451K3 (verd) i WI2-1822L21 (lila), distribucié
de senyals que segueixen I'ordre d’acord amb la llibreria actual del genoma huma; b) Co-hibridacio de
RP11-66F9 (vermell), WI2-451K3 (verd) i WI2-1822L21 (lila), distribucié de senyals que es correspon a
una inversio el relacié amb 'ordre establert en la llibreria actual del genoma huma; c) Co-hibridacié de
RP11-66F9 (verd), WI2-1268B22 (lila) i WI2-1822L21 (vermell), distribucié de senyals que segueixen
I'ordre d’acord amb la llibreria actual del genoma huma; d) Co-hibridacié de RP11-66F9 (verd), WI2-
1268B22 (lila) i WI2-1822L21 (vermell), distribucié de senyals que es correspon a una inversié en
relaciéo amb 'ordre establert en la llibreria actual del genoma huma.

LINIA CEL-LULAR B

Es van capturar i analitzar un total de 69 fibres informatives per tal de determinar I'estructura
del LCR22-2 en la linia cel-lular B.
e RP11-66F9 i WI2-451K3 (n=18): Es varen observar cinc senyals contigus per WI2-451K3 que
es trobaven separats d’un senyal corresponent a RP11-66F9 en tots els casos (Figura 4.17a).
e WI2-451K3 i WI2-938L9 (n=20): Es varen observar cinc senyals contigus per WI2-451K3 i cinc
senyals solapats o parcialment solapats corresponents a WI12-938L9 (Figura 4.17b).
e WI2-451K3 i WI2-1268B22 (n=14): Es varen observar dos senyals corresponents a WI2-
1268B22 parcialment solapats amb el tercer i quart senyal de WI2-451K3 (Figura 4.17c).
e WI2-1268B22 i WI2-1822L21 (n=17): Es varen observar dos senyals per WI2-1268B22

seguits per un senyal corresponent a WI2-1822121 (Figura 4.17d).
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FIGURA 4.17: Fiber-FISH de dos colors en la linia cel-lular B. a) RP11-66F9 (vermell) i WI2-451K3
(verd), b) WI2-938L9 (vermell) i WI2-451K3 (verd), c) WI2-1268B22 (vermell) i WI2-451K3 (verd),
d) WI2-1268B22 (vermell) i WI2-1822121 (verd).

Els resultats obtinguts van permetre proposar un model sobre I'arquitectura genomica del
LCR22-2 en les linies cel-lulars A i B (Figura 4.18). En total es varen observar tres haplotips
diferents, dos en la linia cel-lular A (A1 i A2) i un en la linia cel-lular B (B1). Tots presentaven cinc
senyals sobreposats o parcialment sobreposats pels clons WI2-938L9 i WI2-451K3. Al
presentava tres senyals pel clon WI2-1268B22 i un senyal per WI2-1822L21 localitzat entre el
control de posicié (RP11-66F9) i la resta de senyals del LCR22-2. A2 presentava dos senyals pel
clon WI2-1268B22 i un senyal per WI2-1822121 localitzat distalment respecte al control de
posicid. Per altra banda, B1 presentava dos senyals per WI2-1268B22 i un senyal distal per WI2-
1822121.

o [T N N ) (.
[ O TN T

5 BT T W O .

FIGURA 4.18: Arquitectura genomica del LCR22-2 en les dues linies cel-lulars analitzades. Els dos haplotips
detectats en la linia cel-lular A es van anomenar Al i A2, i I'haplotip detectat en la linia cel-lular B es va
anomenar B1.
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Deletions and duplications of the
I15ql 1 -ql3 region in spermatozoa
from Prader—-Willi syndrome fathers
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ABETRACT: Prader-Wili syndrome (PW3S) is a genomic disorder mostly caused by deletions of 151 1 -q13 region (70%). It has been
suggested that the partcular genomic architecture of 15q11—-ql3 region, dharacterized to be flanked by kow copy repeats. could predispose
it to Mon-Alleic Homologous Recombanation (MAHR), However, no studies in gametes of fathers of PWS individuals have been published
to date. The objective of the study was to assess the incdence of [5ql 1 =g 3 deletions and duplications in spermatozoa from PWS fathers
and to appraise the value of the data obtained for the estimation of the risk of recurrence for the syndrome. Sermen samples from 16 fathers
af P individuals and [0 contral donors, were processed by wriple-color flucrescence in situ ybridizaton. A oustomized combsnation aff
probes was used o discriminate berween nomal, delered and duplcared sperm genotypes. A minimum of 10 D00 sparm were scored for
every ungle sample. A significant increase in the frequency of 1511 —gl 3 deletions and duplications were obsarved in PWS fathers (0.90 +
0.1 4%) compared with control donors (047 + 0.07E). Ten out of 16 indsdduaks comributed 1o this population increase (P < 0.01), suggening
a preduspositionfor | 5q1 1 =g 3 reorganizations. Statistical differences were observed in the frequency of 151 | =g 13 deletions and dupications
in fathers of PW3 indnviduals (0.5 versus 0.3 1%:; P = 0,001 §, indscating that intra=chromatid MAHR exchanges also substantially contribute to the
rearrangements, Rests demonstrated the ncreased suceptibdity of some fathers of PWS individuals to generate 15g1 | =gl 3 deletions,

sugpesting that the scroening of anomalies in sperm should be advisable as a valuable complement for penetic counseling.
Key words: deletions and duplications / microdeleton syndnomes / non-allelic homologous recombinaton / spammatozoa

Introduction

The concept of genomic disorder was proposed to describe human
daeases cavsed by DMNA reorganimtions giving rise to a gain, loss
or aeravon of dosage-sensithve penes [Lupski. 1998). The number
of genetc diseases dermified a5 penomic discrders b increasing codn-
wnucusly (Sharp et ol 2006) and these caused by chromosome del-
etlons are part of these alverapons (| et ol 2000a). k has been
cbserved that the DMA regions invohed in genomic dsorders
carsed by delesons are flanked by low copy repeats (LCR) Several
authors hawe pointed out that the presence of LCR makes them
prone to reorganizations (Inoue and Lugskd, 2002; Gu ct ol 2008).
Prader="Willi syndrome (PW3S) is a genomic disorder with an inci-
dence of |/15000 newboms, The genetic cause is the lack of
expression of patermally inkerited 15gl1-gl3 penes which are
under imprinting control, WS can be caused by different genstic
mechamsrms:  15q11-gql3 deledons {(70%), maternal wniparenal
ducemy (UPDk 25%), disrupuon of the imprinting center (43%) and
other chromosome recrganizations thar affect the inegrity or funcbon
of genes within the 15g11 =q13 region {1%) (Cassidy et al, 2000).

The 15gl1-ql3 regon is flanked by theee LCR (LCRIS-I,
LCRIS.2, LCRIS-3) in which most of the deletion breakpoints
(BPy in PWS cases take phce (Amos-Landgraf et al, 1999 Two
types of deletions have been desoribed acconding to the proximal
BF (Fp. 1} Clss | deletions have the proximal breakpoint within
LCRIS-1 (BP1), although Class Il deletions have their breakpoint in

" LORIS2 {BF2). Beah Class | and Class || deletiors have the datal

breakpoint predominantdy located within the LCRIS-3 (BF3; 975%).
Class Il deletions are the most frequent ones (50%) and represent
an ~65Mb loss (Butler et o, 2008). The 1541 1—g13 LCRs have
an approsamate size of 400 kb and are mainky duplications of the
gene/mendopene  HERC? forming blocks called EMD-repeats.
Recently. the crganization of these ENDerepeats and thesr orientation
in gach LCRI5 have been established (Fig. 1; Makoff and Flomen,
2007), These blocks have mare than 98% homelogy and act as hot
spots for recombination (Emanue| and Shaldn, 2001). These features.
faver Mon-Alleic Homologous Recombinavon (MAHR) berween
different coples of EMND-repeats, triggering recrganizations of the
oriical region ( et af,, 20000; Inoue and Lupskd, 2000: Scankieswscr

and Lupshi, 2002).

© Thre Aumeze M0, Pubdshed by Codford Univeriry Press on behall of e Eurcpean Somety of Homen Reproducnion and Emicnyobogy. Ml rights meserved

For Permrriaors, pledie emat phomals pemrriconafostonrdoumali o
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The orientation in which END-repeats are arrarged determines the
pairing and the consequent products of MAHR. When the EMND-
repeats are oriented drectly, it will ghve nse (o complementary del-
etions and duplications if the MAHR ok phoe bateeen EMD-repaats
of v cheomatids (Fg. 2A0), oF only deletions if & pairing batwesan
EMD-repeats of the same chromatid take place (Fig. 2A.2). The indir-
ect onenaton of END-repeas favors the formation of indersions as a
result of MAHR, caused by a pairing of EMND-repeats in the same chro-
matid (Fg. 28},

Several studies have suggested that the particular gencomic architec-
twre of [5gll=gl3 region predsposes it to MAHR phenomena,

. wiggering  dfferent  chromnosome  reorganizations:  deletiors
© (Ames-Landgral ef ol 1999), duplications (Kotzot et al, 2000), irver-
sions (Gimelli et al, 2003) and other reorganizations that emphasize

¢ the insuabdity in thes region (Ungaro et al, 2001; Dernis et al,

2006). Some suthors suppest that structural variation within LCR,

. such as an increase in the numiber of repetitions in LCR segments,

could be the cause of the predsposition o produce deletions in the
germ line of some individuals (Armos-Lendgral er ol, 199%; Sharp

* etol, 2007; Cusco et ol, 2008).

Mevertheless, it is considered that the deletions causing PWS. as
well a5 other penomic disorders, have the same recurmence risk as

con -
—— AT —
e e ¢ b
Class B deletons: BPEBP3
5.3 Mb
| Class | deleions BP1-AP3 1
_ T
-
s [ HERC2 duphcations
=4

Figure | Schematic representation of 15q11-qi3 region (Adsped from Makofl and Fomen, 3007). Color arrows represent HERCD duplications

and their orientation within the LCR1S,

i e R
| | }

Figure 1 Sdhematic representation of different classes of MAHR according vo the LOR orferaation and the chromatids invaheed. Stable products of

cach reorganization ane shown at the bottom of the figure.
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that found in the penerl population, established from epademiological
snadees, 1o be less than O5% (Gardner and Suthesiand, 2004).
Hewewver, populiten approsthes for assedsing the redurmenta of
these pypes of dseases show some limitations that harmper a rekable
estirragon of the rsk (Roshisberger and Komor 2007): (1) Mos
MEIFTINPEMENIS 3e Yery rare of even unigque, (8] Mot al recurrence
cases have to be reported and (i) Families with one affected child
might resign from having further children,

Stwdies in gametes, and especially in spermatozoa, have an advan-
tage i obtaining lerge numbers of samples, and provide an alternatie
to studying the frequency of these reorganizations, The wse of meth
cdobopies that allow fluorescence in situ hybridzavon (ASH) analyses
in decondensed sperm nuden enables an approach with high reliabdity
and wade spectrum (Downie et al, 1997; Epozowe of o, 1997) and
offers the possibiity of direct assessment of gametes carrying deletions
and dupkcations. Furthermore, an interphase analysis technique ofers
the posiblity to analyze, cell by cell, a great number of sperm in the
same individual {a great number of MAHFE phenomena) and, as a
result, assess phenomena that take place in a very low freguency
with a high reliabiity.

The am of this study was to assess the nodence of 1ogll=-gql3
deletizrs and duplications in spermatozoa from fathers of WS ndi-
viduals, The analysis of the results has allowed the estimation of the
recurrence risk for the syndrome and the assessment of the partia-
pation of inta or mter-chromatd MNAHR in the production of
ancmalies

Materials and Methods

Biological samples
Semen sample wise obtaned from 16 PYWS fathers, aped 32-80 years
old ard 10 corgrod donors of 2450 years of age. Control donors were
volunteers recuited from the general popubtion. All subjects had
normal karyorypes and were normozoospermic. To owr knowledge.
mone of themn were exposed o pengioeic apents and no history of che
matherapy, radiotherapy or chronic llness was recorded

Patients gave ther informed consent in writing to participate in the
study and the profoool was approved by our Instiutional Ethics
Comemines

Fluorescence in situ hybridization

Sarmples were processed 3 deseribed previouthy by cur group; details of
sperm foation, nudear decondensation and FISH protoco have been
described etsewhere (Vidal of o, 1973)

A rriple-color FISH appeosch was uied 1o deermine the frequency of
deletions and duplicatiors af the 15q11-gl3 repion. We combined a
lecus-specific probe for the [5911—q13 regon (LS D1551 1, Spectrum
Ovonge: Abon Molecular; Abott Park, 1L, LISA), 3 centromenic probe for
chromasame |5 (CEP 15pl 12, DISZ |, Spectnam Green: Abon Malecular)
and a centromeric probe for dromosome 6 (CEP 6, D6Z1, Spectrum
Agua; Abott Molecular). CEPIS and CEPE probes were used & hybrida
ation and plosdy control, respectively

Analyzes were carnied out wing an Olpmpus BX60 epflucrescence
microscope equipped with a triple-band pass filker and specific filters fior
Agqua, FITC and Cr3,

A minimum of 10000 sperm was scored for every single father and
control, Samples were aralyzed independently by tao experienced obser
vers, applying the folowing assessment oriteria

) Only spermatczoa with 3 well-defined boundary were evaluated,
Creerlapping spermatozoa were discrded from the count
i) According to the number and distribution of the 15g1 1 =g13 signals,
the following penctypes were assigned (Fg. 3)
o Momal spermatcooa displaying the 15g11-q1 3 signal and both
centromenc sgrald for chromosomes 15 and & (Fig. Ja).

« Delevion of 15q11-q13 region: spermatozaa Laddng the 1541 |
g3 signal but displaying the cantrameric signal for chromasomes
15 and & (Fg. 3b).

e Duplicaton of 15q(1-ql3 region: spermatozos showing two
1511 —gl3 sgnali, having the sarme Lie and iMensity and being
separated from each gther by a disance longer than the dameter
of each signal, plus a centromeric signal for chromosomes 15 and 6
{Fig. 3c).

(#) In cases of disomy or diploidy, sigrals must be of the same size and
mendity, and the dumince between them mudt be at least the sarme

as the diameter of the sgral (Banco of af,, 1996)

SpermeFISH aralyses were performed in a blind manner regarding the
penetc orgn of the syndrome in the chiddren, Thess da@ were provided,
once the siudy in gameic ended, by the Centre de Dagnostic LIDEAT
from the Comsoecl Hospitalan Parc Taull (Sabadell, Spain)

..
(om0 [ i

Figure 3 Spermatozoa clssification reganding the signal combination obsenved
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Data analysis

Data were analyzed sttsticaly using P55 14.0 (5P55 Inc: Chicago, IL
LISA) under the advice of the statistical service of the Universis Autdnoma
de Bareelona,

To assess the particpation of the MHAR interchromatid (deetions =
duplicationg) and/or ntrachromatid (deledons). In the peneration of
anomalies three comparsom were peronmed:

{i} A Person's correlation test of the frequency of 15g11-g13 d4-
etions #nd duplications in contrel and FWS fither senies. The corre-
laen was considersd sateticaly sgnifcant when P <2 005

(i) A Wilcoeon vest to arakzs whether the mean populaton fregquency
of I5gll=gl3 deletomn were diferent from that of duplicbons
beth in contrel dorors and PYYS (athers. Difference were con-
ddered to be smrkdcally sgnificam when P =< 005

(i} I PN 10 COMmpAre, at the individiual level, the freoqueercy of 15ql |
ql3 defetions and chplicadors, To aedd false positves due (o the
high mumber of spermatoroa analyzed per patient, diferences were
consdererd tn be statstically sipnificant when P2 001,

To asmess the sncepribility of the 15g1 | - gl 3 region to genemte ddedons
and duplcations, the follesdng watistical amalyses were perormed-

{i) The mean populaction frequency of dedetions and the sum of deedons
and duplications were :l;u'rpnfrd berween conoois and PWS fathies
by means of a Mann - Whitney ew. Diflerences were considered oo
be smtistically sgnificant when F <2 005

(i) A Frarson’s correladon test of the frequency of deletons and dl.|i
cations and patermal age was performed. Correlation was considened
watistically signficant when F =< 005,

Results

A voml of 101 305 sperm muglel from the comrel donors were ana-
lyzed (Table [}, The mean frequency ol 150 1-gl3 deletions was
0.22%, rangng from 0.08 1o 0.38%, and with & ssndard deviation of
D.03%. In fathers of W35 indivichsals, a total of 163 547 sperm
nuchel were analyaed (Table B), The mean frequency of 15g1 1 -q13
deletions was 0.59% (4 0.12 5D), ranging from 0.18 to 2.34%. The

© D24% ( £ 0.04 D) ranging from 012 o 0.53%. In PYWWS Aachers, the
E mean frequency of 15q1 1-gl3 duplications was 0L31% (£0.03

50, rarging from 0,12 to 056%. A significant correlation was found

! betwoon tho Eoquency of 15g11-gl 3 deletions and the froquency
. of duplicabons n the control populason (P = 0.028). Moreover. the
frequensy of | 5l | —ql 3 delations and duplicasars did noe show sme-
. iydenl differences in the control populason (P = 0.609). The come-
. labon  between the fGequency of 15g9l1-ql3 delesons and
. duplicatians was noe significant in the fachers of PWS indwvidualy, the
| Prequency of deletions being sgnificantly highor than the requency
. of duplicadors (P=10001; Rg. 4a).

There wes no correlation between the percentage of deletions

. andfor duplication and age, either in controk (P = 0.381) or in
. PWS fathers (P 0.329)

At the individual lovel, gnificant diffierences between the frequency

of deletions and dupkcatons were observed in 7 out of | & fathers ana-
o bymed (P < QUOT; Tabde I Fig. 4b). In all of them, the frequency of del-
. efions was significantly higher. Mean values for the frequency of

1591 1-ql3 deletions bepween conrols {022 4 0.03%) and indyvid-

. uaks with PWS affected offspring (0.59 £ 0.178) showed significant
- differences (P~ 00000}, However, the frequency of 15gll=ql3
- dupications was equivalent (P = 0,097},

When corsidering deletions and duplications as a whole (del -+ dup),

a significant increass in the frequency of 1591 | =g 13 del + dup was also
¢ ohserved in fathers of PWS individuals [00590 4 001 4%), 2 compared
- with coniral donors (47 + 0075 P - 0002

Comparing each father with the control values, maderate signifizant

- increwes wene found for the frequency of 15g11-gl 3 del 4 dup in
. sperm of 10 cut of |6 cases analvzed (P < 0.01; Table II).

