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ABREVIATURAS

5caC: 5-carboxilcitosina

5fC: 5-formilcitosina

5hmC: 5-hidroximetilcitosina

5mC: 5-metilcitosina

AAV: Adeno-associated virus (Virus adeno-asociado)

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics (Colegio Americano de Genética
Médica y Genomica)

ACTB: Actin beta (Beta-actina)

ACTNA4: Actinin alpha 4 (Alfa-actinina 4)
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

ADPKD: Autosomal dominant polycystic kidney disease (Enfermedad poliquistica renal de herencia
autosémica dominante)

ALMS: Alstrém syndrome (Sindrome de Alstrom)

ALMS1: ALMSL1, centrosome and basal body associated protein (Proteina asociada al cuerpo basal
y el centrosoma, ALMS1)

AOs: Antisense oligonucleotides (Oligonucleétidos anti-sentido)
ARLG6: ADP ribosylation factor like GTPase 6 (GTPasa similar al factor 6 de ribosilacién del ADP)

ARL13B: ADP ribosylation factor like GTPase 13B (GTPasa similar al factor 13B de ribosilacion
del ADP)

ARN: Acido ribonucleico

ARNM: ARN mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

ATPasa: Adenosina trifosfatasa

AVPR2: Arginine vasopressin receptor 2 (Receptor tipo 2 de la vasopresina)

BBIP10: BBSome Interacting Protein of 10kDa (Proteina de 10kDa que interacciona con el
BBSoma)

BBS: Bardet-Biedl syndrome (Sindrome de Bardet-Biedl)

BBS1-21: Bardet-Biedl syndrome 1-21 (Sindrome de Bardet-Biedl 1-21; nombre comun de las
proteinas implicadas en este sindrome)

BMP: Bone morphogenetic protein (Proteina sea morfogenética)
BMP7: Bone morphogenetic protein 7 (Proteina ésea morfogenética tipo 7)
BSA: Bovine serum albumin (Seroalbimina bovina)

C8orf37: chromosome 8 open reading frame 37
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CART: Cytoskeleton-associated recycling or transport ([Complejo] de reciclaje o transporte
asociado al citoesqueleto)

CDE: Clathrin-dependent endocytosis (Endocitosis dependiente de clatrina)

CEP131/AZI1: Centrosomal protein 131 (Proteina centrosomal 131)/5-azacytidine induced 1
[Proteina]

CEP250/C-NAP1: Centrosomal protein 250 (Proteina centrosomal 250)/Centrosomal Nek-2
associated protein 1 (Proteina 1 asociada a la [proteina] centrosomal Nek-2)

CEP290: Centrosomal protein 290 (Proteina centrosomal 290)

CEP295/KIAA1731: Centrosomal protein 295 (Proteina centrosomal 295)

CIE: Clathrin-independent endocytosis (Endocitosis independiente de clatrina)

c-myb: MYB proto-oncogene, transcription factor (Factor de transcripcion del proto-oncogén MY B)
CNV: Copy number variations (Variaciones en el nimero de copias [de fragmentos gendmicos])
Co-SMAD: Common-mediator Smad ([Proteina] Smad mediadora comin)

Cq: Ciclo de cuantificacion

CV: Coeficiente de variacion

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole (4',6-diamidino-2-fenilindol)

DE: Desviacion estandar

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
DMSO: Dimetil sulféxido

DNAsa: Desoxirribonucleasa

DNMT: DNA methyltransferase (ADN-metiltransferasa)

dNTPs: Deoxynucleotide triphosphates (Desoxirribonucleésidos trifosfato)

DPBS: Dulbecco’s phosphate-buffered saline ([Solucién] salina tamponada por fosfatos de
Dulbecco)

DTT: Ditiotreitol

E2F: E2F transcription factor (Factor de transcripcion [de la familia] E2F)

E2F1: E2F transcription factor 1 (Factor de transcripcion 1 [de la familia] E2F)
ECM: Extracellular matrix (Matriz extracelular)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiaminotetraacético)

EJC: Exon-exon junction complex (Complejo de unién de exones)

EMBL-EBI: European Bioinformatics Institute (Instituto Europeo de Bioinformatica)
ENA: European Nucleotide Archive (Archivo Europeo de Nucle6tidos)

ERK1/2: Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 (Proteinas quinasas reguladas por
sefiales extracelulares 1y 2)
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ESE: Exonic splicing enhancer (Secuencia exonica potenciadora del [proceso de] splicing)
ESS: Exonic splicing silencer (Secuencia exonica silenciadora del [proceso de] splicing)
EXAC: Exome Aggregation Consortium

FAM167B/C1orf90: Family with sequence similarity 167 member B / Chromosome 1 open reading
frame 90 [Proteina]

FBS: Fetal bovine serum (Suero bovino fetal)

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
GLUT4: Glucose transporter 4 ([Proteina] transportadora de glucosa tipo 4)

GNASL: Guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha stimulating activity polypeptide 1
GPCRs: G-Protein coupled receptors (Receptores acoplados a proteinas G)

GTP: Guanosin trifosfato

GTPase: Guanosine triphosphatase (Guanosina trifosfatasa)

Hh: Hedgehog [Familia de proteinas]

HDACL1: Histone deacetylase 1 (Histona deacetilasa 1)

HDACSG: Histone deacetylase 6 (Histona deacetilasa 6)

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
iletanosulfonico)

HGVS: Human Genome Variation Society (Sociedad [para el estudio] de la variacion del genoma
humano)

hnRNPs: Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (Ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas)
HRP: Horseradish peroxidase (Peroxidasa de rabano)

hTERT RPE-1: Human retinal pigment epithelium cells immortalized with human telomerase
reverse transcriptase (Células del epitelio pigmentario de retina humana inmortalizadas [con la
subunidad catalitica] de la enzima telomerasa o telomerasa transcriptasa reversa)

HGNC: Gene Nomenclature Comitee of the Human Genome Organisation (Comité de
Nomenclatura Génica de la Organizacion del Genoma Humano)

IF: Inmunofluorescencia

IFT: Intraflagellar transport (Transporte intraflagelar)

IFT27: Intraflagellar transport 27 [Proteina]

IFT172: Intraflagellar transport 172 [Proteina]

IPTG: Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranoésido

IQCB1/NPHPS5: 1Q motif containing B1 [Proteina]/Nephrocystin-5(Nefrocistina 5)

ISE: Intronic splicing enhancer (Secuencia intronica potenciadora del [proceso de] splicing)

ISS: Intronic splicing silencer (Secuencia intronica silenciadora del [proceso de] splicing)



ABREVIATURAS

JAK/STAT: Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (Janus
guinasa/[proteinas] transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion)

JBTS: Joubert syndrome (Sindrome de Joubert)

JNK: c-Jun N-terminal kinases ([Proteina] quinasa c-Jun N-terminal)

kb: kilobase

KD: Knockdown (Equivalente a la expresion “reduccion de la expresion génica”)

kDa: kilodalton

LB: [Caldo de cultivo] Luria-Bertani

LCA: Leber congenital amaurosis (Amaurosis congénita de Leber)

LGMD2H: Limb-girdle muscular dystrophy type 2H (Distrofia muscular de cinturas tipo 2H)

LZTFL1: Leucine zipper transcription factor like 1 ([Proteina] similar al factor de transcripcion de
cremallera de leucina tipo 1)

