@9

HOSPITAL UNIVERSITARI I I s PV

UNIVERSITAT INSTITUT
. ROVIRA i VIRGILI PEREMATA  sanmama

ANALISI DE L’ADN MITOCONDRIAL EN MOSTRES DE CERVELL
POSTMORTEM DE PACIENTS AMB DIAGNOSTIC
D’ESQUIZOFRENIA | DE PERSONES SANES

Magdalena Kostova Lefterova

TREBALL DE FI DE GRAU BIOTECNOLOGIA

U &, *

Tutora académica: Maria Del Carmen Portillo Guisado, doble titulacié dels graus en
Biotecnologia i en Bioquimica i Biologia Molecular, en Enginyeria Informatica i en
Biotecnologia, graus en Bioquimica i Biologia Molecular, Biotecnologia, Enologia,
Nutrici6 Humana i Dietética, departament de Bioquimica i Biotecnologia, Universitat
Rovira i Virgili (URV)

Tutora del treball a I'empresa: Dra. Lourdes Martorell Bonet, Grup de Recerca
Genetica i Ambient en Psiquiatria (GAP). Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili
(IISPV-CERCA), Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut (URV) i Hospital
Universitari Institut Pere Mata (HUIPM) lourdes.martorell@urv.cat

En cooperacio amb: Hospital Universitari Institut Pere Mata (HUIPM)

Supervisora: Bengisu Kevser Bulduk, estudiant de doctorat del GAP. IISPV-CERCA,
URV, HUIPM. bengisukevser.bulduk@estudiants.urv.cat

Data de convocatoria; Juny 2023



Jo, Magdalena Kostova Lefterova , amb NIE Y-0029648-S, soc coneixedora de la guia de
prevencio del plagi a la URV Prevencid, deteccio i tractament del plagi en la docencia: guia
per a estudiants (aprovada el juliol 2017) (http://www.urv.cat/ca/vidacampus/serveis/crai/que-
us-oferim/formacio-competencies-nuclears/plagi/) i afirmo que aquet TFG no constitueix cap

de les conductes considerades com a plagi per la URV.

Tarragona, __ 06 de_juny de 2023

(signatura)



Agraiments

En primer lloc vull agrair a la meva tutora de practiques Dr. Lourdes Martorell Bonet per haver-
me acceptat en el seu equip d’investigacio, per compartir els seus coneixements i per la seva
gran ajuda per a realitzar aquest Treball de Fi de Grau. Els seus consells i recomanacions han
sigut indispensables en els moments en els que no estava segura de com enfocar o continuar
amb el meu projecte. A més, gracies a ella he pogut entendre millor alguns conceptes

relacionats amb el funcionament mitocondrial 1 I’esquizofrénia.

També vull agrair a la Bengisu Kevser Bulduk per a ajudar-me a entendre i realitzar la part
computacional d’aquest treball, a més de per la seva gran paciéncia i comprensié amb les que
va afrontar el fet de no poder entendre’ns sempre en anglés. Per altra part, m’ha encantat
treballar juntes i, tant ella com Lourdes han suposat una vertadera motivacio per a continuar-

me formant com a cientifica.

Agraeixo a tot I’equip de Genetica i Ambient en Psiquiatria (GAP) per haver creat un ambient
tan inspirador i agradable per a treballar. VValoro molt el gran respecte que es tenen entre tots,
encara que provinguin de branques cientifiques i de nivells académics diferents, a la vegada
que també permeten I’entrada de I’humor i I’espontaneitat que afavoreixen 1’existéncia una

dinamica molt més amena i agradable.

Per altra part, vull agrair a la meva tutora de TFG per haver-me ajudat a realitzar correctament
el meu Treball de Fi de Grau mitjancant exemples, consells de format i contingut, a més de per
la seva gran paciéncia en front a tots els problemes que em van sorgir durant aquest periode i
que em van dificultar, fins a cert punt, enviar els avencos de I’estudi en les places inicialment

establertes.

També vull agrair als meus professors i professores de la Facultat d’Enologia de la Universitat
Rovira i Virgili per haver-me format i aportat les bases necessaries de Biotecnologia que em
van permetre sol-licitar aquestes practiques i realitzar el meu Treball de Fi de Grau.

Per altim vull agrair als meus pares tot el suport i ajuda que em van donar durant tots els meus
estudis i per haver-me animat en els moments més dificils, ja que, sense ells res de tota la meva

experiéncia academica i practica hagués estat possible.



DAUES UEI CBNIIE ...ttt bbbttt b bt sb et ne et e s e et e bt s bt st et e e 5
T U T o L= ] TSyl TSR 6
IR 11 (0o 1o o SO 7
1.1 ESQUIZOTIENIA ...eviuiieiieie ettt bbbttt 7
1.2. Simptomatologia de I’eSQUIZOTIENIA .......cueeviiiiiiieiieee e e 7
IR TR i o] (oo - WSS 8
1.3.1. Factors genétics implicats (SNPS i CNVS).....ccuiiiiiiiiireisersese et 8
1.3.2. Factors ambientals i canvis epigenétics cerebrals assoCiats...........ccovvvvevieiiviievieciieiennns 9

14, EISMITOCONAIIS ..ottt ettt bbbttt sttt enes 10
14.1. Funcié mitocondrial general ...........ccocooiiiiiiii i 10
1.42.  Genetica MItoCONAITAl ........c.coveiiiiiiiie e 10
1.4.3. Malalties MItOCONAIIAIS.........coeieieiririce e s 12
1.4.4. Anomalies mitocondrials a I’eSqUIZOTTeNIa. ........coccveviriiiiiieeee e 13
O I I =1 =T o] T SRRSO 13
1.4.4.2. POIMOTISIMES ...viviiiiieieieiee ettt st enes 14
1.4.4.3. NUMEIO A8 COPIES....civiitiiitiitieieeiteeie st te e ste e te s e st e s be e e s reereesbesreebesteaneesreateesaesres 14

2. Hipotesi de treball T ODJECHIUS. ......cviviiiiiiiieie s 16
3. Participants, materials i MEOUES........cceriiieieiie e ns 16
TN O = 15 {010 - 4 TSSOSO 16
3.2, AmPIIficaCi® i SEQUENCIACIO.......ccueririeriitiieieieie ettt 17
3.2.1.  Teécniques de seqlienciacio de NOVa geNEeracil...........ccuourrireerininieienieiesieese e 17
T 0 O 11 00T USSP 18

K N (o] o I o] (= o | O PO P PP PPOPPTPP 18

3.3.  Eines Bioinformatiques ULHITZAAES ..........coeoiiririieiieseee s 19
331, Maquina Virtual de LINUX ......cccoeiieiriiinieiseee e 19
3.3.1.1. Creacid de [a maguina VIrtUAl ...........ccooiiiiiiiiiii et 19

3320 FASEQC .. bbbttt s 20
3.3.2.1. Instal-1acid de FaStQUC .......ccccveieiiiei it 23

3.3.3.  BKLIPSE et et e 23
3.3.3.1.  Instal1acio d’€KLIPSE......c.ooiieieieece e 25

I S /1 (o L= RSSO 27
3.4.1.  Mectode previ per a I’obtencio de les mostres de seqiiencies d’ADNmt ..........c..cocevee. 27
3.4.1.1. Amplificaci6é de I’ADN basada en dos amplicons de PCR superposats .................. 27

3.4.2.  Analisi bioinformatic de les dades de la Ilibreria............ccooveveveicviiicieiece e 30

N TSI LSS 33
4.1.  Control de la qualitat de les mostres amb FastQC i cutadapt...........cccooovveervieeieieeenennnes 33



© © N o o

4.2.  Estudi de 1a disStribDUCIO de 185 HAUES ........eeeeieeeeeee et e e e s 35

4.3.  ANAlISiS i SEIECCIO UE 185 MOSLIES .......cuviviiiiite et 36
4.4.  Analisi estadistic dels resultats d’eKLIPse amb un llindar minim de 0,5 % d’heteroplasmia
.............................................................................................................................................. 38
4.5.  Comparacio entre lon Torrent i HUMINa........ccoooiiiiiiiii e 42
DISCUSSIO ...tttk b bbb bbbt b sb bbb e st e st e bt bt et be bbb et 43
CONCIUSTONS ...ttt bbbtk b e bbbt e bbbt e nb b e e 46
BIDHOGIATIA ... e 47
10T 1Y [0 (o[ SRS 49
AATINEXOS ...ttt sttt bbbtk s e bt b e s bt e bt b £ e bt e b £ e bt Rt e R e e e R e eE e e b bt R e e bRt e n b ne e e enes 50



Dades del Centre

Aquest treball final de grau es basa en I’estada de practiques extracurriculars al grup de
investigacid de Genetica i Ambient en Psiquiatria (GAP), de I’Institut de Investigacio Sanitaria
Pere Virgili (I1SPV). El grup esta integrat per psiquiatres, psicolegs, fisioterapeutes, infermers
i biolegs de I’'Hospital Universitari Institut Pere Mata (HUIPM), molts d’ells doctors i
professors associats de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de la Universitat Rovira
i Virgili (URV). La responsable del GAP és la Dra. Elisabet Vilella, directora de 1’Area de
Recerca de ’HUIPM i subdirectora de I’TISPV.

L ISPV (https://www.iispv.cat) va ser fundat a I’any 2005 a partir del conveni de col-laboracio

cientifica interinstitucional entre I’Institut de la Salut Camp de Tarragona (Hospital
Universitari Joan XXIII de Tarragona, I’area d’ Atenci6 Primaria Camp de Tarragona), el Grup
SAGESSA (Hospital Universitari Sant Joan de Reus i I’area d’Atencio Primaria SAGESSA),
el Grup Pere Mata (Hospital Psiquiatric Universitari Institut Pere Mata, Sanatori Villablanca,
Fundacié Pere Mata i Fundacié Villablanca), I’Institut Catala de la Salut Terres de I'Ebre
(Hospital de Tortosa Verge de la Cinta) i la URV. La seva activitat consisteix en gestionar i
centralitzar la investigacid sanitaria i biomedica del Camp de Tarragona i les Terres de I’Ebre.
Té com a objectius principals promoure, desenvolupar i difondre la investigacio, la formacid
en les ciéncies de la vida i la salut, centrant-se actualment en quatre ambits de investigacio:
Malalties metaboliques i nutricié; infeccid, immunitat i medi ambient; oncologia; i

neurociencies i salut mental (https://www.iispv.cat/recerca/).

L’TISPV compta amb més de 400 investigadors i amb una important col-laboracié internacional.
A més, disposa de diverses plataformes de suport per a la recerca entre les quals hi ha la
Plataforma de Metabodlica, de Suport Estadistic, de Cultius Cel-lulars, el Biobank, un Servei de
Bioinformatica, i la Unitat d’Estudis Clinics.

Aquest treball de fi de grau es basa en un projecte competitiu (P118/00514) financat per
I’Instituto de Salud Carlos III “Implicacié de I’ADN mitocondrial en les psicosis primerenques:
relacié amb el risc de malaltia, estres, rendiment cognitiu, simptomatologia clinica i sindrome
metabolica” que tracta d’entendre millor la implicacié de les anomalies presents a I’ADN
mitocondrial (ADNmt) amb I’aparici6 de I’esquizofrénia. La investigadora principal (IP) és la
Dra. Lourdes Martorell Bonet, qui va dirigir les meves practiques a la Facultat de Medicina i
Ciéncies de la Salut de la URV i I’'IISPV i el co-IP és el Dr. Gerard Muntané Medina.


https://www.iispv.cat/

Resum i paraules clau
L’esquizofrénia és un trastorn del neurodesenvolupament que es produeix per la interaccié de
factors genetics i ambientals. Tot i ser una afectacio coneguda, encara €s un repte entendre en

detall els factors que intervenen en el seu desenvolupament.

Actualment, és coneixen alguns factors genetics que intervenen en 1’aparici6 de les psicosis
primerenques i més tard 1’esquizofrénia. Entre aquests factors genetics hi ha les variants de
numero de copia (CNVs, de I’anglés Copy Number Variants), els polimorfismes d’un Unic
nucleotid (SNPs, de I’angles Single Nucleotide Polymorphisms), les variants rares d’un Unic
nucleotid (SNVs, de I’anglés Single Nucleotide Variants) i també algunes alteracions
epigenétiques. Tot i aix0, existeixen certs indicis de la implicaci6 de les alteracions de I’ADN
mitocondrial (ADNmt) en I’esquizofrénia, encara que els coneixements relacionats amb aquest

camp son forca limitats.

Els mitocondris s6n organuls membranosos propis de les cél-lules eucariotes. La seva principal
funcid és generar energia en forma d’ATP a partir de la fosforilacié oxidativa mitjancant la
cadena de transport electronic i I’ATP sintasa. Es un organul fonamental per al correcte
funcionament de la majoria de tipus cel-lulars i organs pero, la seva funcid és especialment
important per al manteniment de I’estructura i la funcié cerebral, ja que, produeixen el 90% de
I’energia requerida per les cél-lules neuronals. Degut al seu vital paper en gairebé tots els
organs del cos huma, les alteracions genetiques, morfologiques i funcionals en aquests organuls
poden provocar malalties mitocondrials molt severes que disminueixin considerablement la

qualitat de vida de les persones que les pateixin.

Les alteracions genetiques mitocondrials consisteixen en delecions, variants d’un unic
nucleotid, polimorfismes d’un nucleotid i variacions en el nimero de copies pero, encara no es

coneix amb el suficient detall el seu paper en 1’aparici6 de I’esquizofrenia.

Es per aquest motiu que el grup de recerca estudia la implicacié d’aquesta molécula en I’inici
dels trastorns psicotics. Aquest treball de fi de grau té per objectiu I’estudi de les delecions de
I’ADNmt i ha analitzat 79 mostres cerebrals postmortem de 39 persones amb diagnostic
d’esquizofrenia i 40 persones sanes com a controls mitjangant la sequienciacio de nova

generaciod i I’eina computacional eKLIPse.