Discussion

Methodological considerations

. FiSH on docondensed sperm nucled bas been widely used as @ tool for
. cytogenetic swdies in spermatozoa (Martin, 2005), mainty involving

mean frequency of 151 1-gl3 duplications in control donors was @ meiotic segregation. anabses i carers of | chromosome
Table | Sperm-FISH results in control donors.

Cases Age Mormal del 15q01-413 dup 1511 -gl3 del + dup® Cthoer® Tutal
ol % 10 120 55 07%) 31 (031w) 1 0.0%) 54 (054%) 41 {040%) 10215
22 4 10105 (2B.25%) 31 (030%) 0 0.2} B (05%%) A7 (0465%) iz
ci I 10 084 (79.22%) B (O] 1 {0.21%) 30 (0d0m) 47 (048X} 10 163
C4 n 10 155 (FB.93%) 13 (0ITR) 18 Dare) &1 (0svE) 47 (D4} 10265
5 3 10 CZE (79.31'%) 15 (0LI5%) 18 (0. 15%) 43 (04T%) 17 [0217%) 10s
C4 b 10 01 {99 735 RTATE 17 {@.12%) 2% (0335 45 [045%) 10 084
ot 5 10062 {F9.15%) 4 (027%) 0 (0. 19%} 44 (0475%) 32 (032%) 0138
4 L 10038 (99 40%) 12 {0 25s) 16 {0. 1 6%) 28 (0.20%) 17 (027%) 10093
cy 4 10 030 (79.36%) 17 40l Fs) 13 {0.13%) 30 (nI0s) 35 [D35%) 10ms
C-o b 10 2L (7BAL%) 37 (0IFR) 4 (053%) 93 (09 1%) 93 (0.91%) 10142
& & SEM F9.07E + 007 0.1ER + 003 O24% & D UATE + 007 U.3H% + 007

*Eqi | —ql 3 reampganimtions (deletiom 4 diplestisni)
o Aplawtim and fuilk
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Figure 4 (A} Mean freqguencies of 15q1 [ —q13 deletions and duplications in Cantrel denors and PWS fathere. Error bars represent the standard
error of mean (SEM). (B) Frequendes of 15g11-gl3 deletions and duplichtions observed in ewvery sings PWS faither. Asteraks indaate cases with
signficant diferences beraeen the frequency of deesdors and duplications.

rearganizations (Arcon et al, 2007) as well a3 ansuploidy rate evals-
ation in infertle men (Sarvate et al, 2009). The resuls obcalned in
our wiork have peoven that i€ s also a vahsbie and powerfid mothodo
bogical approach to evahate the frequency of deletions and dupl-
cabions in sperm cells, provided that an accwate FASH desgn is
usedt probes spanning the reglon w be eamined comtrol probes
for the chromosome imvobed and @ well dehned and strict scoring

fn owr study, the asesment of deletions and duplications was per
formed by using a Combination of bwo probet 3 centromeric probs
for chromotame |5 Indicating the presepce of this chromaosome,
and a LS probe for the 15g1 1-q13 reglon. The presence of the cen-
trormeeric ';lgnd ard the abaence of e LS probe were dentficd o
dedetions. The same cxperimental desipn was used for the cvaluation
of tha frequency of duplications of the 591 l=gl3 repon. Takng
scoring crivaria into account (Blanco eral, 1996), vwo sipnals should
be considered a8 independent if they shown separated by & distance
greater than the diameter of cach signal, In this sense, it i imporant
o state that the resokution of the FEEH techrique on interphase e
i 100 kb {Andreefl and Pinkel, 1999). Corsidening that a duplication
af the [5gl l-gl3 region will separae the sipnals v a dimance of
4 Mb {Fg. 1. & separation far gresrer than the reschion limiz, we
wore able to deardy distinguish two signals from the LS probe and
thus, to amess duplications of the mgion,

Starting from the assessment of the congrol population, the basal
frequency of deletions and duplicatiors of the 15q11-q13 region

96

were establishied The results in the control populstion shewed very
deardy that there was little vadabiliy {Table 1), This suggests a high
homogeneity and an optimum hybrdization eficency of the LY
probe used in geerm cells. A 3 reauk, data obtasned o thic work inde-
cabe that this technique is alse usedul in determining the recumence
rigk of syndromes caused by deledons of patermal origin and in infer-
ring the trpe of MAHR imvobved in the appesrance of deletions and
duplications in spermatoeoa,

Mechanism of origin of deletions and
duplications of the 15q11-gql13 region

The sgnificant commelstion between the frequency of deletiom and
duplications of the 15g1 | -gl3 region in the control popaaton indi
cabes that inter-chromatid MAMHR, 15 the man mechanism criginating
delepons in these indnvidusls (with complementary deletons and
dupliesdons), Thus, = expected for this reglon, 5 bassl bevel of
MAHR in meiosis can be asumed and establshed at 0475

In PS fathers, a significant increase was obsenved in the frequency
of deletons with respect to the frequency of duplications, indeating
that intra-chromatid MAHR would 2o partiipate in the increace of
the frequency of deletors In these Indviduals ¥ it ls teken inco
account thar the fegquency of duplicadons in PWS fithers iz not
different from that seen in controls, akhough the frequency of del-
eticns is sigreficanly greater in the former, our results suppest that



5. PUBLICACIONS

318

Malina e o.

intra-chromatid MAHR would be the mechansm mostly invohed in
the significant increases of reorganizations of the 15q11 -g| 3 region,

It is well-knowm that duning spermicgenesis, programmed double
strand breaks (DEBs) are induced to faclitate the chromatin remo-
delling that takes place in clongating spermaticls (Leduc of ol
200B}. It was observed that the proteins imvolved in the Homologous
Recormbination {HR) repair machinery are present during this stage
of spermatogenesis, pointing out the participation of this DINA
ropair system in spermatics (Srivastava and Raman, 2007), Cur
results suppest that 15g0 1 =gl 3 deletions, which are penerated in
a higher frequency in PW5 fathers, could be wiggered ar this stage
by imtri-chromatid MAHE, becwse only one cheomatid i salable
to repair the L¥AaBs. As this phenomenon was not obsersed in
condrol denors, cur resuls indicate that these indviduals coukd be
susceptible 1o penerating these anomalies, probably related 1o the
presence of spedfic haplotypes that predispose this region to
MAHR.

Susceptibility in generating deletions and
duplications of the 15q11-ql3 region

In populatron terms, PWS fathers showed a sgnificant increase of
151 1-qi3 del | dup. Tenof the |6 indivickeals anatyzed contributed
to this inorease, It has been sggested that snactirl sariations, such
as inversions of cntical reglons with similar features (Osbome et al.
2000 ; Gimelli gt of., 2003} or wariations in the nember of repetitions
of the LCRs (Amos-Landgral ef al, 1999, Sharp ot of., 2007 Cusco
ot d., 2008) could be predsposing factors for the appearance of del-
evions in descendants. These rurmerical and soructural changes could
make innnhgl.r P-'BE durlr“ ther recombination proCess difficult,
thus Fvaring heterologous pairing with nearby chromosomal segments
that share a very high depres of homology, such & is the case of the
LCHs. In this way, Individuals who are carriers of changes of tis type
could be arceptitde to diferent degrees to the phenamena of NAHR,
and the contequent increate of rearpanizations i the region involwed

As regards the comparison of the resuls obtalned in spermatozoa
with the FYW3 etickogy, no relation beeween an increase of deletions
anc :ilFﬁ.-JHnn-; in sperm aned the rljnlnw wan observed, Further
meore, some of the individuals who show increases of |5q1 1-gl3
del + dup in spermatozoa are fathers with descendene affected by
PWA cavsed by maternal UPD) (Tabe 1) Among these 6 the cne
with the highest frequency of deletions of all of the series analyzed
(PW-10: 2.76%). As has been previously described, LCR3s are
regions which are susceptible to DSB which increase the processes
of HR in the repair these breakages (Baurmer of o, 1998, Christan
et ol 195%% Gu et ol 2008). A predomirance has been described
for HR.in repairing D58 in the first stages of embryonic development
(Essers et of, 2000}, LOR pairing of homologows chromosomes o
repair by means of HR will generate partial UPDs, which in the case
of ganes controlled by imprinting will ghe rse w dfierert pathologes
{Feuk et of., 2008}, In our situation, & repair process for post-zygote
HR could generate the partial LD of de 15gll-gl3 megion
Cases have been published of PWE caused by pardal LPD (Gregory
er ab, 1991; Mazrarenko e al, 2004; Selavourn e o, J00B) and
cames of pariial UPD implicated in other pathologies (Kotaot, J00H)
In o study, the genetic origin of the syndrome was mainty perfomed
wling Imermal markers (data not shown), In one ow of the four UIPD

cames, both intermal and extermal markers were aabeed inoonder (o
discrimmimate betwreen mtal and partial LFL (n the remaining coses
ne DA was avallable for the analysis). Interestingly, In ore cass in
this study a partial UPD was identified in a father (PW-14) who alio
displyed an increased ncidence of dell5gligld in spermatozoa
{ Table 1),

Thus, sur resules indicare that the Increased frequency of deletions
of the 15g11-gq!3 region in spermatoeoa is in fact an indicator of the
instability of this region that predisposes it o diferent gypes of meor

- panizations: deletons. duplications, irversions and probably partal

UPDs,

Clinical significance

Drespite the increases observed bring moderate (range: (070- 2 768%),
thess indwiduals should be considered at nsk of transmitting PYWS to
thedr descendans. Owr resuls sugpest a reladonship bevween the
presence of PYWS descendants and an increase of deletions and dupl
cations of the 151 | =g |3 region in the sparmatozoa. In thes indid-
uals an increxed frequency of MAHR may occur, affecting regions
with a simiar genomic architecture to the 15g1 1-gl3 megion, giing
rise to a high nurnber of gametes carricrs of reomganizations. Presum
ably, the vast magority of them would lead to ron-viable embryos or
feruses bur those related 1o genomic dEorders compatiie wit [ife.
such as dedetions of the 15g11-gl 3 region, must be ako present
b this situation, the recsmence rsk could reach clinica relevance, In
this sense, it will be interesting to study whether these mdwduals
show an increase of deletions in spermatoroa for other regions of
the genome with smiar characteristics, such as 7ol 123 megion
{irvaked in Wilkams—-Bewen syndrene) or Zigll.2 {imcdved in
DiGecrpe/ Velocardiofacial syndrome). Smilar situations have been
observed in other studies where modernite increases of chromosomal
ancemalies have been found in spermiatozoa of fathers with offspring
affected by different syndromes: dhromosome 21 deomies in sperma-
tozoa from Down syndrome fathers (Blanco of o, 1996) or sex
chromoscames disomies in spermatozoa from fathers with descendants
affected by Turner syndronw [Martinez-Pasarel ot al, 1999) and
Klirefeluer syndrome (Arneds et af, 2004,

I concheion, although additional cases should be analyzed, our
resdts demondrate the inceased amceptbility of wome PYWS
fathiers o generave 15| 1 —q13 deletions, probably relsted to the par-
ticular genomic architecture of the region,

These preliminary resuks deserve to be taken into comidermtion
and the screening of 15q1 1 -ql 3 ancsmalies in spermatores should
be suggested in fathers of PWS indhiduals seeking genetic advice,
bath to gencrate beger data sets and (o gather information that can
furiteer help the genetic counseling of these fimilics
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Absiract  Genonue disorders ane human disenses caused
by merdic chromosomal rearrangements of unstable regions
flanked by Low Copy Repeats (LCRs). LCRs act a5 sub-
strates  for  Non-Allelic  Homologous  Recombination
INAHR} leading 1o deletions and duplications. The aim of
thiz study was 1o assess the basal frequency of deletions and
duplications of the Tq11.23, 151 1-g13 and 22q11.2 regions
in spermatozoa from control donors o cheek differences in
the susceplibility to genermte anomalies and e assess (he
contribution of intra- and intec-chromatid NAHR evenls,
Semen samples (rom ten control donors were processed by
FISH. A customiaed combination of probes was used to dis-
criminate among normal, deleted and duplicated sperm
genolypes. A minimwm of 000 spenm wene assessed per
sample and region. There were no differences in the mean
frequency of deletions and duplications (del + dup) among
the Tq1 123, 15q11-gql3 and 22q11.2 regions (frequency =
SEM, 0,37 £ 0.02; 0,46 £ 0.07 and 0L27 £ 0.07%, respec-
tively) (P =10.122). Mevertheless, hierarchical cluster analy-
sis revenls  imterindividusl  differences  sugpesting  tha
particular haplotypes could be the main source of vanability
in MAHR rates. The mean frequency of deletions was nol
different from the mean frequency of duplcations in the
Tql1.23 (P=0.202) and 15q11-gl3 (7= 0608 regions,
indicating a predbominant inter-chromatid NAHE. By con-
trast, in the 22q10.2 region the frequency of deletions
slightly excecd duplications (P = (0032). although ot the
individual level any donor showed differences. Allogether,
our results support the inter-chromatid NAHR as the pre-

€3, Malma - E, Anion - F. Yidal - J. Blanco (1)
LUrnatat de Baologra Cel-lular, Faculiad de Biscineics.
Universitat Awdnoma de Barcelona,
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dommant mecham=m myvolved m the generation of sperm
deletions and duplications.

Introduction

Genomic disorders are human diseases cansed by mejotic
chromosomal  rearrangements involving unstable regions,
These regions are charmcterzed by being Manked by Low
Copy Repeats (LCRs) that contain hotspols susceplible o
dowhle-strand breaks (DSBs). LCRs ane highly similar dupli-
cated sequences of 953-97% homaology and ranging in size of
between 10 and 300 Kb (Emanue] and Shaikh 2001 ), This
situation provides a chance for misalignment dunng meiosis,
which may lead to rearrangement if o DSB is formed in the
vicinity, Actually, most recument réarcangements occur by
non-allelic homelogous recombination (MAHR) between
LCRs Manking critical regions (Cu et al. 2008),

The pairing and recombination between parlogous LCR=
will generate differem products depending on the orention
idirect. indirect) and the chromatids involved (inter. intm) in
the NAHR cvent. The direct orientation of the LCRs will
generate complementary deletions and duplications {inter-
chromatid NAHR) or only  debetions  (intrs-chrometid
NAHR) (Fig. 1) LCRs amanged in an indimect onentation
will generate mversions via inbra-chromatid NAHR,

Several loci that undergo NAHR are known to be associ-
ated with reciprocal deletions and duplication disorders: for
instance, Williams-Beuren syndrome (OMIM 1940500 and
7q11.23 duplication syndrome (OMIM 609757), Prader-
Willi syndrome (OMIM 1762700 and Angelman syndrome
(OMIM 1058300 and alsn the 15qlilgld  duplication
syndrome (OMIM  608636), DiGeorge/Velocardiofacial
syndrome (OMIM 1384000 and 22q11.2 duplication syn-
dlrome (CIVTIN GIOE 363

€] Springer
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(a} Interchromatid NAHR
a.1) Interchromosomal

HH v = |
del
N N

dup

{b} Intrachromatid NAHRK

a.2) Intrachromosomal

—rli Qg0
act

del del

4
dup

Fig. 1 Genoms reamangements by Moo-Allele Homologous Recombinaton (MNAHR) between durectly onented LUHs. o Interchromalicd,

s Imirachromanid

The Tql1.23 region is Aanked by three highly homalo-
gous LCRs covenng approximaiely 2 Mb (Fig. 2a). They
are named according to their position as centromenc (),
medial im} and elomeric (1) LCHs. These LURs are
divided into three different blocks (A, B and C) containing
different genes and pseudogencs as a resull of evolutionary
duplications { Antonell et al. 205),

Deletions of the Tgl1.23 region are the cause of Wil-
lams-Beuren syndrome (WBS) (Table 1), The mcidence of
WEBS has been established as being batween 177,000 and
120K newboms. and the most frequently  recornem
Tql1.23 deletions causing WEBS are 1.05 Mb long. involv-
ing the LCKR-Be and the LOR-Bm (Fig. 2a) (Peoples et al.
200007, No preferred parenial orngin was observed in the
formation of these deletions. and the inter-chromosomal
{inter-chromatid) NAHR seems o be the most frequent
mechamism involved in these cases (Thomas et al. 200,

The reciprocal duplication of the Tql1.23 region has
been secently described (Table 1), showing milder pheno-
types that, in some cases, were unniticed and inherited
fromm a seermingly unaffected parent (Depienne e al, 2007,
Somerville el al. 2005; Van der Aa et al, 2000). The esti-
mated populmion frequency of duplications has been estab-
lished in 1130000 to 1200000 ¢V an der Aa ei al. 2(08).

The prosimal long arm of chromosome 15 15 freguently
mvolved i struciural rearrangemenis. The  15g1 1-gl3
region 15 [lanked by three LCRs consisting of duplcations
of the HERC? pena/pseudogene (Fig. 2hy (Makofl and
Flomen 2008). Two classes of deletions were described
acconding o the proximal LCR involved in the rearangemen:
class 1 deletions (LCR-1: 6.2 Mb) and Class 11 delehions
(LCR-2; 5.4 Mh). Taking imo sceount that the 15q11-g13
region is under imprinting control, the phenoty pic elects
of the reorgamzed chromosome will depend on the
parental ongin of the inhenied deletion {Table 1) pateml

‘5 Springer
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Fig. 2 Schemated represendation of the regions analyveed. a Tgl 123
region (adapted from Amtoncll etal. 20055 b 13gll-gl3 region
{adapied from Makofl and Flomen 20085, ¢ 229112 region (adapicd

froims Hahoock et sl 2INTT)

51 1gl3 deletions cause Prader-Willi syndrome (FWS),
while maternal ones cause Angelman syndrome (AS). The
incidence of both PWS and AS 15 between /10,000 and
[F20,000 hve borths. However, 15q1 113 deletions only
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Table 1 Debetion and duplication syndromes ussocisted with regions Tgl 1.23, 15q1 1-g13 and 22g11.2

Region Genomic diserder Chromosems anamaly Size (MBY Paremal ongin Imeidence

Tgll.23 Williams-Hewuren syndrome Debetion 1.5 Patermal!maternal 177 M= 120, 00000
Tl 1.23 duplicaivon sy ndmodmc Duplication 1.5 Patcrmalimatcrnal B 3, Ooa= 120, CHN0

gl =gl Prader-Wills syndrome Debetion 54 Patcrnal [ R Pl )]
13q11-q1 3 duplication syndrome Duplication 4 Matemal U nknown

21q11.2 nGearge/velocardsioiacial syndrome Diebetion 3 Paternalimatermal 14000
22112 duplication sy ndroe Patermalimaternal Unknown

Duplicaticn

* Size of the neoal frequent rearmagement

account for T0% of PWS and AS cases, being the incidence
of I'.'hq_l 113 deletions between 114,000 and 1728 (0K fivie
biths, Mo significant bins in the parental orgin of
15g1 113 deletions was observed, so both syndrvmes have
the =aume population incidence. Dilferences in the mecha-
misans of orgin were observied reganding the parental ongin
of the 151 1q13 deletion. In maternal deletions an excess
of inter-chromosomal (inter-chromatid) NAHR evenis was
observed, while for paternal deletions intra-chromosomal
(imeer- o intr-chromabid) NAHR evenis were found 1o be
e freguent (Thomas et al. 2006),

Interstitinl  duplications of 15g11-gl3 were also
descnbed, sharing the same breakpoints as the deletions
(Table 1), Maternally inherited duplications give rise to an
abnormal phenotype. whereas the paternal ones are mol
associated with any effect ['E'.q'r:lln etal, 1998} it may
explain the repered excess of maternally dedved 135g1 1913
duplication cases over the paternally inherted duplications
(Thomas ot al. 2006). An approximately equal number of
inter-chromosomal and intra-chromosomal (inier-chroma-
tid) MAHR as a cause of 15q11g13 duplications was
ohserved (Thomas et al. 20063, The incidence of de novo
duplications has not been established ver due o the low
number of cuses reported to-date.