MAPK: Mitogen-activated protein kinase (Proteina quinasa activada por mitdgenos)

MCHRZ1: Melanin concentrating hormone receptor 1 (Receptor tipo 1 de la hormona concentradora
de melanina)

MIM: Mendelian Inheritance in Man

min: Minuto(s)

miRNA: MicroARN

MKKS: McKusick-Kaufman syndrome (Sindrome de McKusick-Kaufmann).
MKS: Meckel-Gruber syndrome (Sindrome de Meckel-Gruber)

MKSL1: Meckel syndrome, type 1 ([Proteina] tipo 1 del sindrome de Meckel)
mTOR: mechanistic target of rapamycin

NF-kB: Nuclear factor kappa B (Factor nuclear kappa B)

NMD: Nonsense mediated decay (Degradacion del ARNm mediada por mutaciones terminadoras)
NPHP: Nephronophthisis (Nefronoptisis)

NRQ: Normalized relative quantity (Cantidad relativa normalizada)

OFD: Orofaciodigital syndrome (Sindrome orofaciodigital)

PABPCL: Poly(A) binding protein cytoplasmic 1 (Proteina citoplasmatica tipo 1 de unién [a la cola]
poli(A) [del ARNmY])

pb: Par(es) de bases
PBS: Phosphated buffered saline ([Solucién] salina tamponada por fosfatos)
PCD: Primary ciliary dyskinesia (Discinesia ciliar primaria)

PCML1: Pericentriolar material 1 ([Proteina] 1 del material pericentriolar)
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PCP: Planar cell polarity (Polaridad celular planar) [Ruta de sefializacion]
PCR: Polymerase chain reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa)
PFA: Paraformaldehido

PHF6: Plant homeodomain finger protein 6

PI3K/AKT: Phosphatidylinositol-3-kinase (Fosfatidilinositol-3-quinasa)/Protein kinase B (Proteina
quinasa B)

PKD: Polycystic kidney disease (Enfermedad poliquistica renal)

PKDZ1: Polycystin 1, transient receptor potential channel interacting (Policistina 1)
P/S: Penicillin/Streptomycin ([Mezcla de] penicilina y estreptomicina)

PTC: Premature stop codon (Codon de parada prematuro)

PVDF: Polyvinylidene fluoride (Fluoruro de polivinilideno)

gMSP: Quantitative methylation-specific PCR (PCR cuantitativa en tiempo real especifica para
metilacion)

gPCR: Quantitative real-time PCR (PCR cuantitativa en tiempo real)

RFX: Regulatory factor X family (Familia del factor regulador X)

RFX1: Regulatory factor X1 (Factor regulador X1)

RFX2: Regulatory factor X2 (Factor regulador X2)

RFX3: Regulatory factor X3 (Factor regulador X3)

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay (Ensayo de radioinmunoprecipitacién)
RNAsa: Ribonucleasa

RPGRIP1L: RPGRIP1 like ([Proteina] similar a RPGRIP1)

rpm: Revoluciones por minuto

R-SMAD: Receptor-regulated Smad proteins (Proteinas Smad reguladas por receptores)
RTK: Receptor tyrosine kinase (Receptores tirosina quinasa)

SDCCAGS: Serologically defined colon cancer antigen 8 [Proteina]

SDS: Sodium dodecyl sulfate (Dodecilsulfato sodico)

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel de
acrilamida [en presencia de] SDS)

Shh: Sonic hedgehog [Ruta de sefializacién]

siRNA: Small interfering RNA (ARN pequefio de interferencia)

SLSN: Senior-Lgken syndrome (Sindrome de Senior- Laken)

SMAD1-8: SMAD family member 1-8 ([Proteina] miembro de la familia SMAD, tipos 1-8)

SMO: Smoothened [Proteina]
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SNPs: Single nucleotide polymorphisms (Polimorfismos de un sélo nucle6tido)
snoRNA: Small nucleolar RNA (ARN nucleolar pequefio)

snRNPs: Small nuclear ribonucleoproteins (Ribonucleoproteinas nucleares pequefias)
SR: Serine/arginine-rich proteins (Proteinas ricas en [residuos de] serina y arginina)
SSTR3: Somatostatin receptor 3 (Receptor tipo 3 de la somatostatina)

T2DM: Type 2 diabetes mellitus (Diabetes mellitus tipo 2)

TAE: [Tampon] Tris-Acetato-EDTA

TBR2: T-box brain 2 ([Factor de transcripcion] de caja T, tipo 2)

TBS: Tris-buffered saline ([Solucion] salina tamponada por Tris)

TBST: Tris-buffered saline mixed with Tween-20 ([Solucidn] salina tamponada por Tris con Tween-
20)

TET: Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase (Metilcitosina dioxigenasa)

TFs: Transcription factors (Factores de transcripcién)

TGF-B: Transforming growth factor beta (Factor de crecimiento transformante beta)
TGF-p1: Transforming growth factor beta 1 (Factor de crecimiento transformante beta tipo 1)

TGFBR1/ALKS: Transforming growth factor beta receptor 1 (Receptor tipo 1 [de la via] del factor
de crecimiento transformante beta)/Activin receptor-like kinase 5 ([Proteina] quinasa similar al
receptor de la activina, tipo 5)

TMEMG67/MKS3: Transmembrane protein 67 (Proteina transmembrana 67)/Meckel syndrome, type
3 ([Proteina] tipo 3 del sindrome de Meckel)

TRIM32: Tripartite motif containing 32 [Proteina]

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

TSS: Transcription start site (Sitio de inicio de la transcripcion)

TTCS8: Tetratricopeptide repeat domain 8 [Proteina]

TUDCA: Tauroursodeoxycholic acid (Acido tauroursodeoxicélico)
Tween-20: Nombre comercial del polisorbato 20 o polioxietilen(20)sorbitanmonolaurato
TZ: Transition zone (Zona de transicion)

UTR: Untranslated region (Region no traducida)

VUS: Variant of unknown significance (Variante de significado incierto)
WDPCP: WD repeat containing planar cell polarity effector [Proteina]
Whnt: Wingless/int [Ruta de sefializacion]

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido

ZNF263: Zinc finger protein 263 (Proteina con dedos de zinc 263)
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SUMMARY

Bardet-Biedl syndrome (BBS) and Alstrom syndrome (ALMS) are two rare,
multisystem genetic disorders belonging to the group of ciliopathies, which encompasses
different diseases frequently caused by defects in primary cilia structure and/or function.
These organelles are central hubs for coordination of multiple cellular signaling pathways,
functioning as sensorial antennae. Regarding the phenotype displayed by those patients
affected, an extensive overlap is generally observed for both syndromes especially in early
stages, which usually leads to misdiagnosis. Thus, BBS has retinal dystrophy, obesity,
polydactyly, renal abnormalities, urogenital anomalies and cognitive impairment as primary
diagnostic features. On its part, ALMS patients usually develop retinal dystrophy with
nystagmus and photophobia, obesity typically accompanied by severe insulin resistance,
hyperinsulinemia and impaired glucose tolerance, sensorineural hearing loss, dilated
cardiomyopathy, and renal, pulmonary and hepatic injury with extensive multiorgan

fibrosis.

BBS is one of the most genetically heterogeneous ciliopathies, with 21 BBS genes
involved to date that explain about 70-80% of clinically-diagnosed patients, whereas only
one gene has been linked to ALMS phenotypes (ALMS1). Both syndromes are generally
inherited in an autosomal recessive pattern, although a more complex model of oligogenic
inheritance has been proposed for some BBS families to explain the high interfamilial and

intrafamilial clinical variability that is frequently reported.