Com objectiu secundari, s’han comparat dues técniques de sequienciacio, lon Torrent i [lumina,

per a determinar quina és la més adequada per a utilitzar en aquest tipus d’analisis.



Paraules clau: ADNmt, delecid, eKLIPse, esquizofrenia, FastQC, Ilumina, lon Torrent,

malalties mitocondrials, mitocondri, psicosi primerenca.

1. Introduccio

1.1.  Esquizofrénia

L'esquizofrenia és un trastorn psiquiatric greu que afecta el desenvolupament neurologic i es
caracteritza per la preséncia d’una combinacio de simptomes positius, negatius i alteracions
cognitives. Actualment es coneix que 1’esquizofrénia és deguda a factors genétics que, a
I’interaccionar amb diversos factors ambientals, poden originar una gran diversitat de
simptomatologies i diferéncies en quant a I’inici, la presentacié i el progrés de la malaltia
(Khavari & Cairns, 2020).

Segons la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), aproximadament 24 milions de persones

en el mon presenten esquizofrenia, amb una prevalenca al voltant de 1’1% de la poblacid.

Es coneix que la incidéncia d’aquest trastorn és significativament superior en individus que
presenten familiars afectats, en comparacié a la resta de la poblacio. Per exemple, infants amb
un pare afectat presenten un 17% de risc de desenvolupar esquizofrénia en algun moment de
la seva vida, mentre que en els casos en qué els dos progenitors presenten el diagnostic, el risc
augmenta fins al 35% (Khavari & Cairns, 2020).

Segons I’Institut Nacional de Salut Mental dels Estats Units (NIH) i I’Organitzaciéo Mundial de
la Salut (OMS), I'esquizofrenia generalment es diagnostica entre els 16 i 30 anys, després d’un
primer episodi psicotic. No acostuma a presentar-se en nens petits, encara que existeixen alguns
casos. Per altra part, aquest trastorn acostuma a manifestar-se abans en els homes que en les

dones.

1.2.  Simptomatologia de I’esquizofrénia

Entre els simptomes o manifestacions fenotipiques més representatives de I'esquizofrénia es
troben els simptomes positius, que inclouen al-lucinacions (ja siguin visuals, auditives,
olfactives, tactils o relacionades amb els sabors), deliris, trastorns en la forma del pensament i
del moviment. Per altra part, es poden presentar simptomes propis de la depressié com
I’anhedonia, I’aillament social i la falta d’expressivitat, que conformen els simptomes negatius.

A més, també és possible observar en pacients amb aquest trastorn una série d’alteracions a



nivell cognitiu com la manca d’atencio, la dificultat en 1’aprenentatge i la resolucié de

problemes i una disminucio en la memoria de treball (Khavari & Cairns, 2020).

1.3.  Etiologia

El cervell és un organ de regulacié complexa, de manera que existeixen molts factors tant
genétics com ambientals, susceptibles de causar alteracions sistematiques, estructurals i/o
funcionals que poden provocar una gran varietat de sindromes conductuals i cognitius entre els

que es troba I’esquizofrénia (Khavari & Cairns, 2020).

1.3.1. Factors geneétics implicats (SNPs i CNVs)

Les variants de nuimero de copia (CNVs) consisteixen en alteracions cromosomiques
estructurals i suposen la major font de variabilitat genetica, coneguda actualment. Impliquen
perdues o guanys de grans fragments d’ADN que produeixen duplicacions o delecions de més
de 1.000 pb. Tot i que les CNVs individuals es trobin en freqliéncies baixes (0,5%), poden
provocar efectes greus en la salut i mostrar un comportament pleiotropic per a una varietat
considerable de trastorns neuropsiquiatrics que comparteixen la seva etiologia. La primera
CNV que es va associar a 1’esquizofrénia va ser la delecio 22q11.2. Més tard, els estudis en
models animals i cel-lulars de CNVs neuropsiquiatrics i els estudis génics van aportar més
informacio rellevant en quant als mecanismes causants d’aquests trastorns (Rees & Kirov,
2021).

Actualment, es coneixen 12 CNVs de risc per a ’aparicio d’esquizofrénia pero, s’especula que
se’n trobaran més a mesura que s’analitzin més mostres. Un aspecte interessant és que la
majoria d’aquests CNVs incrementen el risc de patir també altres trastorns neuropsiquiatrics
diferents de I’esquizofrénia, i afectacions no psiquiatriques com la diabetis o la hipertensio. Els
principals gens implicats en aquestes CNVs son els relacionats amb els complexes sinaptics de
proteines associades al citoesquelet i N-Metil-D-acid aspartic, la senyalitzacio de GABA i

glutamat i els canals de calci depenents del voltatge (Rees & Kirov, 2021).

En quant als SNPs, segons I’estudi de mapatge genomic realitzat per (Trubetskoy et al., 2022)
es van identificar 628 gens (435 codificants per a proteines) que presentaven al menys un SNP
potencialment involucrat amb 1’aparicio de 1’esquizofrénia. ES va evidenciar la preséncia de
rs4766428, amb una probabilitat posterior major del 99% (PP>0.99) de ser el causant de la
formacié d’un SNP present en un locus que engloba 25 gens, es troba en la regio codificant per
a ATP2A2 i provoca la malaltia de Darier, que esta associada al trastorn bipolar i I’esquizofrénia.

Es va determinar que ATP2A2 pot estar implicat en la patogenesis de 1’esquizofrénia regulant



els nivells citoplasmatics neuronals de calci. Per altra part, es va observar que la predisposicid
genetica per a 1’esquizofrénia és identica entre homes i dones, tot i les evidencies de la
variabilitat en quant a 1’edat d’inici, els simptomes i el desenvolupament del trastorn respecte
el sexe (Trubetskoy et al., 2022).

1.3.2. Factors ambientals i canvis epigenétics cerebrals associats

Encara que I’esquizofrénia presenti un fort component genetic, amb una heretabilitat del 80%,
existeixen certs factors d’exposicié ambiental que poden intervenir en el seu desenvolupament
i neuropatologia, com les infeccions immunes maternes, el trauma infantil, les complicacions
durant ’embaras i/o el part, la falta de nutrients i ’exposici6 al cannabis 0 toxines. Gracies a
un llarg historial d’estudis en diferents models animals es postula que aquests factors de
I’ambient poden intervenir en diverses modificacions epigenétiques que s’acumularan al
cervell i altres teixits durant el desenvolupament de 1’organisme i acabaran causant canvis en
I’expressid génica. (Khavari & Cairns, 2020). Aquesta especulacié coincideix amb la teoria del
neurodesenvolupament de 1’esquizofrénia, que és la més acceptada en ’actualitat per a explicar
I’aparicio d’aquest trastorn. Aquesta teoria presenta al component hereditari i I’exposicid
ambiental durant el desenvolupament (especialment prenatal, infancia primerenca i
adolescencia) com a causants de 1’esquizofrénia. Tot i aixi, és necessari tenir en compte que
els canvis epigenétics es poden manifestar com a resultat d’un estat patologic i no ser

necessariament el seu causant (Khavari & Cairns, 2020).

Gracies als analisis neurofisiologics i neuropatologics s’ha observat que 1’esquizofrénia sovint
es relaciona amb una deficiencia en quant a 1’estructura cerebral i la connectivitat funcional.
Aquesta perdua podria ser causada per una anomalia dels mecanismes epigenetics al rebre
senyals ambientals a través de ’activitat neuronal 0 altres, provocant canvis en la modulacid

de I’expressio i resposta génica (Khavari & Cairns, 2020).

Els principals mecanismes epigenétics que mostren certes evidencies d’estar relacionats amb
I’aparici6 de I’esquizofrénia i la severitat dels seus simptomes son les metilacions, les
modificacions d’histones, els microRNA (miRNA) i els RNAs llargs no codificants (IncRNA).
Entre els seus efectes més freqiients es troba 1’alteracié de la neurotransmissio de GABA
(component important per la neuropatologia de 1’esquizofrénia) sovint observada en dones, la
metabolitzaci6 de la dopamina (important regulador dels simptomes positius de la
esquizofrenia) com també diferencies en quant a 1’expressio de diversos gens implicats en el

desenvolupament del sistema nervios central, les funcions sinaptiques i les connectivitats



neuronals. Generalment, aquests efectes s’observen al cortex prefrontal dorsolateral i el cortex
del cingle anterior, alguns d’aquests intervenint en diferents processos metabolics, la
mielinitzacio, 1’embolcallament neuronal i la diferenciacio d’oligodentrécits (Khavari &
Cairns, 2020).

1.4. Els mitocondris

1.4.1. Funci6 mitocondrial general

Els mitocondris sén organuls intracel-lulars que es troben en totes les cel-lules nucleades.
Resulten indispensables per a una gran varietat de funcions dins de la cel-lula eucariota. Son
responsables de la sintesis del 95% de I’ATP cel-lular a través de la fosforilacié oxidativa
produida per la cadena de transport d’clectrons i I’ATP sintasa, pel que son els principals
productors d’energia de 1’organisme (Schlieben & Prokisch, 2023). Produeixen el 90% de
I’energia de les cél-lules neuronals (Das et al., 2022). D’altra banda, també intervenen en
I’amortiment de calci, la modulacio de I’activitat sinaptica, la regulacio de I’apoptosi (inicien
I’apoptosi depenent de la caspasa), la regulacio d'espécies reactives d’oxigen, la biogenesi de
grups de ferro i sofre, el metabolisme de lipids, ferroptosi i el metabolisme d’aminoacids
(Schlieben & Prokisch, 2023).

La cadena de transport d’clectrons esta composada per 4 Complexes proteics localitzats a la
membrana mitocondrial interna (Complexes I, 11, I, 1V). Aquestes Complexes proteics
s’encarreguen de bombejar protons a 1’espai intermembran0s mentre que els electrons sén
transferits d’un Complex a I’altre oxidant diverses molécules per a finalment produir aigua. La
diferencia de potencial és aprofitada per I’ATP sintasa per fosforilar una molécula d’ADP i
produir ATP. Part de les subunitats proteiques de la cadena respiratoria i de I’ATP sintasa es
troben codificades en el genoma mitocondrial (ADNmt), tot i que la majoria estan codificades
pel genoma nuclear (ADNN), que sén traduides al nucli i transportades fins al mitocondri
(\Valiente-Palleja et al., 2022)

1.4.2. Genetica mitocondrial

Els mitocondris presenten un ADN doble cadena circular, poliploide, sense introns i d’heréncia
materna. S’anomena cadena pesada a la rica en guanines i cadena lleugera a la rica en citosines.
L’ ADNmt conté un total de 16.569 parelles de bases que formen 37 gens i codifiquen per a 13
proteines, 22 ARN de transferencia (ARNt) i 2 ARN ribosomics 12S i 16S (ARNr) (Valiente-
Palleja et al., 2022). Es codifiquen 1 polipéptid i 8 ARNt a la cadena lleugera i 12 polipeptids,

2 ARNr i 14 ARNt a la cadena pesada. Existeix també una regié no codificant amb el nom de
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bucle de desplacament o bucle D en la qual hi ha els origens de replicacio i transcripcié de
gairebé tot el mtDNA (Yan et al., 2019). La distribucid dels gens codificats pel ADNmt es

troba descrita a la Figura 1.
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ND2
ND4
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) | ;\.J_\_.(*
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Complex | 1] v V
Figura 1: Esquema de I’ADNmt huma i els gens codificants per als Complexes I, I1I, IV i V. (Sandra et al.,
2018)

L’ADNmt s’empaqueta formant complexes ADNmt-proteina que s’anomenen nucleoides. La
proteina principal del nucleoide és el factor A de transcripcié mitocondrial (TFAM), que té una
important implicacié en la distribucié i organitzacid del nucleoide. La distribucio dels
nucleoides dins del mitocondri resulta indispensable pel correcte funcionament d’aquest
organul, pel que la preséncia d’alteracions en aquesta organitzacié poden provocar diferents
malalties (Yan et al., 2019).

Per altra banda, les 13 proteines codificades per ADNmt, constitueixen part dels Complexes I,
III, IV i V de la cadena de transport d’electrons i I’ATP sintasa, la sintesis dels quals depén
dels ARN ribosomics (ARNr) i ARN de transferéncia (ARNt) mitocondrials (Yan et al., 2019).

A més, cal esmentar que el genoma nuclear codifica aproximadament per uns 1500 gens que
tenen algun tipus de implicacio en el funcionament i la localitzacié del mitocondri (Das et al.,
2022).

Cada mitocondri conté de mitjana de 2 a 10 copies d’ADN mitocondrial que es troben a la
matriu, prop de la cadena de transport d’electrons i no estan protegits per histones, pel que son

susceptibles a ser modificats per radicals lliures (que provenen sobretot de la cadena de

11



transport electronic) i desenvolupar mutacions somatiques (Yan et al., 2019). La taxa de
mutacions de ’ADNmt en humans és 10 vegades superior en comparacié al nuclear,

probablement degut a aquests factors (Valiente-Palleja et al., 2022).

Cada cél-lula pot presentar de centenars a milers de copies del ADNmt depenent de les seves
necessitats energetiques. EI nimero de copies mutades pot variar al llarg del temps, el que
implica que és possible trobar cel-lules on totes les copies estiguin mutades o que ninguna
presenti cap mutacid, fenomen que es coneix amb el nom d’homoplasmia. Pel contrari, en el
cas de que part de les moleécules de I’ADNmt presentin mutacions i una altra no, s’anomena

heteroplasmia (Yan et al., 2019).

1.4.3. Malalties mitocondrials

La quantitat de malalties que s’han considerat de tipus mitocondrial ha estat creixent de forma
constant a mesura que s’ha anat descobrint més sobre les anomalies genetiques i els
mecanismes patologics relacionats amb el metabolisme energetic mitocondrial. Degut a la
distribucio dels gens d’aquest organul, les malalties mitocondrials poden ser causades tant per
alteracions patologiques del genoma mitocondrial com del nuclear, pel que poden seguir
qualsevol patréo d’heréncia. S’han associat aproximadament uns 425 gens amb diferents
patologies mitocondrials, 90 d’aquests intervenint en malalties neurodegeneratives infantils,

des de que es va descobrir al primer en 1988 (Schlieben & Prokisch, 2023).