D 1o ats bagh density of LCRs, chromosome 22 1s espe-
cially prone (o rearrangements cansing differemt genomic
disorders (Urban et al. 2006). Among them, 22q11.2 dele-
tions cause the DiGeorge/Velocardiofacial syndrome
(IGS). This syndrome represents the most frequent geno-
mic disorder caused by déletion, occumng i 143,000 live
births { Table 1}, The deletions causing DOS mainly involve
LCR 22-2 and LCR 22-4. giving rise to delations of 3 Mhb
(Fig. Zc). Mo significant bios in parental origin has been
reported (Thomas etal. 2006). Deletions cousing DGS
seem to be mainly caused by an inter-chromosomal {inter-
chromutid ) MAHR rather than intrs-chromosomal {inter- or
inira-chromatid) NAHR (Thoms @ al, 306).

The reciprocal duplications were first reporied by
Ensemauer et al, (2003) where 12 oot of 653 patsenis referred
for @ 22q11.2 deletion analysis were carriers of 22g11.2
duplications (Table 1). The incidence of 22q11.2 duplications

has not been established wo-date due 1o the low number of
de nova cases reported (Porinod 2K

Owverall, epidemiological studies poinl out o higher inci-
dence of deletions over duplications for the Tgl1.23,
ISl l=gl3 and 22102 regons. Actually, this also
accounts for moest of the deleton'duplication-associated
svndromes, This situation has been related to different
causes: (1) the under-diagnosis of duplication carriers due
1o the mild phenotype they confer (Ensenmuer et al, 2003),
2} Limitations of metaphase-FISH analyss (o defect dupli-
cabions (Portnon 20080 or (3) The formation of gametes car-
rying de novo deletions at a higher rate than duplications
(Turner et al. 2008),

The studies in gametes provide an altemative to studying
the frequency of these rearrangements. We have already
demonsteated that the use of methodologies that allow per-
forming FISH analyses in decondensed sperm nuele
enables studies of high reliability and wide spectrum amd
offers the possibality of direcl assessment of gameles carmy-
ing deletions and duplications (Molina et al, 20000, This
interphase analysis offers the possibility 1o analyze a great
numiber of spermatodoa and thus 1o assess e NAHR
events on the level of single cells,

The amm of this shody was o assess the fregquency of
deletions and duplications occurmng at the Tgl1.23 and
22q11.2 regions in spermatozoa of control donors by means
of sperm-FISH. Resulis of 7q11.23, 22q11.2 and those
already published for the 15q11-gl3 region in the same
control doners (Molina etal. 20000 will be used (1) to
assess the susceptibility of every single region in generating
deletions and duplications and {2) to determine the panicu-
lar contribution of imter-chromatnd and/or intra-chromatid
NAHR evenis,

Materials and methods
Sperm donors

Semen samples from ten control donors, aged 24-50
imean £ 50, 33vears old £ 10.73) were oblained.
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Fig. } Probe comhinatsons
u LSIELN, LIMK]. D75613
(Spectrum Crange, Abbot
Molecular; Abbon Park, IL,

(a) 7q11.23

(b 1 5q11-g13 (c) 22112

USA) and L51 75486

I Apectrum Lereen; Albott
Muobecular), b LSI D13511
[Apevctrum Dvaage, Abbodl
Mobecular) and CEP 15p11.2,
5L Uspretrum CGireen;
Abholt Maolecular).

¢ LSI TUPLED [ Spectrum
Cmage; Abbon Moleculary
and LSI ARSA { Spectrmm
Creen: Abbott Maolecular)

II.-EFTEI'II Fa
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Subjects were normozonspermic and showed normal
karyotypes. To our knowledge, none of them were exposed
1 genotoxic agents, and no history of chemotherapy, rdio-
therapy of chromc illness wWas reconded,

All subjects gave their informed consent in writing o
paricipate in the study amd the profocol was approved by
the Instimnional Ethics Committee of the Lniversitat Auid-
nonk de Barcelona,

Sperm Muomscence in situ hybadieation (Sperm-FISH)

Samples were processed a3 descnbed previously by our
group (Anton and Sarrate 20080, The sperm (raction were
fixed in methanol:acetic acid (3: 1) and spread on a slide. Slides
were kept at —30°C umil procesed. Prior 1w hybridieaion
sperm nuclel were decondensed by shide incubation at 37°C
in Tris buffer containing 5 mmol/l dithiothreitol and 1%
Triton X-100 for 5-12 min.

A triple-color FISH was performed for each subject and
region analyied using a combination of three probes
(Fig. 31: (1) a locus-specific probe for the eritical region,
laheled with Spectrunt Orange; (2 @ centromenc or a
lowcus-specific probe on the same chromosome labeled with
Spectramt Green as a hybrdization control and (3) a centro-
menc probe for chromosome & labeled with Spectrum Agua
as o ploidy comtrol.

All probes were provided by Abbol Molecular, Together
with the probes, Abbot Molecular provide a Cerificate of
Analysis which contains lot information data and traceability.
It testing information (hybodization efficacy and specificity b
and a quality declarmtion, According 1o this certificate, the
probes used in our study are highly specific (only the tar-
geted regions are hybridized) amnd display hybridization
efhciency close o 100F%,

&) Springer

106

|cer 18
|us115a11a12

fusizzqniz

[LE1 g3

The combinations of two probes targeting the same chio-
miasome (the hybridization control probe and the probe spe-
cific for the critical region) allow the analysis of deletions
and duphcations. Accordingly, the presence of the hybadi-
#ation control signal and the absence of the LS probe were
identified as deletions. The same expenmental design was
used for the evaluation of the frequency of duplications.
Taking our scoring criteria into account. two signals were
consilerad as independent if they appeared separated by a
distance preater than the diameler of each signal. i is
impornnt o siate that the resolution of the FISH wchnigue
on iterphase nuecled is 100 kb, Considering that a duplica-
tion of the Tgl1.23, 15q11-g13 and 22q11.2 regions will
separate the signals 3, 4 and & Mb, respectively, this would
allow to elearly distinguish two signals from the 1LS1 probe
anel thus, o assess duplications,

Sperm DNA and probe mixture were separately dena-
tured in formamide solution (70 and 50%. respectively. in
2= §5C) at 73°C for 5 min, Slides were hybridized in a
moist chamber at 37°C overnight. Post-hybridization
washes were performed sccording 0 the manufaciurer's
instructions (Abbon Molecular), and sperm nuclel were
counterstained with DAPI 1 solution { Abboti Molecular).

Sperm-FISH analyses wene performed wsing an Olyme-
pus BX60 epiflunrescence microscope aquipped with a tri-
ple-band pass filter and specific filiers for Aqui, FITC and
Cy3.

A mnnmum of 10,000 sperm were scored for every sin-
gle subject and region. Samples were analyzed indepen-
dently by two experienced observers. applying the

following asscssment Criberi

1. Only spermatozca with a well-defined boundary wens
evalualed. Overapping spermatozoa were discarded
from the count.
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Fig. 4 Triple-color FISH on decondensed sperm nuclel showing some
cxamgdes of normal. debeted and duplicated spermatozoa of the
T2 1.2 region { Probe combinaton: LS TUPLE] {(Spectrnm {drange
Abboti Molecalar). LSI ARSA (Specirum Green: Abboil Molocular)
and CEP 6 { Specimm Agua: Abboit Molecular)

2, According o the number and distribution of the -
cal-region sagnals, the following genolypes wers

asspgned (Fig, 41

¢ Normal: spermatosoa displaying the specilic signal of

the crbical region and the hvbrdizaiion and plody
control signals

¢ Dieletion: spermatozoa lacking the specific signal of
the cntical region but displaying the hybridization
and ploidy contaol signals.

s Duplication: spérmatozoa showing two specific sig-
mals of the critical region (of the same sie and inten-
sity and separated from ench other by a distance
longer than the diamedler of every single signal) and
the respective signals corresponding 1o the hvbridiza-
tion and ploidy control.

The Olympus BX-60 microscope plate was equipped by
Xand ¥ scale which defines a Cartesion coordinale sysiem
This system identifies each point uniquely in a plane by o
pair of numbers. To guaraniee that the same spermatozoon
was ol analyred repeatedly, the analyveer always imitated

the microscope analysis [rom the Jast coomdinates. Morpe-
over, the analyveers always followed the saume ihmerary
along the microscope slide

Data analysis

Data obained were analyveed statistically using 5P55 14.0
(5PSS Inc.; Chicagn, 1L, USA) under the advice of the sta-
tistical service of the Universitn Autbnoma de Barcelona.

To assess the susceplibality o0 generate deletions and
duplications, the following statistical analyses were per
formed:

e Populatron level: the mean frequency of deletions and
duplications were compared among the regions analyzed
by mmesins of @ Friedman Test, Differences wene considerad
tor be sttistically significant when P < 0003

e Individual level: a herarchical conglomenste analysis
was performed o group the cases acconding (o the sim-
larity of the NAHR rates.

¢ Age eflect: a Spearman’s correlation between the fre
quency of the total deletions and duplications observed
and the age was perdormed. Cormrelation was considercd
to be statistically significant when P < (LS.

To assess the participation of inter-chromatid NAHR and/
of intea-chromatid NAHR the following wesis were per-
formed:

o Population level: a Wilcoxon lest to analyvze whether the
mean frequency of deletions were different from that of
duplications in every single region. Differences were
considered (o be statisheally sigmibicant when P < 0,05

e Individual level: a McNemar test o compare the [rne-
quency of deletions and duplications. To avoid false
positives due 1o the high number of spermatozoa analyzed
per subject, differences were considered (o be statistically
significant when P < 0,01

Resulis

A total of 201884 sperm nucler were analvzed. 107042
nuclei for the Tql1.23 region and 1O0S4ZE nuclei Tor
239112 region (Table 2)
regiom, the basal levels of deletions and duplications

Concerning  the 15q11-g13

recently published by our group n the same control popula-
tron have been included 1o perform the statistical analyses
(Muolina et al. 2000)

There were no differences in the menn frequency of dele-
tions and  duplications (del + dupd among the Tl 1.23,
ISgll=gl3 anmd 221012 regions  (frequency £ SEM,
037 £ 0,02 0.46 £ 007 and 0.27 £ 0.07%, respectively)
(P =0.122) (Fig. 5a).
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ax Table 3 Dilferences m the frequency of deletions found in spermaio

535 woa amd in the geneml populsiion
i‘ 82 Locus Frequency im Frequency in Raic sperm/
i‘ s spermalodo population® popalation
L=
; a Tgl1.23 20 = 107 74 x 1078 184

o I3q11q13 rily SN | 4% % 107% 448

22q11.2 1.7 % 1072 2.5 = 1071 6.5
o

g1

151913 Thq11.3

Fiz. . Mean frequencies of deletions and duplications found in each

region analyzed. Ervor barr repeesent the siandard error of the mean
(SEM)

C-9 (sub-cluster 2.2) wene grouped together. ol a dis-
tance of 2, and showed the frequency of the 10q1igl3
and 7gl 1.23 deletions and duplications lower than the
other segion analyred. Finally, individual C-7 was scpa-
rted s a distance of 10 from the other subjects of Cls-
ter 2 showing the rates of deletions and duplications
which were all slightly higher,

Mo significamt cormelstion was observed between the fre-
quency of the sum of deletions and duplications for all of the
regions analyzed and the age of donors (r= 022 P =0.545),

The mean frequency of deletions was not different from
the mean frequency of duplications in the Tgll1.23
(P=0202) and 151 1-g13 (P =0.609) regions. By con-
trast, in the 22q11.2 region the frequency of deletions
slightly exceed duplications (P = 0,032} (Fig. 6). The com-
parison between the frequency of deletions and duplica-
trons ot the individual level reveal no significant differences
in any of the 30 comparizon performed (len comparisons
per regaon) (F = 0.01),

Dhiscussion

Sperm-FISH stlies have long enabled cytogenctic studies
i spermatodoi (Maran 2008) manly addressed 1o meiotic
segregation analvses in carriers of chromosomal rearmnge-
ments (Anton etal. 2007) and to the assessment of the
aneuploidy rate in infentile men (Sarrate et al. 2008). We
have already demonstrated the reliability of this meéthodology
to assess the frequency of deletions and duplications in
spermuatodoa when an sccurte FISH design is performaed:
probes spanning the region 1o be examined. control probes
for the chromosomes involved and well-defined strici
seoring eriteria (Molina ¢t al, 20100,

Suscepibility in genering deletions amd duplicutions
The relationzhip between the phenomenon of NAHR and

the presence of fanking LCRs is well known. Three LCR
features have been hyvpothesized as being determinamts for

* Mean iscidence establishod for the general populsiion

the rate of NAHR events: homology. distance and size
(Lupski 199%; Inove and Lupski 2002; Gu et al, 200%).

Eegarding the LCREs involved in the three regions ana-
Iyzed in this study (Fig. 2) no differences exist in the degree
af homaology, being higher than 99% in all of them. On the
contrary, distance displays some differences. Thus, the maost
frequent LCRs involved in NAHR evenis are sepamied by
[.5 Mb, 5.4 Mb and 3 Mb for the Tq11.23. 15q11-q13 and
22q11.2 regions, respectively (Fig. 2). LCR sizes also dis-
play differences: 320 Kb (Tg) 123 region: Cusco ot al.
&), 500 Kb (15g11-gl3 region; Makofl and Flomen
2008} and 240 Kb (22g11.2 region; McDemmd and Mor-
row 20020 As the rale of anomalies 15 equivalent among
regions, our results disagree with the hyvpothetical effects of
these three parameiers on the frequency of NAHR evenis,

Other authors have calculated the rate of sperm-NAHE in
hotspots relating the figures with LCR homology, distance
and size. Among the four hotspots analyzed by Turner et al.
(2008) (WBS-LCR m Tql1.23, CMTIA-REP m 17pl1.2
LCRITp at 17p11.2 and AZFa-HERY at Yql1.21). they
found that the lowest NAHR rates occurred between the
LOCRs located furthest apan in the 17-p region (sepasated at
5 Mb), in agreement with the hypothesieed relition between
NAHR rates amd LCR distance. However, no correlation
was found among the other thnee regions analyieed,

Overall, resulis seem o indicate a negligible effect of
homology. distance and size on the final oulcoms of sperm
deletions and duplications mediated by NAHR. at least for
the fgures of six oul of the seven regrons analyred to-date
{ Turmer el al, 2008, present work ),

From our results, the frequency of sperm deletions was
higher than the incidence of the associated syndromes in
the population, suggesting 4 negative selection before birth
(Table 3). Actually, 15q11g13 duplications (Schaefler of al.
2004) and 22q11.2 deletions (Le Caignec ¢t al. 2005; Chen
et al. 2006; Patel et al. 2006 ) have been reponed in prenatal
diagnosis and frst-trimester sponlanecus miscarnages,

The incidence of deletions and duphcations was equiva-
lent in sperm, but showed different rates in the live born
population (Table 1), Assuming no differences in the
ledilization capacity of spermatoeoa with the respective
deletion or duplication, this comparison suggests that the
degree of viabihty depends on the affected regon, From the
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comparzon of the rates of NAHR in sperm and the previe
lence of the associated symdromes in the population, it
seems that 22q11.2 deletions are more viahle than Tgl1.23
and 15g11q13 deletions (ratio spermatozoa/population
deletions = 6.8; 28.4; 45.8, respectively) (Tahle 3). These
differences in embryo viability would depend on the nuim-
ber and the expression of the penes comprsed i each
region { Enkhmandakh e al, 2004, 2008, For instance, the
lower viabality of embryos carrying patenmal ]5|:|I 113 dele-
ticus could be witrbuted 1o the tal lack of gene expression,
since this region is submitted (o imprinting control,

The hierarchical conglomerate analysis has grouped the
subjects secording to the NAHR rutes in different clusters,
sugpesting dilferences al the individual level (Fig. 5¢). In
this sense. inter-individual vanation in the frequency of
MAHR cvents has also already been reponed using a sin-
gle-sperm typing assay (Lam and Teffreys 2007 From the
analysis of the genomic archiiecture of some regions in
at-risk individuals (parents of affected offspang). the presence
of predisposing huplotypes making some regions mone sus-
ceplible to NAHR phenomena is well-documented: inver-
sions of the critical region of WBS (7q11.23) (Osbome
ot al. 2Ny or AS I:I."'lql]q[]-] (Crimecll ¢t al. 2N} and
variation in the copy number of Tgl1.23 LCR repetitions
(Cusco el al. 2008) A simalar siluation could be found n
the general population. where differences in the genomic
architecture among  individunls would lead o different
degrees of NAHR and, hence, o differences in the fre-
gquency  of deletions and  duplications,  For instance,
although the rate of deletions and duplication of the
Tg11.23 is not different at the population level, individual
C=4 has a threefold gher frequency of Tgl 1,23 delelions
and duplications than individual C-8.

(i the other hand, no correlation was found betwoesn
the Trequency of the otal deletions and duplications and the
age of the subjects, Some comtroversy exists regarding
the relationship between age and the frequency of chromo-
somal abnormalities  in spermaiozoa.  Some  authors
described an effect of the donor’s age on the frequency of
sperm carrying numencal (Asada et al, 2000 Bosch et al,
2003) or structural chromosome abnormalities { Bosch et al.
2003; Sloter et al. 2007). By contrast. other authors did not
fnd this relationship (Kurahashi and Emanuel 2000,
Plastira et al. 2007). Contradictory resulis could be due to
differences in the nature of the anomalies: age-dependent
and age-independent anomalies could exist, explaining the
dilferemt results observed fo-date. In any case our resulis
argue in favor of a mull effect of age on the rate of NAHR.