The biological functions of BBS proteins are mainly related to ciliary membrane
elongation and ciliary trafficking. Thus, eight BBS proteins form a multimeric complex
called BBSome, which is involved in the selective entry of cargoes to the cilium and
bidirectional transport along the ciliary axoneme. The remaining BBS proteins participate in
BBSome assembly (specifically, by means of the CCT/TRiC/BBS-chaperonin complex,
formed by BBS6, BBS10 and BBS12 proteins together with six chaperonins of the
CCT/TRIC family), its localization at the ciliary base (ARL6/BBS3) or in different stages of
BBSome transport. The ALMS1 protein, on the other hand, has been associated with
diverse biological processes, including the regulation of endosome trafficking and recycling
of membrane receptors, cell cycle control and ciliary maintenance and function. However,
the precise molecular model that reconciles the multiple functions attributed to this protein

is pending to be uncovered.

Despite the outstanding progress made in determining the contribution of BBS genes
in order to design diagnostic strategies, and also in defining the underlying molecular

mechanisms, it is still insufficient to offer real therapeutic options for these patients. In
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addition, the progressive implementation of massive sequencing technologies within
diagnostic laboratories is bringing to light a large amount of variants identified per
individual, whose biological role is usually unknown but they could not be ignored under
the assumption of an oligogenic inheritance model influenced by the total mutational load.
This is the context wherein the need to delve into some issues related to the optimization of
diagnostic algorithms and also new molecular mechanisms potentially involved in BBS and
ALMS arises, which have been addressed in this project and will be explained in greater

detail below.

We first aimed to analyze the contribution of BBS10 and BBS12 genes in a group of
55 patients (53 families) with BBS suspicion but a negative result (one or no pathogenic
variants identified) for a previous mutational screening with the Asper Biotech BBS-ALMS1
genotyping microarray. We made this selection because BBS12 screening had not been
previously performed in our BBS cohort, and also the exonic structure of both genes makes
them ideal for their inclusion in a diagnostic algorithm. After performing direct sequencing
in the candidate families, we found two pathogenic variants in seven probands for BBS12
and also other two patients for BBS10 gene. Thus, BBS10 accounted for 8.3%, whereas
BBS12 gene contributed 10.4% to the total load (considering the 96 families that form the
whole cohort). Based on these results, BBS12 is the second gene most frequently involved
in BBS in our cohort, just behind the BBS1 gene. The low contribution of BBS10 in this
group of patients is a striking result reported for the first time, since this gene have an
average contribution of at least 20% in the remaining worldwide cohorts. This has also
major implications in the improvement of our own diagnostic strategies for guiding the
molecular analysis of suspected BBS patients. We propose, therefore, the inclusion of direct
sequencing of BBS12 gene in the second step of our algorithm, together with BBS1 and
BBS10 genes, once the presence of the predominant variants p.Met390Arg and
p.Cys91Leufs*5 had been excluded.

Remarkably, we identified ten different pathogenic variants in ten families, three of
them novel (which were submitted to the European Nucleotide Archive) and also with 70%
of these variants being private. The data abovementioned suggest that our cohort, consisting
of 86% families of Spanish background, is genetically more heterogeneous than other
reported, which becomes relevant for designing specific diagnostic strategies aimed at
Spanish population. In addition, we identified up to 16 variants of unknown significance in
both genes, considering as such those variants that are not causal but whose impact on

phenotype could not be discarded under the assumption of an oligogenic model of
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inheritance. We performed bioinformatics predictions on potential impact at splicing level
as a first approach to characterize these variants, obtaining positive results for four changes
in BBS12.

Moreover, we intended to establish a genotype-phenotype correlation for patients
with two pathogenic variants in BBS10 and BBS12 genes for the first time in the Spanish
BBS cohort, through the compilation of the available phenotype data in each case. We
finally obtained comprehensive clinical information for 15 families, although the small
sample size and the few data for some categories prevented us from performing statistical
analyses. However, we found interesting trends that are noteworthy to mention. Thus, the
clinical spectrum displayed by those patients with two causal variants in BBS10 and BBS12
genes is more severe and early-onset than that showed by patients with changes in BBS1,
since a higher prevalence of all primary features was noticed. It is particularly noticeable
the frequency of urogenital anomalies in BBS10 patients (83%) and the more severe
cognitive impairment associated with BBS12 variants (detected in 75% of those patients
with available data), usually accompanied by psychomotor delay. These findings provided
the first evidence of severe phenotypes in BBS12 patients comparable to those previously
reported for BBS10 gene. In fact, changes in BBS12 produced the most severe clinical
spectrum, with high prevalence of overlapping features with ALMS and McKusick-
Kauffman syndrome, which has a direct impact on genetic counseling and patients’

management.

In addition to analyzing the genetic contribution of two BBS genes in the Spanish
cohort, we aimed to assess the potential impact on splicing of some variants in several
BBS/ALMS1 genes, which had been previously identified in some families of our cohort. In
this sense, there is a growing requirement for validating functional assays that allow us to
properly interpret the biological consequences and potential impact on phenotype of those
variants identified in patients. This is particularly important in oligogenic diseases such as
BBS, where it has been demonstrated that common variants can be deleterious and/or

interact with pathogenic changes in an epistatic way to modulate the phenotype.

For this purpose, we selected five changes: ¢.266A>G/p.(Tyr89Cys) and
€.823C>T/p.(Arg275*) in BBS2, c.4G>T/p.(Gly2*) in ARL6/BBS3, ¢.77-6A>G in BBS4 and
€.11641C>T/p.(His3882Tyr) in ALMS1 gene, which were previously predicted as putative
splicing variants after reaching a minimum of two positive predictions with the four
bioinformatics tools used. We then performed functional validation based on minigene

assay, using the pSPL3 reporting vector and COS-7 cells as in vitro model. As a result, we
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did not observe alterations in mMRNA processing due to the point substitutions tested, since
wild-type and mutant constructions produced the same splicing pattern. Interestingly, three
variants (two in BBS2 gene and also the missense change in ALMS1) generated several
bands apart from the canonical transcript, which presumably correspond to splicing
isoforms from alternative splicing events using variable splice sites, and/or heteroduplex
formations involving different isoforms. Moreover, this functional assay showed that
nonsense-mediated decay seems not to be triggered by the nonsense variants considered.
Therefore, if these variants with premature stop codons were translated, they would produce

truncated proteins with negative impact on normal cell activity.

This is the first study that validates the impact on splicing of these five variants
found in BBS/ALMSL genes, trying to classify them based on their biological effect as
suggested by the current guidelines. Also, it contributes to the few studies reported that
assess the functional consequences of variants identified in BBS and ALMS patients. The
evidences obtained here, combined with genotypic, phenotypic and population data, have
allowed us to draw some conclusions regarding the causal or modifier effect of these

variants.

On the other hand, one of the main objectives of this project was to research on new
mechanisms potentially involved in the pathogenesis and phenotype modulation of BBS and
ALMS, especially focused on this latter syndrome, since there are currently no molecular
models that can explain the different functions carried out by the ALMS1 protein. In this
regard, we first aimed to test if epigenetic regulation through a methylation mechanism
could be taking place in ALMS syndrome, an unexplored field to our knowledge. We
hypothesized that epigenetic modulation could be influencing ALMS phenotypes since the
high variability reported for many families cannot be explained by an oligogenic inheritance
pattern, as it has been suggested for BBS.

