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Resum

Les malalties mentals greus - esquizofrénia, trastorn bipolar, trastorn esquizoafectiu i trastorn
depressiu major — s6n comuns en la poblacié general. Es tracta de malalties complexes
causades per la interaccio entre factors genétics i ambientals, que s’agrupen en families. Des
del punt de vista genétic, aquestes malalties son el resultat de I'efecte combinat de variants
comunes i rares. En aquest treball s’ha realitzat un estudi amb families amb elevada
prevalenca de malaltia mental greu per poder identificar variants rares degudes a variacions
en el nombre de copies (CNV), associades al fenotip psicotic. Es varen analitzar dues families
aplicant la tecnica del genotipat per SNP array. Els CNVs varen ser identificats amb el
programa Genome Studio basat en I'algoritme cnv-Partition. El resultat fou: a) en la familia 1
es trobaren dues duplicacions rares (DUP3p26.3 i DUP16p23.3) i dues delecions rares
(DEL39g28 i DEL13g31.2), b) en la familia 2 s'identificaren sis duplicacions rares (DUP3¢29,
DUP4q35.2, DUP9p24.1, DUP11p14.2, DUP18g22.1 i DUP22q11.23) i tres delecions rares
(DEL6p21.33, DEL8p23.2 i DEL12q14.1).

Abstract

Serious mental illnesses - schizophrenia, bipolar disorder, schizoaffective disorder and major
depressive disorder - are common in the general population. They are complex disorders
caused by the interaction between genetic and environmental factors, that usually accumulate
in families. From a genetic point of view, these diseases are the result of the combined effect
of common and rare variants. In this work, we have focused in identifying specific rare variants
due to copy number variations (CNVs) in families with a high prevalence of severe mental
disorder. Two families were analysed using SNP array genotyping, The CNVs were identified
using the Genome Studio software based on the cnv-Partition algorithm. The results obtained
were: a) in family 1 we identified two rare duplications (DUP3p26.3 and DUP16p23.3) and two
rare deletions (DEL3g28 and DEL13g31. 2), b) in family 2, there were six rare duplications
(DUP3g29, DUP4(g35.2, DUP9p24.1, DUP11p14.2, DUP18g22.1 and DUP22g11.23) and
three rare deletions (DEL6p21.33, DEL8p23.2 and DEL12q14.1).
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Introduccio

La salut mental és definida, segons I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS), com: “un estat
de benestar on l'individu se’n adona de les seves propies capacitats, pot fer front a les tensions
normals de la vida, pot treballar de forma productiva i fructifera, i és capa¢ de fer una
contribucié a la seva comunitat”. * Pero no tothom gaudeix de salut mental, ja que les malalties
mentals suposen el 14% de la carrega de malaltia a nivell mundial. A més, s’estima que fins
el 25% de les persones pateixen una o més malalties mentals o del comportament al llarg de

la seva vida. 2

Pel que fa a les persones amb malalties mentals greus (MMG) - inclou esquizofrénia, trastorn
esquizoafectiu, trastorn bipolar i trastorn depressiu major * — tenen una taxa de mortalitat més
elevada que la poblacié general i una esperanca de vida menor *°. Si bé, el suicidi explica
part d’aquesta reduccido d’esperanca de vida, actualment s’ha pogut demostrar que la
comorbiditat explica el 60% de les morts en pacients amb MMG?®. La comorbiditat és la
coexistencia de malaltia mental i malaltia fisica en una mateixa persona. Tot i que els
problemes de salut fisica als quals sén propensos els pacients amb MMG -—malalties
cardiovasculars, respiratories o cancer, entre altres’-, sén malalties que prevalen a la poblacié
general, 'impacte que tenen als individus amb MMG és significativament major®. També cal
tenir en compte que els individus amb MMG estan sotmesos a medicacié antipsicotica —a
diferencia de la poblacié general- la qual té efectes secundaris que afecten especialment a la

funcié hepatica.

El trastorn depressiu major (TDM) és una malaltia debilitant que es caracteritzada per almanco
un episodi depressiu que dura com a minim dues setmanes i que implica canvis clars en I'estat
d’anim, els interessos i el plaer, canvis en la cognici6 i simptomes vegetatius. Algunes de les
formes de depressio son lleugerament diferents, o poden desenvolupar-se en circumstancies
Gnigques, com la depressié post-part o el trastorn afectiu estacional®. S’estima que la
prevalenca mitja de dotze mesos de TDM és aproximadament del 6%. Ara bé, la prevalenca
de la malaltia al llarg de la vida sol ser tres vegades major que la prevalenga de dotze mesos,
afectant a un de cada sis adults. Pel que fa a la freqiiéncia a la qual es presenta el TDM
segons el sexe de I'individu, en el sexe femeni es duplica. 1° L’etiologia del trastorn depressiu
major és multifactorial i s’estima que la seva heretabilitat és aproximadament del 35%. A
meés, els factors ambientals, com I'abus sexual, fisic o emocional durant la infancia, estan
fortament relacionats amb el risc de desenvolupar-ho.'° En la majoria dels casos la depressio
pot ser tractada. Com abans s'inicii el tractament, més efectivitat tindra aquest. Per tractar-ho

es sol utilitzar medicaments antidepressius, psicoterapia o ambdues.



L’esquizofrénia és una malaltia mental cronica que afecta aproximadament a I'% de la
poblacié mundial. Es tracta d’'un sindrome amb un conjunt de signes i simptomes d’etiologia
desconeguts, definits predominants pels signes observats de psicosi. La psicosi és un domini
de simptomes presents en diferents malalties mentals, caracteritzada per la pérdua de
contacte amb la realitat. Pel que fa a I'esquizofrénia, en la seva forma més comdu, es presenta
amb delusions i al-lucinacions auditives al final de I'adolescéncia o principis d’edat adulta.*?
Les delusions sén creences falses. Per exemple, pensar que et persegueixen. Aquestes
creences son fixes i inclis persisteixen quan son refutades per la realitat. Per altra banda, les
al-lucinacions auditives sén experiéncies sensorials que no estan basades en estimuls reals.

Per exemple, sentir veus que ningll més és capagc de sentir. 13

Hi ha varis factors que poden contribuir al risc de que una persona desenvolupi esquizofrénia,
entre ells considerem la genética i 'entorn. Pel que fa a la genética, 'esquizofrénia a vegades
és hereditaria. Aixd no implica que si un membre de la familia pateix esquizofreénia els altres
membres la pateixin, pero si que tinguin major probabilitat a desenvolupar la malaltia. Amb els
anys s’ha demostrat que es tracta de la combinacié de gens diferents que augmenten aquesta
probabilitat, i no d’'un gen per si sol. L’entorn, en combinacié amb la genética, pot potenciar
I'aparicié de la malaltia®, la qual és tractada amb medicaments antipsicotics i/o tractament

psicosocials.

El trastorn bipolar és una malaltia mental cronica que afecta a més d’'un 1% de la poblacio
mundial. Aquesta malaltia és caracteritza per fluctuacions en l'estat d’anim i I'energia.* La
principal caracteristica que separa els trastorns bipolars d’altres trastorns afectius és la
preséncia d’episodis maniacs o hipomaniacs recurrents que poden alternar-se amb episodis
depressius. En els episodis maniacs, una persona pot sentir-se molt felic, irritable i/o optimista,
i hi ha un augment en el nivell d’activitat. En els episodis depressius, la persona pot sentir-se
trista, indiferent o desesperada, a més de mostrar un nivell d’activitat molt baix. Finalment, pel
gue fa als episodis hipomaniacs, sén com els episodis maniacs, perd menys greus i

problematics. °

Depenent de la simptomatologia de I'individu es classificara la malaltia en tres tipus basics de
trastorn bipolar. El trastorn bipolar |, el trastorn bipolar Il i el trastorn ciclotimic. El trastorn
bipolar | es caracteritza per presentar episodis maniacs i, fins en el 75% dels episodis hi
apareixen simptomes psicotics, com els deliris i les al-lucinacions. El trastorn bipolar Il es
caracteritza per presentar episodis depressius alternats amb episodis hipomaniacs. Per
darrer, el trastorn ciclotimic es caracteritza per estats depressius i hipomaniacs recurrents,
d’'una duracié minima de 2 anys, que no arriba al llindar de diagnostic d’un episodi afectiu