Mechanisms of formation of deletions and duplications

There are differcnt data conceming the mechanisms of for-
meation of deletions and duplications in the literaiure, Some
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authors infer the mechanism from the comparison of the
frequency of both anomalies in sperm: The same percem-
age of deletions and duplications would indicate the pre-
dominance of the inter-chromatid NAHR, while a
significant amount of deletions would indicate the partici-
pation of intr-chromeatid events. The study of Lam and
Jeffreys (2007) compared the incidences of these evenls in
twao men, and whersas one of them showed the same rates
of spemi deletions and duplications (suggesting inter-chro-
maticd exchanges), the other displayed o higher me of
duplications indicating the occurrence of intra-chromo-
somal exchanges (intesfintra-chromatid). These authors
suggested that the increase in the duplication frequency
could be due to premertic evenls, giving rise (0 a mosai-
cism that enhances the frequency of duplications ( Lam and
leffreys 2007). On the other hand, Turner ¢t al. (208)
analysed the rute of deletions and duplications in sperm
samples by QFE-PCR in [our regions, concluding that intra-
chromatid MAHR was the predominant mechanism in all of
the regions studied.

Studies in affected patients refute this interpretation.
Acwally, the Tql1.23 and the 22911.2 deletions tend 1o
anse from by inler-Chaomosomal (ntér-chromatid) NAHR
events, while intra-chromosomal NAHR seems o be the
cause of 15g1 gl 3 deletions; in (s last region, both inter-
and intra-chromatid NAHR could be the canse of the dele-
tions { Thomas et al. 2006).

Our results support the predominamce of the inter-chro-
matid NAHR mechamism; the comparison between (he fre-
quency of deletions and duplications ot the Tgl1.23 and
153q1 1-q13 regions, in which no significant differences wena
found i the populations and the imdividual level, suggesis
that the imer-chromatid NAHR is the main mechanism
invialvied in the generation of anomalics. At région 22q11.2
a shight differenee was observed. Nevertheless, al the indi-
vidual level any subject showed a significantly higher fre-
quency of deletions, indicating thm the inter-chromatid
MAHRE mechanism should alse be the main mechamsm
invalved in the generation of deletions and duplications in
the 22102 region. Dhlferences observed between our
results and those found by Turner et al. (2008) could be dug
1o the experimental design. as Turner et al. specially mea-
sured the NAHR evenis across the hotspols i the LCRs,
whiereas the present stody and also the one performed by
Lam and Jeilrevs (2007) measured the entire loci, thus
allowing rescarchers to score MAHR events outside the hot-
spols.

Imporamly, this situation seems w be differemt in some
individuals, We have already demonstrated that some
fathers of children affected by PWS generated mone sperm
carrying deletions than duplications (Maolina et al. 20000 In
other words. while in control donors deletions and duplica-
tions are generated ai the same e, specific haplotypes
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woubld increase the chance of mbm-chromatid NAHR
events. thus significantly increasing the rate of deletions
and biasing the 1:1 ratio wwards deletions.

Ohur results suggest that. if the same viability is assumed
for duplications, the higher incidence of deletion over
duplicaion  syndromes  for Tgl 123, 15q10-g13  and
29102 is g consequence of undiagnosed duplications.
Muoreover, the presence of these duplications in apparently
normal individpals could have clinical consequences for
their offspring (e.g. idiopathic mental retardation). The phe-
napype associated with duplications is quite variable, proba-
bly depending on the penetrance and expressivity of (he
genes comprsed i the region. Some duplication cases
were dingnosed for whom one of the parents was a duplica-
tion-carrier subject showing milder effects (Bolton et al.
2001; Porinoi 2009; Van der Aa et al, 2009),

In summary, as a whole, the rate of sperm deletions and
duplication is equivalent among the Tl 123, 15g11-g13
and 22q1 1.2 regions, However, interindividien] oiMenenees
have been evidenced. These data suggest thal paricular
haplotypes could predispose these regions (o differcnl
degrees of NAHR events. Morcover, the mechanisms of the
formation of deletions and duplications seem 1o be caused
by inter-chromatid exchange events,
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ABSTRACT

Low-Copy Repeats predispose the 15qll-ql3 region to non-allelic homologous
recombination. We have already demonstrated that a significant percentage of Prader-
Willi syndrome (PWS) fathers have an increased susceptibility to generate 15q11ql3
deletions in spermatozoa, suggesting the participation of intrachromatid exchanges. This
work has been focused on assessing the incidence of de novo 15q11ql3 inversions in
spermatozoa of control donors and PWS fathers in order to determine the basal rates of
inversions and to confirm the intrachromatid mechanism as the main cause of 15q11q13
anomalies.

Semen samples from 10 control donors and 16 PWS fathers were processed and analyzed
by triple-color FISH. Three differentially labeled BAC-clones were used: one proximal
and two distal of the 15q11-q13 region. Signal associations allowed the discrimination
between normal and inverted haplotypes, which were confirmed by laser-scanning
confocal microscopy.

Two types of inversions were detected which correspond to the segments involved in
Class I and II PWS deletions. No significant differences were observed in the mean
frequencies of inversions between controls and PWS fathers (3.59%+0.46 and
9.51%+0.87 vs 3.06%*0.33 and 10.07%+0.74). Individual comparisons showed
significant increases of inversions in four PWS fathers (P<0.05) previously reported as
patients with increases of 15q11q13 deletions.

Results suggest a high incidence of heterozygous inversion carriers in the general
population that could have important implications, as they have been described as
predisposing haplotypes for genomic disorders. As a whole, results confirm the high
instability of the 15ql1ql3 region, which is prone to different types of de novo

reorganizations by intrachromatid NAHR.
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BACKGROUND

The human genome has been proven to be a highly dynamic structure, showing a great
number of structural and copy-number variation [1]. Four major mechanisms contribute
to the genesis of variations: non-allelic homologous recombination (NAHR), non-
homologous end joining (NHEJ), fork stalling and template switching (FoSTeS) and
retrotransposition [1]. The presence of segmental duplications or low-copy repeats (LCR)
throughout the human genome plays a significant role in the formation of variation
through NAHR [2,3]. LCRs are DNA fragments longer than 1 Kb in size which share
more than 90% of sequence identity between paralogous copies [4]. They represent 5% of
the human genome, and their interspersed nature and sequence identity provide a
substrate for NAHR [5].

Different stable products can be produced by NAHR according to the orientation of the
LCR and the number of chromatids involved in the event. Complementary deletions and
duplications can be generated by interchromatid NAHR involving direct LCRs, deletions
will be the only resulting product of intrachromatid NAHR also involving direct LCRs.
Inversions will be generated via intrachromatid NAHR if LCRs are arranged in an
indirect orientation (Figure 1). While deletions and duplications are usually related to
altered phenotypes, most inversions are considered as being polymorphic variants with no
apparent phenotypic effects for the carriers. This fact, together with the lack of high-
throughput methods currently available for the detection of submicroscopic inversions,
leads to an underestimation of the true amount of their real occurrence in the human
genome [6]. Nevertheless, it has been postulated that they can increase the likelihood of
secondary rearrangements leading to recurrent genomic disorders in the offspring [7]

(Table 1).
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The human 15ql1-ql3 region is a highly dynamic segment involved in different
rearrangements by NAHR. This region is flanked by three complex LCRs (LCR15-1,
LCR15-2 and LCR15-3), clustering most of the breakpoints involved in chromosome
reorganizations [8]. LCRs of the 15ql11-ql3 region are built by duplications of the
HERC? gene/pseudogene which form blocks called END-repeats that are oriented both in
direct or indirect orientations [9]. Two major types of deletions have been reported:
Class-I deletions involve a 6.6-Mb region delimitated by two breakpoints localized within
the LCR15-1 and LCR15-3, and Class-II deletions, which have the proximal breakpoint
within the LCR15-2 and the distal one in the LCR15-3, leading to a loss of 5.3 Mb of
genetic material [10]. It is well known that paternal 15q11ql3 deletions are the major
cause of Prader-Willi syndrome (PWS; OMIM 176270) [11], while maternal deletions
cause Angelman syndrome (AS; OMIM 105830) [11].

Inversions of the 15q11ql3 region have been indirectly related to the occurrence of
genomic disorders. In particular, Gimelli et al. (2003) reported a 5.3-Mb heterozygote
inv(15)(q11q13) (corresponding to the Class-II deletion segment) in a significant
proportion of mothers with Angelman syndrome-affected children. Based on these
findings, they suggested the existence of haplotypes at risk for the generation of
secondary rearrangements (deletions and/or duplications) as was previously described in
the 7q11.23 region [12]. Strikingly, this inversion was also observed in heterozygosis in
9% of the control population. Other NAHR-based chromosomal rearrangements have
been reported in this region that emphasize its instability: duplications [13],
supernumerary marker chromosomes [14], triplications [15] or partial uniparental
disomies [16].

Our group has recently reported that some PWS fathers produce significantly increased

frequencies of spermatozoa carrying de novo 15q11q13 deletions, suggesting the presence
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of predisposing haplotypes for intra-chromatid NAHR events [17]. As intra-chromatid
NAHR events could also generate inversions, in the present work we have analyzed the
frequency of de novo 15q11q13 inversions in spermatozoa from control donors and PWS
fathers. The aim of this work was: 1) to determine the basal rate of de novo 15q11ql3
inversions, and 2) to investigate if the PWS fathers with an increase of deletions also

show increases of inversions.
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RESULTS

Clone selection and positioning

Three BAC clones were selected using the resources of the Genome Browser database
(UCSC Assembly; February 2009) [18] for triple-color FISH experiments on
decondensed sperm-nuclei: one proximal BAC clone (RP11-1122J3) mapping between
the LCR15-1 and LCR15-2, and two distal clones (RP11-322N14 and RP11- 230M20) on
either site of the LCR15-3 (Figure 2a).

The positions of the selected probes were verified on metaphase spreads. Every single
probe showed specific signals on the pericentromeric area of chromosome 15 (identified

by DAPI banding), and no cross-hybridization was observed.

Experimental design
A minimum of 1,000 informative sperm nuclei were analyzed per sample (controls and
PWS fathers). The following criteria of analysis were strictly used:

1. Only spermatozoa with a well-defined boundary were evaluated. Overlapping
spermatozoa were discarded from the count.

2. Only spermatozoa with a clear distribution of two associated signals (in close
proximity or overlapped) and one separated signal were considered
informative. The separated signal must be separated from the others by at least
a two-fold longer distance compared with the separation of the associated
signals.

Our design implies that two probes would potentially change their positions (RP11-
1122J3 and RP11-322N14) while the third probe remains in place (RP11-230M20). This

allowed us to unequivocally discriminate between normal and inverted haplotypes.
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According to the distribution of signals in the informative sperm nuclei, the following
genotypes were assigned:

e Normal (Figure 2a): spermatozoa displaying an association of the two distal
signals (orange and blue) and the proximal signal (green) located apart from
the others.

e Type-1 inversion (Figure 2b): spermatozoa displaying the proximal signal
(green) associated with the most distal signal (blue), and the orange signal
being located apart.

e Type-2 inversion (Figure 2c): spermatozoa displaying the proximal signal
(green) associated with the orange signal, and the blue signal being located
apart.

The presence of normal and inverted haplotypes was confirmed by confocal laser-

scanning microscopy (Figure 2).

Sperm-FISH results

The hybridization efficiency of every single probe in sperm nuclei was higher than 98%.
The mean frequencies of informative nuclei in both controls and PWS populations were
higher than 70% (71.45% and 73.78%, respectively) (Tables 2 and 3).

A total of 10,292 informative sperm nuclei from the control population were analyzed
(Table 2). The mean frequency of Type-1 inversions was 3.59%, ranging from 1.29% to
5.32%, with a standard error of the mean (S.E.M) of 0.46%. The mean frequency of
Type-2 inversions was 9.51% (£0.87% SEM), ranging from 6.47% to 14.06%.

In fathers of PWS individuals, a total of 16,545 informative sperm nuclei were analyzed

(Table 3). The mean frequency of Type-1 inversions was 3.06% (+0.33% SEM), ranging
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from 1.37% to 5.73%. The mean frequency of Type-2 inversions was 10.07% (+0.73%
SEM), ranging from 5.39% to 15.02%.

Frequencies of Type-2 inversions were significantly higher than the frequencies of Type-
1 inversions in both the control population (P=0.005) and in the PWS fathers (P=0.0001).
Moreover, a significant correlation was observed between the frequencies of Type-1 and
Type-2 inversions (r=0.55; P=0.004) (Figure 3a).

No significant differences were observed for either the frequencies of Type-1 or Type-2
inversions between the PWS fathers and the controls (P>0.05) (Figure 3b). Nevertheless,
individual comparisons showed higher incidences of inversions in four PWS fathers due
to increases of Type-2 inversions: PW-5, PW-10 and PW-13 (P<0.05), or increases in
both types of inversions: PW-1 (P<0.05) (Table 3) (Figure 3c). It deserves to be
mentioned that significant increases of 15q11q13 deletions were previously reported in all
these four individuals [17]. No significant correlation was observed between the
frequencies of 15q11q13 inversions and age (P>0.05).

When considering the frequency of the different stable products resulting from
intrachromatid NAHR events, that is, inversions and deletions (data previously reported
[17]), no correlation was observed in either the control population (P=0.121) or in the
PWS fathers. However, a tendency to correlate (r=0.69; P=0.062) was observed in the

PWS fathers.
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DISCUSSION

Experimental design

Sperm-FISH analyses have been widely used for cytogenetic studies in spermatozoa [19]
and have been mainly focused on evaluating the genetic reproductive risk of carriers of
abnormal karyotypes [20] and infertile patients [21]. Furthermore, and more recently, we
have demonstrated the reliability of this methodology to assess the rates of deletions and
duplications in spermatozoa [17]. In all of these approaches, the chromosomal
constitution of the sperm nuclei is inferred by the evaluation of the presence or absence of
a given FISH signal.

In the present work, the potentiality of sperm-FISH to also detect inversions has been
evaluated. Our results confirm that this approach is feasible and realistic if an accurate
experimental design is used, taking into consideration the relation between the genetic
distances and the physical distances of FISH signals in the interphase nucleus.

Our experimental design has led to the observation of two types of signal distributions:
two plus one (2+1) and associations of three. As the images of the three signals in
association could be the consequence of chromatin loops resulting from high-order
packaging of interphase DNA, all of the nuclei showing this distribution were classified
as uninformative and were discarded for haplotype evaluation. The 2+1 distributions were
assigned to three different haplotypes: normal, Type-1 and Type-2 inversions. In any
case, the two associated probes were always located closer than 1Mb and the probe apart
was separated by a distance longer than 5 Mb. It is well-known that the separation of
interphase FISH signals increases as the genomic distance between the probes becomes

larger, and this correlation is consistent for genomic separations up to 2 Mb [22]. As a
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consequence, the three signals in our experimental design will appear as specific

distributions of 2 associated dots plus 1 separated dot.

Two different types of 15q11q13 inversions were observed

The results obtained point to the existence of two types of inversions that involve the
segments corresponding to the reported Class-I and Class-II 15q11q13 deletions. Our data
are in agreement with the existence of the 15q11q13 inversions between the LCR15-2 and
3 (Type-2) previously described by other authors [23]. Furthermore, our experimental
approach allowed us to describe a new inversion involving the segment between LCR15-
1 and 3 (Type-1 inversion). As in the case of deletions, the most frequent inversion was
the Type-2 inversion. Altogether, these data suggest that the LCR15-2 could harbor
longer stretches of homology than LCR15-1 with the LCR15-3, making the first more

susceptible to NAHR events.

Susceptibility to generate 15q11q13 inversions

Unexpectedly high rates of 15q11q13 inversions were found in spermatozoa from the two
populations studied. Two pieces of evidence indicate that these inversions are generated
de novo: 1) Since the frequency of inversions was not close to 50% in any case, the
possibility of having any constitutional heterozygote inversion carrier can be ruled out. 2)
Another possibility is the presence of a mosaicism for the inversion restricted to the germ
line. Two pieces of data make such a possibility unlikely. First, inversions are considered
to be a predisposing haplotype that increases the risk of secondary rearrangements such as
deletions. While the incidence of inversion was consistently high in all control and PWS
fathers, most of them did not show increases of deletions. Second, if mosaicism is present

in testicular tissue, we would expect that the degree were different among individuals
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generating different percentages of sperm inversions. Instead, as mentioned above, the
percentage of sperm inversions was consistent (Tables 2 and 3).

The high rate of 15q11q13 inversions in spermatozoa suggests that a certain percentage of
heterozygous carriers are present among the general population. Taking into account the
frequency of sperm inversions observed in the present study (Type-1 and Type-2
inversions: 13.1%) and assuming that the frequency of these inversions would be the
same in oocytes, we can infer that the frequency of heterozygous carriers in the general
population would be 11.3% (13/100 x 87/100). These results are in agreement with the
9% of inv(15)(ql1q13) heterozygous carriers (4 out of 44 individuals) found in the
control population assessed by Gimelli et al.(2003). This situation has already been
described in population studies analyzing other regions with similar features such as
7q11.23 and 8p23.1, where inversions were observed in 5.8% and 79% , respectively [24,
25]. In this sense, it seems likely that the frequency of inversions in regions with a
genomic architecture characterized as being flanked by LCR could be as high as the one
described in the 15ql1ql3 region, and this would strengthen the hypothesis that the
frequencies of inversions are underestimated within the great deal of structural variants of
the human genome [6].

This situation might have important implications at a population level. As was previously
suggested, the presence of an inverted chromosome in heterozygosity originates an
unpaired region at pachytene making the region prone to misalignment and NAHR. Thus,
the risk for a secondary rearrangement affecting the offspring could be increased [6, 12,
23]. Consequently, heterozygote carriers of any of these types of inversions could have an

increased risk of transmission of 15q11q13 deletions in descendants.

Intrachromatid NAHR is the major NAHR mechanism
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Results obtained in the present work showed higher frequencies of 15q11q13 inversions
than the frequencies of deletions and duplications previously reported in controls and
PWS fathers [17], thus indicating that intrachromatid NAHR is the most frequent
mechanism. Some PWS fathers showed significantly increased rates of inversions, as
compared with the control population (Table 3). Strikingly, all of them were previously
reported to have significant increases of 15q11q13 deletions [17]. These data point out the
important participation of intrachromatid NAHR in the generation of 15ql1-ql3
anomalies. As a whole, our results suggest that individuals at risk (those showing
significant increases of 15ql1ql3 anomalies in spermatozoa) have a disrupted
intrachromatid NAHR mechanism, as only the products derived from this mechanism
overrate those of the control population.