With this aim, we first characterized the promoter region of ALMS1 gene to search
for CpG islands, X-box motifs (highly conserved DNA sequences known to be recognized
by RFX transcription factors, which are specifically involved in transcriptional regulation of
ciliary genes) and any other binding sequences. We identified a CpG island with 67 CpG
sites potentially methylated and also harboring up to 20 different binding motifs for
transcription factors that could be potentially regulating ALMS1 expression; none of them
was compatible with mammal consensus sequences for X-box motifs. Among them, E2F1
and Eomesodermin could be good candidates for transcriptional regulation of ALMS1 gene,

since they promote the expression of genes related to cell cycle control and cardiac
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differentiation, respectively, and there are solid evidences pointing out the role of ALMS1 in
both processes. In addition, DNA binding sequences for these two factors are located within
the CpG island found in ALMS1 promoter, which increases the interest of studying their role

in transcription maybe through a methylation mechanism.

After that, we designed and optimized a nested quantitative methylation-specific
PCR (qMSP) assay to evaluate the methylation status of the island abovementioned,
including DNA samples from peripheral blood of seven ALMS patients and also two DNA
samples from serum-starved cultures of nTERT RPE-1 cells and primary fibroblasts (from a
healthy donor). As a result, we did not detect methylation-specific amplification for the
regions analyzed in the selected samples; thereby suggesting that ALMS1 promoter
methylation is not an epigenetic mechanism that regulates the expression of this gene, at
least under our experimental approach. In this sense, the identification of four additional
CpG islands in the first 5"half of ALMS1 gene-body might point out that methylation is not
acting in ALMS1 promoter region, but is related to alternative patterns in different genomic

regions.

As last approach in researching on new mechanisms underlying ALMS syndrome,
we considered the possible functional relationship between ALMS and TGF-B/BMP
signaling for the first time. Thus, several phenotypes displayed by ALMS patients such as
multiorgan fibrosis and cardiomyopathy have been linked to defects in this pathway, which
has a central role in regulating cross-talk with other signaling cascades to produce strongly
context-dependent biological outcomes that are critical for development and homeostasis. In
order to address this hypothesis, we established a knockdown model for ALMS1 using
hTERT RPE-1 cells by transient post-transcriptional silencing mediated by small
interference RNA, reaching a 67% average reduction of gene expression at mMRNA level.
Once validated, we analyzed the impact of ALMS1 depletion on ALMS1 protein
localization, ciliogenesis, cilia morphology and centrosomal integrity through
immunofluorescence experiments from fixed cells. We then evaluated the effect of ALMS1
knockdown on TGF-B/BMP activation by the independent stimulation of each individual
pathway (TGF-p and BMP) at different time points (0, 10, 30 and 90 minutes). For that, we
guantified the levels of several phosphorilated proteins by inmunoblot: those specific R-
SMAD proteins (pSMAD2 for TGF-B and pSMAD1/5 for BMP) to measure canonical

activation, and pERK1/2 to assess the noncanonical one.

Regarding the effect of ALMS1 knockdown on primary cilia, we observed that this

did not affect the cell ability to produce primary cilia. However, several remarkably results
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were observed: cells with reduced expression of ALMS1 gene assembled longer cilia than
control cells (mean+SD=3.28+0.18 um compared with 2.83+0.06 um in controls), after
measuring at least 50 cilia for each condition (control or silenced cells) and from three
independent biological replicates. Notably, this difference in length reached statistically
significance (p-value=0.041). Furthermore, we assessed the presence of aberrant
morphologies of primary cilia after immunofluorescence experiments, considering as
“aberrant” those cilia with evident segmentation, swelled or constricted axonemes, clearly
anomalous forms and cilia bending greater than 45°. Thus, depleted cells were observed to
produce a higher frequency of aberrant forms (meantSD=44.1+5.6% compared with
25.5£9.6% in controls), being this difference statistically significant (p-value=0.001). An
increased ciliary length has profound implications in cell cycle control and also in several
cilia-related processes such as intraflagellar transport or cargo positioning along the cilium;
hence, maintaining normal ciliary length is essential for proper signaling of those pathways
that operate through the primary cilium. All these observations therefore suggest that
ALMS1 regulates primary cilia assembly, although more experimental evidences are

required.

Moreover, silencing of ALMS1 gene in hTERT RPE-1 cells occasionally led to
centrosome splitting, that is, the separation of both centrioles in the centrosome complex.
This phenomenon was observed only in 9/161 cells, but they did not reach the minimum
distance of 2 um for being formally considered as splitting centrosomes. Consequently, we
cannot consider that ALMS1 knockdown produced centrosomal/basal body anomalies,
although the localization pattern of ALMS1 protein anticipated more anomalies at this level
that could be interesting to link with those cell cycle defects reported in cells derived from

patients.

Concerning TGF-B/BMP signaling activation in our knockdown model, remarkable
findings were also noticed. Thus, we could determine that ALMS1 depletion downregulated
TGF-B and BMP pathways in response to independent stimulation, affecting both the
canonical and noncanonical cascades. Therefore, ALMS1 could also be a key regulator of
balancing between canonical and noncanonical signaling in response to TGF-B/BMP
stimulation, which could have an influence on the development of ALMS-related
phenotypes. In addition, ALMS1 depletion was observed to alter the dynamics of TGF-
B/BMP activation, especially noted after TGF-f stimulation. Thus, the reduction of ALMS1
expression led to smaller magnitude responses with a time delay in peaking, from ten to

thirty minutes in the case of canonical signaling associated to both TGF-f and BMP
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pathways. Interestingly, this effect was also observed for noncanonical signaling after
stimulation of silenced cells, but only for the TGF- pathway. These data suggest that
ALMS1 could be modulating the temporal pattern of signaling, and that this regulation could
affect the two main pathways, TGF- and BMP, in different ways.

Finally, we intended to propose a model that reconciles the different biological
functions attributed to ALMSL1 protein, taking into account all those evidences obtained in
this study from ALMS1 silencing in hTERT RPE-1 cells and also from the promoter
characterization of this gene, together with the currently published reports. Thus, since two
different isoforms have been described by other authors, one restricted to centrosomes and
other located in the cleavage furrow of dividing cells, we hypothesized that ALMS1 has two
well-defined functions according to these two isoforms. Considering this model, the
centrosomal isoform would be related to ciliary assembly regulation and cell cycle control,
whereas the second one would assume extra-ciliary roles, as endosome recycling, possibly
under TGF-B/BMP signaling control. In this sense, we identified DNA binding sequences
for SMAD3 and SMAD4 factors in ALMS1 promoter, which reinforces the possibly
involvement of this pathway in developing the ALMS phenotype. Although we cannot
conclude anything about the precise molecular mechanisms that are operating, there are
several steps in which ALMS1 functions could better fit based on current evidence reported
by other authors, such as the translocation of SMAD complexes to the nucleus (since
ALMS1 protein harbors nuclear localization signals) or the regulation of receptor

availability through the endosome recycling pathway.
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1. PRIMARY CILIUM AND CILIOPATHIES

The term “ciliopathies” emerged in 2006 (Badano et al., 2006a) to describe a
heterogeneous group of rare genetic disorders that share a common etiology: defects in
cilia and centrosome/basal body structure and/or function.