major. 1°



Es desconeix la causa exacte del trastorn bipolar. Ara bé, es sap que és una malaltia co-
segregada en families!’ i que es tracta d’'una malaltia complexa. Una malaltia complexa és
aquella que es causada per factors genétics, factors ambientals i la combinacié entre ells. Per
diagnosticar el trastorn bipolar un metge pot fer un examen fisic complet, demanar proves
meédiques per descartar altres possibles malalties i remetre a la persona per una avaluacio
psiquiatrica. El psiquiatra diagnostica el trastorn bipolar basant-se amb els simptomes, el
transcurs de la seva vida i les experiéncies de la persona afectada. Un cop diagnosticada la
malaltia, aquesta es tracta amb medicaments, psicoterapia o ambdues. El farmac més comu
que se’ls recepta és el liti, un estabilitzador de I'estat d’anim que ajuda a evitar episodis

animics o reduir la seva gravetat si ocorren. °

Per tant, les MMG s6n malalties mentals comuns en la poblacié general que comparteixen les
caracteristiques de ser malalties complexes i amb una heretabilitat elevada. Des d’un punt de
vista genétic, totes les MMGs de manifestacio en families amb elevada prevalenca tenen una
base genética compartida —la qual té una arquitectura genética formada per variabilitat
genética comu i variabilitat genética rara. Les variants rares so6n molt penetrants i tenen un
impacte major en el fenotip. Entre aquestes variants rares hi trobem els SNVs (Single
Nucleotide Variants) i els CNVs (Copy Number Variants). Aquest treball s’ha centrat en
identificar CNVs que segreguin amb psicosis en families amb elevada prevalenca, amb la

finalitat de determinar si aquests CNVs poden estar relacionats amb la malaltia.

S’entén per CNV els trams de nucledtids més llargs d’1kb —a vegades més petits- que son
eliminats, insertats o duplicats®®. Pel que fa a la importancia de la mida dels CNVs, tot i que
els de mida menor solen associar-se amb malalties genétiques, el factor mida no pot utilitzar-
se com a predictor de patogenicitat per si sol*®. Per tant, no tots els CNVs son patogénics,
sin6 que també son una font de variabilitat; ara bé, els subjectes afectats per malalties
complexes presenten un nombre major de CNVs en comparacié amb la poblacié normal®,
Per altra banda, la freqiiéncia de CNVs ja s’ha vist associada positivament amb la complexitat

fenotipica de malalties gendmiques, com la discapacitat intel-lectual. *

Tal i com s’ha indicat anteriorment, I'arquitectura genética de les MMGs es caracteritza per
ser una combinacié entre variants comuns i rares?:??, Perd encara no es compren bé aquesta
arquitectura, motiu pel qual s’ha realitzat aquest estudi on s’han aplicat técniques de la
genomica de sistemes per comprendre millor el genotip de les malalties mentals i la seva

relacié amb el fenotip.



Hipotesis i objectius

Hipotesis: : L'acumulacio de variabilitat genética rara en forma de variacié en el nimero de
copies (CNVs, per les seves sigles en anglés Copy Number Variants) és un factor de risc
associat a la manifestacié de MMG. Estudis amb families amb elevada prevalenca de MMG
permetra determinar la correlacio entre preséncia de CNVs, manifestacié de MMG i severitat
del fenotip clinic.

Objectius: OP (Objectiu Principal) i OE (Objectius Especifics)

OP: Determinar la incidencia de CNVs associats a manifestaci6 de MMG en families amb
elevada prevalenca i estudiar la possible correlacié entre els CNVs i la severitat del fenotip

clinic.

OE.1. Genotipar, mitjancant matrius de polimorfismes de nucleotid tnic (SNP-Array), individus

tant afectes com sans de 12 families amb elevada prevalenca de MMG.

OE.2. Identificar els CNVs presents en cada membre de la familia i determinar l'associacio

d'aquests CNVs amb els fenotips clinics de MMG.



Material i metodes

1. Families analitzades

El present treball pretenia analitzar 14 families amb elevada prevalenca de MMG -veure
annex, figures 1-14-, pero per motius associats a la pandémia i al retras en els permisos per
poder accedir a les instal-lacions 1dISBa, finalment només s’han pogut analitzar 2 d'aquestes
families —veure annex, figures 13-14- de les quals ja es tenien les mostres genotipades.

La familia 1 (veure annex, figura 13) —de Mallorca- va ser reclutada a partir d’'una mare
(subjecte 3) amb simptomes de psicosis —episodis depressius i maniacs alternats
acompanyats d’ideacié delirant de tipus paranoic. L’any 1985 s’iniciaren els simptomes
després d’haver donat a llum a les seves filles bessones. A part de les bessones —subjectes
10i 11- la mare té tres fills més —subjectes 7, 8 i 9-. El subjecte 7 presenta esquizofrénia des
dels 19 anys, el subjecte 8 comenca a tenir simptomes psicotics quan tenia 16 anys i es
suicida l'any 2014; i el subjecte 9 comenga a presentar simptomes als 14 anys. Als tres
membres, se’ls diagnostica esquizofrénia. Les filles bessones, no presenten cap simptoma
psicotic. Pel que fa als antecedents familiars, el subjecte 3 tenia un germa que mori de cirrosis
per alcoholisme (subjecte 304), un oncle amb autisme i psicosis (subjecte 203), un altre oncle
amb malaltia mental i epilepsia (subjecte 206) i una cosina amb ansietat (subjecte 6). El
subjecte 6 té una filla afectada per trastorn bipolar (subjecte 12). El pare de la nina (subjecte

5) esta diagnosticat de trastorn depressiu major.

Al llarg d’aquest treball es parlara d’individus amb psicosis si pateixen esquizofrénia o trastorn

bipolar, e individus malalts mentals no psicotics (MMNP) si pateixen trastorn depressiu major.

Es van poder obtenir mostres de sang d’un total de 12 membres (subjectes: 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 111 12). D’aquests 12 subjectes 5 membres presenten psicosis -subjectes 3, 7,
8,91 12-i3 membres son MMNP —subjectes 1, 2 i 6-.

La segona familia (veure annex, figura 14) és una familia molt gran multigeneracional amb
una elevada prevalenca de malaltia mental provinent de “Las Alpujarras”, una regié amb taxes
de prevalenga d’esquizofrénia que dupliquen a les de la resta de I'Estat Espanyol.®*’ Una
branca de la familia viu a Mallorca. En total es varen obtenir mostres de sang de 34 membres
(subjectes: 1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 2-7, 3-8, 3-9, 3-10, 3-11, 3-12, 3-13, 4-14, 4-15, 4-16,
4-17, 1-18, 1-19, 1-20, 1-21, 1-22, 1-23, 1-24, 1-25, 1-26, 1-27, 2-28, 3-29, 3-30, 3-31, 4-32,
3-33i 3-34). D’aquests 34 membres, 9 membres son psicotics (subjectes 1-2, 1-6, 3-11, 3-
12, 1-18, 1-19, 1-25, 3-30i 3-31) i 11 s6n MMNP (subjectes 1-1, 1-3, 1-5, 3-9, 3-10, 3-13, 4-
15, 1-20, 1-22, 1-24i 1-27).



2. Extraccio d’ADN de sang.

La sang es va recollir amb tubs BD Vacutainer (amb EDTA) i es va guardar a la gelera fins
I'extraccio de I'ADN. Es va extreure 'ADN utilitzant el seglent kit: MasterPure™ DNA
Purification Kit for Blood version Il (MB711400, Lucigen), seguint el protocol Buffy Coat, en el

qual s’ailla per centrifugacié la fraccié leucocitaria.

En el protocol seguit, primer es varen centrifugar les mostres de sang i es va separar la fraccio
de buffy coat — on es troben les cél-lules blanques de la sang — per la seva extraccié d’ADN.
Un cop separades les cel-lules blanques dels eritrocits i el serum, es posa Red Cell Lysis per
rompre les membranes plasmatiques de les cél-lules. Mesclada la solucié i deixada a
temperatura ambient uns 10 minuts, es centrifuga i es tira el sobrenedant. El pellet es va
resuspendre amb Tissue and Cell Lysis —per acabar de rompre les membranes plasmatiques-
i MPC —que degrada les proteines-. Aquesta solucié es centrifuga i el sobrenedant es posa
amb isopropanol —per a que ’ADN precipiti-. Un cop precipitat TADN, la solucié es centrifuga
10.621G i 4°C, on llavors es tira el sobrenedant i es queda el pellet. Al qual es van fer dos
rentats amb etanol 70°C per llevar possible impureses. El pellet es deixa eixugar a I'estufa a
uns 50°C i llavors es resuspengue amb TE Buffer. Les mostres es varen deixar a temperatura

ambient tot el vespre i al dia segiient es varen quantificar.