Since no constitutional heterozygous carriers of inversions were detected in any of the
subjects analyzed, and different outcomes were found to be increased in spermatozoa of
some PWS fathers (15q11ql13 deletions or both 15q11q13 deletions and inversions),
differences in the genomic architecture of the LCRs flanking this region might exist.
Some authors have reported structural variation in the LCRs flanking some regions
involved in genomic disorders [26, 27]. They suggested that some specific haplotypes
within these LCRs could predispose those regions to misalignment between paralogous
copies and thus predispose the region to NAHR, increasing the risk of transmission of
genomic disorders. Our results suggest that, in fact, differences in the genomic
architecture of the LCR15s predispose these individuals to intrachromatid NAHR, thus
producing different rearrangements. Some individuals would show haplotypes with
longer stretches of direct homology between paralogous LCRs, thus increasing the rates
of deletions in spermatozoa, whereas other individuals might have haplotypes with higher

degrees of direct and inverted homologies with their own paralogous copies increasing
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both the rates of de novo deletions and inversions in spermatozoa. In this sense, the
availability of methodologies that enable studying the genomic architecture of specific
LCRs would allow for identifying possible predisposing haplotypes that would explain
these differences and that would potentially increase the risk of transmission of 15q11q13

anomalies.

CONCLUSIONS:

We found a high frequency of 15q11-q13 inversions in spermatozoa from both controls
and PWS fathers, thus suggesting a high incidence of heterozygous inversion carriers in
the general population that could have important implications, as they have been
described as predisposing haplotypes for genomic disorders. As a whole, the results
obtained in this work confirm the high instability of the 15q11q13 region, which is prone

to different types of de novo reorganizations generated by intrachromatid NAHR events.
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METHODS

Biological samples

Semen samples from 10 control donors aged between 24 and 50, and 16 PWS fathers
from 32 to 60 years of age were obtained. Donors were volunteers recruited from the
general population. All subjects had normal karyotypes and were normozoospermic. To
our knowledge, none of them had been exposed to genotoxic agents, and no history of
chemotherapy, radiotherapy or chronic illness was recorded.

All subjects gave their informed consent in writing to participate in the study and the
protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the Universitat Autonoma

de Barcelona.

Slide preparation

Samples were processed as described previously by our group [28]. Briefly, the sperm
fraction was resuspended in hypotonic solution (0.075 M KCI) for 30 minutes at 37°C and
fixed in methanol:acetic acid (3:1). Spermatozoa were spread on a slide and kept at -20°C

until processed.

Probes

Three BAC clones were selected using the resources of the Genome Browser database
(UCSC Assembly; February 2009). All clones were obtained from the Children’s
Hospital Oakland Research Institute, BACPAC resources (Oakland, CA 94609 USA).
BAC DNA extraction was performed using the QIAprep Miniprep kit (Qiagen GmbH;

Hilden, Germany) following manufacturer’s instructions.
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BAC clones RP11-1122J3, RP11-322N14 and RP11-230M20 were fluorescently labeled
with Spectrum Green-dUTPs (Abbott Molecular; Abbott Park, IL, USA), Spectrum
Orange-dUTPs (Abbott Molecular) and DEAC-dUTPs (Perkin Elmer Inc; Boston, USA),
respectively, by Nick Translation (Roche; Mannheim, Germany). Probes were mixed with
10 pg of Cot 1 DNA (Invitrogen; Carlsbad, USA), ethanol precipitated and resuspended
in hybridization buffer (50% Formamide, 1xSSC and 10% dextran sulphate) (Abbott
Molecular).

Probe positions were verified on lymphocyte metaphase chromosomes. Hybridization in
spermatozoa was determined by the evaluation of 1,000 sperm nuclei per probe in three

different FISH experiments.

Fluorescence in situ Hybridization on sperm (sperm-FISH)

Prior to hybridization, sperm nuclei were decondensed by slide incubation at 37°C in Tris
buffer containing 25 mmol/ml dithiothreitol and 1% Triton X-100 for 45 minutes.

A triple-color FISH using the three BAC clones differentially labeled was performed
following standard procedures. Briefly, probes were denatured at 80°C for 8 minutes and
pre-annealed at 37°C for 15 minutes. Sperm nuclei were denatured at 73°C in 70%
formamide in 2xSSC for 5 minutes. Hybridization was carried out by adding 5 pl of the
corresponding probe mixture (200 ng of each probe) to the sperm preparation and
incubating the slides in a moist chamber at 37°C for 48 hours. Post-hybridization washes
were performed in 1xSSC with 0.3% NP-40 at 73°C followed by 2xSSC with 0.1% NP-
40 at room temperature, for one minute in each solution. Slides were mounted with

antifade solution (Abbott Molecular).
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Analyses were performed using an Olympus BX-60 epifluorescence microscope equipped
with a triple-band pass filter, and specific filters for Aqua, FITC and Cy3.

A minimum of 1,000 informative sperm nuclei were analyzed per sample.

Confocal Laser-Scanning Microscopy

To confirm the existence of normal and inverted haplotypes, 80 sperm-nuclei were
captured and analyzed using a confocal-laser scanning TCS-SP5 AOBS microscope
(Leica Microsystems, Heidelberg Gmbh; Mannheim, Germany).

Spectrum Orange fluorochromes were excited with the 561-nm line of a DPSS laser and
observed in the red channel at an emission range of 569-nm to 671-nm. Spectrum Green
fluorochromes were excited with the 405-nm line of a diode laser and viewed in the green
channel at 502-nm to 551-nm. Finally, DEAC fluorochromes were excited with the 488-
nm line of an Argon laser and observed in the blue channel at an emission range of 444-
nm to 500-nm. Stacks of 16 to 20 sections every 0.3 pm were acquired.

Image combining and processing were performed with the IMARIS software package

version 2.7 (Bitplane AG; Ziirich, Switzerland).

Data Analyses
Data obtained were statistically analyzed using SPSS version 15.0 (SPSS Inc; Chicago,
IL, USA) under the advice of the statistical service of the Universitat Autonoma de
Barcelona.
To assess the relationship between the two inverted haplotypes, the following analyses
were performed:

e The mean frequencies of Type-1 and Type-2 inversions were compared in both

populations by a Wilcoxon test.
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e A Pearson’s correlation test between the frequencies of the two inverted
haplotypes was performed.
To assess the susceptibility of the 15q11-q13 region to generate inversions, the following
statistical tests were performed:
e Population level: The mean population frequency of 15q11ql3 inversions were
compared between controls and PWS fathers by means of the Mann-Whitney test.
e Individual level: A Chi-square test comparing the inversion frequencies of every
single PWS father with the mean frequency of inversions observed in the control
population was performed.
e Age effect: A Pearson’s correlation test between the sum of inversions and the age
of all subjects was performed.
To assess a possible relationship between the frequency of inversions and the frequency
of deletions previously found by our group [17]:
e Spearman’s correlations between the frequency of the total inversions (Type-1 +
Type-2) and the frequency of deletions were performed for both the control

population and the PWS fathers.

Differences and correlations were considered statistically significant when P<0.05.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1: Products generated by NAHR according to the LCR orientation and the
chromatids involved. (N=normal; del=deletion; dup=duplication; ace=acentric; inv=

inversion).

FIGURE 2: Spermatozoa classification regarding signal distribution. Examples of two-
and three-dimensional images of the same sperm nucleus are showed. a) Normal

haplotype, b) Type-1 inversion haplotype and c¢) Type-2 inversion haplotype.

FIGURE 3: a) Correlation between the frequencies of Type-1 and Type-2 inversions, b)
Mean frequencies of 15q11ql3 inversions in control donors and PWS fathers. Bars
represent the standard error of the mean (SEM), c) Frequencies of Type-1 and Type-2
inversions observed in every single PWS father. Asterisks show cases with significant

higher incidences of inversions.
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TABLE 1: Examples of polymorphic inversions and the related genomic disorders

reported to be caused as secondary rearrangements.

GENOMIC
INVERSION SIZE (Mb) DISORDER/REARRANGEME REFERENCE
inv(3)(q29) 1.9 13\229 microdeletion syndrome [29]
inv(5)(q35) 1.3 Sotos syndrome [30]
inv(7)(q11.23) 1.8 Williams-Beuren syndrome [31]
inv(8)(p23) 4.7 8p23 microdeletion syndrome [32]
inv(15)(ql1ql13) 4 Angelman syndrome [23]
inv(15)(q13.3) 2 15q13.3 deletion syndrome [33]
inv(17)(q12) 1.5 RCAD syndrome [29]
inv(17)(q21.31) 0.9 17921.21 deletion syndrome [34]
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TABLE 2: Sperm-FISH results in control donors

Informative Haplotypes®
CASES Age  Total

(%) Normal Type-1inv  Type-2 inv
C-1 26 1416 1015 (71.68) 873 (86.01) 54 (5.32) 88 (8.67)
C-2 24 1479 1061 (71.74) 932 (87.84) 41 (3.86) 88 (8.29)
C-3 25 1494 1018 (68.13) 842 (82.71) 45 (4.42) 131 (12.87)
C-4 23 1435 1063 (74.08) 937 (88.15) 56 (5.27) 70 (6.59)
C-5 36 1343 1012 (75.35) 862 (85.18) 45 (4.45) 105 (10.38)
C-6 28 1488 1024 (68.82) 834 (81.44) 46 (4.49) 144 (14.06)
c-7 50 1663 1051 (63.20) 960 (91.34) 23 (2.19) 68 (6.47)
c-8 50 1461 1005 (68.79) 852 (84.78) 28 (2.79) 125 (12.44)
C-9 42 1210 1003 (82.89)  912(90.93) 13 (1.29) 78 (7.78)
C-10 26 1490 1040 (69.80) 943 (90.67) 19 (1.83) 78 (7.50)
%+SEM 71.45%+1.66 86.91%=*1.10 3.59%+0.46  9.51%+0.87

* Number and percentage of informative nuclei
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TABLE 3: Sperm-FISH results in PWS fathers

Informative Haplotypes”
CASES Age Total

(%) Normal Type-1inv Type-2 inv
PW-1 41 1309  1012(77.31) 802(79.35) 58(5.73)* 152 (15.02)*
PW-2 35 1278 1313 (79.26) 901 (88.94) 21 (2.07) 91 (8.98)
PW-3 44 1274 1017(79.83) 929 (91.35) 21 (2.06) 67 (6.59)
PW-4 35 1373 1065(77.57) 919(86.29)  35(3.29) 111 (10.42)
PW-5 30 1604 1045(65.15) 874 (83.64) 38 (3.63) 133 (12.73)*
PW-6 33 1375 1008 (73.31) 903 (89.58) 26 (2.58) 79 (7.84)
PW-7 47 1465 1060 (72.35) 852(89.81) 22 (2.08) 86 (8.11)
PW-8 50 1406 1048 (74.54) 907 (86.54) 24 (2.29) 117 (11.16)
PW-9 60 1462 1095 (74.90) 1021 (93.24) 15(1.37) 59 (5.39)
PW-10 60 1321 1014 (76.76) 831 (91.95) 42 (4.14) 141 (13.90)*
PW-11 42 1313 1010(76.92) 847(83.86) 43 (4.26) 120 (11.88)
PW-13 53 1509 1063 (70.44) 856 (80.53) 54 (5.08) 153 (14.39)*
PW-14 55 1500  1015(67.67) 929(91.53) 22 (2.17) 64 (6.31)
PW-15 47 1357 1007 (74.21) 881 (87.49) 44 (4.37) 82 (8.14)
PW-16 44 1462  1014(69.36) 886(87.38) 17 (1.68) 111 (10.95)
PW-17 - 1494 1059 (70.88) 937 (88.48) 23 (2.17) 99 (9.35)
%+SEM 73.78%=*1.05 86.87%=*1.02 3.06%+0.33  10.07%+0.74

“ Number and percentage of informative sperm nuclei

" Statistically significant increases (P<0.05).
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ABSTRACT:

BACKGROUND: It has been estimated that 5% of the human genome is constituted by
duplicated DNA sequences of 1Kb or more in size known as Low-Copy Repeats (LCRs).
Due to the high degree of homology between paralogous copies, LCRs act as substrates
for Non-Allelic Homologous Recombination (NAHR) leading to genomic structural
variation. The complex organization of LCRs hampers their study by sequence assembly
methods. The aim of this study was to assess the potential of Fiber-FISH for LCRs direct
visualization to support investigations of genome architecture within these challenging
genomic regions. Our work focused on the LCR22-2 involved in NAHR events leading to
deletions of the 22q11.2 region.

RESULTS: We describe a set of Fiber-FISH experiments specifically designed for the
study of the LCR22-2 genomic organization. Four fosmid clones covering the entire
length of the LCR22-2 and a proximally positioned single-copy BAC-clone were selected
to allow unequivocal identification of the LCR22-2. The probes were hybridized in
different multiple color combinations on DNA fibers from two karyotypically normal cell
lines. We observed variability between the two cell lines and in particular were able to
identify three distinct haplotypes, characterized by differences in copy-number and
arrangement of the LCR22-2 genes and pseudogenes.

CONCLUSIONS: Our results show that Multicolor Fiber-FISH 1is a viable
methodological approach for the analysis of genome organization within complex LCR

regions.
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BACKGROUND

It has been estimated that the 5% of the human genome is constituted by segmental
duplications or Low Copy Repeats (LCR) [1]. LCRs are repetitive DNA elements from 1
to 400 Kb in length sharing a high level of sequence identity (>95%) [2]. Due to the high
degree of homology between paralogous copies, they are considered highly dynamic
regions leading to genomic instability by non-allelic homologous recombination (NAHR)
(3, 4].

As a result, LCRs are susceptible to structural and copy-number variation of their own
genes and pseudogenes. This variation has been directly associated to the occurrence of
some diseases [5-7] and to the formation of specific haplotypes, which have been linked
to an increased susceptibility to secondary rearrangements of the region flanked by the
LCR [8]. Rearrangements may be either somatic, causing sporadic disease in the
individual, or in the germ line, leading to an increase in the risk of transmission to the
offspring [8].

Some LCR haplotypes have been suggested to predispose to specific structural
rearrangements: 1) Copy number variation (CNV) within some portions of the LCRs
flanking the 7q11.23 region has been linked to the occurrence of deletions of the
Williams-Beuren syndrome critical region [9], 2) Variation in the copy-number and
arrangement of the simple LCRs REPA and REPB at the chromosome region 17pl11 is
believed to confer different susceptibility to the formation of 17p isochromosomes [10],
and 3) CNV of duplicated blocks within the BP1 and BP3 at 16p12.1 have recently been
reported to predispose to deletions of this region [11].

Despite the recent advances in copy-number and structural variation detection [12], the
repeated nature and often complex organization of LCRs hampers their analysis by

standard methodologies such as array comparative genomic hybridization (array-CGH)
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and single nucleotide polymorphism (SNP) microarrays. The development of next-
generation sequencing techniques has been successfully used to analyze the CNV of the
whole genome [13], as well as specific LCRs, this is the case of the LCR22 of the
22q11.2 region [14]. PCR-based techniques have also allowed the quantification of the
number of repeats shaping specific LCRs (7q11.23; [9]).

Fluorescence in situ Hybridization (FISH) provides an alternative approach for the
analysis of the genomic architecture of LCRs. By enabling the direct visualization of
target DNA sequences in sifu, FISH not only allows copy number assessment, but also
facilitates the identification of balanced structural variants such as inversions and
translocations. In particular, FISH on stretched DNA fibers (Fiber-FISH) with closely
spaced probes has been satisfactory applied in several high-resolution physical mapping
studies [15-17] and as a validation technique in CNV studies [18-23]. Moreover, it has
also been used to assess the number of paralogous copies of the simple LCRs REPA and
REPB on the 17p11.2 region [24].

The pericentromeric area of chromosome 22 contains its own LCRs (LCR22). These
LCRs are involved in recurrent reorganizations causing different genomic disorders [25].
Among them, the DiGeorege/Velocardiofacial syndrome (DGS) represents the most
common deletion-caused syndrome in humans with an incidence of 1 every 4,000
newborns (OMIM188400) [26]. DGS is mostly caused by 3 Mb hemizygous deletions
involving the flanking LCR22-2 and LCR22-4 (Figure 1). These LCRs are complex
mosaic of genes, pseudogenes and other repetitive elements partially formed by A/u-
mediated recombination events during primate evolution [27]. The functional genes
distributed along the LCR22s, are USP8, BCR, GGTLA and GGT (Figure 1). Duplications

of these genes and their own pseudogenes during evolution shaped the LCR22s [28].
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In this work, we applied Fiber-FISH to determine structural and copy number variants
within the LCR22-2. The main objective of the study was to assess the ability of
FiberFISH - as a high-resolution mapping technique - to resolve the genomic architecture
of complex LCRs, and to establish its potential as a methodological approach to assess

risk haplotypes for critical regions.
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RESULTS

Clone selection and positioning

Four fosmid clones were selected from the Genome Browser database (UCSC Assembly
Feb 2009) [29]: WI2-938L9, WI2-451K3, WI2-1268B22 and WI2-1822L21. These
clones cover the genes and pseudogenes of the LCR22-2: USPI8, AC008132, GGT3P,
DGCR6, and PRODH (Figure 2) (table 1). A single-copy BAC clone (RP11-66F9)
approximately 1 Mb proximal to the LCR22-2 (UCSC Assembly February 2009) (Figure
2), and a painting probe for the chromosome 22 (WCP22) (Cambio) were used as
reference probes.

Chromosomal mapping was verified on metaphase chromosomes using the following
combination of probes: RP11-66F9 and WCP22 (Figure 3a), RP11-66F9 and WI2-938L9
(Figure 3b), RP11-66F9 and WI2-1268B22 (Figure 3c), WI2-938L9 and WI2-451K3

(Figure 3d), WI2-1268B22 and WI2-1822L.21 (Figure 3e).

Experimental design

A set of Fiber-FISH experiments were performed to establish the LCR22-2 genomic
architecture in two karyotypically normal cell lines (see Methods section). DNA fibers
were stretched on slides as previously described [30]. The experiments were designed as

follows:

1. Unequivocal identification of the specific LCR22-2 signals
To distinguish between specific signals of LCR22-2 from paralogous copies
distributed in other LCRs on 22q, the control probe RP11-66F9 (mapping just
outside the LCR22-2, proximally) and the fosmid clone WI2-451K3 were co-
hybridized, allowing to identify patterns — based on the number of WI2-451K3

repetitions - to be used as an LCR22-2 reference in the following hybridizations.
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2. Determination of the LCR22-2 architecture

Once the number of WI2-451K3 copies was established, three dual-color fiber-
FISH experiments were performed by co-hybridizing WI2-451K3 and WI2-
938L9, WI2-451K3 and WI2-1268B22, WI2-1268B22 and WI2-1822L21. These
high-resolution mapping experiments allowed the assessment of the LCR 22-2

genes copy number and relative arrangement.