1.1 Introduction to the primary cilium: structure, assembly and function

While there are several ciliopathies caused by defects in motile cilia, such as
Primary Ciliary Dyskinesia (PCD; MIM#244400), the majority of them are defined by
alterations of primary cilium. This organelle, also known as sensorial or immotile
cilium, is a highly conserved structure that projects as a single copy from the cell
surface of virtually each cell type. The primary cilium structure is composed by nine
microtubule doublets without a central pair (9+0 structure), which is known as ciliary
axoneme (Figure 1). This structure is covered by a bilayer lipid membrane that is
continuous with the plasma membrane, but it has a particular protein and lipid content
that is essential for ciliary activity (reviewed in Nachury et al., 2010; Ishikawa &
Marshall, 2011).
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Figure 1. Primary cilium structure (modified from Pedersen et al., 2016).
CiPo: Ciliary Pocket.
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Primary cilia are dynamic organelles that are continually being assembled and
reabsorbed in a process tightly coupled to cell cycle (reviewed in lzawa et al., 2015).
Thus, when a dividing cell produces two daughter cells, they enter in G1/Go (growth
arrest) and assemble a primary cilium. When these cells re-enter the cell cycle to further
divide, the primary cilium disassembles, the centrosome duplicates and mitosis and
cytokinesis eventually take place. Primary cilium assembly is initiated from the distal
end of the centrosomal mother centriole, which will become the basal body of the
mature primary cilium (reviewed in Pedersen et al., 2008; Vertii et al., 2016). In detail,
a Golgi-derived membranous sheath (centriolar vesicle) is firstly formed, which will
surround the nascent axoneme that begins to emerge from the mother centriole. Then,
the centriolar pair starts to migrate while microtubule pairs continue to be assembled.
Finally, the mother centriole docks at the cell surface, the ciliary membrane fuses with
the plasma membrane and the axoneme elongation is completed to form a mature
primary cilium, by an intracellular transport system known as intraflagellar transport
(IFT).

The synthesis of all molecules those are required for primary cilium assembly
and maintenance takes place in the cell, so that they have to be transported to the cilium
using the bidirectional transport system called IFT (Rosenbaum & Witman, 2002). This
process is highly conserved and comprises two large protein complexes, IFT-A and
IFT-B particles, which interact with the ciliary cargoes at the base of the cilium (Figure
1). Thus, once particles are assembled, they move bidirectionally onto the microtubules
along the axoneme in a process mediated by kinesin-1l and cytoplasmic dynein 2
motors. The movement from the base to the ciliary tip, known as anterograde transport,
is powered by kinesin-11. When IFT trains reach the tip, cargoes are unloaded to fill
specific roles in maintaining primary cilium structure and function. Then, an inward
movement (retrograde transport) is activated to carry the particles back to the ciliary
base by cytoplasmic dynein 2 motor, which is essential for IFT particles recycling and

also to regulate several pathways coordinated by the primary cilium.

The mature primary cilium harbors a specialized region between the basal body
ant the cilium proper that is called the transition zone (TZ) (reviewed in Avidor-Reiss &
Leroux, 2015; Garcia-Gonzalo & Reiter, 2017). Although the structural components and
how they are organized is not well understood, the most accepted model comprises the
NPHP  (Nephronophthisis) and MKS/IJBTS (Meckel-Gruber syndrome/Joubert
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syndrome) modules, which are arranged as Y-shaped complexes (so-called Y-links) that
connect the proximal axoneme to the adjacent ciliary membrane (Figure 2). Together
with the transition fibers (proteins that connect the distal basal body to the base of the
ciliary membrane), the TZ acts as a selective ciliary gate and diffusion barrier to
regulate molecule entering and exiting the cilium (including soluble molecules and also
membrane-bound components), similarly to the nuclear pore complex. This system
allows maintaining a unique lipid and protein composition to properly develop
ciliogenesis and normal ciliary activity, enriched in IFT motors or signaling receptors,

among others.
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Figure 2. Structure of the ciliary gate (modified from Garcia-Gonzalo & Reiter, 2017).

Primary cilium mainly operates as a sensory organelle that captures and
integrates all those molecular extracellular signals. Thus, primary cilia play a key role in
coordinating the different cellular signaling pathways, giving rise to biological
responses related to cell cycle control, development and differentiation, migration and
polarity cell control, stimuli transduction or proliferation and maintenance of stem cells.
In this sense, there are many signaling pathways linked to primary cilium, such as Sonic
hedgehog (Shh), Wingless/int (Wnt), Notch, Mechanistic target of rapamycin (MTOR)
or Transforming growth factor beta (TGF-B) pathways, as well as signaling through
Receptor tyrosine kinase (RTK), G-Protein coupled receptors (GPCRs) and also
receptors for extracellular matrix (ECM) proteins, purinergic receptors and ion channels
(reviewed in Cardenas-Rodriguez & Badano, 2009; Christensen et al., 2016). How
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primary cilia coordinate these multiple signaling pathways in a spatiotemporal manner
to produce a particular biological response to those changes in the cellular environment,
in order to maintain homeostasis conditions, is a very complex issue that is far from

being elucidated.

The particular ciliary membrane composition, which is essential for cilium
activity as abovementioned, is enriched in receptors, effector proteins and any other
element necessary for signal transduction (Seo et al., 2011; Christensen et al., 2012).
With regard to this issue, there is a specific area of primary cilium called ciliary pocket,
which plays an important role in ciliary membrane homeostasis and signaling. This
region consists of an invagination of the plasma membrane at the base of the cilium that
harbors part of the mature organelle (Figure 1), and is a major site for endo- and
exocytosis of ciliary membrane components (reviewed in Benmerah, 2013).

In addition to its sensory activity, the primary cilium has been recently shown to
be not only a sensory receiver, but also to release extracellular vesicles (ectosomes and
exosomes), which represents a conserved system of intercellular communication
(reviewed in Wood et al., 2015; Wang et al., 2016). It has been suggested that bioactive
vesicles shedding is important to modulate the signal transduction mediated by the
primary cilium, as well as for maintaining its lipid and protein composition (Wood et
al., 2015; Wang et al., 2016), although there is still much to be learned. Remarkably, a
possible role for ciliary vesicle release has already been pointed out for Autosomal

dominant polycystic kidney disease (ADPKD) (Hogan et al., 2009).

On the other hand, it is important to stress the role of primary cilium in a vital
tissue for sensory function such as the retina. Thus, the outer segment of photoreceptors
(cones and rods) derives from a highly modified primary cilium that is specialized in
phototransduction, as it contains membrane-bound discs with visual pigments
(rhodopsin for rods and several specific opsins in the case of cones). Furthermore, the
connecting cilium that links the outer to the inner segment of photoreceptors, considered
homologous to the cilium TZ, is essential for protein trafficking to the outer segment by
IFT (reviewed in Wheway et al., 2014).
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1.2 Ciliopathies: overview and current challenges

The number of disorders linked to primary cilium defects has gradually
increased in the last few years (reviewed in Badano et al., 2006a; Hildebrandt et al.,
2011; Waters & Beales, 2011; Mitchinson & Valente, 2017). This is mainly due to the
great progress made in elucidating the biological roles of primary cilium and also in
characterizing the ciliary proteome and the regulation of ciliogenesis (Mick et al., 2015;
Wheway et al., 2015; Boldt et al., 2016). In fact, although ciliopathies (the term
ciliopathies is referred to primary cilium-related disorders hereinafter) are considered
rare or ultra-rare diseases, the prevalence rate of individual disorders could be as high as
1in 2,000 (Quinlan et al., 2008).