Les mostres es varen quantificar amb el nanodrop i es tingué en compte que totes les mostres
tinguessin un rati A260/280 aproximat a 1.8 —és el rati de qualitat estandard pels acids

nucleics. Un cop quantificades, les mostres es varen guardar al congelador a -20°C.

Un cop extret ’ADN de totes les mostres, aquestes es varen preparar a una concentracié de
50 ng/uL a un volum de 20 uL, dins una placa de 96 pouets i s’envia a genotipar al Centre
Nacional de Genotipat (CEGEN, Madrid).

3. Genotipat per SNP-array

Es genotipa al Centre Nacional de Genotipat (CEGEN, Madrid). La técnica SNP-Array es va
utilitzar amb el proposit d’identificar delecions i/o duplicacions que poguessin estar implicades
en la manifestacio de les malalties mentals greus estudiades. Els passos basics de la técnica
SNP-Array son: amplificacid, fragmentacid, precipitacio i resuspensié de ’ADN, hibridaci6 de

'’ADN amb sequéncies complementaries marcades i obtencié d’'imatges.

Pel que fa a la hibridacio, els fragments d’ADN gendmic son hibridats amb nucledtids marcats.
Els nucleotids C/G és marquen amb dinitrofenol (DNP) i els nucleotids A/T amb biotina. Un

cop finalitzada la hibridacio, les mostres es tracten amb anticossos primaris —anti-DNP-vermell
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pels nucleodtids C/G i estreptavidina-verd (SA) pels nucleotids A/T- i amb els seus respectius
anticossos secundaris —anti-estreptadividina-biotina (anti-SA) i anti-AB-DNP. La fluorescéncia
gue emeten els anticossos secundaris és captada per un sistema laser confocal de dos colors
(sistema iScan). Per tant, els locus amb C i/o G emetran una fluorescencia vermella i els locus

amb A i/o T verda.
4. Analisi de CNVs a partir de la técnica SNP-Array

Es varen utilitzar les dades del SNP array per detectar possibles CNVs de mida gran (a partir
d’'unes 100.000 parelles de bases) mitjancant el software Genome Studio i I'algoritme

cnvPartition.

4.1. Algoritme cnvPartition del Genome Studio

Per poder detectar els CNVs s'utilitza l'algoritme cnvPartition del Genome Studio. Aquest
algoritme es basa en dos parametres: la frequéncia de 'al-lel B (BAF) i el ratio Log R (LRR).
L’us dels dos parametres junts permet comprovar la qualitat de les mostres i comprovar la

preséncia de CNVs.

La BAF és una mesura del desequilibri al-lelic. En una mostra ben genotipada s’esperen tres
genotips: AA homozigot, AB heterozigot i BB homozigot. Cada genotip presenta dos al-lels,
on un és provinent del pare i l'altre de la mare. Si es refereix a 'al-lel B, els valors de BAF
esperats sén: 0, 0.5 1, respectivament. La FAB del genotip AA sera 0 perqué I'al-lel B no esta
present, en el genotip AB la FAB sera 0.5 perqué I'al-lel B esta present en una proporcio 1:2 i
en el genotip BB la FAB sera 1 perquée l'allel B esta present en una proporcié 2:2. Les
alteracions poden ser causades per la preséncia d’'un CNV, o bé una mala qualitat del genotip

—motiu pel qual és important I'Us dels dos parametres junts

El LRR és una mesura d’intensitat relativa. Aquest valor s’obté normalitzant el valor R, que és

la suma de les intensitat de les sondes utilitzades per genotipar els diferents marcadors.

Per tant, en l'hipotétic cas de que les mostres tinguessin una delecié en algun locus del
genoma, el que s’esperaria veure és: per una banda una reduccié d’intensitat relativa i
I'abséncia de BAF en la zona de deleci6. Per altra banda, en I'hipotétic cas de que les mostres
tinguessin una duplicacié en algun locus del genoma, el que s’esperaria veure és: un augment
de la intensitat relativa i la preséncia de noves FAB en relacié del tipus de genotip que s’hagi
duplicat. Per exemple, una duplicacié ABB tindria una FAB 0.6 aproximadament, ja que la

proporcio de 'al-lel B en aquest genotip és 2:3.
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4.2. Protocol analisi dades mitjancant Genome Studio

El centre nacional de genotipat (CEGEN) envia una carpeta amb els resultats. Els passos
seguits per analitzar les dades en el programa Genome Studio 2.0 van ser: File > New
Project > Genotyping > Create > Seleccionar carpeta > Load Samples > Manifest (seleccionar
el document amb extensié “bpm”) > Data Repository (seleccionar carpeta ScanData) >
Directoris in Repository (seleccionar les 3 opcions) > Add > Import cluster positions

(seleccionar el documeny “.egt”) > Finish

Acabats aquests passos tarda uns 30 minuts en processar tota la informacié de la carpeta i
analitzar els SNPs. Llavors sorti una vinyeta on es demana: “Voleu actualitzar les
estadistiques del SNP per tots els SNPs?”. Seleccionar “Si”. Fet aquest pas, el programa tarda
uns 20 minuts més en realitzar I'analisi. Finalitzat, es continua amb: Analysis > CNV Analysis >
Create New CNV Analysis > cnv-Partition 3.2.0 > Calculate > Current CNV Analysis > Save
Project. Guardat el projecte: Analysis > Reports > Custom Report > CNV Region Report >

CNV Analysis File (seleccionar el document “.bin”) > Nombrar i guardar el document > Finish.

Fets tots els passos descrits, al entrar a la carpeta inicial aparagué un nou document:
“‘custom.txt” on estaven els resultats de I'analisi dels CNVs. Per poder modificar les dades, el
document es va obrir amb Excel. Els valors obtinguts varen ser: identificacié de la mostra
(“Sample ID”), el cromosoma on es troba el possible CNV (“Chr”), I'inici del possible CNV
(“Start”), el final del possible CNV (“End”), el valor del CNV (“CNV Value) i la confianca del
CNV (“CNV Conf”).

4.3. Filtratge dels CNVs

Un cop obtinguts els possibles CNVs presents a les mostres, cal comprovar que sén CNVs i
no artefactes -factors que pertorben la correcta interpretacié dels resultats, com per exemple:
genotipat incorrecte, mala cobertura de SNPs, contaminacié de la mostra, etc. Per tant, es

varen seguir els seglients passos:

1. Identificar els noms de les mostres amb les identitats dels pedigris i separar les dues
families.
2. En cada una de les families:
a. Determinar la mida dels CNVs — la diferéncia entre el final del CNV i el seu inici.
b. Filtrar CNVs per mida —només tenir en compte els CNVs majors a 80.000 parell
de bases.
c. Eliminar els CNVs amb un CNV valor igual a 2 —ja que no hi ha cap tipus de

deleci6 o insercid, observar la figura 15 de I'annex.

12



3. Llavors, es torna al Genome Studio per comprovar la validesa dels CNVs identificats i
evitar artefactes.
a. Les instruccions seguides al Genome Studio per veure marcadors en
cromosomes i poder avaluar BAF i LRR, foren:
i. Tools > Show Genome Viewer > Seleccionar les mostres i els
parametres (B allele freq i Log R ratio) > Add to favourite > Ok > View >
Chromosome Browser
4. Un cop seleccionat “Chromosome Browser” ja es va poder comprovar la validesa dels

CNVs mitjancant els dos parametres de cnvPartition — BAF i LRR.

A l'annex s’adjunten figures representatives de mostres genotipades amb baixa qualitat
(figura 16-A), amb bona qualitat on es confirma la validesa del CNV —tant per duplicacié com
per delecio- (figura 16-B,C) i amb bona qualitat perd on no es confirma la validesa del CNV
(figura 16-D).