Structure of the LCR22-2 in the Cell line A

A total of 68 informative fiber-FISH images were captured and analyzed to study the

organization of the LCR22-2 in cell line A.

RP11-66F9 and WI2-451K3: A larger signal corresponding to RP11-66F9
followed/preceded by a consistent pattern of five repeats for WI2-451K3 was
observed. RP11-66F9 was either separated (55%; Figure 4a) or overlapping (45%;
Figure 4b) with the first WI2-451K3 repeat (20 informative fibers were analyzed).
WI2-451K3 and WI2-938L9: WI2-451K3 showed the previously observed
pattern. Five signals were identified for WI2-938L9, totally or partially
overlapping with WI2-451K3 (Figure 4c) (17 informative fibers were analyzed).
WI2-451K3 and WI2-1268B22: Overlapped or partially-overlapped signals from
these two probes were observed. Results showed two different patterns for WI2-
1268B22 which either two or three signals (52.4% and 47.6% respectively; Figure
4d and e) (21 informative fibers were analyzed).

WI2-1268B22 and WI12-18221L.21: Two or three signals for WI2-1268B22 (60%
and 40% respectively) were observed followed/preceded by one signal for WI2-

1822121 (Figure 4f and g) (10 informative fibers were analyzed).
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To determine whether an inversion was the cause of the two different signal patterns or
“Fiber-FISH haplotypes” observed co-hybridizing the RP11-66F9 and WI2-451K3 clones
(Figures 4a and b), an additional three-color Fiber-FISH was performed using the probes
RP11-66F9, WI2-451K3 and WI2-1822L.21. Two different signal patterns with the same
frequency were observed: 1) RP11-66F9 followed by WI2-451K3 and WI2-1822L.21
(42.8%; Figure 5a), and 2) RP11-66F9 followed by WI2-18221.21 and WI2-451K3
(57.1%; Figure 5b). These results strongly suggest the presence of an inversion involving
most of the LCR22-2 in one of the two chromosome 22 homologs. In order to relate the
number of WI2-1268B22 signals (Figures 4d and e) with the inversion, a further three-
color Fiber-FISH experiment was performed using the clones RP11-66F9, WI2-1268B22
and WI2-1822L21. Two clone distributions were observed: 1) RP11-66F9, WI2-1822L.21
and two signals of WI2-1268B22 (38%; Figure 5c), and 2) RP11-66F9, WI2-1268B22
(three signals) and WI2-18221.21 (62%; Figure 5d). These results suggest that the

inversion segregates with the haplotype showing two signals for WI2-1268B22.

Structure of the LCR22-2 in the cell line B
A total of 69 informative images were analyzed using the following two-color Fiber-FISH

experiments.

1) RP11-66F9 and WI2-451K3: As observed in cell line A, five contiguous signals
for WI2-451K3 were observed, all of them separated to the RP11-66F9 signal
(Figure 6a) (18 informative fibers were analyzed).

2) WI2-451K3 and WI2-938L9: As in cell line A, five contiguous signals for WI2-
451K3 and 5 partially overlapped WI2-938L09 signals were detected (Figure 6b)

(20 informative fibers were analyzed).
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3) WI2-451K3 and WI2-1268B22: Two signals for WI2-1268B22 were consistently
found on the third and fourth WI2-451K3 signals (Figure 6¢) (14 informative
fibers were analyzed).

4) WI2-1268B22 and WI2-1821L21: Two signals for WI2-1268B22 were observed
followed/preceded by one signal for WI2-1821L21 (Figure 6d) (17 informative
fibers were analyzed).

Results allowed us to propose a model for the architecture of the LCR22-2 in the cell line

A and B (Figure 7).
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DISCUSSION

This work demonstrates the ability of Fiber-FISH to resolve the genomic architecture of
complex LCRs. The experimental strategy consists in: 1) selecting specific clones
spanning the genes and pseudogenes within the LCR, 2) selecting chromosomal markers
to be used as positional references to facilitate the unequivocal identification of the LCR
under investigation, and 3) developing and applying strict assessment criteria for the
analysis of the Fiber-FISH hybridization patterns.

By direct visualization of haplotypic repeat patterns. Fiber-FISH allows both inter-
chromosomal and inter-individual variability to be reliably ascertained, as our results on
the LCR22-2 show (Figure 7). Our observations suggest an arrangement of the LCR22-2
comprising five copies of the USPI§ gene and the GGT-related AC008132 pseudogene,
and of either two or three copies of the GGT3P pseudogene, all of them closely localized
to each other and repeated in a modular fashion (Figure 7). Furthermore, we observed an
inverted haplotype. The inversion involves most of the LCR22-2; accordingly, the
relative position of the PRODH and DGCR6 genes was close to the clone RP11-66F9.
This arrangement for the LCR22-2 is different from the one published in the current
human genome assembly (UCSC Assembly Feb2009). Thus, our results highlight the
potential of Fiber-FISH to elicit important, so far unmasked information on the structural
complexity of LCRs.

Some LCR haplotypes have been suggested to increase the likelihood of misalignment
and NAHR, thus increasing the risk of transmission of secondary disease-associated
rearrangements to the offspring [9-11]. Moreover, some data demonstrated a different
susceptibility to NAHR among individuals. Our group have recently reported increased
rates of deletions of the 15q11-q13 region in spermatozoa of fathers of children affected

by Prader-Willi syndrome [31], as well as increased rates of 7q11.23 and 22ql11.2
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deletions in spermatozoa of fathers of Williams-Beuren or DiGeorge/Velocardiofacial
children respectively (unpublished data), thus suggesting the presence of predisposing
haplotypes to NAHR in these subjects.

The results obtained in this work demonstrate the potential of the Fiber-FISH
methodology for the identification of predisposing LCR haplotypes in the flanking critical
regions in parents of individuals affected by genomic disorders. This would allow the
establishment of a direct relationship between specific LCR haplotypes and increased

rates of NAHR in gametes.
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METHODS

Cell culture

Two karyotypically normal B-lymphoblastoid cell lines were used: 1) GM0171 (Human
Genetics Collection, Health Protection Agency (HPA), U.K.; no longer available) and 2)
DO0208915 (European collection of Cell Cultures, HPA), referred in the manuscript as
cell line A and B respectively.

Cell cultures were grown in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich), supplemented with
10% foetal bovine serum (Sigma-Aldrich) and 1% L-Glutamine at 37°C in a 5% CO,
incubator for 72 hours.

Slide preparation

Two kinds of preparations were performed:

1) Metaphase chromosomes were obtained following standard procedures: one hour
before harvesting, cells were treated with Colcemid (Invitrogen) at a final
concentration of 0.2 pg/mL. They were then resuspended in hypotonic solution

(0.075 M KCl) for 10 minutes at 37°C and fixed in methanol:acetic acid (3:1).

2) DNA fibers were stretched on as previously described [30]. Briefly, 2 mL of a
cell culture were centrifuged and the pellets were washed in 1xPBS. Pellets were
resuspended in 1xPBS to reach a final concentration of 2x10° cells/mL and spread
on slides. Once the slides were mounted on the Shandon Sequenza Coverplates
DNA fibers were released applying a lysis solution (0.07 M NaOH in Ethanol).
Finally, fibers were fixed in methanol.

In both cases, slides were kept at -20°C until processed.
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Probes

All clones were kindly provided by the Wellcome Trust Sanger Institute (Cambridge,
UK). Clone extraction was carried out using the QuickClean SM Miniprep kit (GenScript)
following the manufacturer’s instructions.

Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

In two-color FISH experiments, clones were labeled by Nick-Translation (Abbott
Molecular) either with Digoxigenin-11-dUTP (Roche) or Biotin-16-dUTP (Roche) (Table
1). In three-color experiments, Alexa594-dUTP (Invitrogen) was also used. Probes were
ethanol precipitated with a mix of salmon testis DNA (GIBCO-BRL), Escherichia coli
tRNA (Boehringer) and 3M sodium acetate. 200 ng of labeled DNA probe and 4 pg of
Cotl competitor DNA (Invitrogen) were mixed and dried on a heating block at 60°C, and
resuspended in 1 x hybridization buffer (50% formamide, 1xSSC and 10% dextran
sulfate) to a final concentration of 40 ng/uL. For Fiber-FISH experiments, two-fold the
labeled DNA probe and Cotl competitor DNA were used (final concentration of 80
ng/uL of each probe).

FISH was carried out following standard procedures (Jefferson i Volpi 2010). Briefly,
probes were denatured at 75°C for 5 minutes and pre-annealed at 37°C for 45 minutes.
Slides were denatured in 70% formamide/2xSSC at 70°C for 1 minute and hybridized in a
moist chamber at 37°C overnight. Slides were washed twice in 50% formamide/1xSSC
and once in 2xSSC, for 5 minutes at 42°C, followed by 5 minutes in 1xPBS at room
temperature. For fiber-FISH experiments milder washes were used: one wash in 50%
formamide/1xSSC, followed by one wash in 2xSSC, both of them for 5 minutes at 42°C.
In two-color FISH, probes were detected with either fluorescein-conjugated
antidigoxigenin (Roche) or Cy3-conjugated Streptavidin (Sigma). In the three-color

experiments, no detection was needed for the Alexa594 labeled-probe while probes
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labeled with digoxigenin and biotin were detected by fluorescein-conjugated
antidigoxigenin (Roche) and Cy5-conjugated Streptavidin (CyDye, Amersham Pharmacia
Biotech) respectively. The slides were mounted with Vectashield (Vector Laboratories)

containing 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for chromosome counterstaining.

Image acquisition and data analyses
Image capture and analysis were carried out on a CytoVision system (Leica) consisting of
an Olympus BX-51 epifluorescence microscope coupled to a JAI CVM4+ CCD camera.

Fiber-FISH analysis was performed by applying the following scoring criteria:

e Fibers were considered informative when at least two signals of different colors

were observed overlapping or proximal in a consecutive fashion.

e Two or more signals of the same color were considered independent when they

were separated by a distance twice the distance of every single bead-on-string.

e Signals were considered informative regardless of the size.
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FIGURE LEGENDS:

FIGURE 1: Schematic representation of the 22q11.2 region. Grey boxes represent the
three LCR22 involved in the most frequent 22q11.2 deletions and duplications. Purple
lines represent the genes described within the LCR22-2 and 4 (UCSC Assembly
Feb2009) [29]. Red and green lines represent the clones used in this study and the color

used for their detection in FISH experiments.

FIGURE 2: Map of the LCR22-2 (chr22:18,663,074-18,992,962) according to the
Genome Browser database (UCSC Assembly Feb2009) [29]. The length of the LCR is
represented as a grey box. Figure shows the Reference sequence genes (purple) and the
clones used in the study. Bar colors represent the color they were detected with (red: Cy3

and green: FITC).

FIGURE 3: Clone mapping by metaphase FISH a) Co-hybridization of WCP22 (green)
with RP11-66F9 (red), b) Co-hybridization of RP11-66F9 (green) with WI12-938L9 (red),
c¢) Co-hybridization of RP11-66F9 (green) with W12-1268B22 (red), d) Co-hybridization
of WI2-938L9 (green) with WI2-451K3 (red) and e) Co-hybridization of WI2-1268B22

(green) with WI12-18221.21 (red).

FIGURE 4: Dual-color Fiber-FISH experiments in the cell line A: a) RP11-66F9 (red)
and WI2-451K3 (green); b) RP11-66F9 (red) and WI2-451K3 (green); c) WI2-938L9
(red) and WI2-451K3 (green); d) WI2-1268B22 (red) and WI2-451K3 (green); e) WI2-
1268B22 (red) and WI2-451K3 (green); f) WI2-1268B22 (red) and WI2-18221.21

(green); g) WI2-1268B22 (red) and WI2-18221.21 (green).
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FIGURE 5: Detection of an inverted haplotype in the cell line A by three-color Fiber-
FISH. Color-bars show the signal distributions observed for every single haplotype. a)
Co-hybridization of RP11-66F9 (red), WI2-451K3 (green) and WI2-1822L21 (purple),
signal distribution following the current human genome assembly ; b) Co-hybridization of
RP11-66F9 (red), WI2-451K3 (green) and WI2-18221.21 (purple), signal distribution
corresponding to an inversion regarding the current human genome assembly; c¢) Co-
hybridization of RP11-F99 (green), WI2-1268B22 (purple) and WI2-1822L21 (red),
signal distribution following the current human genome assembly ; d) Co-hybridization of
RP11-F99 (green), WI2-1268B22 (purple) and WI2-18221.21 (red), signal distribution

corresponding to an inversion regarding the current human genome assembly.

FIGURE 6: Dual-color FiberFISH experiments in cell line B: a) RP11-66F9 (red) and
WI2-451K3 (green); b) WI2-938L9 (red) and WI2-451K3 (green); c) WI2-1268B22

(red) and WI2-451K3 (green); d) WI2-1268B22 (red) and WI2-1822L.21 (green).

FIGURE 7: Proposed model for the genomic architecture of the LCR22-2 in the two cell

lines analyzed. The two “Fiber-FISH haplotypes” detected in the cell line A were named

Al and A2, and the haplotype detected in the cell line B was names B1.
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TABLE 1: Characteristics of the clones (UCSC Assembly Feb 2009) [27].

Clone Whitehead F.E.S. name | Size (Kb) Position Gene Labeling
chr22:18,631,074-
WI2-938L9 G248P80545F5 37 USPI8 Biotin
18,672,626
chr22:18,725,757-
WI2-451K3 G248P8704F2 44 AC008132 Digoxigenin
18,770,041
chr22:18,751,182-
WI2-1268B22 G248P82259A11 40 GGT3P Biotin
18,793,055
chr22:18,883,978- DGCR6 and
WI2-1822L.21 G248P86641F11 39 Digoxigenin
18,992,962 PRODH
chr22:17,381,569-
RP11-66F9* - 175 - Biotin

17,556,908

* Clone placed by cytogenetic map using FISH (UCSC Assembly Feb2009).
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FIGURE 1:
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6. DISCUSSIO

6.1. CONSIDERACIONS METODOLOGIQUES

La tecnica de FISH sobre nuclis descondensats d’espermatozoides s’ha utilitzat ampliament en
estudis citogenetics d’espermatozoides (Martin 2005). Aquesta metodologia s’ha aplicat
principalment en estudis de segregacié en portadors de reorganitzacions cromosomiques (Anton
et al. 2007) i com a eina per valorar la freqiiencia d’aneuploidies en pacients infertils (Sarrate et
al. 2009). Els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren la validesa de la metodologia per
valorar la freqiiencia dels productes de la NAHR quan s’aplica un disseny experimental adequat.
Aquest disseny ha d’incloure la descripcié de criteris de valoracié estrictes que permetin

identificar inequivocament els diferents genotips que es volen analitzar.

6.1.1. ESTUDIS DE DELECIONS I DUPLICACIONS

Per a la deteccié de delecions i duplicacions es van utilitzar dues sondes marcades
diferencialment i localitzades en el cromosoma implicat en la reorganitzacié. Una sonda
especifica de locus que reconeixia la regid critica i una altra com a control d’hibridacid. La
preséncia de la sonda utilitzada com a control d’hibridacié i I'labséncia de la sonda que marca la
regio critica van ser identificades com a delecions. Per altra banda, la preséncia de la sonda
utilitzada com a control d’hibridacié i dos senyals d’hibridacié per la sonda que marca la regié
critica van ser identificades com a duplicacions. Tenint en compte criteris de valoracid estandard
en espermatozoides (Blanco et al. 1996), dos senyals es consideren independents quan es
troben separats per una distancia superior al seu diametre i presenten la mateixa intensitat. En
aquest sentit, és important destacar que la resolucio de la FISH sobre nuclis interfasics és de 100
Kb (Tkachuk et al. 1990). Considerant les duplicacions majoritaries de les regions 7q11.23,
15g11-q13 i 22q11.2 (apartat 1.5) i els locus reconeguts per les sondes utilitzades, la distancia
estimada a la que es trobaran les regions critiques duplicades es de 3 Mb, 10 Mb i 6 Mb per les
regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22g11.2 respectivament, molt superiors al limit de resolucié de la
FISH. Aixi doncs, el disseny experimental utilitzat permet distingir clarament els dos senyals de

les sondes especifiques i identificar la preseéncia de duplicacions per aquestes regions.

Els resultats obtinguts en la poblacié control van mostrar un error estandard molt baix en relacié
a la mitjana (taules 4.1, 4.2 i 4.3). L'elevada homogeneitat dels resultats indica la consisténcia de
la metodologia emprada que es manifesta mitjancant eficiencies d’hibridacié optimes en
espermatozoides i I'adequacié dels criteris de valoracid aplicats per a la valoracié de delecions i

duplicacions.
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6.1.2. ESTUDIS D’INVERSIONS DE LA REGIO 15q11-q13

En general, en els estudis de FISH sobre nuclis descondensats d’espermatozoides s’infereix la
constitucié cromosomica mitjangant la valoracid de la preséncia o abséncia dels senyals
d’hibridacid. Els resultats obtinguts en aquesta tesi també posen de manifest la seva fiabilitat

per I'analisi de variants estructurals equilibrades, com sén les inversions.

Altres autors han identificat inversions mitjancant FISH interfasica (Gimelli et al. 2003; Osborne
et al. 2001). Aquests estudis s’han realitzat en limfocits humans i es basen en I'ordre dels senyals
d’hibridacié en el nucli per discriminar entre haplotips normals i invertits. A diferéncia dels
estudis anteriors, el nostre disseny experimental s’ha basat en la relacié que existeix entre la
distancia geneética i la distancia fisica dels senyals d’hibridacié per discriminar haplotips.
L'aplicaci6 de la nostra metodologia sobre nuclis d’espermatozoides va mostrar tres
distribucions diferents de senyals de FISH: Distribucions de 2 senyals associats més un senyal

independent (distribucions 2+1), associacions de tres senyals i tres senyals separats.

Les associacions de tres senyals o la presencia de tres senyals separats poden ser la
conseqliencia de la preséncia de loops de cromatina resultants de I'empaquetament del DNA en
el nucli interfasic (Vorsanova et al. 2010). Per aquest motiu, els nuclis que presentaven aquestes

distribucions varen ser considerats com a nuclis no informatius i van ser descartats de I’analisi.

Pel que fa a les distribucions 2+1, aquestes es van assignar a tres haplotips diferents: normals,
inversié de tipus 1 i inversid de tipus 2. En les tres distribucions 2+1 identificades, els dos
senyals associats es troben a una distancia inferior a 1 Mb, mentre que el senyal independent
resta separat per una distancia superior a 5 Mb. Si tenim en compte que la separacié dels
senyals d’hibridacié en un nucli interfasic incrementa a mesura que la distancia genética de dos
sondes és més gran i que aquesta relacio és valida fins a distancies genétiques de 2 Mb (van den
Engh et al. 1992) podem concloure que les sondes utilitzades ens permeten discriminar

clarament els diferents haplotips 2+1.