Ciliopathies have a complex molecular basis and are usually displayed as
syndromic forms; renal cysts, hepatic and pancreatic anomalies, blindness,
anosmia/hyposmia, polydactyly, obesity, cognitive impairment or situs inversus
(reversal of left-right body axis) are clinical features commonly associated with this
group of disorders (Badano et al., 2006a). They are also characterized by extensive
genetic heterogeneity and substantial phenotypic and genetic overlap (Figure 3), with
more than 50 genes currently involved (Mitchinson & Valente, 2017). Some of the most
well-known ciliopathies are the following: Polycystic kidney disease (PKD;
MIM#173900), Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM#209900), Joubert syndrome
(JBTS; MIM#213300), Meckel-Gruber syndrome (MKS; MIM#249000) or
Orofaciodigital syndrome (OFD; MIM#311200). Several of these disorders are useful
models to study a number of molecular and functional mechanisms related to primary
cilium (Badano et al., 2006a; Mitchinson & Valente, 2017).
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Figure 3. Genetic overlap among several ciliopathies (modified from Mitchinson & Valente, 2017). JATD:
Jeune or asphyxiating thoracic dystrophy; EVC: Ellis-van Creveld syndrome or chondroectodermal dysplasia.

Concerning diagnosis, the high clinical overlap among ciliopathies and also the
progressive development of many features often make an early, accurate diagnosis
extremely difficult, which has important implications for patients” management, follow-
up and genetic counseling. In this sense, the implementation of high-throughput
sequencing tools to ciliary disorders has substantially increased the number of genes
involved in well-described ciliopathies, as well as the expansion of the clinical spectrum
of ciliary genes already known and/or the identification of new causal genes. However,
there are still a number of patients remaining to have a molecular confirmation of the
clinical diagnosis (ranging from 20-30% of patients with suspected BBS to more than
80% of patients with nephronophthisis-related disorders), which suggests that new

ciliary genes remain to be discovered (Mitchinson & Valente, 2017).

Finally, regarding the currently available therapeutic options available for
patients suffering from ciliopathies, it is important to note that symptomatic treatment is
the only choice at present despite the great efforts made in the last years using in vitro
and in vivo models (reviewed in Mcintyre et al., 2013). In relation to drug treatments,
those studies considering Hedgehog (Hh) agonists for JBTS (Hynes et al., 2014),
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histone deacetylase 6 (HDACG) inhibitors in ciliopathies with renal dysfunction (Yu et
al., 2016) and pharmacological modulation of photoreceptor degeneration in BBS
models with anti-apoptotic compounds (Mockel et al., 2012) or tauroursodeoxycholic
acid (TUDCA) (Drack et al., 2012), are promising. However, there are an increasing
number of studies trying different gene therapies in order to offer real treatments to
patients with ciliopathies. Thus, two main approaches have been tested: injections with
adeno-associated viral (AAV) vectors containing copies of wild-type genes, which have
been successfully assayed in murine BBS models (Simons et al., 2011; Seo et al., 2013;
Williams et al., 2017), and also strategies based on correcting splice defects (Schmid et
al., 2011). Nevertheless, this field represents a complex challenge since the multiorgan
nature of ciliopathies hinders the final goal of finding effective strategies suitable for

such different systems.

2. BARDET-BIEDL SYNDROME AND ALSTROM SYNDROME: TWO MODEL
CILIOPATHIES

BBS (MIM#209900) and Alstrom syndrome (ALMS, MIM#203800) are two
classic ciliopathies that represent valuable models to study the structure and function of
the primary cilium and centrosome, especially in the case of BBS (Zaghloul & Katsanis,
2009). A brief summary of the current knowledge about those clinical and molecular

aspects regarding both syndromes is set out hereinafter.
2.1 Bardet-Biedl syndrome
2.1.1 Epidemiology

BBS was described as an independent clinical entity in the early 1920s by the
French pediatrician Georges L. Bardet (Bardet, 1920) and the Hungarian pathologist
Arthur Biedl (Biedl, 1922).

This syndrome has a low prevalence rate, ranging from one in 100,000-160,000
considering people of European descent (Ammann, 1970; Croft et al., 1995; Beales et
al., 1997). In Spain, our group has estimated this value in one per 400,000, notably
lower than other European populations (Castro-Sanchez et al., 2015a). However, there
is marked regional variability, and higher prevalence rates have been reported due to

consanguinity and/or founder effect phenomena. Thus, values as high as 1:3,700 in the

27



GENERAL INTRODUCTION

Faroe Islands (Hjortshgj et al., 2009), 1:13,500 in Kuwaiti Bedouins (Farag & Teebi,
1989) or 1:59,000 in Denmark (Hjortshgj et al., 2010) have been reported. In addition,
the gender distribution points out that BBS is slightly more frequent in males, with a
male to female ratio of 1.3:1 (Beales et al., 1999); this trend is continued in the Spanish
population (1.4:1; Castro-Sanchez 2015a).

2.1.2 Clinical features and diagnostic complexity

BBS is a pleiotropic, multisystem disorder that also shows significant inter- and
intrafamilial variability (Beales et al., 1999; Forsythe & Beales, 2013). The phenotype
usually evolves in a progressive manner throughout the first decade of life (Forsythe &
Beales, 2013), so that BBS patients are often diagnosed during childhood (but there is
also high variability in first symptoms presentation).

Beales and colleagues (1999) established the standard diagnostic criteria that are
widely used at present, which are based on defining primary and secondary features
according to their relative prevalence. Thus, patients with either four primary features or
three primary and two secondary features are clinically diagnosed as BBS. All these
clinical signs are briefly described below (reviewed in Forsythe & Beales, 2013; Khan
et al., 2016):

-Almost all BBS patients display early-onset, progressive retinal dystrophy,
which presents with night blindness, photophobia, peripheral vision loss and reduced

visual acuity.

-The second most prevalent feature in these patients is obesity, ranging from 72-
92%. It appears early in the childhood and tends to be truncal in adulthood, and usually
leads to type 2 diabetes mellitus (T2DM) and other signs of metabolic syndrome.

-Polydactyly is one of the hallmark features of BBS and can be already
detectable in the prenatal period. It is often post-axial (duplication of the little finger)

and may affect the four limbs or different combinations of them.

-Another primary feature associated with BBS is cognitive impairment and
developmental delay, which is often accompanied by behavioral problems, speech

delay and learning difficulties.
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-Urogenital anomalies are also displayed by BBS patients, being more frequent
in males (hypogonadism with or without hypogenitalism is the most common alteration
in this case). For females, ovary, uterus or fallopian tubes dysplasia, late menarquia and
oligomenorrhea (irregular menstrual cycle), polycystic ovaries and vaginal atresia with
hydrometrocolpos (accumulation of secretions in the vagina and the uterus secondary to
a congenital obstruction of the vagina) have been reported. As a consequence, most of
BBS patients have low or no fertility.

-Renal abnormalities are the last primary feature related to BBS, and represent
the leading cause of morbidity and mortality in these patients. Renal cysts or several
anatomical malformations are predominantly noted with a highly variable frequency (5-
82%; Beales et al., 1999; Imhoff et al., 2011).