Un cop seleccionats els CNVs valids: 1) Es comprova la seva segregacio en el pedigri. 2) Es
comprova a CNVxplorer 2, DECIPHER?* i Genome Browser® —bases de dades-: a) si el CNV
s’havia descrit préviament, b) si havia algun CNV en la mateixa regio, c¢) la freqiiéncia del CNV
per confirmar que sbn variants rares — s’esperen freqiiéncies baixes, i d) es cerca si s’havia

associats el CNV al fenotip estudiat — la psicosis.
5. Confirmacié CNV per PCR Digital (ddPCR)

Els CNVs valids es van confirmar mitjan¢ant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)

digital de gota.

La idea basica de la ddPCR és contar el nombre de molécules d’ADN amplificades en una
reaccido PCR que s’ha dividit en multiples reaccions diferents. Per dur a terme la ddPCR és
necessaria una alta dilucié de les mostres per a que cada reaccio hagi 0 o 1 molécula d’ADN
seguint una distribucié de Poisson. Llavors, donat el nombre total de reaccions en qué s’ha

dividit la mostra i utilitzant I'estadistica de Poisson és possible estimar la quantitat total d’ADN.

Per aconseguir una sola molécula d’ADN en cada reaccioé es dugué a terme la ddPCR de
gotetes. La idea és: a partir d’'una barreja mestra amb reactius i mostra, aconseguir milers de
reaccions paral-leles (particions) mitjangant gotetes d’aigua en oli (ddPCR Droplet Reader Oil).
De manera que en cada goteta hi hagi els reactius necessaris per a que la PCR es pugui dur
a terme en cas de que hi hagi una molécula d’ADN. Aquestes particions s’aconsegueixen a
través del generador de gotes QX200 de BioRad, que genera al voltant de 20.000 gotetes a

partir de de 20 pL de barreja mestra.
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Un cop amplificat ’ADN, en el temorciclador c1000 Touch de BioRad, el producte de la PCR
es llegit per un citometre de flux de gotes, el QX200™ Droplet Reader de BioRad. Aquest
lector de gotes desempaqueta les gotes emulsionades i les fa passar en fila india per un
sistema de detecci6 optica de dos colors de forma seriada. Cada reaccié amb una moléecula
d’ADN amplificada la compta com a positiva (1), mentre que I'abséncia de molécula d’ADN ho
compta com un negatiu (0). El citometre reconeix les gotetes amb ADN amplificat, perque la
barreja per a la PCR contenia el fluorocrom SybrGreen que s’intercala entre la doble cadena
de I’ADN aixi com es va replicant. Per tant, només les gotetes amb preséncia d’ADN emetran

fluorescencia.
5.1. Procediment

Abans de la ddPCR, 'ADN gendmic (ADNg) de cada membre de la familia es va digerir durant
1 hora a 37°C amb I'enzim de restriccié Hind lll. La barreja utilitzada va ser: 1000ng d’ADNg,
1uL de Hind Il HF, tamp6 Cut Smart i H2O en un volum final de 20pL.

Un cop digerit ’TADNg, es varen preparar les barreges mestres de PCR per a cada obijectiu
analitzat. La barreja contenia: DdPCR ™ Supermix for Probes (No dUTP) 1X, Primer Target
Forward (900nM), Primer Target Reverse (900nM), Primer Reference Forward (900nM),
Primer Reference Reverse (900nM), sonda FAM (Target) i sonda VIC (Reference) (500nm),

H2O i DNA de la mostra, en un volum final de 20uL.

Després, la barreja mestra es va partir en gotes mitjancant ddPCR Droplet Reader Oil i del
generador de gotes QX200 de BioRad. Llavors la PCR es realitza en el temorciclador c1000
Touch de BioRad amb les segiients condicions de cicle: desnaturalitzacié inicial a 95°C durant
10 minuts, seguida de 39 cicles a 94°C durant 30 segons, una extensio a 57°C durant 1 minut
i amb una desnaturalitzacio final a 98°C durant 10 minuts. Finalment, el producte de la PCR

va ser analitzat pel citometre de flux de gotes, el QX200™ Droplet Reader de BioRad.

5.2. Gel d’agarosa i electroforesis vertical

Un cop amplificades les mostres, aquestes es varen correr en gels d’Agarosa 2% -a major
concentracié d’agarosa en el gel, els amplicons corren amb major dificultat i podem observar

amplicons de major pes molecular.

Per preparar el gel d’Agarosa 2% es mescla 2 grams d’agarosa en 100 mL de Buffer TAE-1X
i s’encalenti — 'agarosa en temperatura ambient es solidifica- i s’afegi intercalant d’ADN —el
Midori Green Advance. Esperats uns 20 minuts per a la seva solidificacio, el gel es col-loca

dintre de la safata d’electroforesis amb Buffer TAE-1X i es carregaren les mostres. Es tapa la
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safata i es connecta a una font d'electroforesi a 100V durant 40 minuts. La mostra va cérrer

del pol negatiu al pol positiu ja que '’ADN esta carregat negativament.

Per les mostres amb delecio s’esperara no veure cap banda a la zona delecionada, i en el cas

de la duplicacio, veure una banda més gruixada a la zona duplicada

15



Resultats

Els pedigris adjuntats segueixen la seguent llegenda:

(O Dona |:| Home " Defuncio
i afréni Trastorn
Esquizofrénia (SZ) . .
Trastorn Bipolar (BD) ‘rjfaij?;?%'u ( Dsa Indeterminat

Familia 1

Es van identificar i validar per ddPCR —veure annex, figura 17 - cinc CNVs que afecten als
membres de la familia 1: tres duplicacions rares (DUP3p26.3, DUP16p23.3 i DUP6Q27) i
dues delecions rares (DEL3g28 i DEL13g31.2). Ara bé, la DUP6g27 no és segregada en

aquest pedigri.

Tal i com es pot observar a la figura A, els quatre CNVs identificats segreguen entre els

pacients psicotics.

101 102

[ TRy e '

201 202 203 204 205 206 207 208

D——O/\j | _4‘& ﬁ |/ Iﬁ D Cl)ﬁf? Mostra mal genotipada
302 301 1 2 sz3 303 304 305 306 4 é S DUP3p26.3
Y& DUP16p233
I; % * i * OAO Iﬂ Iﬁ X DUPGq27
401 402 s}g sj;a s29 ;; ;1% 13 14 B2 15 DEL3g28
* * ® © DEL13g312

Figura A. Representacio del pedigri de la familia 1 amb els fenotips i CNVs identificats de

cada membre.

En aquesta familia s’han identificat dues arquitectures genétiques diferents. El primer cas
inclou els subjectes 3, 4, 7, 9, 10 i 11; el segon cas inclou els subjectes 5, 6 i 12. En el primer
cas, la psicosis és altament influenciada per la combinacié de dues duplicacions (DUP3p26.3
i DUP16p23.3). Tot i que la preséncia d’aquesta variant no determina la preséncia de malaltia,
ja que els subjectes 10 i 11 —germanes bessones-sén portadores d’ambdos CNVs i no
presenten cap tipus de simptoma psicotic. Pel que fa a preséncia de CNV associada a fenotip:

la DUP3p26.3 la presenten l'individu 3 —la mare-, I'individu 7 —un fill- i els subjectes 10i 11 —
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filles bessones de l'individu 3. Dels 4 individus, 2 presenten fenotip psicotic. Per altra banda,
la DUP16p23.3 esta present en l'individu 3, l'individu 4 —germana del subjecte 3-, I'individu 8
—un fill del subjecte 3- i els subjectes 10 i 11. Dels 5 individus que porten la duplicacié, només
2 (individu 3 i 8) presenten fenotip psicotic.

Per altra banda, la segona branca de la familia és portadora de dues delecions (DEL3g28 i
DEL13g31.2) i una duplicacio (DUP6g27). Tots els membres amb preséncia de CNV
presenten fenotips associats a MMG. Interessantment, la Unica pacient amb psicosis (subjecte
12) ha heretat la DEL3g28 del seu pare ( subjecte 5, MMNP) i la DEL13g31.2 de la seva mare
(subjecte 6, MMNP). Finalment, la DUP6g27 tan sols esta present al subjecte 6, qui presenta
un fenotip MMNP.