De forma general, les malalties mitocondrials consisteixen en un grup heterogeni de malalties
que coincideixen en el fet d’estar causades per una disfuncié mitocondrial, sobretot per una
fosforilacié oxidativa incorrecta. Aquestes patologies es poden presentar en forma d’ un ampli
espectre clinic caracteritzat per simptomes que poden tenir lloc en qualsevol edat, afectant
qualsevol organ i teixit i manifestant alteracions a maltiples sistemes. Tot i la gran variabilitat
inherent a aquestes malalties, cal destacar que predominen les afectacions causades als organs
estretament relacionats amb el metabolisme aerobic. També és important considerar la
complexitat génica darrere d’aquestes afeccions, fent que el seu diagnostic molecular representi
un auténtic repte. Variants en un Unic gen i, fins i tot, la mateixa mutacié dins d’un gen pot
provocar diferents malalties mitocondrials, evidenciant d’aquesta manera fenomens
d’heterogeneitat al-l¢lica. Alguns exemples son les mutacions en gens codificants com MT-
ND5 o MT-CO3, responsables de la miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosi lactica i
episodis semblants a l'ictus (MELAS), la Neuropatia Optica Hereditaria de Leber (LHON), el

sindrome de I’epilépsia mioclonica amb fibres vermelles esquingades (MERRF) i la malaltia
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de Leigh. Per altra part, un mateix fenotip patogenic pot ser causat per mutacions en diferents
gens, indicant també la possibilitat d’una heterogeneitat de locus. Alguns exemples son el
sindrome de Leigh (Schlieben & Prokisch, 2023).

Altres mutacions al genoma mitocondrial es relacionen amb malalties com la diabetis, la
malaltia d’Alzheimer, el Parkinson i el cancer. Es important considerar que alguns estudis
proposen la possibilitat d’acumulacié de les mutacions al ADNmt amb el temps, de manera
que presenten una important implicacié en I’envelliment i la neurodegeneraciéo que moltes
vegades acompanya aquest procés. Existeixen moltes evidéncies que defensen aquesta idea i
mostren que una dinamica mitocondrial irregular i les mutacions causades durant la replicacio
del seu genoma porten a fenomens d’envelliment. A més, s’ha observat un elevat nombre de
delecions a ’ADNmt present a les cel-lules neuronals de la substancia negra cerebral de
pacients ancians amb Parkinson, que es caracteritza per la pérdua de dopamina en aquesta regio.
Per altra part, la malaltia d’Alzheimer es relaciona amb mutacions heteroplasmiques de
I’ADNmt (Yan et al., 2019). L’heteroplasmia pot aparéixer degut a mutacions puntuals
espontanies en teixits especifics o per delecions maltiples provinents de variants patogéniques
heretades de gens nuclears que intervenen en el manteniment de I’ADNmt (Goudenege et al.,

2019).

1.4.4. Anomalies mitocondrials a I’esquizofrenia
Existeixen diversos estudis que han relacionat diferents alteracions mitocondrials amb
I’aparicio i1’augment del risc de patir esquizofrénia. A continuacio, es mostren algunes de les

anomalies més rellevants en relacié a aquest trastorn:

1.4.4.1. Delecions

Les delecions dins de ’ADNmt normalment tenen lloc entre regions flanquejades per
sequencies curtes repetides. Per tant, es pot distingir entre les delecions de Classe I, que estan
flanquejades per repeticions directes perfectes que conformen el 60% dels casos
d’esquizofrenia i1 les delecions de Classe I, que es troben flanquejades per repeticions

imperfectes i representen el 30% dels casos (Goudenége et al., 2019).

Una delecié comuna de I’ADNmt és la delecié somatica de 4.977 parells de bases, la qual s’ha
trobat en adults pero no en teixits fetals. La quantitat delecionada varia segons la localitzacio
cerebral, sent més elevada als nuclis de dopamina, entre altres. La majoria d’estudis no mostren
canvis significatius en quant a aquest tipus de delecio entre els pacients amb esquizofrénia i els

grups control. Tot i aixi, s’ha observat que conté gens codificants per a les subunitats del
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citocrom oxidasa, NADH deshidrogenasa i ATP sintetasa, que son essencials pel funcionament
mitocondrial 1 la patologia de I’esquizofrénia, pel que s’esperaria que tinguessin algun tipus

d’implicacid en aquest trastorn, pero els resultats no demostren aquesta teoria (Roberts, 2021).

Per altra banda, alguns estudis relacionen la reduccio de I’activitat, la quantitat de proteina i/o
d’RNA missatger dels Complexes I, II i IV amb 1’aparicié o severitat de 1’esquizofrénia.
L’activitat dels Complexes no canvia uniformement per a tots els nuclis, un exemple és
I’observacio d’una reduccio6 de I’activitat del Complex IV i un increment de la del Complex Il
al putamen i al nucli accumbens en teixits post-mortem de pacients d’esquizofrénia (Roberts,
2021).

A més, I’activitat del Complex | sembla estar afectada per la ingesta de drogues, mentre que la

del II s’ha associat a la severitat dels simptomes (Roberts, 2021).

No s’han trobat diferéncies significatives en quant a 1’activitat dels diferents Complexes entre
els pacients control i els que presenten esquizofrénia, pel que s’ha proposat un possible
mecanisme de compensacid per a restaurar 1’activitat del citocrom c oxidasa tot i que hi hagi

una manca en 1’activitat de la subunitat II (Roberts, 2021).

Per ultim, segons estudis previs realitzats pel grup d’investigacio al que s’ha dut a terme aquest
estudi, existeixen certs indicis d’un increment significatiu en quant al nivell d’insercions i
delecions trobades en mostres d’ADNmt de pacients d’esquizofrénia (Valiente-Palleja et al.,
2022).

1.4.4.2.  Polimorfismes

Segons I’estudi de (Ivanova et al.,2021) existeixen evidencies de que tant les mutacions
puntuals de substitucié de base com les delecions i insercions mostren correlacié amb els
trastorns psicotics. El polimorfisme 1811A>G (MT-RNR2) és el que es mostra amb major
frequéncia en 1’esquizofrénia (24,3%), en comparacié amb els grups controls (4,3%) (p=0,07).
També destaquen certs polimorfismes localitzats sobretot als gens codificants pel Complex |
MT-ND4 (11251G i 11467G), MT-ND3 (10398G), MT-ND1 (4216C), i MT-ND5 (12611G i

13708A), alguns d’aquests implicats en la disfuncié mitocondrial.

1.4.4.3.  Numero de copies
En varis estudis com els de (Kumar et al., 2018) i (Das et al., 2022) s’han pogut realitzar estudis
i reportar certes diferéncies en quant al nimero de coOpies de I’ADNmt en pacients amb

esquizofrenia, el trastorn bipolar i els trastorns psicotics respecte a grups control sans. En
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I’estudi de (Das et al., 2022) s’han analitzat mostres del cortex dorsolateral prefrontal, del gir
temporal superior, del cortex visual primari i del nucli accumbens de cervells postmortem.
Entre els seus resultats destaca un nimero de copies de I’ADNmt significativament superior en
el cortex prefrontal dorsolateral de les mostres amb esquizofrénia i trastorn bipolar, nivells
inferiors en el gir temporal superior de les mostres amb trastorn bipolar, i cap canvi significatiu
al cortex visual primari i el nucli accumbens, tant de les mostres amb esquizofrénia com les

que presentaven trastorn bipolar respecte als grups control.

Per altra part, s’han reportat evidéncies d’una disminucié en quant al nimero de copies
d’ADNmt en mostres de sang de teixit periferic tant en pacients amb esquizofrenia com amb

trastorn bipolar, encara que també es relaciona amb I’envelliment (Das et al., 2022).

Un possible causant de I’alteracio de la quantitat de I’ADNmt és també el tractament amb
antipsicotics i altres farmacs. Es per aquest motiu que (Das et al., 2022) van realitzar una série
d’analisis toxicologics a les mostres de teixit cerebral postmortem amb la finalitat d’agrupar-
los en funcio6 de si es troba o no la presencia de drogues psicotropiques o medicacid. Es va
concloure que, tot i que no es podia desestimar la possibilitat de que els resultats es vegin
afectats per la prévia exposicié a la medicaci, la seva presencia en el moment de la mort no
provoca canvis significatius al namero de copies del ADNmt al cortex dorsolateral prefrontal,
al gir temporal superior, al cortex visual primari i al nucli acumbens. Aquests resultats
suggereixen la possibilitat de que el nombre de copies de I’ADNmt present en aquestes regions
cerebrals sigui més estable davant dels canvis ambientals i els farmacs que el que es troba en
circulacio (Das et al., 2022).

Tot i els descobriments mencionats, fins ara, no es coneix amb seguretat si el canvi en el
numero de copies de I’ADN mitocondrial esta relacionat amb les psicosis, la comorbiditat o el

tractament (Kumar et al., 2018).

En referéncia a ’estudi de (Valiente-Palleja et al., 2020) es va observar una concentracio
significativament menor de ADNmt en mostres sanguinies dels participants amb esquizofrénia
en comparacio al grup control. En aquesta investigacio, es va trobar una correlacio entre la
disminucié del numero de copies d’ADNmt i ’envelliment, el consum d’alcohol i tabac, la
inflamacid i la severitat dels simptomes psicotics, suggerint que podria actuar com a marcador

patofisiologic per a I’esquizofrénia (Valiente-Palleja et al., 2020).
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2. Hipotesi de treball i objectius
La hipotesi d’aquest estudi és que, en mostres de cervell postmortem, els pacients amb
diagnostic d’esquizofrenia presenten un % d’heteroplasmia de I’ADNmt significativament

superior als individus del grup control.
Els objectius principals de la investigacié son:

1) Identificar i quantificar les alteracions de mostres d’ADN de cervell postmortem de pacients

amb diagnostic d’esquizofrénia i en individus control.

2) Comparar el numero d’alteracions entre els dos grups d’estudi: pacients amb diagnostic

d’esquizofrénia i individus grup control.
3) Descriure si les alteracions de I’ADNmt han estat préviament reportades.

4) Comparar els resultats obtinguts amb dues metodologies de seqiienciacid diferents, lon

Torrent i lllumina.

3. Participants, materials i métodes

3.1.  Participants

Per aquest estudi es disposa de 79 mostres de cel-lules de cortex dorsolateral prefrontal de
cervells postmortem pertanyents a 39 pacients amb esquizofrenia i 40 pacients control sense
aquest trastorn. L’ADN de cortex dorsolateral prefrontal i les dades cliniques van ser
obtingudes pel Biobanc del Pais Basc, Centro de Investigacion Biomédica en Red en Salud
Mental (CIBERSAM). Els pacients amb esquizofrenia escollits per a 1’estudi van ser els que
presentaven una causa de mort per suicidi i dels que s’havia verificat que tenien trastorns
psicotics previs segons els criteris del Manual diagnostic i estadistic dels trastorns mentals
(DSM-1V o DSM-IV-TR). EI grup control esta conformat per mostres cerebrals de pacients
amb una causa de mort no provocada per suicidi i que no presentaven trastorns psicotics. Es
disposa de informacio rellevant de cada pacient referent a la data i causa de mort, el temps
transcorregut entre I’hora de la mort i el processament del cervell per obtenir la mostra d’ADN
interval post-mortem (PMD, “postmortem delay” en angles), medicaci6 previa i consum de
toxics mesurats a partir de mostres de sang i del pH del cervell. La informacio corresponent al
nimero de participants de cada grup i la seva classificacié per sexes, edats periode

transcorregut entre la seva mort i I’obtencio6 de la mostra es troba en la Taulal.

16



Entre els criteris d’inclusio relacionats amb els pacients amb esquizofrénia es considera que
aquests presentin un trastorn psicotic. Per tant, han de complir els criteris del DSM-5 de trastorn

esquizofreniform, esquizofrenia, trastorn esquizoafectiu o trastorn psicotic no especificat.

A més, el projecte ha d’estar aprovat per un Comité d’Etica, que ha d’haver assegurat també

que les mostres utilitzades estiguin recollides al Biobanc del Pais Basc.

Per altra banda, entre els criteris d’exclusi6 figura el no compliment d’algun dels criteris

d’inclusié mencionats anteriorment.

Taula 1: Caracteristiques descriptives de les mostres analitzades (HC: Healthy Control, SCZ: esquizofrénia)

Nombre - . Desviacio . .
Grup Sexe total Mitjana  Mediana Estandard Minim Maxim
Edat HC Masculi 33 47,2 46,0 15,47 23,00 84,0
Femeni 7 53,0 52,0 14,31 29,00 74,0
SCz Masculi 32 47,8 49,0 15,77 23,00 83,0
Femeni 7 53,4 52,0 14,79 30,00 76,0
PMD HC Masculi 33 19,4 17,0 10,75 4,00 60,0
Femeni 7 20,4 19,0 5,19 16,00 31,0
SCz Masculi 32 20,3 17,0 13,16 3,00 52,0
Femeni 7 15,4 15,0 3,99 10,00 22,0

3.2.  Amplificacio i seqlienciacio
L’ADNmt de cada participant es va amplificar utilitzant dues parelles de primers que produien
dos fragments solapats. Seguidament, es va realitzar la sequienciacié de les mostres amb la

tecnologia d’Illumina d’extrems parells.

3.2.1. Tecniques de sequenciacio de nova generacio
Les tecnologies de seqiienciacié de nova generacio son metodes de seqiienciacié d’ADN d’alt
rendiment que van adquirir gran importancia des del 2004, quan van ser introduides per primera

vegada per Roche amb 1’equip 454 FLX Pyrosequencer (Larson et al., 2023).