Regarding the main secondary features, the following are the most reported:
nystagmus (spasmodic, involuntary movement of eyeballs), cataracts, hearing loss,
anosmia/hyposmia (Kulaga et al., 2004), brachydactyly (short and broad fingers) and
syndactyly (fused digits), situs inversus, psychomotor delay, cardiovascular and hepatic
anomalies, and dysmorphic facial features (broad forehead, mild downward slanting
palpebral fissures and epicanthal fold, hypertelorism or increased distance between the
eyes, low-set ears, short nose with anteverted nares, thin upper lip, high arched palate,

hypodontia, dental crowding or retrognathism; Lorda-Sanchez et al., 2001).

The slow progression of several features such as renal anomalies, together with
the absence of a multidisciplinary and systematic assessment in the majority of cases,
frequently lead to delayed diagnosis of BBS that does not take place before the
appearance of the first visual signs (Forsythe & Beales, 2013). Furthermore, as pointed
out above, the clinical overlap among ciliopathies usually makes a differential diagnosis
even harder. In particular, overlapping features with ALMS (retinal dystrophy and
nystagmus, obesity, T2DM, metabolic syndrome, hearing loss, hepatic injury) and
McKusick-Kaufman syndrome (MKKS; MIM#236700) (hydrometrocolpos, vaginal
atresia and cryptorchidism or undescended testicle) have been widely documented
(Billingsley et al., 2010; Deveault et al., 2011; Schaefer et al., 2011a).
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2.1.3 Genetic basis and inheritance pattern

BBS is one of the most genetically heterogeneous ciliopathies with 21 causal
genes involved to date, which are generically referred as BBS1-21 (Table 1). Six of
them (TRIM32/BBS11, CEP290/BBS14, WDPCP/BBSI15, BBIP1/BBS18,
IFT27/BBS19 and C80rf37/BBS21) have been involved in only one BBS family. More
than 500 variants throughout the different BBS genes have been reported, which explain
70-80% of patients with clinical suspicion of BBS (Khan et al., 2016; Mitchinson &
Valente, 2017); this suggests that more BBS genes remain to be identified.

Table 1. The 21 BBS genes currently involved in BBS development

MIM CHROMOSOMAL EXONNUMBER PROTEIN

GENE ENTRY LOCATION (CODING) (aa) REFERENCE
BBS1 *209901 11913.2 17 593 Mykytyn et al., 2002
BBS2 *606151 16913 17 721 Nishimura et al., 2001
Chiang et al., 2004 &
ARL6/BBS3 *608845 3g11.2 9 (6) 186 Ig:an et al., 2004
BBS4 *600374 15g24.1 16 519 Mykytyn et al., 2001
BBS5 *603650 2031.1 12 341 Li et al., 2004
Katsanis et al., 2000 &
MKKS/BBS6 *604896 20p12.2 6 (4) 570 Slavotinek et al.. 2000
BBS7 *607590 4927 18 672" Badano et al., 2003a
TTC8/BBS8 *615985 14931.3 14 505" Ansley et al., 2003
BBS9 *607968 7pl14.3 25 (24) 887" Nishimura et al., 2005
BBS10 *610148 12g21.2 2 723 Stoetzel et al., 2006
TRIM32/BBS11 *602290 9g33.1 2 (1) 653 Chiang et al., 2006
BBS12 *610683 4927 2(2) 710 Stoetzel et al., 2007
MKS1/BBS13 *609883 17922 18 559 Leitch et al., 2008
CEP290/BBS14 *610142 12g21.32 54 (53) 2,479 Leitch et al., 2008
WDPCP/BBS15 *613580 2p15 18 713 Kim et al., 2010a
SDCCAGS8/BBS16 *613524 1943 18 713 Schaefer et al., 2011b
LZTFL1/BBS17 *606568 3p21.31 10 299 Marion et al., 2012a
BBIP1/BBS18 *613605 10g25.2 54) 103 Scheidecker et al., 2014
IFT27/BBS19 *615870 22012.3 7 185 Aldahmesh et al., 2014
IFT172/BBS20 *608040 9p21.2 48 1,749 Bujakowska et al., 2015
C8orf37/BBS21 *614477 8g22.1 6 207 Heon et al., 2016

Data were retrieved on January 2017 from Online Mendelian Inheritance in Man®-OMIM (https://www.omim.org/) and
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) databases. () Protein size corresponds to the ubiquitous isoform or that with
more expression: BBS7-Long isoform (Badano et al., 2003a); TTC8/BBS8-Short isoform (Riazuddin et al., 2010); BBS9
(Nishimura et al., 2005). (") Isoform 1, equivalent to the longest transcript (ENST00000454061). aa: amino acid residue.

The genetic overlap commonly related to ciliopathies is especially observed in
BBS, since several BBS genes have also been involved in different syndromic and non-
syndromic ciliopathies: BBS1-3, TTC8/BBS8, BBS9 and C8orf37/BBS21 genes also
cause retinitis pigmentosa (MIM#268000), MKKS/BBS6 gene is involved in MKKS
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development, MKS1/BBS13 and CEP290/BBS14 genes can lead to MKS and JBTS,
CEP290/BBS14, SDCCAG8/BBS16 and IFT172/BBS20 also produce NPHP, and
CEP290/BBS14 and SDCCAG8/BBS16 are causal genes of Senior-Lgken syndrome
(SLS; MIM#266900) (Online Mendelian Inheritance in Man (https://www.omim.org/);
Riazuddin et al., 2008; Aldahmesh et al., 2009; Schmid et al., 2011; Estrada-Cuzcano et
al., 2012a). Separate mention deserves TRIM32/BBS11 gene, which has been also
related to Limb-girdle muscular dystrophy type 2H (LGMD2H; MIM#254110), a

congenital myopathy not actually related to ciliopathies.

However, despite major progress in gene identification and phenotype
compilation, a clear genotype-phenotype correlation that guides the molecular diagnosis
according to the clinical spectrum displayed by patients, or that makes it possible to
anticipate disease progression based on the causal variants harbored, has not been
established. Thus, there are few examples of correlation between particular signs and
BBS genes, as has been reported for mesoaxial polydactyly (affecting either second,
third or fourth digit; very rare in BBS patients) and variants in LZTFL1/BBS17
(Schaefer et al., 2014) in three patients, and also for the absence of polydactyly and the
presence of early-onset renal failure in five SDCCAG8/BBS16 families (Schaefer et al.,
2011b). Conversely, studies based on large BBS cohorts that analyze phenotypes linked
to several BBS genes have not found significant associations (Billingsley et al., 2010;
Hjortshgj et al., 2010; Deveault et al., 2011; Daniels et al., 2012). However, these
reports have enabled to unveil interesting trends, such as the greater severity of
phenotypes linked to BBS6-BBS10-BBS12 genes or a globally mild phenotype in BBS1

patients.

Concerning the inheritance pattern, BBS is largely inherited as an autosomal
recessive trait. Nevertheless, the high genetic heterogeneity cannot fully explain the
extensive interfamilial and intrafamilial variability in clinical presentation when
members of the same family harbor the same variants(s), suggesting other mechanisms
involved in phenotype development. Thus, an oligogenic model has been proposed for
some families. The first suggestion, called triallelic inheritance or triallelism, was
presented by Katsanis and colleagues (2001) and stated that three mutant alleles in two
different BBS genes are required to develop the BBS phenotype. After that, this model
was extended to a new one whereby deleterious alleles in BBS genes could interact with

modifier alleles of different loci to modulate the penetrance and expressivity of disease
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(Badano et al., 2003b; Katsanis, 2004; Badano et al., 2006b). Hence, the total
mutational load considering all BBS genes and also the modifier loci, together with
possible epistatic effects, likely contributes to the clinical variability in BBS patients.