Un cop validats els CNVs per cnv-Partition i comprovat a la base de dades CNVxplorer que
totes les variants identificades eren rares (frequéncies al-leliques inferiors al 1%, MAF<1%);
es realitza una recerca dels gens afectats per aquests CNVs. S'utilitza les bases de dades:
CNVxplorer 22, DECIPHER?* i Genome Browser®.

Banda - _ Mida CNV _ -
Gen _ . Inici Final Frequéncia Individus
citogenética (pb)
Duplicacions
CNTN6 3p26.3 1159787 1781739 621952 0.00118 3.7, 10, 11
CDH13 16p23.3 82180075 83664582 1484507 0.00016 3,4, 8,10, 11
AFDN 6q27 168347396 168610954 263558 0.01111 6
Delecions
OSTN,
3q28 190923593 191020382 96789 0.00792 5 12
UTS2B ’
SLITRK5 13g31.2 87510992 87714256 203264 0.00016 6, 12
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Familia 2

Es van identificar i validar per ddPCR nou CNVs que afecten als membres de la familia 2: sis
duplicacions rares (DUP3qg29, DUP4g35.2, DUP9p24.1, DUP11pl14.2, DUP18g22.1 i
DUP22q11.23) i tres delecions rares (DEL6p21.33, DEL8p23.2 i DEL12qg14.1).

Ales figures B, Ci D es poden observar la seguregacio dels CNVs identificats.

1-202 1-201

-0 ™ 2 b b - e 1308 Mostra mal genotipada
DUP22q11.23
i ‘ * [ D ] ' | . ) ﬁ | ® DEL6p21.33
1-18 1-19 1-20 1-21 1-22 1-23 1-24 1-25 1-26 1-27 DEL12g14.1
® ® ® DEL8p23 2

Figura B. Representacié del pedigri de la subfamilia 1 de la familia 2 amb els fenotips i CNVs

identificats de cada membre.

A la subfamilia 1 s’han observat 4 estructures genetiques diferents definides per la
DUP22q11.23, la DEL6p21.33, la DEL12g14.1 i la DEL8p23.2. La mare 1-1 és portadora de
la DUP22q11.23 i I'ha transmesa als seus dos fills (subjectes 1-18 i 1-19). Els tres subjectes
presenten fenotips de MMG, tot i que la mare presenta un fenotip MMNP i els fills fenotip
psicotic. La DEL6p21.33 esta present en els individus 1-20 i 1-23 —germans- on el 1-20
presenta un fenotip MMNP i el 1-23 esta sa. Per tant, la preséncia d’aquesta variant no
determina la preséncia de malaltia o si ho fa presentaria penetrancia incompleta. La mare
d’aquests dos individus (1-3) també presenta un fenotip MMNP, i podria ser que també
presentés el CNV, perd la mostra no es va genotipar correctament i no ho hem pogut
demostrar en el context d'aquest treball. Per altra banda, lindividu 1-22 (germana dels
subjectes 1-20,1-23 i filla d'1-3) presenta un fenotip MMNP, perd no presenta la delecié
identificada en els seus germans. La DEL12q14.1 esta present als individus 1-24, 1-25i 1-27,
germans. El membre 1-24 presenta un fenotip MMNP, 1-25 un fenotip psicotic i 1-27 és un
subjecte indeterminat, del qual no disposam de dades fenotipiques. La DEL8p23.2 només

esta present a I'individu 1-27.
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Figura C. Representacio del pedigri de la subfamilia 3 de la familia 2 amb els fenotips i CNVs

identificats de cada membre.

A la subfamilia 3 s’han observat 2 estructures genétiques diferents: les associades a les
DUP22q11.23 i DUP9p24.1 per una banda; i la combinacio de les duplicacions DUP3q29,
DUP4q35.2, DUP11p14.2, DUP18g22.1 i DUP22q11.23, per altra banda.

En el primer cas: la DUP22g11.23 esta present a la subjecte MMNP 3-9, que la degué
transmetre al seu fill (subjecte 3-420, que no es va poder estudiar) i aquest la va passar al seu
fill, subjecte 3-34, individu no afecte. Aquest individu 3-34 també és portador de la DUP9p24.1,
heretada també del seu pare (3-420), que alhora la va heretar del seu progenitor (subjecte 3-
8), individu extern del nucli familiar. Aquest pare 3-8 també va transmetre la DUP9p24.1 a la
seva filla psicotica (subjecte 3-30). Aquesta segregaci6 familiar dificulta predir la contribucio

d'aquesta duplicacié a la manifestacio de la psicosi.

En el segon cas: la DUP22g11.23 esta present als germans 3-9, 3-10 i 3-13, tots tres
presenten fenotip MMNP. Destaca en aquesta branca familiar la mare psicotica 3-11, ja que
és portadora de quatre duplicacions: DUP3g29, DUP4q35.2, DUP11p14.2 i DUP18g22.1, de
les quals n'ha transmeses tres al seu fill psicotic 3-11 (DUP3g29, DUP4q35.2 i DUP11p14.2)
A més a més, la DUP4g35.2 també I'ha heretada el germa psicotic de 3-11, 3-12. La
DUP11p14.2 també I'ha heretada la subjecta 3-13, MMNP. Pel que respecta a la DUP18¢g22.1
esta present a les germanes 3-11 (psicotica) i 3-13 (MMNP). Per tant, els individus que

presenten almanco una d’aquestes duplicacions presenta un fenotip de MMG.
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0-101 0-102
2-206 2-205 4-210 4-209 4-211
2-7 23131 2-313 4-14 4-15 4-327
* *
2-28 4-32 4-435

Mostra mal genotipada

v DUP18g22.1

Figura D. Representacio del pedigri de la subfamilia 4 de la familia 2 amb els fenotips i CNVs

identificats de cada membre.

A la subfamilia 4 s’ha identificat una estructura genética on hi intervé la DUP18g22.1, present

en els individus 4-14 (sa) i 4-15 (MMNP) —cosines-.
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A continuacio s’adjunta una taula amb les caracteristiques de cada una de les duplicacions i

delecions identificats en aquesta familia 2.

Banda
i 5 Mida CNV
Gen citogene Inici Final Frequéncia Individus
(pb)
tica
Duplicacions
DLG1, DLG1-AS1,
BDH1, MIR4797, 3929 196884391 197303926 419535 0.000168 3-11, 3-31
LINC02012
FRG1-DT 4g35.2 190685303 190790811 105508 0.001013 i2113 31
KDMAC 9p24.1 6973166 7094860 121694 0.000675 2-2143-307
FIBIN.BBOX1 11p14.2 27000266 27101170 100904 - 3-11, 3-
: 13,3-31
3-11, 3-
LOC284294, 18922.1 61959443 62302767 343324 0.000337 | 13 4-14
LINC01924 P
4-15
ZDHHC8P1, CES5AP1, 1-1, 1-18,
LINCO01658, 22q11.23 23695447 23894242 198795 0.000506 1-19, 3-9,
LINC01659, PCAT14, 3-10, 3
LOC388882 13,3-34
Delecions
MICA, HCPS,
LINC01149, PMSP, 6p21.33 31360255 31453705 93450 0.003550 1-20, 1-23
HCG26
CSMDL1 8p23.2 3938503 4028497 89994 0.000337 | 1.97
LRIG3 12q14.1 59256812 59776755 519943 0.000168 %:52? %7
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Analisis quantitatiu dels CNVs

Finalment s’analitza quantitativament la preséncia de CNVs per individu, tal i com s’observa a

la figura E.
MALALTS MALALTS
MALALTS
MENTALS MENTALS
SANS MENTALS
GREUS R NO
PSICOTICS R
(MMG) PSICOTICS
Individus 18 28 14 14
CNVs totals 10 30 18 12
CNVs per
individu (CNVs
0.55 1.07 1.29 0.86
totals /
Individus)

Figura E. Analisis quantitatiu dels CNVs presents a les dues families.

Els individus es varen classificar en sans, MMG, malalts mentals psicotics (esquizofrénia i

trastorn bipolar) i malalts mentals no psicotics (trastorn depressiu major). Entre les dues

families hi havia un total de 18 individus sans i 28 individus que pateixen alguna MMG, dels

guals la meitat (n=14) presenten una malaltia psicotica i l'altre meitat (n=14) una malaltia

mental no psicotica. Dintre del grup sans es troba un total de 10 CNVs, en el grup MMG 30

CNVs, en el grup psicotic 18 CNVs i en el grup malalt mental no psicotic 12 CNVs. Per tant,
guantitativament, en cada grup hi ha 055 — 1.07 — 1.29 i 0.86 CNVs per individu,

respectivament.