La millora respecte el seu antecedent de primera generacio del 1970 (Sanger), és que permeten
la seqiienciacié massiva d’una gran quantitat de fragments d’ADN, suposant 1’equivalent
d’analitzar milions d’experiments individuals de Sanger simultaniament. Aquest avang permet
una rapida sequienciacio de genomes sencers per un cost bastant baix, el que permetria la
introduccié de la genomica personalitzada i la medicina de precisio. Encara que, la gran

quantitat de informacié aportada per aquest tipus de técniques necessiten la disposicio de grans
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i sofisticats recursos computacionals i bioinformatics per a poder obtenir uns resultats adequats

i informatius (Larson et al., 2023).

3.2.1.1.  [Hlumina

[llumina és la companyia lider de diversos instruments de seqiienciacid. La seva metodologia
es basa en la sequienciacié per sintesi (SBS, “sequencing by synthesis” en anglés) (Pervez et al.,
2022). Aquesta tecnica consisteix en carregar una llibreria de sequiéncies sobre una superficie
solida recoberta d’una gran quantitat de petits oligdmers complementaris a les seqiiéncies
adaptadores dels fragments de la llibreria. Aquest métode permet que en cada carril de la cel-la
on es carreguen les mostres es permeti la realitzacid de diferents experiments de sequienciacio.
Després de carregar els fragments, aquests s’amplifiquen per PCR, originant grups de clons de
seqiiencies de milers de copies d’ADN. Per evitar que la polimerasa sobrepassi la seqiiéncia
motlle a I’hora d’estendre la complementaria, s’utilitzen didesoxinucleotids marcats amb
fluorescéncia que es detecten per un laser d’autofocus que permet reclutar les bases de la
sequiencia complementaria. Les terminacions son reversibles, el que permet el control de la
sintesi (Larson et al., 2023) i generar fragments de la mateixa longitud (en el cas de que

corresponguin del mateix experiment) (Pervez et al., 2022).

La seqlienciaci6 pot ser d’extrems Unics o parells, que fa referéncia a les opcions de seqiienciar
un o els dos extrems de I’insert. La seqiienciaci6 d’extrems parells acostuma a ser la més
utilitzada per a la majoria d’estudis, ja que ofereix una millor precisio del mapatge de lectura
respecte a la d’extrems unics, un augment de la cobertura i la possibilitat de detectar

reordenaments del genoma, com per exemple la fusio de gens (Larson et al., 2023).

3.2.1.2.  lon Torrent

lon Torrent és una altra técnica de seqiienciacié de nova generacio que es va introduir al 2011
(Pervez et al., 2022) i és el principal competidor d’lllumina (Pereira et al., 2020). També es
basa en la SBS i utilitza mesures de pH per a generar sequiéncies nucleotidiques, que poden
variar en quant a la seva longitud (Pervez et al., 2022). Es basa en els canvis de pH provocats
per I’alliberament de protons (H*) durant la polimeritzacio de la seqiiéncia d’ADN. Els inserts
s’adhereixen a una serie d’esferes o “beads i s’amplifiquen per PCR, resultant en esferes amb
copies d’un mateix fragment d’ADN. A continuacid, les esferes es dispersen en micropous amb
chips de matriu de sensors semiconductors. Cada nucleotid de la cadena incorporat per la

polimerasa a la cadena creixent provoca 1’alliberament d’un protd, que alterara el pH de la
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solucio. Aquests canvis es detecten pel sensor ionic incorporat al chip i es transformen en

senyals de voltatge que després s’utilitzen pel reclutament de bases (Pereira et al., 2020).

El principal inconvenient d’aquesta técnica €és la seva ineficacia per a la quantificacio
d’homopolimers de gran longitud. Aquest aspecte és degut a qué les incorporacions multiples
d’una mateixa base a cada cadena provoca un augment important de la concentracié de protons,
el que genera una major senyal de incorporacio i implica que s’afegira més d’un nucleotid a la

vegada (Pereira et al., 2020).

3.3.  Eines Bioinformatiques utilitzades

3.3.1. Maquina Virtual de Linux

Tots els analisis han estat realitzats en una maquina virtual de Linux Lite 5.0 per assegurar el
funcionament senzill i optim dels softwares utilitzats. Per a construir la maquina virtual s’ha
fet servir VMware Workstation 17 Player (https://www.vmware.com/products/workstation-
player/workstation-player-evaluation.html), que s’ha mostrat més eficag que 1’Oracle VM

VirtualBox i presenta menys problemes técnics associats.

3.3.1.1.  Creaci6 de la maquina virtual
Un cop s’instal-1i el programa VMware Workstation 17 Player, es podra construir la maquina

virtual seguint les caracteristiques de la Imatge 1:

Device Summary Settings Summary
%Memow 3.7 GB =] General Ubuntu 64-bit
I .:Processors 1

[—\Hard Disk (SCSI) 20 GB P> Power

() CD/DVD (SATA) Using file D:\Nueva carpeta\Linu... m Shared Folders Disabled

S0 Network Adapter NAT ([ Access Control Not encrypted
{ZI USB Controller Present @VMware Tools Time sync off
£}’ Sound Card Auto detect t|—'| Unity

(e Printer Present .

[ IDisplay Auto detect p Autologin Not supported

Imatge 1: Caracteristiques basiques de la maquina virtual de Linux 5.0 Lite

A continuacio, després, d’instal-lar Linux 5.0 Lite correctament a la maquina virtual s’han
d’instal-lar la resta de paquets, actualitzacions i adicions de convidat (gcc, make, libbz2-dev,

zliblg-dev, libncursess-dev, libncursesw5-dev, liblzma-dev).

Un cop preparat el sistema operatiu, és necessari instal-lar Python (2.7.16), Biopython (1.76),
HTSLIB 1.9, SAMTOOLS 1.9 i BCFTools 1.9.
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3.3.2. FastQC

FastQC eés un programa dissenyat pel control de qualitat creat per Simon Andrews de
Babraham Bioinformatics per a analitzar dades de seqiienciacié d’alt rendiment utilitzant el
Ilenguatge de Java. El seu objectiu és realitzar de forma rapida una série d’analisis de qualitat
sobre les dades de seqiienciacid per informar dels possibles problemes que s’haurien de

considerar abans de seguir amb ’estudi (Babraham Bioinformatics, 2023).

De forma general, FastQC té la capacitat de revisar dades en format bam, sam o fastq per a
informar de quines regions de la seqtiéncia poden presentar problemes, ja siguin originats pel
seqiienciador o la propia llibreria d’on s’obtenen les mostres. Els resultats dels analisis es
presenten en grafiques i taules tant en format d’imatges com a partir d’un espai HTML on es
recull de forma clara i comprensible tota la informacié obtinguda (Babraham Bioinformatics,
2023).

Els resultats que retorna el software inclouen:

Estadistica basica: Reporten dades com el nom i tipus d’arxiu, el nimero de seqiiencies

processades, la longitud de les lectures, el contingut de guanina i citocina i el tipus de puntuacio
de qualitat (Babraham Bioinformatics, 2023).

Qualitat de sequiéncia per base: Mostra el rang dels valors de qualitat de totes les bases i per

cada posici6 de la sequencia analitzada. Presenta una taula amb les puntuacions mitjanes, la
qualitat mitjana i el rang interquartil. Classifica les puntuacions en grups de molt bona qualitat
(verd), qualitat raonable (taronja) i baixa qualitat (vermell), de manera que les puntuacions més
elevades corresponen a una major qualitat. Es comd que a mesura que avanci el procés la
qualitat baixi progressivament, pel que al final de la taula normalment les lectures entren a

I’area taronja (Babraham Bioinformatics, 2023).

Puntuacions de qualitat per seqliencia: Estudia si existeix algun subconjunt de les seqliéncies

analitzades que mostri predominantment valors de qualitat baixos. Moltes vegades es provocat
per errors de visualitzacié durant la seqlienciacié i només un nombre reduit de seqiéncies
haurien de presentar aquest problema. Si pel contrari, s’observa una elevada proporcié de
seqiiencies amb una baixa qualitat general és una indicacié d’algun tipus de problema

sistematic que sovint nomes afecta a una part del grafic (Babraham Bioinformatics, 2023).

Contingut de sequiéncia per base: Presenta la proporcio de les posicions de cadascuna de les

quatre bases de la seqiieéncia de DNA analitzada. Si s’analitza una llibreria de seqiiéncies
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aleatoria, s’haurien d’obtenir 4 linies forga paral-leles entre si, cadascuna mostrant el
percentatge d’una de les bases al llarg de tota la seqiiéncia, i en cap cas han de ser
desequilibrades entre elles. Grans canvis entre les bases normalment indiquen una possible
sobrerepresentacio que contamina la llibreria. Pel contrari, si les alteracions son consistents en
totes les bases, probablement la causa sigui un problema sistematic de la seqlenciacio de la

llibreria (Babraham Bioinformatics, 2023).

Contingut de GC per base: Mostra el percentatge de guanines i citocines per a cada posicio de

base dins de la seqiiéncia resultant en un grafic lineal. Per a llibreries aleatories, la linia no
hauria de patir grans alteracions i romandra forga recta i horitzontal al Ilarg de tota la grafica.
La seva interpretacio és similar a la del grafic de Contingut de seqliencia per base (Babraham
Bioinformatics, 2023).

Contingut de GC per seqliencia: Mesura el contingut de guanines i citocines al llarg de tota la

sequiencia i el compara amb una distribucié normal modelada del contingut de guanines i
citocines. Normalment una llibreria aleatoria mostra un grafic de distribucié normal del
contingut de guanines i citocines on el pic central indica el seu contingut general dins del
genoma. També es mostra una altra corba que representa un model del contingut GC calculat
a partir de les dades observades i que actua com a referéncia. Si s’observa una distribucio
inusual indica una llibreria contaminada o altres tipus d’errors com una interrupcio de la
sequeéncia. Una distribucié normal i desplacada indica problemes sistematics independents a

les posicions de les bases (Babraham Bioinformatics, 2023).

Contingut de N per base: Si el seqlienciador és incapac de reclutar les bases amb suficient

confianga, aquestes es substitueixen per N en comptes d’una base a I’atzar. Per tant, en aquests
analisis es mesura el percentatge de reclutaments de N per a cada posicio6 dins de la seqliencia.
Generalment, el grafic hauria de mostrar uns percentatges baixos de N, especialment al final
de la sequiéncia. Percentatges superiors a 5% comencen a indicar que possiblement 1’analisi no
ha interpretat les dades amb la suficient confianca per a que sigui valid (Babraham
Bioinformatics, 2023).

Distribucio de longitud de sequéncia: Molts seqiienciadors d’alt rendiment generen fragments

de llargada uniforme pero, altres poden contenir lectures molt variades. Encara que s’obtinguin
llibreries més uniformes és possible que es tallin les seqliencies, sobretot a la part final per

eliminar possibles reclutaments de bases de baixa qualitat (Babraham Bioinformatics, 2023).
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Seqiiencies duplicades: En aquest analisi, es presenta un grafic que recull la llargada dels

fragments estudiats. En la majoria dels casos es presenta una linia que mostra un pic nomes en
una de les longituds de fragment, si I’arxiu conté varietat en quant als fragments, es podra
visualitzar al grafic ’abundancia relativa de cada longitud trobada. EI modul quantifica el grau
de duplicacio de cada seqiiéncia de 1’arxiu analitzat i crea una taula que recull el nimero relatiu
de sequiencies dels diferents percentatges de duplicacio. Per a la deteccidé d’una duplicacio €s
necessari que les seqliencies coincideixin completament, pel que les lectures superiors a 75bp
es divideixen en fragments de 50pb. Les lectures més llargues son més propenses a contenir
errors de sequenciacio que poden incrementar artificialment la diversitat observada i a

infrarepresentar sequéncies amb elevada duplicacié (Babraham Bioinformatics, 2023).

Sequiencies sobrerepresentades: En llibreries variades creades a partir de seqiienciacions d’alt

rendiment, el fet de trobar una seqiiencia amb major representacié que la resta indica que
aquesta pot ser altament significativa, que sigui un contaminant o que la llibreria no sigui tant
variada com s’espera. S’enumeren totes les seqiiéncies que representen més del 0,1% del total.
Per a cada sobrerepresentacio trobada, el programa el buscara en un base de dades dels
contaminants més comuns i retornara les millors coincidéncies, aquestes han de ser com a
minim de 20 pb i no tenir més d’1 base diferent. El resultat €s només orientatiu i no assegura
que aquesta sigui la font de contaminacio real. Per a la deteccié d’una duplicaci6 és necessari
que les seqliencies coincideixin completament, pel que les lectures superiors a 75bp es
divideixen en fragments de 50pb. Les lectures més llargues son les més propenses a contenir
errors de sequenciacid que poden incrementar artificialment la diversitat observada i a

infrarepresentar seqliencies amb elevada duplicacié (Babraham Bioinformatics, 2023).

Kmers sobrerepresentats: Es probable que si les seqiiéncies analitzades sén molt llargues i de
baixa qualitat, els errors de sequienciacio redueixin significativament el nimero de duplicacions
real. Aquest modul mesura I’enriquiment de cada 5-mer dins de la llibreria. Calcula el nivell
esperat segons el contingut total de la llibreria i ho compara amb el recompte real
(observat/esperat) per cada k-mer. EIl resultat que retorna és una llista de coincidéncies i un
grafic que recull els 6 millors per mostrar el patr6 obtingut al llarg de la seqiiéncia. D’aquesta
manera, permet visualitzar si existeix un enriquiment general o un patré de biaix en diferents

localitzacions de la lectura (Babraham Bioinformatics, 2023).
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3.3.2.1. Instal-laci6 de FastQC
S’ha instal-lat 1’ultima versi6 disponible d’aquesta eina v0.12.1(Win/Linux.zipfile) que es troba
disponible per al seu wus lliure des de 1'l de marg del 2023 a:

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/fastgc v0.12.1.zip).