6.2. SUSCEPTIBILITAT A LA NAHR

6.2.1. FREQUENCIA BASAL DE NAHR EN ESPERMATOZOIDES

Les freqlencies basals de delecions i duplicacions per les regions analitzades (7q11.23, 15q11-
g13i22911.2) no varen mostrar diferéncies significatives entre elles. Alguns autors han suggerit

que algunes caracteristiques dels LCR, com sén la mida, I’"homologia o la distancia entre les
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copies paralogues, tenen un efecte directe sobre la freqiiéncia de NAHR (Gu et al. 2008; Inoue i
Lupski 2002; Lupski 1998). En les tres regions que varem estudiar, els LCRs no presenten
diferéncies pel que fa a la seva homologia, sent en tots els casos superior al 99%. Per altra
banda, si que existeixen diferencies en la distancia que separa els LCRs en cada regié: els LCRs
qgue es troben implicats més freqlientment en els fenomens de NAHR en les regions 7q11.23,
15g11-q13i22g11.2 es troben separats per 1.5 Mb, 5.4 Mb i 3 Mb, respectivament (Figures 1.5,
1.6 1.7). La mida d’aquests LCRs també presenta diferéncies: 320 Kb en la regié 7q11.23 (Cusco
et al. 2008), 500 Kb en la regié 15q11-q13 (Makoff i Flomen 2008) i 240 Kb en la regi6é 22q11.2
(McDermid i Morrow 2002). L'abséncia de diferencies en les freqliencies d’anomalies
cromosomiques en les regions analitzades, indiquen que al menys per aquestes regions no
existeix una relacié entre la freqiiéncia de NAHR i la mida i la distancia dels LCR (Molina et al.
2010a).

Altres autors han comparat les freqiiéncies de NAHR en espermatozoides en diferents regions i
com nosaltres, han relacionat els resultats amb homologia, distancia i mida dels LCRs (Turner et
al. 2008). Entre els diferents LCRs analitzats en el treball de Turner et al. (2008) (WBS-LCR de la
regido 7q11.23, CMT1-REP de la regié 17p11.2, LCR17p de la regié 17p11.2 i AZFa-HERV de la
regido Ygl1.21), es va observar que la freqliencia més baixa de delecions i duplicacions en
espermatozoides es donava entre els LCR que es trobaven separats per més distancia,
concretament els LCR 17p (5 Mb). Tot i aix0, per la resta de regions no van observar cap relacié
entre les freqliencies de NAHR i els factors anomenats anteriorment. Recentment, Liu i
col-laboradors (Liu et al. 2011) acoten I’efecte en les freqiieéncies de NAHR Unicament a la mida

dels LCR de la regio 17p11.2.

En conjunt, les dades actuals no ens permeten determinar |'efecte d’aquestes variables sobre la
freqiencia de NAHR. En aquest sentit, caldria estendre els estudis a altres regions d’arquitectura

genomica particular.

Els nostres resultats van mostrar una freqiiencia equivalent de delecions i duplicacions en
espermatozoides per les tres regions. No obstant, la incidéncia dels trastorns genomics
relacionats amb aquestes anomalies en la poblacié és diferent (Taula 1.2). A més, les freqliéncies
de delecions i duplicacions observades en espermatozoides van ser un grau de magnitud més
elevades que la incidéncia de les sindromes relacionades en la poblacié general. Aquests
resultats suggereixen una seleccid negativa sobre aquestes anomalies cromosomiques durant el
desenvolupament embrionari. De fet, s’"han descrit duplicacions de la regié 15q11-q13 (Schaeffer
et al. 2004) i delecions de la regié 22q11.2 (Chen et al. 2006; Le Caignec et al. 2005; Patel et al.

2006) en fetus (diagnostic prenatal) o avortaments espontanis de primer trimestre.
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Assumint que no hi ha diferéncies en la capacitat de fecundar entre els espermatozoides
portadors d’aquestes anomalies, els resultats indiquen que el grau de viabilitat depen de la regio
afectada. A partir de la comparacid de les freqiiéncies de delecions en espermatozoides i de la
incidencia de les sindromes associades en la poblacid (Taula 6.1), sembla que les delecions de la
regid 22q11.2 serien més viables que les delecions de les regions 7q11.23 i 15q11-q13 (quocient
espermatozoides/poblacié = 6.8, 28.4 i 45.8, respectivament). Aquestes diferéncies podrien
venir donades pel numero i I'expressid dels gens que es troben en aquestes regions

(Enkhmandakh et al. 2004; Enkhmandakh et al. 2009).

Regi6 Freqﬁc‘e.ncia Freqﬁéncia.en QuOf:ient 3
poblacional espermatozoides* espermatozoides/poblacié

7q11.23 7.4x107 2.1x10° 28.4

15q11-q13 4.8x10° 2.2x10° 45.8

22q11.2 2.5x10™ 1.7x10° 6.8

*Freqliéncia mitjana establerta en la poblacié general

TAULA 6.1: Diferencies en les freqiéencies de delecions observades entre
espermatozoides i la poblacié general.

Tot i que no varem observar diferencies poblacionals en les frequencies de delecions i
duplicacions entre les tres regions analitzades, I'analisi de conglomerats jerarquics va permetre
agrupar els individus en funcid dels patrons observats en les tres regions (Figura 4.1). En aquest
sentit, és important destacar que s’han descrit diferents haplotips de predisposicié a la NAHR en

individus control (Taula 1.3) que podrien explicar les diferencies interindividuals.

Per altra banda, també es va estudiar la freqliencia d’inversions de la regié 15q11-q13 en
aquests individus control. Es van observar dos tipus d’inversions (inversions de tipus 1 i tipus 2),
gue es corresponen amb els segments implicats en les delecions de classe | i de classe Il. Mentre
que les inversions de tipus 2 havien estat descrites previament (Gimelli et al. 2003), el nostre
disseny experimental va permetre identificar també les inversions de tipus 1.

Com en el cas de les delecions, les inversions més freqiients sén les de tipus 2. Aquests resultats
indiquen que els fenomens de NAHR en la regié 15q11-q13 tenen lloc preferentment entre el
LCR15-2 i 3. Aquesta situacid es pot explicar per la presencia de seqiéncies paralogues més
llargues entre aquests dos LCRs (Liu et al. 2011; Makoff i Flomen 2008) o bé que el LCR15-2

presenti una freqiiencia de DSBs superior en relacié al LCR15-1 (implicat en les delecions i
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inversions de tipus 1), ja sigui perque aquest presenta una major densitat de hotspots de

recombinacidé o una conformacid del DNA que el fa més susceptible a trencaments.

Els nostres resultats van indicar una freqiéncia d’inversions en espermatozoides d’individus
control sorprenentment elevada (13.1%; Taula 4.12). Dues evidéncies indiquen que les
inversions detectades es generen de novo:

e La segregacié meiotica d’un portador heterozigot per aquesta inversié generaria un 50% de
gametes portadors de I'al-lel normal i un 50% de gametes portadors de la inversid. Com que
la freqiéncia d’inversions no va ser del 50% en cap dels individus analitzats, vam excloure la
possibilitat de la preséncia de portadors constitucionals d’aquestes inversions en
heterozigosi.

e La presencia d’un mosaicisme en la linia germinal per aquestes inversions seria una altra
possibilitat. No obstant, la presencia d’un mosaicisme germinal generaria freqléncies
d’inversions molt variables, ja que el grau de mosaicime no té perque ser el mateix entre
individus. Els nostres resultats mostren una elevada homogeneitat, descartant aixi aquesta
possibilitat.

L'elevada freqiéncia d’inversions de la regié 15g11-q13 observada en espermatozoides
suggereix que un percentatge important de la poblacid general podria ser portador en
heterozigosi d’aquestes inversions. Si tenim en compte la freqgliencia total d’inversions en
espermatozoides (inversions de tipus 1 i inversions de tipus 2=13.1%) i assumint que la
freqliencia d’aquestes reorganitzacions és equivalent en oocits, vam aplicar la llei de Hardy-
Weinberg per inferir les freqliéncies al-leliques. Aixi doncs, la freqluencia de portadors
heterozigots seria del 22.6% (2 x 13/100 x 87/100), la frequéncia de portadors homozigots per
I'al-lel normal seria del 75.7% (87/100 x 87/100) i la freqlieéncia d’homozigots per la inversid seria

del 1.7% (13/100 x 13/100) (Figura 6.1).

B Homorigots
mormal

B Haterorgots

m HomoZ igots
inversid

FIGURA 6.1: Freqliéncies esperades d’homozigots i heterozigots pels al-lels normals i
d’inversié de la regié 15q11-q13 en la poblacié general.
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Es important destacar que només en els portadors de la inversié en heterozigosi el risc de NAHR
estaria incrementat, ja que aquests generarien una regié asinaptica que afavoriria la NAHR a
meiosi (apartat 1.6). Aquests resultats coincideixen amb I'elevada freqliencia de portadors
d’inversions de la regid 15q11-gq13 en heterozigosi observats per altres autors en poblacid
control (9%; Gimelli et al. 2003) i amb dades publicades per altres regions amb caracteristiques
similars. Per exemple, s’"han descrit incidencies de portadors heterozigots d’inversions de les
regions 7911.23 i 8p23.1 del 5.4% i 79% respectivament (Bosch et al. 2009; Hobart et al. 2010).
En general, aquestes dades reforcen la hipotesi que les freqiiéncies d’inversions en la poblacié
estan subestimades entre la totalitat de variacions estructurals del genoma huma degut a la

dificultat metodologica per a la seva deteccié (Feuk 2010).

6.2.2. FREQUENCIA DE NAHR EN INDIVIDUS DE RISC

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LA SINDROME DE PRADER-WILLI

En termes poblacionals, els pares d’individus amb descendéncia afecta per la SPW van mostrar
un increment significatiu de delecions i duplicacions de la regié 15q11-g13 (Molina et al. 2010b).
En aquest increment poblacional hi van contribuir 10 dels 16 pares analitzats. S’ha suggerit que
algunes variacions estructurals, com inversions de la regid critica (Gimelli et al. 2003; Osborne et
al. 2001) o variacions en el nimero de repeticions dels LCRs (Amos-Landgraf et al. 1999; Cusco et
al. 2008; Sharp et al. 2007) podrien actuar com a factors de predisposicié a la transmissio de
delecions causants de trastorns genomics a la descendéencia. Els nostres resultats suggereixen
una relacié entre I'aparicié de la SPW en la descendéncia i un increment de la freqliéncia de

delecions i duplicacions de la regié 15q11-q13 en espermatozoides.

L'increment de delecions i duplicacions en espermatozoides no és exclusiu dels pares amb
descendéncia afecta per la SPW originada per delecié. Dos dels individus que mostren
increments significatius son pares amb fills afectes per la SPW causada per DUP maternes (PW-1
i PW-10; Taula 4.4), entre els quals hi ha el cas amb la freqiéncia de delecions més elevada de

tota la serie analitzada (PW-10: 2.76%).

Les DUP es consideren anomalies de segregacié que es generen de forma independent als
fenomens de NAHR. No obstant, podem relacionar la DUP amb fendmens de NAHR en el cas de
les DUP parcials. S’han descrit casos de SPW causats per DUP parcials (Gregory et al. 1991;
Nazarenko et al. 2004; Salavoura et al. 2008) aixi com casos de DUP parcials implicades en altres
patologies (Kotzot 2008). Els casos de DUP parcials de la regié 15q11-q13 poden ser explicats

mitjancant una doble recombinacidé (Nazarenko et al. 2004). Aquests autors van suggerir que la
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DUP parcial s’havia produit com a conseqiieéncia d’un procés en tres fases (Figura 6.2a): 1)

trisomia del cromosoma 15 en el zigot com a conseqiéncia d’'una no disjuncié a la meiosi

materna, 2) doble HR postzigotica entre un cromosoma d’origen matern i un patern i 3) rescat

del trisomic amb pérdua del cromosoma matern reorganitzat. Per altra banda, les DUP parcials

també es poden produir mitjancant fenomens de conversié genica que poden donar-se per

diferents mecanismes de la via de reparaci6 homologa (Figura 6.2b), com SDSA (Synthesis

Dependent Strand Annealing) o el model de la doble unié Holliday.

a} b}

1) Trisomia cromosoma 15 I
oS8 I I

2) Reparacia per HR (doble intercanvi)

Reparacia del DSB per la via HR

e

s SDSA Unid Hollrday
sense inflercanvi

3) Rescat del trisomic e — T =

DUP parcial | |

DUP parcial

FIGURA 6.2: Formacié de DUP parcials: a) Model de Nazarenko et al. (2004), doble HR amb
intercanvi, b) Conversié génica produida mitjangant mecanismes de la via de reparaciéo homologa
(Synthesis Dependent Strand Annealing, SDSA i doble unié de Holliday sense intercanvi). El
cromosoma patern esta representat en blau i el matern en vermell.

L'origen genetic de la SPW en el nostre estudi es va establir analitzant marcadors interns per la

regié 15q11-q13, aquest fet va impossibilitar la discriminacié entre DUP totals i parcials.
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En qualsevol cas, els nostres resultats indiquen que els increments en la freqiencia de delecions
i duplicacions en espermatozoides sén un reflex de la inestabilitat de la regié 15q11-q13 que la
predisposa a diferents tipus de reorganitzacions cromosomiques: com sén delecions,

duplicacions, inversions i probablement DUP parcials.

En relacié a la freqiiencia d’inversions de la regié 15q11-q13 aquesta no va ser més elevada que
la observada en la poblacié control. Malgrat aix0, varem observar increments significatius
d’inversions en 4 dels 16 pares analitzats (Taula 4.13). Es important destacar que aquests quatre
individus van ser classificats préviament com a individus de risc per presentar increments

significatius de delecions de la regié 15q11-q13.

PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA PER LES SINDROMES DE WILLIAMS-
BEUREN I DIGEORGE/VELOCARDIOFACIAL

En termes poblacionals, no varem observar increments significatius de delecions i duplicacions
de les regions 7q11.23 i 22g11.2 en els pares amb descendéncia afecta per la SWB i la SDG
respectivament. Les comparacions individuals van mostrar increments significatius de delecions i
duplicacions de la regié 79q11.23 en 3 dels 15 individus amb descendéncia afecta per la SWB, i
increments significatius d’anomalies de la regid 22g11.2 en 2 dels 10 individus amb
descendéncia afecta per la SDG. L’origen parental de les delecions en la descendéncia només va
poder ser establert en dos dels cinc individus que presentaven increments (WS-11 i DG-2).
L'increment significatiu de delecions i duplicacions de la regié 22q11.2 en espermatozoides del
individu DG-2 es va poder relacionar directament amb la delecié d’origen patern causant de la
SDG en la descendéncia. En canvi, el cas WS-11 va resultar tenir descendéncia afecta per la SWB
d’origen matern. S’han descrit casos d’individus portadors d’haplotips de predisposicié que
tenen descendencia afecta per la SWB causada per delecions amb un origen parental diferent
(Frohnauer et al. 2010; Hobart et al. 2010). Si es té en compte que aquests haplotips de
predisposicié incrementen la susceptibilitat a la NAHR, aquesta situacié podria explicar un
increment de delecions i duplicacions en espermatozoides de la regié 7q11.23 en un pare amb

descendéncia afecta per la SWB d’origen matern.

INESTABILITAT GENERAL A LA NAHR

L'analisi de les diferents poblacions de pares amb descendéncia afecta per trastorns gendmics

ha demostrat que alguns individus presenten un increment en la susceptibilitat a la NAHR que
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incrementa la generacié d’espermatozoides portadors d’anomalies cromosdmiques. Aquesta
situacio es pot explicar per diferents raons:

e La preséncia d’haplotips de risc especifics per a una regié determinada.

e |’alteracid dels mecanismes que eviten la NAHR. Existeixen dades a la literatura que
indiquen que les cel-lules presenten mecanismes especifics per evitar la NAHR i reduir la
generacio d’anomalies cromosomiques (Sasaki et al. 2010). Aquests mecanismes
consisteixen en l'activacid proteines de reparacié de nucleotids desaparellats (mismatch
repair proteins), o I'activacié d’helicases que dificulten I'accié de proteines com la RAD51 i

la formacio de les unions de Holliday per evitar els entrecreuaments.

En aquest sentit, per estudiar la causa dels increments d’anomalies cromosomiques observats,
varem analitzar en aquests individus la freqiiencia de delecions i duplicacions d’altres regions
amb caracteristiques similars (apartat 3.1.5). Els resultats van mostrar un increment poblacional
en la freqliéncia de delecions i duplicacions de la regié 22q11.2 en espermatozoides de pares
amb descendencia afecta per la SPW en relacié als valors control, suggerint que efectivament
altres factors a banda dels haplotips de predisposicid a la NAHR, podrien estar implicats en

I'increment d’anomalies observats.

En la poblacié de pares amb descendéencia afecta per la SPW es varen analitzar tots els individus
per les tres regions. Es important destacar que els individus que presentaven increments
d’anomalies per altres regions varen ser préviament classificats com individus de risc, per
presentar increments de delecions i duplicacions per la regié 15q11-q13. A més, es van trobar
correlacions significatives entre la freqtiencia d’anomalies de la regié 15q11-q13 i les freqliencies
observades en les regions 7q11.23 i 22q11.2. L'analisi detallada de les dades suggereix que

existeixen diferents causes que expliquen aquests increments (Figura 6.3):

1. NAHR esporadica: individus que no mostren increments d’anomalies en espermatozoides
per cap regioé pero que tenen un fill afecte per la SPW causada per delecié (6/16 casos,
38%).

2. Haplotips de predisposicié: individus que presenten increments d’anomalies en
espermatozoides només per la regio 15q11-q13 (4/16 casos, 25%).

3. Increment de la susceptibilitat a la NAHR: individus on es van observar increments
significatius d’anomalies en espermatozoides per la regié 15q11-g13 i per alguna o les dues

regions amb caracteristiques similars (6/16 casos; 38%).
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FIGURA 6.3: Freqliencies dels diferents tipus d’individus en relacié a les causes que
poden generar increments d’anomalies cromosomiques mitjancant NAHR.

Els resultats obtinguts en els individus amb descendéencia afecta per la SWB i la SDG que
presentaven un increment en la susceptibilitat a la NAHR van mostrar que un dels cinc individus
(WS-12) només presentava increments de la regié 7q11.23, suggerint la presencia d’un haplotip
de risc en aquesta regidé. Per altra banda, quatre dels cinc individus mostraven increments
d’anomalies per altres regions (WS-1, WS-11, DG-2 i DG-6), suggerint que aquests individus
presentaven un increment generalitzat de fendmens de NAHR, possiblement relacionat amb

alteracions en els mecanismes cel-lulars que eviten la seva accio.