En conclusié, en aquestes dues families, els individus sans presenten una menor proporcio
de CNVs que els individus amb MMG. Dintre de I'espectre de MMG els malalts mentals amb

psicosis presenten un nombre major de CNVs que els malalts mentals no psicotics.
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Discussio

Aquest treball s’ha centrat amb la utilitzacié de la metodologia SNP-array amb l'objectiu de
trobar variants rares associades a MMG de tipus CNVs. Cal destacar que amb I'SNP-array
tan sols es detecten CNVs grossos (d’'uns 100.000 pb) i aixd suposa una limitacié de I'estudi.
Per poder analitzar els CNVs petits s’hauria d’haver realitzat una sequienciacié massiva del
genoma complet i emprar altres aproximacions bioinformatiques desenvolupades per
identificar petites insercions/delecions (INDELS), per exemple, els algoritmes CNVnator?®,

Manta?’ i/o BreakDancer?.

Ara bé, tot i haver-hi aquesta limitacio, en aquest estudi s’han identificat i validat un total de
14 CNVs diferents: 3 duplicacions i 2 delecions a la familia 1; 6 duplicacions i 3 delecions a

la familia 2.

Pel que fa a la possible patogenicitat i raresa dels CNVs, cada un dells havien estat
préviament associats a fenotips patogeénics i tots presentaven frequiéncies menors a I'% -

podent-se considerar variants genétiques rares.

Referent a la genética de les MMG, fins fa relativament poc hi ha hagut dues tendéncies
principals. Per una banda es defensava que la malaltia és el resultat combinat o acumulat de
I'efecte de centenars o milers de variants comuns —hipotesis de les variants comuns 2?°. Per
altra banda, es defensava que la malaltia és el resultat d’'un origen recent, altament penetrant,
estrany i amb més d’una variant genética —hipotesi de les variants rares®. Pero, actualment,
hi ha una tercera tendéncia que considera que ambdues hipotesis sén valides®" %2, defensant

gue la malaltia és el resultat de I'acumulacié de variants genétiqgues comuns i rares.

Aquest treball s’ha centrat en I'estudi de les variants genétiques rares de tipus CNV — ja que
no s’han tingut en compte els polimorfismes de nucléotid Unic-. Ara bé, seria interesant
realitzar un altre estudi, paral-lel a aquest, on s’estudiessin les variants genétiques comuns.
Per poder realitzar tal estudi hauriem d’utilitzar-se unes altres metodologies: Genome-Wide
Association Studies (GWAS)* i Polygenic Risk Score (PRS)% .

En relacié als resultats obtinguts en aquest treball, a la familia 1 s’han identificat dues
arquitectures genétiques diferents en cada una de les branques familiars, sent suggestives de

tenir un paper significatiu en la patogénesis de la psicosis.

En la primera branca, la psicosi és el resultat de I'efecte combinat de dues duplicacions:
DUP3p26.3 i DUP16p23.3. La DUP3p26.3 ha estat associada a trastorns neuropsiquiatrics,

incloent: 'esquizofrénia (SCZ), el trastorn d’espectre autista (TDA), el trastorn bipolar (BD), el
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trastorn per déficit d’atencio e hiperactivitat (TDAH), la discapacitat intel-lectual i el sindrome
de Tourette ¥4° Aquesta duplicaci6 afecta al gen CNTN6 que codifica per la proteina
contactina-6, proteina encarregada de I'adhesio neuronal. Aquestes proteines son importants
per la senyalitzacié d’adhesié cél-lula-cel-lula en multiples processos de desenvolupament
neuronal, incloent: migracié neuronal, creixement de neurites, guia d’axons i sinaptogénesis**.
Tot i presentar unes funcions crucials durant el desenvolupament del cervell, la penetrancia
d’aquesta duplicacié és incompleta - ja que els subjectes 10 i 11 son portadores de la

duplicacié i sén sanes.

La segona duplicacié d’aquesta branca, la DUP16p23.3., afecta al gen CDH13 que codifica
per a una altre proteina d’adhesio, la cadherina-13. Aquesta proteina esta altament
expressada en el cervell on actua com a regulador negatiu del creixement dels axons durant
la diferenciacié neuronal i protegeix a les cel-lules endotelials vasculars de I'apoptosi deguda
a l'estrés oxidatiu*?. Pel que fa a I'associacié de CDH13 a trastorns neuropsiquiatrics, ha estat
associat a: TDAH*, TDA*, MMG*, BD* i SCZ*'. Al igual que la DUP3p26.3, , la penetrancia
d’aquesta duplicacié és incompleta - ja que els subjectes 10 i 11 son portadores de la

duplicacié i s6n sanes.

Ara bé, cal destacar, que en paral-lel a aquest treball, es realitza un altre estudi del grup
receptor de Neurobiologia a la familia 1. Se’ls realitza un test de cognicioé —test MATRICS (per
les seves sigles en anglés Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia)*® -a cada un dels membres. Es realitza aquest test perqué el déficit de cognicio
€s una dimensié associada a MMG. D’aquest estudi es va concloure que tots els membres
gue presentaven almanco una duplicacié puntuaven molt baix, és a dir, que presentaven un
marcat deficit de cognicié. Aquest fet suggereix que ambdues duplicacions podrien tenir una
afectacié especifica en la dimensié de cognicié de la MMG. De fet, altres autors varen
descobrir que els CNVs que confereixen risc d’esquizofrénia i autisme afectaven a la cognicié

tant dels pacients com dels controls portadors*.

En la segona branca de la familia 1, la psicosi ve definida genéticament per la preséncia de
dues delecions: DEL3g28 i DEL13g31.2 -sent ambdues delecions suggestives de participar

en la fisiopatologia de la MMG que afecta als subjecte 5, 6 i 12.

La DEL3qg28 afecta a I'expressié de dos gens: OSTN i UTS2B. OSTN sembla ser crucial pel
desenvolupament del cervell huma. Aquest gen codifica per a la proteina osteocrina,
considerat com un regulador especific dels primats de la plasticitat neuronal que pot contribuir
a la complexitat de la cognici6 i el comportament®. Actualment, la desregulacio de I'expressio

d’aquest gen no s’ha associat directament a trastorns mentals. UTS2B codifica la urotensina
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2B, un neuropéptid expressat principalment a les motoneurones del tronc cerebral i la medul-la
espinal, tot i que receptors d’urotensina s’expressen en regions cerebrals —sistema limbic,

nuclis talamics i estriat® -implicades en la fisiopatologia dels principals trastorns mentals.>?

La DEL13q31.2 afecta a I'expressid de SLITRKS5, gen que codifica per a la proteina Slitrk5. Es
tracta d’'una molécula d’adhesié cel-lular sinaptica que regula el creixement de les neurites®.
Les isoformes de Slitrk s’han associat a multiples trastorns neuropsiquiatrics. Mutacions en
Slitrk1 s’han identificat en pacients amb: trastorn obsessiu compulsiu (TOC), sindrome de
Tourette i tricotil-lomania®. Mutacions en Slitrk2 s’han associat amb SCZ i BD®®,

Recentment, mutacions rares en Slitrk5 alteren la sinaptogénesis en pacients amb TOC®’.

Cal destacar que en aquesta branca familiar s’ha observat que DEL3g28 co-segregat amb

DEL13g31.2 agreuja el fenotip i es manifesta com trastorn bipolar.

En definitiva, I'analisi dels gens portadors de variants rares -a la familia 1- mostra un
enriquiment en processos bioldgics rellevants per la malaltia, com ['organitzacid i el

desenvolupament neuronal.

Seguint amb la familia 2, no s’ha trobat cap CNV compartit per la majoria de subjectes afectes,
perd si que s’han trobat CNVs en branques especifiques que segreguen molt bé. A la
subfamilia 1 s’han trobat dues delecions - DEL6p21.33 i DEL12g14.1- i una duplicacié -
DUP22q11.23- que segreguen amb psicosis. La DUP22q11.23 -i possiblement la DEL12g14.1
si el fenotip del subjecte 1-27 és de malaltia- sén suggestives de participar en la fisiopatologia
de la MMG que afecta als subjectes 1-1/1-18/ 1-19 i 1-24/1-25/1-27, respectivament. Per altra

banda, la penetrancia de la DEL6p21.33 és incompleta ja que el subjecte 1-23 és portador sa.