3.3.3. eKLIPse

Es una eina bioinformatica especifica i sensible per a la deteccio i quantificacio de
reordenaments de ’ADNmt a partir de les dades obtingudes per sequenciacié de nova
generacié (simple i per parelles). La principal aplicacio d’aquest software €s estudiar les causes
i consequiéncies de les alteracions detectades i entendre la possible relacié genotip-fenotip que
pot haver en diferents caracteristiques fenotipiques (Goudenege et al., 2019).

De forma general, I’eina parteix d’un punt d’interrupci6 per comparar les seqiiencies aportades
per ’imput amb una seqiiéncia d’ADNmt de referéncia de la mateixa longitud. A partir de la
referéncia, es poden trobar les zones que no coincideixen, sobretot a causa d’una delecid o per

estar localitzades en altres regions del genoma (Goudenége et al., 2019).

Aquest software es basa en el concepte de “soft clipping”. El “clipping ” consisteix en tallar a
la seqliencia analitzada els extrems dels fragments dels que no es troben coincidencies amb la
sequeéncia de referéncia per evitar errors d’alineament (que s6n més comuns als extrems).
D’aquesta manera, si els extrems tallats s’eliminen es realitza un procés de “hard clipping” i si
es mantenen per intentar realinear-los en altres regions de la seqiiencia de referéncia és “soft
clipping”. Aquest fet es pot donar en algun dels dos extrems o als dos simultaniament.

(Goudenege et al., 2019)

eKLIPse esta desenvolupat en base al llenguatge de Python2 (versié 2.7) i requereix la

instal-lacié d’eines 1 moduls addicionals pel seu correcte funcionament, concretament:

e python 2.7

e biopython

e tgdm

e samtools

e Dlastn i makeblastdb (>=2.3.0+)

e cCircos

Les seqiiencies originades pel “soft clipping” s’alineen amb la seqiiéncia de referencia

mitjancant el BLASTn, escollint només un resultat de BLAST per cerca. Per obtenir aquest
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resultat es realitza un filtratge segons una serie de parametres editables, com per exemple,
percentatge de identitat i cobertura, cost d’obrir i estendre un gap, entre altres, que depenen de
la qualitat de les sequiencies analitzades i la tecnica de sequienciacié. Samtools és necessari per
a reduir el mostreig i facilitar I’analisi. Finalment, retorna els resultats del procés en forma de

dues taules d’Excel i grafics creats amb 1’eina de circos (Goudenege et al., 2019).

El programa necessita que tots els arxius per analitzar estiguin en format bam o sam, a més de
disposar de la seqiiéncia de I’ADNmt de referencia. A continuacid, processa les mostres per
reduir el nimero de lectures. Les mostres s’alineen amb I’ADNmt de referéncia mitjancant el
modul de profunditat de lectura, que quantifica el nimero de lectures totals i de les que han
patit el procés de “soft-clipping” per a cada nucleotid, i el modul de “sofi-clipping” que
recupera els fragments retallats amb les seves coincidéncies de I’ADN de referéncia. EI modul
de profunditat de lectura calcula el percentatge de delecions de cada mostra i representa la
cobertura en un grafic conegut com circos. Degut a qué les delecions acostumen a estar entre
sequencies total o parcialment repetides, és possible que es generin errors d’alineament que
provoquin errors del punt d’interrupcié (breakpoint). Per aquest motiu, el fet d’agrupar el
fragment tallat per “soft clipping” amb el seva coincidencia localitzada upstream, permet al
software detectar possibles repeticions i alinear les delecions dels punts d’interrupcid
(Goudeneége et al., 2019).

Les sequiencies coincidents amb la referencia s’escriuen en format FASTA per a que puguin ser
alineades amb 1’eina de BLASTn i filtrar els resultats segons els parametres escollits. En aquest
pas, només s’accepten els resultats de BLASTn bidireccionals, és a dir, que tant en la lectura
directa com la inversa, la posicio de “sofi-clipping” d’una lectura ha de coincidir amb

I’alineament del fragment tallat de 1’altra lectura i viceversa (Goudenege et al., 2019).

Finalment, el programa genera una taula d’Excel amb la frequéncia acumulativa de les
delecions de cada gen per a cadascuna de les mostres, una altra taula amb la prediccio de totes
les delecions segons les posicions del punt d’interrupcio, la carrega de les delecions, els

resultats de BLAST i les repeticions i els grafics de circos (Goudenége et al., 2019).

EL grafic de circos mostra el seguient aspecte:
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Figura 2: Representacio grafica de circos (Goudenege et al., 2019).

Tal i com es pot observar, la circumferéncia externa representa 1’estructura de I’ADNmt
indicant la posicio dels gens codificants per tRNA (taronja), rRNA (violat), proteines (verd) i
la regi6 no codificant del “D-loop” (negre). A la circumferencia de sota, es visualitzen una
série d’anells grisos de diferents intensitats indicant, amb 1’ajuda d’una linia negra, el
percentatge de delecions acumulatiu al llarg de la seqliencia. A la seglent circumferéncia
interna s’observa un camp blau que representa la profunditat de cobertura de cada base i una
linia de color blau més fosc que mostra la cobertura mitjana de totes les mostres analitzades. A
continuacid, es troba una area blanca amb una serie de linies negres, I’altura de les quals és
directament proporcional el nimero de sequiéncies que han patit “soft-clipping . Finalment, al
centre del cercle s’observen una série de corbes vermelles de diferents intensitats, on cada corba
indica una relacié bidireccional obtinguda pel BLASTn i la intensitat del color mostra el
percentatge d’heteroplasmia (Goudenége et al., 2019).

3.3.3.1. Instal-lacio d’eKLIPse

Un cop s’hagi preparat el sistema operatiu de la maquina virtual i instal-lat FastQC, es

descarrega i instal-la eKLIPse (https://github.com/dooguypapua/eKLIPse), el paquet d’eines
de nchi-BLAST v2.3.0+ i circos. En aquest estudi, s’ha utilitzat la versio eKLIPse unix (v_1-0),
ja que, 1’altima versio disponible (v 2-1) presenta certs problemes de funcionament que no ha
sigut possible solucionar (no s’ha pogut contactar amb el desenvolupador d’aquesta versio).
Per assegurar que el programa funcioni correctament i de la forma més senzilla possible, és
necessari que tots els programes addicionals que es requereixen per eKLIPse s’instal-lin dins

de la carpeta d’aquest software o s’indiqui la ruta corresponent.
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Per a la instal-lacié d’eKLIPse s’utilitza la segiient comanda:

unzip Qt_eKLIPse_unix_v1-0.zip
cd Qt_eKLIPse_unix_v1-0.zip
chmod a+x eKLIPse

JeKLIPse
Un cop instal-lat eKLIPse s’ha de comprovar que funciona correctament realitzant el

corresponent test:

python2 eKLIPse. py --test

A continuacio, apareixera la segiient pantalla indicada a la Imatge 2:

/|

===/ |
) I =y .

|
I
USAGE: python eKLIPse -in <FILE with Alignment paths> -ref <GBK reference> [OPTIONS]

OPTIONS:

ERROR] eKLIPse required “circos™ in PATH or "-circos"” defined

Imatge 2: Inici del test d’eKLIPse
Per a poder continuar amb el test s’ha d’especificar el “PATH” dels programes sol-licitats

utilitzant:
export PATH="$PATH: ruta cap el programa o carpeta sol-licitada”
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Imatge 3: Final del test d’eKLIPse
Un cop s’han definit les rutes, es completara automaticament el test, mostrant la pantalla de la

Imatge 3, i donara com a resultat una carpeta amb dues taules d’Excel i un grafic circos.

En aquest punt, ja es tenen preparats tots els programes i es pot seguir amb 1’analisi dels arxius

de les mostres.

3.4. Metode

3.4.1. Metode previ per a I’obtenci0 de les mostres de sequéncies d’ADNmt

El protocol utilitzat es basa en els estudis previs relacionats (Torrell et al, 2017; Valiente-
Palleja et al, 2018). Primer es realitza I’amplificacié del ADNmt de cada mostra i es comprova
mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa 0,7% i marcadors de DNA que aquesta s’ha
produit correctament. L’amplificacio s’utilitzara per a generar dos fragments superposats que
cobreixin la totalitat de I’ADNmt. EL protocol utilitza ’enzim TaKaRa LA Tag® Hot Start
Version (RR042Q), idoni per a amplificacions extrallargues. La reaccio tarda 5 hores en
completar-se en el cas de I’amplificacio amb dos fragments, pel que es recomanable que es
deixi processar durant la nit. A continuacid, es mostren una série de taules que resumeixen els
oligonucleotids utilitzats com a primers per a cada amplificacio, els reactius necessaris per a

preparar la mescla de reaccio i les condicions que ha de seguir el termociclador en cada cas.

3.4.1.1.  Amplificacio de I’ADN basada en dos amplicons de PCR superposats

Es preparen els oligonucleotids amb les caracteristiques indicades a la Taula 2, la solucio de
reaccid segons les instruccions de la Taula 3 i es realitza una PCR seguint les indicacions de la
Taula 4:
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Taula 2: Primers per a amplificar I’ADNmt en dos fragments superposats

Nom del | Sequéncia 5’ -> 3’ Posicio Tm (°C) | Llargada Superposicid
Primer del

producte
FampA | AAATCTTACCCCGCCTGTTT 2480-2499 58 8379 2480-2669
RampA | AATTAGGCTGTGGGTGGTTG 10858-10839 60
FampB | GCCATACTAGTCTTTGCCGC 10653-10672 62 8567 10858-10653
RampB | GGCAGGTCAATTTCACTGGT 2688-2669 60

Taula 3: Soluci6 per a amplificar ’ADNmt en dos fragments superposats

Reactiu Volum (pl)
10x TaKaRa LA PCR buffer II 2,5

dNTP 2,5 mM 2

TaKaRa LA Taq polimerasa 0,2875
BSA 0,3125
primer directe 5 uM 0,5

primer revers 5 uM 0,5

DNA (25 ng) 2

H,0 16,9

Taula 4: Condicions del termociclador

17 cicles 95°C 2 min *Comencar per 69°C i baixar 0,5°C per cicle fins arribar a
95°C 15 sec 60°C
69°C* 30 sec
68°C 5 min
18 cicles 95°C 15 seg ** Augmentar 10 segons a cada cicle
60°C 30 seg
68°C 9 min
68°C 10 min
4°C Aguantar

Si la PCR ha estat correcta s’haurien d’observar en el gel d’electroforesi les bandes

corresponents al fragment A i B per cada mostra i cap banda en el control negatiu, com s’indica

a la Imatge 4. Degut a que la reaccid produeix amplicons inespecifics, és recomanable utilitzar

kits de purificacio de 1’agarosa.
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Imatge 4: Electroforesi en gel d’agarosa al 0,7%. A la imatge superior es visualitzen les bandes corresponents al

fragment A, a la imatge inferior les del fragment B. NTC: non template control o control negatiu.

A continuacio, es realitza un procés de purificacié dels amplicons obtinguts que es divideix en
dos passos. Primer, s’extreuen els fragments d’ADN del gel d’electroforesi i s’apliquen una
série de rentats i centrifugacions seguint les indicacions de GenElute™ Gel Extraction Kit and
GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Adrich). Després, es segueix amb una purificacié amb
boles metal-liques (ChargeSwitch PCR Clean-Up), adaptant el protocol a partir de
ChargeSwitch™ PCR Clean-Up Kit (CS12000).

Un cop es tenen els productes de PCR purificats es fragmenten tractant-los tots com a mostres
diferents. Després es preparen els adaptadors per Illumina o lon Torrent que es lligaran als
fragments (s’ha de posar el mateix adaptador als dos fragments pertanyents al mateix subjecte).
Es descarten els fragments més llargs utilitzant un vortex que ajudara a unir-los a les boles
AMPure XP, deixant els fragments desitjats al sobrenedant. Al seglient pas, s’utilitzaran un
altre cop les boles AMPure XP per unir els fragments de la llargada desitjada i deixar els més
curts al sobrenedant. Els fragments (lligats als adaptadors) desitjats s’eluiran de les boles i
s’amplificaran per PCR utilitzant una solucié de PCR preparada segons les instruccions de la

Taula 5 i les condicions del termociclador mostrades a la Taula 6:

Taula 5: Solucié de PCR dels fragments units a adaptadors

ADN lligat a adaptadors 1-40ul
Primers 10 ul
H, 0 estéril Variable
NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix 50 ul
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Taula 6: Condicions del termociclador per la PCR dels fragments d’ADNmt units a adaptadors

Duraci6 inicial 98°C 30 seg
4-12 cicles 98°C 10 seg
58°C 30 seg
65°C 30 seg
1 cicle 65°C 5 min
Aguantar 42 o)

*100 ng -> 6-8 cicles; menys de 100 ng -> 8-12 cicles

Seguidament, es neteja la llibreria obtinguda per I’amplificaci6 utilitzant les boles AMPure XP
i es realitza una quantificacié de la llibreria utilitzant el kit HS, seguint les instruccions del
Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape System Quick Guide.

Després es quantifica i analitza el control de la qualitat de la llibreria per dos assajos diferents
(fluorimetre Qubit 4 i Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape System). Tot i que Qubit 4
mesura de forma més sensible la concentracio de les llibreries, la distribucio dels amplicons
nomeés és detectable mitjancant el kit TapeStation HS del segon métode. Per tant, utilitzant les

dues tecniques, és possible calcular la molaritat de les mostres amb una fiabilitat suficient.

Mitjancant la concentracié obtinguda pel primer analisi i la mida mitjana de la llibreria
obtinguda pel segon, es calcula la concentracié en nM dels fragments utilitzant la formula:

., _ng
(concentraci6 en H)
X 10® = concentracié en nM

(_6rgglg x mida de la llibreria mitana en pb)

Finalment, es prepara una llibreria de mostres equimolars formada per 60 pM d’amplicons en

total.