6.3. EFECTE DE L’EDAT EN LES FREQUENCIES DE NAHR EN
ESPERMATOZOIDES

No hi ha dades concloents a la literatura en relacié a I'efecte de I'edat paterna i la freqliencia
d’anomalies cromosomiques. Mentre que alguns autors descriuen un increment d’anomalies
cromosomiques numeriques (Asada et al. 2000; Bosch et al. 2003) o estructurals (Bosch et al.
2003; Sloter et al. 2007) a mesura que s’incrementa I'edat dels pares, altres autors afirmen que
I’edat té un efecte negligible (Kurahashi i Emanuel 2001; Plastira et al. 2007). En general, les
dades suggereixen que podrien existir anomalies cromosomiques dependents i altres
independents de I'edat.

En relacié al fenomen de la NAHR que condueix a la formacié de delecions, duplicacions i
inversions, els nostres resultats mostren que en les tres regions analitzades no hi ha una
correlacié  positiva significativa entre les freqliiencies d’aquestes reorganitzacions

cromosomiques i I'edat.
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6.4. MECANISMES DE NAHR IMPLICATS EN LA FORMACIO
D’ANOMALIES CROMOSOMIQUES EN ESPERMATOZOIDES

Existeixen diferents dades a la literatura respecte els mecanismes que originen anomalies
cromosomiques derivades de la NAHR en espermatozoides. Alguns autors han inferit el
mecanisme mitjancant la comparacié de les freqiéncies de delecions i duplicacions observades
en espermatozoides: les freqiiéncies equivalents de delecions i duplicacions indiquen un
predomini de la NAHR intercromatide, mentre que un increment en la freqiiencia de delecions

indicaria la participacié de la NAHR intracromatide (Figura 6.4).

a) Intercromatide b) Intracromatide
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FIGURA 6.4: Mecanismes de NAHR que generen delecions i duplicacions.

En I'estudi de Lam i Jeffreys (2007) es van comparar les freqiiencies d’aquestes dues anomalies
en dos individus. Mentre en un d’ells van observar freqliencies equivalents de delecions i
duplicacions (suggerint la NAHR intercromatide), l'altre individu mostrava una frequéencia de
duplicacions superior. En aquest sentit, els autors varen suggerir que l'increment en la
freqlencia de duplicacions podria estar relacionat amb una NAHR premeiotica, que generaria un
mosaicisme a la linia germinal causant l'increment de la freqliencia de duplicacions (Lam i
Jeffreys, 2007). Per altra banda, Turner i col-laboradors van analitzar les freqliencies de
delecions i duplicacions en espermatozoides mitjangant QF-PCR (PCR quantitativa) en quatre
regions, en totes elles van observar freqiiéncies de delecions més elevades que les freqlencies
de duplicacions (Turner et al.,, 2008). Aquests autors varen concloure que la NAHR

intracromatide és el mecanisme predominant en les quatre regions estudiades.
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La comparacio entre les freqiéncies de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23 i 15q11-
g13 en la poblacié control no va mostrar diferencies significatives a nivell poblacional ni a nivell
individual, suggerint que la NAHR intercromatide és el mecanisme majoritari de formacid
d’aquestes anomalies. A la regié 22q11.2 es va observar un increment en la freqliéncia de
delecions a nivell poblacional. Malgrat aixo, les comparacions individuals no van mostrar
increments significatius de delecions en cap dels 10 individus, indicant que la NAHR
intercromatide seria, també en aquesta regid, el principal mecanisme implicat en la generacié de
delecions i duplicacions. Les diferencies observades entre el nostre estudi i els resultats
obtinguts per Turner i col. (2008) podrien ser degudes al disseny experimental utilitzat. Com s’ha
esmentat anteriorment (apartat 1.7.2), aquests autors van mesurar les freqiéncies de NAHR en
hot spots especifics dintre dels LCRs, mentre que en el nostre estudi i en el de Lam i Jeffreys
(2007) es mesuren les frequéncies d’anomalies de les regions critiques, fent possible I'analisi de
fenomens de NAHR que es puguin produir en qualsevol hot spot dins dels LCR que flanquegen

aquestes regions.

Tot i aix0, els resultats obtinguts a partir de I'estudi de les freqiencies d’inversions de la regio
15g11-q13 mostren freqiiéncies d’inversions molt més elevades que les freqiéencies de
delecions i duplicacions. Aquests resultats indiquen que globalment, la NAHR intracromatide és
el mecanisme majoritari i a la vegada, que els segments que conformen els LCRs que flanquegen
la regié 15g11-q13 es troben orientats majoritariament de forma indirecta. Aixi doncs, existiria
una freqliencia basal de NAHR intercromatide que genera delecions i duplicacions
complementaries i un nivell més elevat de NAHR intracromatide que generaria inversions amb

una incidéncia molt superior degut a I'arquitectura genomica que conforma els LCRs.

Per altra banda, en individus de risc — pares que mostren increments d’anomalies espermatiques
respecte la série control, van mostrar increments significatius en les freqiiéncies de delecions
comparades amb les duplicacions. Aquests resultats suggereixen un increment en la participacié
de la NAHR intracromatide. A més, en alguns individus també es van observar increments
significatius d’inversions. Es important destacar, que aquests increments d’inversions només es
van observar en aquells individus que de forma individual presentaven increments significatius
de delecions. Tenint en compte que les anomalies cromosomiques que mostren increments
significatius en espermatozoides son delecions i inversions, els nostres resultats indiquen que els
individus de risc presenten algun tipus d’alteracié en el mecanisme de NAHR intracromatide. Es
ben sabut que durant I'espermiogenesi es produeixen DSBs programats per facilitar la
remodelacié de la cromatina en espermatides elongades (Leduc et al. 2008). Alguns autors han

descrit la preséncia de proteines implicades en la maquinaria de reparacié per HR durant I'estadi
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de I'espermiogenesi (Srivastava i Raman 2007). En aquest sentit, una possibilitat és que les
anomalies produides per NAHR intracromatide es produeixin durant el procés de

I’espermiogénesi, on només hi ha una sola cromatide disponible per reparar el DSBs.

6.5. APLICACIO DE LA METODOLODIA DE FIBER-FISH PER L’ANALISI
DE I’ARQUITECTURA GENOMICA DE LCRs

Els resultats obtinguts en les analisis de Fiber-FISH posen de manifest la fiabilitat d’aquesta
metodologia per estudiar LCRs complexes. Aquesta técnica permet fer valoracions fiables de
variacions del nimero de copies i estructurals equilibrades quan s’utilitza un disseny consistent
en: 1) la seleccié de fosmids o altres clons de mida similar que cobreixin els gens i pseudogens
qgue formen el LCR, 2) la seleccié de marcadors cromosomics que permetin identificar de forma
especifica el LCR i 3) el desenvolupament i aplicacio de criteris de valoracio estrictes per valorar i
analitzar els senyals de FISH. A més, com en altres tecniques de FISH, la visualitzacié directa de
les seqliéncies que es volen estudiar permet realitzar quantificacions de les diferents variacions
estructurals observades i dels haplotips observats. En aquest sentit, haplotips en heterozigosi o
mosaicismes poden ser identificats més facilment mitjancant Fiber-FISH que amb altres
tecniques utilitzades per I'analisi de la variabilitat estructural del genoma (Aten et al. 2008). La
principal limitacié d’aquesta tecnica, com per altres técniques de FISH, és que aquesta és una
tecnica dirigida, és a dir que només permet obtenir informacié de la regié cromosomica que

reconeixen les sondes utilitzades.

Pel que fa a l'arquitectura genomica del LCR22-2, els resultats obtinguts van mostrar una
elevada variabilitat estructural. Es varen detectar tant variacions interindividuals com
intraindividuals. Es important destacar que es va identificar una organitzacié diferent dels gens i
pseudogens de la que es troba descrita en la base de dades del genoma huma actual
(GRCh37/hg19). Aquestes diferéncies consisteixen principalment en diferents nimeros de copia i
diferent posicié relativa dels gens i pseudogens que formen aquest LCR: cinc copies del gen
USP18, cinc copies del pseudogen de GGT AC008132 i dos o tres copies del pseudogen GGT3P. A
més, també es va observar una inversid que préviament no estava descrita que implica gairebé
la totalitat del LCR22-2, variant la posicié relativa dels gens PRODH i DGCR6 respecte al control
de copia Unica més centromeric RP11-66F9. En aquest sentit, els nostres resultats indiquen que
la técnica de Fiber-FISH permet estudiar amb una elevada fiabilitat regions complexes com els

LCR.
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La presencia de variacions estructurals en els LCR que flanquegen regions critiques s’ha
relacionat amb un increment de la susceptibilitat a la NAHR en alguns individus (Antonacci et al.
2010; Cusco et al. 2008). La optimitzacié d’aquesta metodologia permetra l'analisi de
I'arquitectura genomica dels LCR que flanquegen les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22g11.2 i
permetra en establir una relacié directa entre haplotips de predisposicid i increments en les

freqliencies d’anomalies cromosomiques produides per NAHR en espermatozoides.

6.6. CONSEQUENCIES CLINIQUES I CONSELL GENETIC

Una caracteristica comuna dels individus que van mostrar increments d’anomalies en
espermatozoides és la seva qualitat de moderats. El rang de percentatges incrementats es va
situar entre el 0.64 % i el 2.76 % amb una mitjana de 1.02 %. S’han descrit situacions similars a la
literatura, és a dir increments moderats d’anomalies cromosdomiques en espermatozoides de
pares amb descendéncia afecta per diferents sindromes: disomies del cromosoma 21 en pares
amb descendéncia afecta per la sindrome de Down (Blanco et al. 1998) o disomies dels
cromosomes sexuals en espermatozoides de pares amb descendéncia afecta per la sindrome de

Turner (Martinez-Pasarell et al. 1999) i la sindrome de Klinefelter (Arnedo et al. 2006).

Els resultats obtinguts en el nostre estudi mostren que en un percentatge significatiu de families
hi ha una relacié entre la presencia d’un trastorn genomic en la descendéncia i un increment
d’anomalies cromosomiques en espermatozoides. En aquest sentit, els increments d’anomalies
cromosomiques observats en espermatozoides poden tenir repercussions cliniques i aquests

individus s’han de considerar com individus de risc.

Considerem que els estudis de FISH en espermatozoides qualifiquen si un individu té un risc
incrementat de transmetre algun trastorn genomic a la descendéncia i que aquests s’haurien
d’incorporar com a eina per oferir un consell genetic reproductiu més acurat en aquests

individus.
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CONCLUSIO GENERAL

Alguns pares d’individus afectes per trastorns genomics mostren un increment en la
freqliencia d’anomalies cromosomiques en espermatozoides. Com a conseqiiéncia,
aquests individus s’han de considerar individus de risc per presentar una predisposicio a

transmetre trastorns genomics a la descendéncia.

Primera
La frequéncia de delecions i duplicacions de les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2 en
espermatozoides d’individus control és equivalent. La mida i la distancia dels LCRs, aixi com

I’edat dels individus, no afecten les freqiiencies de NAHR de les regions analitzades.

Segona
Les delecions i duplicacions de les regions 7q11.23, 15q11-q13 i 22q11.2 en espermatozoides

d’individus control s’originen per NAHR intercromatide.

Les inversions de la regié 15q11-q13 es generen amb un ordre de magnitud superior a la suma
de delecions i duplicacions. Aquests resultats indiquen que la NAHR intracromatide és el
mecanisme majoritari en la generacié d’anomalies, i que els LCRs que flanquegen la regié 15q11-

g13 presenten majoritariament blocs d’homologia amb orientacié indirecta.

Tercera

La incidencia d’inversions de la regio 1591113 observades en espermatozoides ens ha permes
inferir en un 22% la freqiiéncia de portadors heterozigots d’aquestes inversions en la poblacid
general. Tenint en compte que aquesta inversié s’ha definit com un haplotip de predisposicio a
la NAHR, un percentatge significatiu de la poblacié presenta un risc incrementat de transmetre

delecions a la descendéncia.

Quarta
S’han observat increments significatius d’anomalies cromosomiques en espermatozoides
d’individus amb descendéncia afecta per trastorns genomics:
e En la poblacié de pares amb descendencia afecta per la SPW, 4 dels 16 individus van
mostrar increments de delecions i inversions, mentre que 6 dels individus presentaven

increments de delecions. Els increments d’anomalies en espermatozoides son
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independents de 'origen genétic de la SPW en la descendéncia. Aquests increments son
un reflex de la inestabilitat que presenta la regié 15q11-q13 que la predisposa a
diferents tipus de reorganitzacions cromosomiques.

e En la poblacid de pares amb descendencia afecta per la SWB, 3 dels 15 individus
mostraven increments significatius de delecions, mentre que en la poblacié de pares
amb descendéncia afecta per la SDG es van observar increments en 2 dels 10 individus
analitzats.

Agquests individus s’han de considerar de risc, en el sentit que presenten un risc incrementat de

transmetre una anomalia cromosomica a la descendéncia.

Cinquena
Els increments significatius de delecions i inversions en espermatozoides d’individus amb
descendéncia afecta per trastorns gendmics indiquen un increment de la freqiiéncia del

fenomen de NAHR intracromatide.

Sisena

Els increments d’anomalies cromosomiques observats en espermatozoides d’individus amb
descendéncia afecta per trastorns genomics poden tenir el seu origen en fenomens esporadics
de NAHR, presencia d’haplotips de predisposici6 o en un increment generalitzat de la

susceptibilitat a la NAHR.

Setena
La técnica de Fiber-FISH permet mapar LCR complexes i avaluar la preséncia de diferents

haplotips.

Vuitena

Els estudis de FISH en espermatozoides, dirigits a determinar la incidéncia de delecions i
duplicacions, aporten una informacié valuosa en el consell genetic reproductiu en pares amb
descendéncia afecta per trastorns genomics. Un resultat de FISH en espermatozoides alterat,
independentment del valor numeéric, s’interpretara com I'evidencia d’anomalies en el procés de

recombinacid i és indicatiu d’un factor de risc.
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Annex

1.1. POBLACIO SWB

D7S2437 D75485 D7S691 D7S516 D7S634 D7S613 D71870
CASOS

P 243/245 243/245 143/135 257/257 139/139 111/115 113/121

WS-2 M 243/249 243/249 126/135 253/262 137/138 114/106 113/117
F 243/245 243/245 135/143 257/262 138/139 106 117

P 243/243 243/243 137/137 256/262 135/139 106/110 121/121

WS-3 M 245/247 247/245 137/140 255/255 135/148 110/110 119/123
F 243/247 243/247 137/140 255/256 135/135 106 121

P 243/244 243/243 128/136 251/256 138/131 111/111 113/123

WSs-4 M 245/249 245/249 138/141 255/256 135/137 115/115 113/119
F 243/249 243/249 136/141 251/256 131/137 111 113

P 244/250 243/249 134/140 250/255 130/138 110/110 119/119

WS-5 M 244/244 243/243 134/137 251/251 135/138 110/110 119/123
F 244/244 243/243 134/140 250/251 135/138 110 119

P 229/233 250/250 137/140 253/253 140/140 171173 114/120

WS-8 M 202/227 244/250 140/140 253/253 135/135 172/173 114/120
F 227/233 250/250 137/140 253/253 140/135 173 120

P 227/229 244/248 136/140 251/257 141/141 109/109 111/124

WS-9 M 202/231 244/246 135/140 257/262 120/137 101/109 118/118
F 229/231 244/248 135/140 257/262 137/141 109 111

P 225/229 242/244 137/143 251/262 129/139 101/109 120/120

Ws-11 M 202/225 246/250 135/143 251/258 139/139 113/113 111/120
F 225/225 244/246 143/143 258/262 129/139 101 120

P 231/233 248/248 136/140 250/250 131/139 109/110 104/115

WS-13 M 223/231 244/250 124/136 253/256 139/139 109/109 121/121
F 223/233 248/250 124/140 250/253 131/139 109 121

TAULA I.1: Resultats analisi de microsatél-lits de les families amb descendéncia afecta per la SWB (P:

pare, M: mare, F: fill afecte).
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ORIGEN

CASOS D782518  D783196 oo o)
P

Ws-2 |m PATERN
F
P

Ws-3 |M MATERN
F
P

Ws-4 (M MATERN
F
P 135/145

Ws-5  |M 134/147 PATERN
F 134
P 135/143 208/219

ws-8 M 134/147 207/219 PATERN
F 134 219
P

Ws-9 |M MATERN
F
P 135/140 208/208

Ws-11  |M 137/137 208/208 MATERN
F 140 208
P

Ws-13  |M PATERN
F

TAULA 1.2: Resultats analisi de microsatél-lits addicionals de les families amb descendeéncia afecta per la
SWB i determinacid de I'origen parental de la delecié (P: pare, M: mare, F: fill afecte).
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1.2. POBLACIO SWB

ORIGEN
CASOS D2251638 D2251648 D225264  D22s311  D225303 oo o
P 114/116  174/174  185/195  251/251  220/222
DG-1 |M 116/116  174/174  195/195  250/256  222/223  PATERN
F 116 174 195 256 220/223
P 116/116  170/172  195/203  250/250  212/222
DG-2 |M 116/116  172/172  201/201  250/257  212/222  PATERN
F 116 172 201 257 222/222
P 99/105 174/178  193/199  256/256  220/223
DG-3 |M 116/116  174/174  193/199  256/259  222/224  PATERN
F 116 174 193 259 220/224
P 116/105  174/174  195/195  250/256  212/222
DG-5 | M 109/105  174/174  195/195  250/256  223/223  MATERN
F 116 174 195 256 212/223
P 105/116  174/174  187/191  250/250  222/222
DG-7 |M 109/109  173/178  185/193  250/254  222/222  MATERN
F 116 174 191 250 222/222
P 109/120  174/174  185/199  250/250  222/224
DG-8 |M 116/114  174/174  199/205  254/257  212/224  PATERN
F 116 174 199 254 212/224
P 114/114  174/174  187/199  252/256  213/223
DG-10 |M 109/116  174/174  199/201  250/256  223/225  PATERN
F 116 174 199 256 223/223
P 116/116  174/174  199/201  250/256  212/222
DG-11 |M 111/122  170/171  187/191  250/254  222/222  MATERN
F 116 174 201 256 212/222

TAULA 1.3: Resultats analisi de microsatél-lits addicionals de les families amb descendeéncia afecta per la

SDG i determinacié de I'origen parental de la delecié (P: pare,

M: mare,

F: fill afecte).
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