Respecte a la DUP22q11.23, afecta a I'expressié dels gens ZDHHC8P1, CES5AP1, PCAT14,
LINC01658, LINC01659 i LOC388882. El gen ZDHHC8P1 és un pseudo-gen del ZDHHCS.
Un pseudo-gen és una sequéncia d’ADN que s’assembla a un gen, perd que s’ha inactivat en
el curs de I'evolucio al produir-se mutacions en la seva seqiéncia®. Pel que fa al gen ZDHHCS8
codifica per a una proteina —la palmitol transferasa- involucrada en el transport dels acids
grassos a l'interior de la mitocondria per a la seva oxidacié. Mutacions en aquest gen ja han
estat associats a susceptibilitat a 'esquizofrénia®. EI gen CES5AP1 (carboxylesterase 5A
pseudogene 1) és un pseudo-gen del gen CES5A que codifica una caboxilesterasa
involucrada en: el metabolisme lipidic, el sistema de barrera hematoencefalica, precursor de
feromones i possible contribucid6 en el procés de transferéncia de lipids en els fluids
reproductius masculins®®. El gen PCAT14 (prostate cancer associated transcript 14) és un
ARN no codificant associat al cancer de prostata®!. La resta de gens: LINC01658, LINC01659
i LOC388882 codifiquen per ARN no codificants ©2

25



La DUP22q11.23 és una variant que ja s’havia associat préviament amb malaltia mental greu,
ja que els pacients que la presenten corren un risc important de patir MMG: un de cada quatre
desenvolupa esquizofrénia i un de cada sis, trastorns depressius greus. A més, aquesta
variant és coneguda com sindrome de deleci6é 22g11 (22gDS), o com a sindrome de DiGeorge
o velocardiofacial (DGS / VCFS)®. Es una anomalia genética relativament frequent que

provoca malformacions de cor, la cara i les extremitats.

La DEL6p21.33 afecta a I'expressio dels gens: MICA, HCP5, LINC01149, PMSP i HCG26. El
gen MICA (MHC Class | Polypeptide-Related Sequence A) codifica per a una proteina
relacionada amb el complex major d’histocompatibilitat | (MHC I). El gen HCP5 (HLA complex
P5), HCG26 (HLA complex group 26) i LINC01149 (long intergenic hon-protein coding RNA
1149) codifiguen per RNA no codificant. El gen PMSP (Homo sapiens mRNA for

Papillomavirus minor structural protein interacting protein).

La DEL12qg14.1 afecta a I'expressio del gen LRIG3 (leucine rich repeats and immunoglobulin
like domains 3). Aquest gen codifica una proteina transmembrana que conté repeticions riques
en leucina i dominis similars a la inmunoglobulina. LRIG3 esta implicat en la morfogénesis
craniofacial i de I'oida interna durant el desenvolupament embrionari %. En pacients amb

glioblastoma —tumor del teixit cerebral- s’ha observat la baixa expressio d’aquest gen ©°.

Respecte a la subfamilia 3, s’han identificat dues arquitectures genetiques diferents, dues
duplicacions- DUP22g11.23 i DUP9p24.1- que segreguen amb psicosis. La penetrancia
d’aquestes duplicacions és incompleta perqué el subjecte 3-34 que és portador d’'ambdues
duplicacions i el subjecte 3-8 que és portador de la DUP9p24.1, sén sans. Tot i aix0 seria
interessant realitzar algun estudi paral-lel, ja que la DUP22g11.23 és una variant molt
penetrant i altament associada a MMG i el subjecte 3-34, tot i presentar-la, no presenta cap

fenotip de malaltia.

La DUP9p24.1 afecta a I'expressié del gen KDM4C (lysine demethylase 4C). Agquest gen
codifica per a una proteina implicada en la desmetilacié d’histones —regulant enzimaticament
I'expressio génica. En cél-lules tumorals s’han trobat canvis en I'expressio d’aquest gen® . Pel
que fa als fenotips descrits préviament associats a aquest CNV trobem autisme i psicosis 7.
Tot i que individus que presenten una delecié en aquestes coordenades, també presentaven
psicosis (DECIPHER).

Per altra banda, a una altra branca de la subfamilia 3 s’han trobat altres arquitectures
genétiques que segreguen en psicosis - DUP3q29, DUP4q35.2, DUP11p14.2 i DUP18g22.1-
gque contenen els gens: DLG1/DLG1-AS1/BDH1/MIR4797/LINC02012, FRG1-DT,
FIBIN/BBOX1 i LOC284294/LINC01924, respectivament. Totes les duplicacions sén
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suggestives de participar en la fisiopatologia de la MMG que afecta als subjectes 3-11, 3-12,
3-13i 3-31.

La DUP3g29 afecta a I'expressié dels gens: DLG1, DLG1-AS1, BDH1, MIR4797 i LINC02012.
El gen DLG1 codifica una proteina d’unié multidomini que és necessaria pel desenvolupament
normal. Aquesta proteina té un paper en la transduccié de les senyals, la proliferacio cel-lular
i l'activacioé dels limfocits (NCBI). EI gen BDH1 codifica una proteina deshidrogenasa que
intervé en el metabolisme dels acids grassos, concretament en la catalisis dels cossos
cetonics (NCBI). El gen DLG1-AS1 (DLG1 antisense RNA 1), MIR4797 (microRNA 4797) i
LINC02012 (Long intergenic non-protein coding RNA 2012) codifiquen per ARN no codificants.
Duplicacions properes s'han associat a retras en el desenvolupament de la parla, hiperactivitat
i/o autisme (DECIPHER).

La DUP4q35.2 afecta a I'expressio dels gens FRG1-DT (FRG1 divergent transcript), un altre
gen que codifica per ARN no codifican. Aquesta duplicacié6 també ha estat associada a

individus amb retras en el desenvolupament de la parla i autisme (DECIPHER).

La DUP11p14.2 afecta a I'expressio dels gens: FIBIN i BBOX1. El gen FIBIN (fin bud initiation
factor homolog) codifica per a la proteina fibrina, proteina involucrada en la formacié d’una
malla en el tap plaquetari i encarregada de mantenir la crosta adherida a la lesi6 fins a la
formacio del nou teixit epitelial (NCBI). EI gen BBOX1 (Gamma-butyrobetaine hydroxylase 1)
codifica per la gamma butirobetaina hidroxilasa, que catalitza el darrer pas en la formacio de
la L-carnitina. Sent la L-carnitina essencial pel transport d’acids grassos activats a través de
la membrana mitocondrial durant la beta-oxidacié mitocondrial (NCBI). Els casos préviament
descrits amb aquesta duplicacié presentaven deteriorament cognitiu —es caracteritza per

problemes de la memoria, el llenguatge o el pensament (DECIPHER).

La DUP18qg22.1 afecta a I'expressio dels gens: LOC284294 i LINC01924 (Long intergenic non-
protein coding RNA 1924), ARN no codificants.- Pacients que presentaven aquesta duplicacié
han presentat simptomes neurocomportamentals d’aprenentatge especific i retras en la parla
(DECIPHER).

Per acabar amb la familia 2, a la subfamilia 4 s’ha trobat una duplicacié -DUP18g22.1,
previament descrita. La penetrancia d’aquesta duplicacio és incompleta ja que el subjecte 4-

14 és portador de la duplicacié i esta sa.

En definitiva, les regions portadores de variants rares —a la familia 2- son regions enriquides
en gens implicats en: metabolisme lipidic, sistema immunitari i desenvolupament normal. A

més, alguns presenten gens associats a cancer.

27



Respecte una possible correlacié entre CNVs rars i severitat del fenotip, cal subratllar que en
aquest treball s’ha observat que l'acumulaci6 de CNVs rars (MAF<1%) —veure analisis
quantitatiu dels resultats- va associat a la severitat clinica de la malaltia mental. Es a dir, tot i
qgue ser portador de CNVs rars no és per se causatiu, si hem obtingut evidéncies que els
pacients amb fenotips més greus tendeixen a acumular més variabilitat rara en forma de CNVs
(exemple, subjectes 3-11, 3-31), fet que suggereix que aquests CNVs constitueixen un clar

factor de risc.