3.4.2. Analisi bioinformatic de les dades de la llibreria

Aquest procés, que és en el que es centra el meu Treball de Fi de Grau comenca per la
realitzacio d’un control de qualitat de la lectura de les mostres en format fastq utilitzant 1’eina
FastQC. Aquest pas es pot realitzar tant obrint el propi programa i introduint les mostres que
es volen analitzar, com mitjancant una terminal. En aquest cas, s’ha utilitzat el ment del
programa. Com a resultat s’obtindra una carpeta d’imatges que conté tots els grafics obtinguts

i un enllag a una pagina HTML amb el resum dels resultats.

D’acord als resultats aportats per FastQC s’han de realitzar les millores necessaries sobre la

qualitat de les mostres en format fastq i existeixen diferents possibilitats:
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Si les sequiencies dels oligonucleotids es troben sobrerepresentades o aporten diferents
profunditats de lectura, aquests es poden eliminar del principi o el final de les lectures utilitzant
cutadapt v3.4. Aquesta eina es pot utilitzar també per a millorar la qualitat de les lectures
establint que totes siguin entre 50-300 bases de longitud. A més, permet eliminar un nombre
especific de bases al principi o al final de la seqliéncia si aquestes regions mostren baixades
importants de la qualitat o tallar els extrems 3’ de les lectures amb terminacions de baixa
qualitat. En aquest cas, s’ha realitzat una eliminaci6 de les sequéncies dels quatre
oligonucleotids, s’ha establert que la mida de les lectures es trobi a un interval de 20-310 bases

1 s’han eliminat 15 bases tant del principi com del final de cada lectura.

De forma addicional, es pot comprovar la profunditat de lectura (nUmero de vegades que una

base es representa en totes les lectures de la seqlienciacio), utilitzant:

for sample in {01..80} do;
samtools depth sorted BRAIN_${sample}.bam > sorted BRAIN_${sample}.txt

Per a poder analitzar els resultats a eKLIPse, aquests han d’estar en format bam, pel que a

continuacio, s’utilitza samtools per a passar els arxius del format fastq a bam.

El format sam és de text pla i conté una quantitat molt elevada d’informacid, pel que es
necessita traduir en un format binari bam, ja que aquest té la capacitat de comprimir
considerablement els arxius sam.
for sample in {01..80}; do
bwa index mtDNA .fasta;
bwa mem mtDNA .fasta
BRAIN_${sample}.assembled.fastg > BRAIN_ ${sample}.assembled.sam;
samtools view -bS BRAIN_${sample}.assembled.sam > BRAIN_${sample}.assembled.bam;
samtools sort BRAIN_${sample}.assembled.bam -o sorted_ BRAIN_${sample}.bam;
samtools index sorted_ BRAIN_${sample}.bam;

done

Abans d’analitzar les mostres es necessari crear un arxiu de text on es trobi la ruta de totes les

mostres i el seu niUmero com s’indica a la Imatge 5:
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1 home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qi_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_01.bam
2 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_02.bam
3 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_03.bam
4 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_04.bam
5 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_05.bam
6 /home/mkl/Decuments/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_06.bam
7 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_07.bam
8 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_08.bam
9 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_09.bam
0 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_10.bam
1 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_11.bam
2 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_12.bam
3 /home/mkl/Decuments/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_13.bam
4 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_14.bam
5 /home/mkl/Decuments/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_15.bam
6 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_16.bam
7 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_17.bam
8 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_18.bam
9 /home/mkl/Documents/eKLIPse_v2-1/Qt_eKLIPse_unix_v1-0/AFTER_QC/BRAIN_19.bam

A continuacio, s’introdueix la segiient comanda:

01
02
03

05
06
07
08
09
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19

Imatge 5: Arxiu de text amb totes les rutes de les mostres en format bam

python2 eKLIPse.py -in ruta de 1’arxiu de text amb les rutes de les mostres -ref ruta del
genoma de referencia anomenat NC_012920.1.gb -scsize 25 -mapsize 20 -downcov O -
ming 20 -minlen 100 -shift 5 -minblast 5 -bilateral True -mitosize 100 -id 80 -cov 90 -
gapopen 5 -gapext 2 -thread 2

D’aquesta manera s’analitzen les mostres segons els parametres de la Taula 7:

Taula 7: Nom, definicio i valors dels parametres d’operacio d’eKLIPse utilitzats

Parametre Definicio Valor utilitzat
-out Ruta del directori de I’arxiu de 1’output (resultat) current
-tmp Ruta de directori temporal /tmp
-scsize Longitud minima del “soft-clipping ” 25
-mapsize Longitud del fragment mapejat “upstream” 20
-downcov Nombre de lectures de la reduccié de les mostres | O
(“downsampling™)
-ming Llindar de qualitat de la lectura. 20
-minlen Llindar de llargada de la lectura 100
-shift Mida de la regi6 corredissa del punt d’interrupcio 5
-minblast Nombre minim de BLAST per punt d’interrumpcio. 5
-bilateral Filtrar els BLAST unidirreccionals True
-mitosize Eliminar els ADNmt delecionats menors de 100
-id Limit de % d’identitat de BLAST 80
-cov Limit de % cobertura de BLAST 90
-gapopen Cost de BLAST per a obrir un “gap” o trencament. 5
-gapext Cost de BLAST per estendre el “gap” 2
-thread Nombre de carrega 2
-samtools Ruta cap a la carpeta bin de samtools
-blastn Ruta cap a la carpeta bin de BLASTN
-makeblastdb Ruta cap a la carpeta bin de makeblastdb
circos Ruta cap ala carpeta bin de circos

Aquest procés necessita aproximadament 4-5 hores per a completar-se, finalment retorna 2

taules d’Excel i els grafics circos (un per mostra).
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El procediment anterior fa referéncia a I’obtencid i analisi de les mostres seqiienciades amb les
tecniques d’Hlumina i lon Torrent. Per altra banda, per a realitzar la comparacié entre les dues
tecniques de seqiienciacio, s’ha analitzat la seva qualitat mitjangant FastQC i, a continuacio,
es van aplicar els mateixos filtres de cutadapt per a comprovar si millorarien. En quant a
I’analisi amb eKLIPse, s’apliquen els mateixos parametres excepte en quant al cost d’obrir un
“gap” (-gapopen), que ha de ser de 5 en el cas d’analitzar mostres d’lllumina i 0, si s’han

sequenciat per lon Torrent.

Per als analisis i representacions estadistiques posteriors s’han utilitzat les eines jamovi
(Version 2.3.)(J. Love et al., 2022) i Microsoft Excel.

4. Resultats

4.1.  Control de la qualitat de les mostres amb FastQC i cutadapt

Inicialment, al realitzar I'analisi amb FastQC es va observar una important decaiguda de la
qualitat al principi i al final de la mostra, sobretot als moduls de Qualitat de seqtiencia per base
i Contingut de la sequéncia per base. Degut a que es presentava aquesta problematica en totes
les mostres, era indicatiu d’un possible problema metodologic (probablement durant la
sequenciacid) que havia causat una sobrerepresentacié en una part de les mostres i suposava
un contaminant per a la seva correcta lectura. Per aquest motiu, es va optar per tallar 15 bases

del principi i del final de totes les mostres amb cutadapt.

Com a resultat, la qualitat va mostrar millores en els punts observats anteriorment i, com a
consequeéncia, algunes mostres van presentar millores també en quant a la sobrerepresentacio
(ja que aquesta havia baixat en alguns casos). A continuacio, es mostra a la Imatge 4 un resum
d’aquesta millora mitjangant els grafics de puntuacions de la qualitat per base i de contingut de

seqliencia per base d’una de les mostres abans i després d’aplicar 1’edicio per cutadapt.

33



%T
%C
%A

123456789 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105109 120124 135139 150-151 O U 23456788 1510 3034 4548 6064 7579 9084 105100 120124 135130 15015

Position In read {bp) Fosition in read (bp)

|

A o e e e e e e TN

¥ 123456789 12131819 2425 3031 3637 4243 4849 54.55 60461 66467 7273 7879 6485 9041 5697 104105 114115
Position in read (bp)

Imatge 6: Qualitat de les mostres abans de ’edicié amb cutadapt (a dalt) i després de tallar 15 nucledtids del
principi i del final de les sequiéncies (a baix). Les dues imatges de I’esquerra corresponen als grafics de Qualitat
de seqiiéncia per base i les dues de la dreta als grafics lineals de Contingut de sequiéncia per base.

Aguestes mostres millorades per cutadapt van ser seguidament analitzades mitjancant eKLIPse,
obtenint com a resultat una taula que indicava el percentatge acumulat de delecions en cada
gen per cadascuna de les mostres, una taula amb la prediccio de les possibles delecions, les
seves freqliencies, punts de interrupcid, nimero de BLAST, profunditat de lectura i les
repeticions que es troben flanquejant la delecio (si es que hi han).

Inicialment, es va provar a fer 1’analisi amb un nimero de BLAST minim d’1, pero aquest va
ser incrementat posteriorment a 5. Es va prendre aquesta decisio, ja que, en el primer cas
gairebé totes les mostres presentaven delecions, pel que es va optar per introduir a I’eina unes
condicions més restrictives. Aquests nous parametres eliminen els resultats pels que s’havia
obtingut menys de 5 BLASTSs (o coincidencies), de manera que s’ incrementa la fiabilitat de que

la previsi6 sobre la regi6 de la delecid sigui certa.
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4.2.  Estudi de la distribucio de les dades
A partir dels resultats anteriors el primer que es va estudiar va ser si les dades obtingudes
estaven distribuides normalment mitjangant la prova de Kolmogorov-Smirnov:

Taula 8: Caracteristiques descriptives i test de Kolmogorov-Smirnov del % d’Heteroplasmia i la Longitud de la
delecid segons cada grup (HC: Healthy Control, SCZ: esquizofrénia)

Grup % Heteroplasmia Longitud de la delecid
Mitjana HC 0,485 4656
SCz 0,685 4732
Mediana HC 0,148 4086
SCz 0,291 4421
Desviaci6 estandard HC 1,82 3480
SCz 1,13 2875
Rang Interquartil HC 0,216 1385
SCz 0,557 1548
Minim HC 0,00700 51
SCz 0,0460 51
Maxim HC 22,1 16317
SCz 7,86 16161
Estgdlstlc de Kolmogorov- 0,342 0,279
Smirnov
Valpr-p de Kolmogorov- <0,001 <0001
Smirnov
25percentil HC 0,0550 3233
SCZ 0,144 3497
50percentil HC 0,148 4086
SCZ 0,291 4421
75percentil HC 0,271 4618
SCz 0,702 5045

Taula 9: Recompte total de les delecions per cada grup (HC: Healthy Control, SCZ: esquizofrénia)

Grup HC SCZ
Nombre total de delecions 349 235
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En total, eKLIPse mostra una previsio de 349 delecions a les mostres del grup control (o
Healthy Control en angles) i 235 per al grup de participants amb esquizofrénia que es troben
recollides a la Taula 9. Com es pot observar pel baix nivell del valor p de Kolmogorov-Smirnov
de la Taula 8 és possible rebutjar la hipotesis nul-la (que les dades de la longitud de deleci6 i %
d’heteroplasmia presenten una distribucié normal). S’obté un valor de p molt baix que indica
que seria molt dificil obtenir el valor de I’estadistic si la distribucié fos normal. Per altra part,
als grafics Q-Q (Grafics 1 i 2), la recta indica una distribucié normal teorica en funcio de les
dades utilitzades i els punts il-lustren la distribucio real de les mostres, que es troba bastant
allunyada de la normalitat. Per tant, es conclou que les mostres utilitzades son de tipus
quantitatiu, independent, continu i sense distribucié normal. Es per aquest motiu, que
s’utilitzara 1’estudi de la mediana en comptes de la mitjana i s’optara per utilitzar el test
estadistic de U Mann Whitney.

4.3.  Analisis i seleccio de les mostres

Al consultar els resultats crus de 1’analisi amb eKLIPse, es va observar que una gran part de
les delecions es trobaven amb unes freqliencies molt baixes, inferiors al 0,5%. El %
d’heteroplasmia minim que pot detectar eKLIPse de forma fiable és 0.5, pel que es va decidir

establir un llindar de 0,5 i eliminar els resultats que es trobin per sota.

A més, degut a que varies de les mostres control presentaven uns % d’heteroplasmia molt
superiors als de la resta, es va analitzar tambe la profunditat de lectura i la cobertura obtinguda
per samtools de cada mostra. D’aquesta manera es pretén entendre si les diferencies dels %
d’heteroplasmia observat es deuen a la propia mostra o degut a errors causats a 1’hora de

realitzar el procediment experimental.
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Analitzant la profunditat de lectura de cada mostra aillada és possible observar que moltes
d’aquestes, sobretot les que presenten elevats nivells d’heteroplasmia acostumen a tenir una
profunditat de lectura baixa i/o molt variant (encara que moltes presenten cobertures de
profunditat de lectura elevades en les posicions on es reporten delecions), el que implica una
pobre qualitat de lectura degut a problemes metodologics durant la seqienciacio. Un clar

exemple és la segiient mostra:
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Imatge 7: Resultat de circos d’una mostra control anomala
Aguesta mostra control presenta delecions en gairebé la totalitat del seu mtDNA, com es pot
veure per la linia negra que rodeja tota la segliéncia, indicant un percentatge acumulat de
delecions aproximadament de >75%. Per altra banda, es pot veure que la profunditat de lectura
(blau clar) de cada nucleotid és molt baixa comparat amb la de la mitjana de les mostres (blau
fosc), excepte en el bucle D, que és una zona no codificant pero, presenta unes profunditats de

lectura molt més elevades que la resta del ADNmt.

Per altra part, s’ha calculat la cobertura de totes les mostres i en totes s’ha obtingut un 100%,
pel que es pot afirmar que tota la mostra ha estat sequienciada i posteriorment llegida i

analitzada per eKLIPse.

A més, s’han considerat les profunditats de lectura dels dos fragments seqlienciats de totes les
mostres d’ADNmt i s’ha calculat la mediana de la profunditat de lectura de tots els nucleotids
de cada mostra, les medianes de les profunditats de lectura de les zones superposades, les

relacions mediana de la profunditat total / mediana de la profunditat de la superposicio, la
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mediana de la profunditat de lectura de I’amplicé del fragment A, la de I’amplicé del fragment
B, A/B i B/A. Les profunditats de lectura de cada fragment (A i B) son equivalents, de manera
que les relacions A/B i B/A corresponen a 1. Aquest aspecte demostra que no hi ha
sobrerepresentacions de cap dels fragments del ADNmt sequenciat i que les delecions
detectades es troben amb unes profunditats de lectura equivalents entre elles. Per tant, si es
troben diferents freqliencies de delecions, no és degut a canvis en la profunditat de lectura entre
els amplicons dels dos fragments, és a dir, no es degut a problemes metodologics durant la

sequenciacio o de qualitat de les mostres i no és necessari eliminar cap mostra dels calculs.

4.4. Analisi estadistic dels resultats d’eKLIPse amb un Illindar minim de 0,5 %
d’Heteroplasmia

Després de seleccionar les mostres amb % d’heteroplasmia superior a 0,5 es tornen a

comprovar les caracteristiques descriptives de les dades i es realitza una Prova T per a Mostres

independents amb el test de U Mann Whitney per a comparar la longitud de seqiienciacié i el %

d’heteroplasmia entre els dos grups.

Taula 10: Caracteristiques descriptives i test de Kolmogorov-Smirnov del % d’Heteroplasmia i la Longitud de la

delecié segons cada grup amb llindar minim de % d’Heteroplasmia de 0,5 (HC: Healthy Control, SCZ:
esquizofrenia)

Grup % Heteroplasmia Longitud de la deleci6
Mediana HC 1,05 3755
SCz 1,04 4086
Desviacio6 estandard HC 4,28 6232
SCcz 1,56 2560
Rang Interquartil HC 1,85 12662
SCcz 0,998 1624
Minim HC 0,509 101
SCz 0,502 100
Maxim HC 22,1 16317
SCz 7,86 16095
25percentil HC 0,754 1855
SCcz 0,701 3196
50percentil HC 1,05 3755
SCz 1.04 4086
75percentil HC 2,60 14517
SCz 1,70 4820
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Taula 11: Recompte total de les delecions amb llindar minim de 0,5 % d’Heteroplasmia per cada grup (HC:
Healthy Control, SCZ: esquizofrenia)

Grup HC SCZ
Nombre total de delecions 80 50

Com s’observa en la Taula 11, el grup control (HC), presenta un major recompte total de
delecions respecte el grup amb esquizofrénia (SCZ). Per altra banda, a la Taula 10, aquest grup
(HC) mostra majors percentatges d’heteroplasmia en quant a la mediana, minim, maxim, rang
intercuartil i els percentils 25%, 50% i 75% pero, també mostra una major desviacio estandard.
En canvi, el grup de participants amb esquizofrénia mostren majors longituds de delecio6 segons
els valors calculats a la mediana i els percentils 25%, 50% i presenta una menor desviacid
estandard que el grup control. Tot i aixi, les mostres control mostren una major longitud de

delecié minima, maxima, al Rang Interquartil i al percentil 75%.

Per a comprovar si aquestes diferéncies son significatives es realitza una prova U de Mann
Whitney, suposant que els dos grups presenten una mitjana de % d’heteroplasmia i longitud de
delecio diferent:

Taula 12: Prova U de Mann-Whitney per a la hipotesi de que les mitjanes del dos grups (grup control i
participants amb esquizofrenia) sén diferents entre elles

Estadistic p
% Heteroplasmia U de Mann-Whitney 1828 0,412
Longitud de delecié U de Mann-Whitney 1933 0,750

Anotacio. Hy tre # tscz

Si es considera un interval de confianca del 0,05, es pot observar a la Taula 12 que el valor de
p, al ser superior a 0,05, indica que es pot rebutjar la hipotesis, pel que no es presenten
diferéncies significatives entre els dos grups (ni per la longitud de sequéncia ni pel %
d’Heteroplasmia). El fet de que les diferéncies entre les mitjanes i medianes dels dos grups
(control i participants amb esquizofrénia) en quant al % d’Heteroplasmia i Longitud de delecio

siguin poc significatives es pot demostrar també visualment pels Grafics 4 i 5.
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Grafics 3 i 4: Grafics descriptius de la mitjana, amb interval de confianca del 95%, i de la mediana del %
d’Heteroplasmia (Grafic 3) i de la Longitud de deleci6 (Grafic 4), del grup control (HC) i el grup amb
esquizofrénia (SCZ)

Per altra banda, els diagrames de caixes (Grafics 6 i 7) tampoc mostren diferéncies
significatives entre les medianes dels dos grups en quant al % d’Heteroplasmia i la longitud de
delecid. Tot i aixi, s’observa de forma evident les variacions entre els quartils i els maxims de

longitud de delecid.
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Grafics 6 i 7: Diagrames de caixa per al % d’Heteroplasmia (Grafic 6) i la Longitud de la delecié (Grafic 7) del
grup control (HC) i el grup amb esquizofrénia (SCZ2).

A més, a partir del resultat d’eKLIPse sobre els percentatges acumulats de les mutacions de
cada gen per cada mostra analitzada, es va poder determinar quins son els gens més afectats
per les delecions, tant en les mostres control com les que presenten esquizofrénia. Segons
I’histograma de la Mediana dels % acumulats d’heteroplasmia (Grafic 8) aquests gens
corresponen a 3 proteines del Complex | (MT-ND4, MT-ND5 i MT-ND6), 2 gens de RNA de
transferencia mitocondrials (MT-TH per a histidina, MT-TE per a glutamat, MT-TS2 per a
serina 2 i MT-TL2 per a leucina 2) i MT-CYB que codifica per al citocrom B mitocondrial del

Complex 11l. Les medianes dels percentatges acumulats de cada gen per a cada mostra son
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superiors en el grup control respecte al grup amb esquizofrenia pero, els dos grups coincideixen

en uns majors nivells de delecions en els gens anteriorment esmentats.

Mediana dels % acumulats d'heteroplasmia
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Grafic 8: Histograma de les medianes dels % acumulats d heteroplasmia per a cada gen i grup, HC: grup control,
SCZ: grup amb esquizofrenia

Mutacions en qualsevol d’aquests gens pot provocar una gran varietat de malalties
mitocondrials. A més, és interessant recordar que, com s’ha indicat préviament en la
introduccid, existeixen indicis de que delecions en el Complex I, poden estar relacionats amb

I’esquizofrénia o la severitat dels seus simptomes (Roberts, 2021).

Addicionalment, es va comprovar la influéncia de 1’Interval Post-mortem sobre el recompte
total de delecions, el % d’Heteroplasmia i la Longitud de deleci6. Segons la Taula
suplementaria 2 de 1I’Annex es va observar que, generalment, s’obtenia un major nimero de
delecions si I’extracci6 de la mostra es produia en les primeres 20 hores després de la mort del
pacient, obtenint 40 delecions al grup control i 62 al grup amb esquizofrénia. Tot i aixi, el %
d’Heteroplamia i la Longitud de la delecid tendeix a ser major al grup control, com s’indica a
la Taula Suplementaria 1 de I’Annex. D’aquesta manera, €s demostra la possible degeneracio
de la mostra amb el temps i la importancia d’extreure-la en un periode de temps curt després

de la mort del pacient.

Per altra banda, es van repetir els analisis de les caracteristiques descriptives de les mostres
pero, aquest cop tenint en compte el sexe i 1’edat dels participants, obtenint els resultats de la
Taula suplementaria 3 de 1’Annex. No es van observar patrons en quant a 1’edat pero, les

mostres de participants masculins van mostrar majors puntuacions per a la quantitat total de
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delecions i, en alguns casos, també presentaven majors % d’Heteroplasmia i Longitud de
delecio (Taula suplementaria 4). Aquest fet es va reafirmar mitjancant una prova U Mann
Whitney (Taula suplementaria 5) que va demostrar que les mitjanes del % d’Heteroplasmia i
Longitud de deleci6 eren significativament majors en el grup dels mascles.

4.5.  Comparaci6 entre lon Torrent i lllumina

Un altre dels objectius del estudi és comparar les tecniques de seqiienciacié d’lllumina i lon
Torrent per esbrinar quina ofereix uns resultats mes fiables. Per tant, la manera de trobar
aquesta informacio és realitzant un analisi de la qualitat de les dades mitjangant 1’eina FastQC.
A continuacio, es mostren graficament els resultats obtinguts a 1’analitzar la mateixa mostra
seqiienciada per les dues técniques esmentades, en el primer cas s’utilitza lllumina, en el segon

lon Torrent.
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Imatge 8: Qualitat de les mostres sequienciades per Illumina (a dalt) i lon Torrent (a baix). Les dues imatges de
I’esquerra corresponen als grafics de Qualitat de seqiiéncia per base i les dues de la dreta als grafics lineals de
Contingut de seqliencia per base.

Com es pot observar per les puntuacions de qualitat entre bases, les dues mostres presenten una
clara decaiguda en quant a la seva qualitat al final de la lectura. Aquest fenomen és forca comu
i la forma més senzilla de solucionar-ho es tallant el final de la seqiiéncia amb cutadapt. Tot i

aixi, s’observa que la majoria de la seqliencia analitzada per Illumina es troba en la part superior
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de I’area verda del grafic, el que indica una bona qualitat i lectura al llarg de la seqiiéncia. En
el cas analitzat per lon Torrent, es mostra que encara que el principi de la seqlencia es
representa a 1’area verda, es troba molt a prop de la groga, a més de que gairebé la meitat de la
seqliencia es troba en aquesta segona franja. Aquest fet és indicatiu d’unes pitjors puntuacions

en quant a la qualitat de la mostra seqlienciada.

Per altra part, en els grafics de contingut de seqiiencies per base es mostra un clar desequilibri
entre el percentatge de bases al principi i al final de la sequiencia analitzada per Illumina, fet
que es podria solucionar tallant I’inici i el final de la seqliencia amb cutadapt. A la mostra
sequenciada per lon Torrent en canvi, aquest desequilibri és present amb major intensitat, tant
al principi com al mig de la seqtencia, el que impossibilitaria que es pugui solucionar amb

cutadapt, ja que es perdria massa informacio si es talla pel mig de la seqiiencia.

Globalment, i en la resta de moduls del FastQC, s’han observat diferéncies en la qualitat de

totes les mostres sequienciades per Illumina i lon Torrent.

En quant a la cobertura, tot i que moltes de les mostres obtenen puntuacions majors del 99%,
hi ha una part important que no arriba al 10% o és queda en 0%. Per tant, es pot afirmar que la
qualitat de les mostres obtingudes per lon Torrent és més baixa que amb Illumina. Aquest fet
implica també que la profunditat de lectura no sigui la mateixa entre els dos fragments

sequenciats, ja que, en molts dels casos, part de la seqiiéncia no es llegeix.

A I’analitzar aquestes mostres amb eKLIPse no es va obtenir cap deleci6 en cap de les mostres,

que és bastant esperable considerant els problemes de qualitat mencionats anteriorment.

Finalment, es va establir que per aquest estudi, Illumina és la técnica de seqlienciacié que
ofereix una major qualitat de lectura i a partir de la qual s’obtindran les mostres pel seu

posterior analisi amb eKLIPse.

5. Discussio

Segons els resultats de I’analisi realitzat per eKLIPse i la Prova T de U Mann Whitney, no és
possible confirmar la preséncia de diferencies significatives en quant al % d’heteroplasmia i la
longitud de les delecions reportades entre el grup control i el grup de mostres provinents dels
participants amb esquizofrenia. Encara que es mostri una major mediana de longitud de delecid

en el grup amb esquizofrenia, aquesta diferéncia no és significativa. A més, tot i que les
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longituds de les delecions siguin superiors en alguns casos de mostres de participants amb
esquizofrenia, la frequeéncia en la que aquestes delecions es produeixen en el seu ADNmt és

inferior que en el grup control.

Al estudiar més detalladament la qualitat de les mostres analitzades, s’ha observat que la gran
majoria presenten una profunditat de lectura baixa i que pot veure’s bruscament alterada (amb
cobertures superiors o inferiors) en alguns punts de la seqliencia. Aquest factor podria ser
indicatiu d’una baixa qualitat en la lectura de les mostres, és per aquest motiu que es va analitzar
la cobertura de la sequienciacié de les mostres per a comprovar aquesta teoria. Al presentar
totes les mostres una cobertura de 100% i demostrar que els dos fragments (A i B) tenen la
mateixa mediana de profunditat de lectura, es va rebutjar la idea de que la qualitat de lectura
sigui insuficient, ja que es demostrava que no havia quedat cap part sense llegir ni cap

desequilibri en la profunditat de lectura entre els dos fragments..

Un altre factor a considerar, és que el baix nimero de mostres analitzat impedeix construir
afirmacions relacionades amb els resultats obtinguts amb la suficient seguretat com per a que
es puguin extrapolar en casos externs a I’estudi. Aquesta és una dels una de les problematiques
principals que es presenten en aquest projecte i un dels grans motius pels que encara es tenen

uns coneixements tant limitats sobre I’esquizofrénia.

Aquest és el primer estudi que utilitza I’eina d’eKLIPse per a comprovar si els reordenaments
de I’ADNmt poden tenir implicaci6 en 1’aparici6 de 1’esquizofrénia. Per altra banda, tot i que
I’ADN genomic esta forga estudiat en relacié als trastorns mentals (Trubetskoy et al., 2022),
no és el mateix cas per a I’ADNmt. Existeixen estudis han trobat certs indicis del paper de les
mutacions a I’ADNmt en alteracions com 1’ Autisme (Caporali et al., 2022) o el trastorn Bipolar
(Angrand et al., 2021) pero, existeixen pocs projectes destinats a 1’estudi integre dels seus

efectes en relacio a I’esquizofrénia.