Els resultats obtinguts en aquest treball s'hauran de validar en estudis més amplis, com el que
originariament haviem proposat amb I'estudi de les 14 families reclutades. De confirmar-se
els nostres resultats preliminars, els CNVs podran ser emprats com a biomarcadors predictors
de risc i severitat clinica en subjectes que pertanyin a families amb elevada prevalenca de
MMG.
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Conclusions

1.

7.

En families amb elevada prevalenca de MMG, els individus afectes son portadors de
més CNVs rars (MAF<1%) que els seus familiars sans.

Dintre d'aquestes families, els individus psicotics acumulen un nombre major de CNVs
rars que els seus parents afectes de malaltia mental no psicotica.

A la familia 1 s’han trobat dues duplicacions -DUP3p26.3 i DUP16p23.3- que
segreguen amb psicosis. La penetrancia d’aquestes duplicacions és incompleta ja que

els subjectes 10 i 11 son portadores d’ambdues i s6n sanes.

Els gens continguts en ambdues duplicacions, CDH13 i CNTNG6, respectivament,
participen en processos associats a cognicio, fet que suggereix que ambdues
duplicacions (DUP) poden tenir una afectacio especifica en aquesta dimensi6 de la
MMG.

. Alafamilia 1 també s'han trobat les DEL3g28 i DEL13g31.2. DEL3g28 conté els gens

OSTN i UTS2B i DEL13g31.2 el gen SLITRK5. Ambdues DEL sbn suggestives de

participar en la fisiopatologia de la MMG que afecta als subjecte 5, 6 i 12.

A la subfamilia 1 de la familia 2 s’han trobat dues delecions - DEL6p21.33 i
DEL12g14.1- i una duplicaci6 - DUP22g11.23- que segreguen en psicosis. La
DEL6p21.33 conté els gens MICA/HCP5/LINC01149/PMSP/HCG26, la DEL12g14.1 el
gen LRIG3 i la DUP22g11.23 conté els gens ZDHHC8P1 / CES5AP1 / LINC01658 /
LINC01659 / PCAT14 / LOC388882. La DUP -i possiblement la DEL12g14.1 s6n
suggestives de participar en la fisiopatologia de la MMG que afecta als subjectes 1-
1/1-18/ 1-19 i 1-24/1-25/1-27, respectivament. Per altra banda, la DEL6p21.33

presenta penetrancia incompleta ja que el subjecte sa 1-23 és portador.

A la subfamilia 3 de la familia 2 s’han trobat dues duplicacions - DUP22q11.23 i
DUP9p24.1- que segreguen amb psicosis. La DUP22g11.23 conté els gens
ZDHHCS8P1 / CES5AP1 / LINC01658 / LINC01659 / PCAT14 / LOC388882 i la
DUP9p24.1 el gen KDM4C. La penetrancia d’aquestes DUP és incompleta ja que el
subjecte 3-34 és portador d’'ambdues duplicacions i el subjecte 3-8 és portador de la
DUP9p24.1 i son sans.
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8. A la subfamilia 3 de la familia 2 també s’han trobat altres duplicacions que segreguen
en psicosis - DUP3g29, DUP4qg35.2, DUP11p14.2 i DUP18g22.1. La DUP3g29 conté
els gens DLG1/DLG1-AS1/BDH1/MIR4797/LINC02012, la DUP4g35.2 el gen FRG1-
DT, la DUP11p14.2 els gens FIBIN/BBOX1 i la DUP18g22.1 els gens LOC284294 i
LINC01924. Totes les DUP s6n suggestives de participar en la fisiopatologia de la
MMG que afecta als subjectes 3-11, 3-12, 3-13 i 3-31.

9. A lasubfamilia 4 de la familia 2 s’ha trobat una duplicacié -DUP18g22.1- que conté els
gens LOC284294 i LINC01924. La penetrancia d’aquesta DUP és incompleta ja que

el subjecte 4-14 és portador sa.
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Figura 1. Pedigri familia B-1.
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Familia B-2
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Figura 2. Pedigri familia B-2.
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Figura 3. Pedigri familia B-3.
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Figura 4. Pedigri familia B-5.
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Familia B-6
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Figura 5. Pedigri familia B-6.
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Familia B-7
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Figura 6. Pedigri familia B-7.
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Familia B-8
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Figura 7. Pedigri familia B-8.

10 1 12 13
1 0
22 23 24

41



Familia B-9
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Figura 8. Pedigri familia B-9.
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Figura 9. Pedigri familia B-10.
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Familia B-11
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Figura 10. Pedigri familia B-11.
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Familia B-12

ESZ EBD |]TDM

2
| (J; Cb d)
7 A 8 9 10 11
13 J 14 15 16

Figura 11. Pedigri familia B-12.
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Familia B-14
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Figura 12. Pedigri familia B-14.
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101 102
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Figura 13. Pedigri familia 1. El sexe masculi es representat amb un quadrat i el sexe femeni amb un cercle. Els individus amb una
linia diagonal sén individus morts. Pel que fa a la coloracio de les figures, aquestes representen individus: blanc = sa, negre =

psicotic, taronja = malalt mental no psicotic i gris = subjecte indeterminat . Els subjectes 10i 11 s6n germanes bessones.
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Figura 14. Pedigri familia 2. El sexe masculi es representat amb un quadrat i el sexe femeni amb un cercle. Els individus amb una
linia diagonal sén individus morts. Pel que fa a la coloracio de les figures, aquestes representen individus: blanc = sa, negre =

psicotic, taronja = malalt mental no psicotic i gris = subjecte indeterminat . Al tractar-se d’'una familia tan gran, es separa en
diferents subfamilies: subfamilia 1, subfamilia 2, subfamilia 3 i subfamilia 4.
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Figura 15. Numero de copies (CN) dels 14 genotips considerats per 'algoritme cnvPartition. (DD = Doble Delecio)
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Figura 16. Grafigues de BAF i LRR dels membres 9 (A), 8 (B), 12 (C) i 6 (D) de la familia
1. La mostra A és un exemple de mostra mal genotipada, on no es poden apreciar els
3 genotips en el parametre BAR. La mostra B, C i D estan ben genotipats, ja que els 3
genotips estan perfectament delimitats. La mostra B presenta una duplicacié en el
cromosoma 16, la mostra C presenta una delecio en el cromosoma 13 i la mostra D és
un exemple de possible delecid, perd que no és confirmada amb el parametre LRR.
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Figura 17. Grafica de la quantificacié de la PCR digital de la familia 1 per les DUP3p26.3
i DUP16p23.3.
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Individu 1-27 Individu 1-25

GT Samples 201004280052_RO1C01 [27] (1pxI=17KB)
———— T T

¥

L Qad ) DAY T e rgn "

GT Samples 201004280052_R03C01 [31] (1pxI=6KB)

4
E

e
&

B Allele Freq
o
3
23
A
S

Log R Ratio

T T T T T T T T T
2554858 3096948 3639038 4181128 4723218 5.265.308 5.807.398 6.349.488 6.891.578

Base Posiion
T T T T T
58.425.950 59.913.190 61.400.430 62.887.670 64374910 65.862.150 573&|

T T T
Base Fositon 53.954.230 55.451.470 56.938.710

DEL12qg14.1
Individu 1-27

Individu 1-24
GT 201004280052_R03C01 [31] (1pxI=17KB)

100 Y = v T v s o 5 s
100 —__GT Samples 201004850010_R12C02 [24] (1pxI=51KE) [ g PRy R Vg e A el Tl B R T i y
X T - UG B C s
o . ) .
2 L A2
I s B w7
i A oy
a N . - . . i .
0.00 L e Ll b 4o il - iadeateis’, il 0 s Bane S A 2
GT Shmpleq 201004280052_R03CO1 [31] (1pxi=17KB)
2
2 .
x ot £ 'if ST S
© on 4 g
g B BRI e o
5 ; 5
12
12
BasePosiion 09.07‘&025 5354‘0.758 5800‘2.455 62.46‘4 218 6652‘5.945 ™ 38‘1‘675 75.3&‘9405 50.J1Il 138 84 77‘2.858 89.2:* e = =
v T T T T T T T T T
Base Posiion 55.031.366 56.518.626 58.005.866 59.493.106 60.980.346 62.467.566 63.954.826 65.442.066 66.929.306 6641

63