Es important mencionar que alguns dels resultats obtinguts, com 1’elevat % acumulat de
delecions en alguns gens codificants per a subunitats del Complex I, coincideix amb els
resultats obtinguts per altres estudis relacionats amb aquest ambit (Roberts, 2021).

Respecte al programa d’analisi utilitzat, tot i que ofereix un estudi detallat i uns resultats molt
grafics i intuitius per a poder entendre els reordenaments genétics presents a les mostres
d’ADNmt estudiades, cal tenir en compte els possibles errors que pot cometre. Es per aquest

motiu que s’han desenvolupat eines alternatives a I’eKLIPse com MitoSAlt.
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MitoSAlt és una eina computacional que permet la identificacio, quantificacio i visualitzacio
precisa de duplicacions i delecions presents a mostres provinents de la seqlienciacio genetica.
Permet estudiar tant mostres d’ADNmt obtingudes per tecniques de seqiienciacio d’extrems
simples com parells i presenta com a resultat un mapa de prediccié sobre la possible presencia
de delecions i duplicacions, a més d’una taula amb informacio detallada sobre els nivells

d’heteroplasmia i els punts d’interrupcio (Basu et al., 2020).

Segons estudis previs en models de ratolins (Basu et al., 2020), MitoSAlt presenta la capacitat
de detectar amb una elevada sensibilitat nivells baixos d’heteroplasmia (0,5), fins i tot amb uns

nivells moderats de cobertura de profunditat de lectura (Basu et al., 2020).

A més, aquest software és capa¢ d’estimar nivells relatius de mtDNA, que suposen una
informacid molt Gtil per a estudiar el nimero de copies de mtDNA. Tot i que, per a assegurar
que aquest resultats son fiables, és necessari considerar la presencia d’alteracions estructurals
grans, ja que poden afectar el nivell de mtDNA mesurat sense que es presentin canvis en el

numero de copies (Basu et al., 2020).

Paral-lelament a aquets estudi, altres membres de I’equip de investigacio van fer servir
MitoSAIlt per a analitzar els mateixos grups de mostres, obtenint diferéncies molt més
significatives entre els dos grups. En aquest projecte, s’havia escollit utilitzar eKLIPse des d’un
principi, ja que, es desconeixia el seu nivell d’efectivitat. Per tant, encara que el software
d’eKLIPse no hagi demostrat la hipotesi de que les alteracions de I’ADNmt estiguin implicades
en les psicosis primerenques, és important no descartar definitivament aquesta idea i utilitzar
altres eines i metodes per a arribar a unes evidéncies més fiables. Per altra part, ha sigut possible
mostrar mitjancant aquest estudi, alguns indicis de que eKLIPse pot ser no tan eficag per a la

deteccid de reordenaments dins de I’ADNmt.

Es important recordar que, com s’ha mencionat préviament, I’esquizofrénia és una malaltia
d’elevada complexitat en la que hi ha una important base genetica per a estudiar pero, que
aquesta també pot ser alterada pels diversos factors ambientals als que s’exposa I’organisme.
Es per aixo que cal tenir en compte que, encara que una persona mostri certs caracters genétics
que indiquin una predisposicié a patir aquesta afectacio, I’ambient i el seu estil de vida poden

resultar decisius per a que finalment es puguin donar o no els primers simptomes de psicosi.
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6. Conclusions

L’esquizofrénia és un trastorn del neurodesenvolupament del que encara es coneix poc. Segons
els resultats obtinguts, no es pot confirmar que el grup de mostres amb esquizofrenia presenta
un major nivell de delecions, % d’heteroplasmia i de longitud de delecio respecte el grup
control. Per tant, no ha sigut possible confirmar amb seguretat la hipotesi que els reordenaments

mitocondrials intervinguin en 1’aparici6 de les psicosis primerenques al comparar el dos grups.

Entre els gens amb major % acumulat de delecions es troben alguns codificants per a proteines
dels Complexes I i Il i alguns tRNAs mitocondrials. Tots son possibles causants de malalties
mitocondrials pero, els del Complex | podrien reafirmar la informacid trobada previament a la

bibliografia.

En quant a I’eina d’analisi utilitzada, tot i que el seu principal objectiu és predir i quantificar
els possibles reordenaments mitocondrials presents en mostres d’ADNmt, aquest estudi
demostra que pel seu insuficient grau de fiabilitat no pot ser utilitzat com a software de

referéncia i ha d’estar acompanyat sempre per altres programes com MitoSAlt.

També és important recordar que I’aparicié de 1’esquizofrénia depen d’una gran varietat de
factors, aquest fet podria suposar que I’ADNmt tingui una menor implicaci6 de ’esperada o
que aquesta es compensi per altres tipus d’alteracions en 1’organisme no estudiades encara.
Aquest fenomen podria ser un important motiu per a estudiar amb una major profunditat els
possibles mecanismes de compensacié que es podrien presentar tant a nivell genétic com
metabolic per evitar I’inici d’aquest trastorn. També podria ser un punt de partida interessant
per a I’estudi de noves terapies per a prevenir o almenys, disminuir els simptomes més
incapacitants de 1’esquizofrénia. Tot 1 aixo, encara falta un llarg cami 1 molts projectes

d’investigacio per a arribar fins a aquest punt.

Part d’aquesta variabilitat genética de I’ADNmt pot ser deguda també per factors externs o per
les caracteristiques propies del organisme, com es va mostrar en els estudis addicionals del
numero de delecions, % d’Heteroplasmia i Longitud de delecio respecte, 1’edat, el sexe i

I’Interval Post-mortem.

En referéncia, a la tecnica de sequienciacié meés adequada per aquest estudi, tot i els problemes
exposats, lllumina és la que ofereix uns resultats de major qualitat i fiabilitat respecte lon

Torrent.
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8. Autoavaluacio

Tot i que els resultats finals del meu estudi no van resultar tant concloents i prometedors com
esperava, considero que el meu periode de practiques en 1’equip d’investigaci6 en Genetica i
Ambient en Psiquiatria de la Facultat de Medicina i Ciencies de la Salut de la URV, com també
el treball que vaig poder realitzar van resultar molt utils per a continuar formant-me

academicament i adquirir una major experiéncia en I’ambit de la investigacio.

Durant les practiques vaig poder ampliar les meves bases de genetica i bioinformatica, ja que,
vaig poder experimentar amb la part més practica d’aquests coneixements, que és com obtenir
uns resultats finals a partir de mostres obtingudes al laboratori. En aquest sentit, he aprés més
en relacié al llenguatge de programacio de Python i Biopython, com també he aprés a crear una

maquina virtual, instal-lar, utilitzar i programar en el sistema operatiu de Linux.

També he aprés altres métodes estadistics que no havia vist en les meves classes teoriques, com
I’estudi de distribucié normal de dades de Kolmogorov-Smirnov i les proves de hipotesis de U
Mann Whitney.

Per altra part, vaig fer servir i vaig entendre les bases de funcionament d’eines d’analisi de
sequeéncies genétiques com FastQC, cutadapt i eKLIPse, com també vaig aprendre a utilitzar

altres eines de calcul estadistic diferents a I’Excel, com jamovi.

També vaig obtenir coneixements meés detallats en quant a la genetica i el funcionament
mitocondrial i les seves implicacions en molts trastorns humans, com per exemple els mentals.
A més, vaig aprendre més sobre 1’esquizofrénia, el funcionament del cervell i els trastorns del

neurodesenvolupament gracies als seminaris impartits cada setmana durant les practiques.

Es molt important destacar també el fet de que vaig poder experimentar la vertadera dinamica
de com és treballar en equip dins d’un departament de recerca i com comunicar-me millor a
I’hora de realitzar un projecte cientific. A més, vaig poder perfeccionar la meva comunicacio
tant oral com escrita en anglés, gracies al fet de que una de les supervisores del meu treball és
estrangera, pel que només ens podiem comunicar en anglées, i també perque vaig haver de

contactar amb alguns dels programadors de les eines bioinformatiques d’analisis utilitzades.
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9. Annexos

Taula suplementaria 1: Caracteristiques descriptives de les dades del grup control: HC i amb esquizofrénia: SCZ segons I’Interval
Post-mortem (PMD), NaN: no hi ha informacién disponible

Percentils
PMD - . Desviacié Rang . L
Grup ) Mitjana  Mediana Estandard  Interquartil Minim  Maxim 25th 50th 75th
% ... HC 1-20 2,853 1,119 4,7261 2,3792 0,509 22,150 0,758 1,119 3,137
Heteroplasmia
20-40 1,271 0,801 0,9838 0,9020 0,514 3,613 0,752 0,801 1,654
40-60 1,243 1,243 NaN 0,0000 1,243 1,243 1243 1.243 1,243
SCz 1-20 1,507 1,010 1,4891 0,7678 0,502 7,861 0,701 1,010 1,469
20-40 2,333 1,429 1,8435 3,0237 0,553 5,626 0,913 1,429 3,936
40-60 0,585 0,561 0,0794 0,0640 0,518 0,699 0,541 0,561 0,605
'agl';g:g“d dela o 190 7347375 5424000 64753856 136815000 101 16317  2039,500 5424,000  15721,000
20-40 4056,556 3235 4759,5987 2232,0000 176 16083  1757,000 3235,000 3989,000
40-60 4027,000 4027 NaN 0,0000 4027 4027 4027,000 4027,000 4027,000
SCz 1-20 4519,871  4172,000 1986,4494 1442,5000 109 10323  3420,500 4172,000 4863,000
20-40 3991,143  4120,000  4389,2912 4379,7500 100 16095 211,250 4120,000 4591,000
40-60 2141,250  1726,500 1088,3046 994,2500 1391 3721 1436,750 1726,500 2431,000

Taula suplemetaria 2: Numero de delecions per grup (control: HC 0 amb esquizofrénia: SCZ) segons I’Interval

Post-mortem

GRUP PMD Nombre total de delecions
HC 1-20 40

20-40 9

40-60 1
SCz 1-20 62

20-40 14

40-60 4

Taula suplementaria 3: Caracteristiques descriptives de les mostres segons el grup (control HC o amb esquizofrénia SCZ), el sexe
i I’edat, NaN: No hi ha informaci6 disponible

Percentils

Grup Sexe Edat Mitjana  Mediana EDs ig\gda;ir% Intggzgrtil Minim  Maxim 25th 50th 75th
‘I)ﬁ)eteroplésmia HC Masculi  20-40 1,956 1,721 1,184 2,333 0,526 3,27 0,818 1,721 3,151
40-60 1,138 0,851 0,840 0,444 0,509 4,17 0,750 0,851 1,194
>60 5,344 1,458 7,789 3,867 0,514 22,15 0,952 1,458 4,819
Femeni  20-40 NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN
40-60 1,652 0,771 1,701 1,520 0,573 3,61 0,672 0,771 2,192
>60 2,410 0,936 3,330 1,436 0,516 9,64 0,726 0,936 2,162
SCZ Masculi  20-40 0,787 0,714 0,285 0,460 0,502 1,26 0,541 0,714 1,001
40-60 1,605 1,160 1,441 1,017 0,514 7,58 0,699 1,160 1,716
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Taula suplementaria 3: Caracteristiques descriptives de les mostres segons el grup (control HC o amb esquizofrénia SCZ), el sexe

i I’edat, NaN: No hi ha informaci6 disponible

Percentils
Grup Sexe Edat Mitjana  Mediana De&:'V'aC'o Rang Minim  Maxim 25th 50th 75th
Estandard Interquartil
>60 0,895 0,788 0,358 0119 0589 160 0,740 0,788 0,859
Femeni  20-40 1,294 1,143 0,639 0751 0,739 215 0843 1,143 1,594
40-60 1,677 0,902 1,837 0658 0,557 786 0,702 0,902 1,360
>60 4,258 4,842 1,819 2005 1,723 563 3548 4,842 5,553
gagg:g’d de la HC Masculi 20-40 7363455 4027 7066,197 13356,000 101 16317 1169,000 4027,000 14525'08
15692,00
40-60  6293,765 3293 6544,225 13560,000 120 16149 2132,000 3293,000 0
15251,50
>60 6925333 3876,000  6627,360 12472,250 120 16080 2779,250 3876,000 o
Femeni  20-40 NaN NaN NaN . NaN NaN NaN NaN NaN
40-60 5498333 236 9166,639 7953,500 176 16083 206,000 236,000 8159,500
>60 6691429 7280 3025564 675,500 109 9440 7165000 7280,000 7840,500
SCzZ Masculi 20-40 5410500 4826500  5685,805 8220,250 100 16095 221,750 48265500  8442,000
40-60  3948,703 3775 1624,010 1211,000 1391 10323 3376,000 3775000 4587,000
>60 1928,667 1710500  2044,579 3223,250 100 4591 113,500 1710,500  3336,750
Femeni 20-40 4063,750  4186,500 741,843 735,250 3072 4810 3757,500 41865500  4492,750
40-60  4964,476 4658  2143,895 1234,000 1433 9101 3889,000 4658,000 5123,000
>60 5801500 4733500 2256336 1369,000 4559 9180 4583,000 47335500 5952,000

Taula suplementaria 4: Numero de delecions per grup (control: HC o amb esquizofrénia: SCZ) segons el sexe

1 I’edat.
GRUP Sexe Edat Nombre total de delecions
HC Masculi 20-40 11
40-60 17
>60 12
Femeni 20-40 0
40-60 3
>60 7
SCz Masculi 20-40 8
40-60 37
>60 6
Femeni 20-40 4
40-60 21
>60 4

Taula suplementaria 5: Prova T de U Mann Whitney per a Mostres Independents (grup control i grup
amb esquizofrénia) segons la hipotesi de que la Mitjana del % d’heteroplasmia i longitud de delecions
és major en homes que en dones.

Estadistic p
% Heteroplasmia U de Mann-Whitney 1649 0,739
Longitud de la delecio U de Mann-Whitney 1320 0,990

Anotacid. Ha [ Masculi > [L Femeni
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