2.1.4 BBSproteins

Most of the BBS genes encode proteins that are mainly expressed in the primary
cilium, centrosome/basal body and TZ. The BBS proteins have functional similarities
and are organized in protein complexes that participate in the same biological processes

mediated by the primary cilium (reviewed in Novas et al., 2015) (Figure 4).

Thus, eight of the BBS proteins (BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBSS,
BBS9 y BBIP10) interact physically to form a 438 kDa complex called BBSome
(Nachury et al., 2007; Loktev et al., 2008). The main function of this multi-protein
complex consists of mediating molecule transport in and out of the primary cilium
(Figure 4). On the one hand, BBSome regulates the vesicular trafficking towards the
cilium by the interaction between BBS1 and Rabin 8 (a guanine nucleotide exchange
factor for the GTPase RAB8A) (Nachury et al., 2007). Thus, BBSome promotes the
docking and fusion of post-Golgi vesicles to the base of the cilium for ciliary membrane
elongation and also to regulate cilia composition (Nachury et al., 2007; Novas et al.,
2015). In addition, the BBSome plays a critical role in proper recognition and assembly
of IFT particles and associated cargoes in the ciliary base, and also takes part in
anterograde and retrograde IFT trains to organize intraciliary trafficking (Wei et al.,
2012).

The ARLS6 protein, which belongs to the Ras GTPase superfamily, is required to
recruit the BBSome to cilium, for proper recognition of ciliary cargoes by BBSome and
also for ciliary entrance of this complex (Jin et al., 2010; Zhang et al., 2011; Mouréo et
al., 2014). Furthermore, IFT27 could promote the exit of BBSome and specific cargoes
such as Patched 1 and Smoothened (SMO), receptor and effector of the Shh pathway,
respectively, from cilia through retrograde IFT (Liew et al., 2014). On its part, the
LZTFL1 protein is involved in SMO regulation and also negatively regulates the
BBSome ciliary entry (Seo et al., 2011). Apart from ARLSG6, the BBSome interacts with
components of the centriolar satellites such as PCM1 and CEP131/AZI1, and also with
RABSA, to be targeted to the cilium (Nachury et al., 2007; Chamling et al., 2014).
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The BBSome assembly is an ordered sequential process triggered by a second
protein complex composed of BBS6-BBS10-BBS12 proteins together with six
chaperonins of the CCT/TRIC family, which is called CCT/TRiC/BBS-chaperonin
complex (Seo et al., 2010). Thus, this complex firstly interacts to BBS7 to stabilize it,
and then new interactions with BBS2 and BBS9 take place, which leads to the
formation of the intermediate BBSome core complex. After that, BBS1, BBS5, BBSS,
BBS4 and BBIP10 are orderly incorporated through intrinsic protein-protein
interactions to complete the BBSome, without the assistance of the CCT/TRiC/BBS-
chaperonin complex (Zhang et al., 2012).

Ciliary membrane
proteins -
(SSTR3, MCHR1...) &4

TRANSITION ZONE
(NPHP, MKS, CEP290)

———» Centriolar satellites
(PCM1, BBS4,
CEP290, AZI1)

CCT/TRiC/BBS-
chaperonin complex

BBSome core

Figure 4. Schematic view of the different BBS protein complexes and their role in primary cilium (modified
from Novas et al., 2015).
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Regarding the remaining BBS proteins, several of them (MKS1, CEP290,
WDPCP y SDCCAGS) are located in centrosomes and/or the TZ, IFT172 is a IFT-B
subunit and BBS21 has been identified in the basal body and also in the base of the
photoreceptors” connecting cilium (Estrada-Cuzcano et al., 2012b). The link between
some of these proteins and the BBSome complex is not well understood, but the MKS
complex in the TZ interacts with the BBSome to mediate trafficking of specific
membrane proteins to the cilium, such as SMO or ARL13B (Yee et al., 2015; Goetz et
al., 2017). Furthermore, CEP290, along with IQCB1/NPHP5, regulates BBSome
integrity by acting as a checkpoint to restrain the ciliary entry of malformed BBSome
complexes (Barbelanne et al., 2015). On the other hand, the role of TRIM32/BBS11, an
E3 ubiquitin ligase, in the ciliary activity is virtually unknown, although Zhang and
colleagues (2012) have speculate that BBS11 could be the putative ubiquitin ligase for
free BBS2 to trigger its proteasomal degradation, since it has not yet been identified. In
this sense, the proteasome-mediated degradation at basal body has been proposed to be
a key process that regulates those signaling pathways coordinated by the primary
cilium, such as Shh, Wnt and Notch (Liu et al., 2014).

In spite of their ciliary role, several BBS proteins participate in extraciliary
processes (reviewed in Novas et al., 2015). Thus, endosomal recycling of the Notch
receptor to the plasma membrane (mediated by BBS1 and BBS4 proteins), proteasome-
mediated proteolysis of important proteins for maintaining ciliary activity (BBS1-2,
BBS4, BBS6-8), control of the actin polymerization dynamics, which has been linked to
ciliary assembly (BBS4, BBS6, BBS8) or transcriptional regulation through interactions
with chromatin remodeler proteins (in which BBS2 and BBS7, with nuclear export
signals, have been involved) are just a few examples. However, it is pending to be
elucidated if these extra-ciliary roles are actually independent from ciliary function and

also whether they could drive specific BBS phenotypes (Davis & Katsanis, 2012).

It is also worth highlighting the current knowledge about the particular
molecular basis of several features commonly displayed by BBS patients, since
substantial progress has been made in the last years (reviewed in Zaghloul & Katsanis,
2009; Novas et al., 2015). Thus, there is clear evidence of Shh signaling regulation by
BBS proteins, as abovementioned, whose disruption triggers the distinctive polydactyly
of BBS and also contributes to renal impairment. Furthermore, the BBS proteins also

participate in Wnt signal transduction, which is important to kidney development and
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function. In addition, the BBS proteins have been involved in rhodopsin translocation to
the outer segment of photoreceptors by IFT, so a defective transport could trigger retinal
degeneration. On this subject, Datta and colleagues (2015) have recently demonstrated
that accumulation of non-resident proteins in the outer segment, which form large
vesicles, underlies the photoreceptor degeneration in BBS murine models and leads to

disruption of the typical lamellar structure.

On the other hand, the key role of BBS proteins in such a complex condition as
obesity, the second feature most frequently displayed by BBS patients, entails numerous
signaling cascades that operate specifically in particular organs. There are two different
hypotheses that are not necessarily mutually exclusive: first, the impairment of
adipogenic differentiation involving Wnt and Shh pathways (Marion et al., 2009), and
also the dysfunction of signaling pathways related to metabolic control of satiety and
food intake in hypothalamic neurons. Thus, the BBS proteins interact with and regulate
trafficking of insulin receptor, leptin receptor and GPCRs involved in energy
homeostasis, such as somatostatin receptor 3 (SSTR3) and melanin-concentrating
hormone receptor 1 (MCHR1) (Berbari et al., 2008; Seo et al., 2009; Starks et al., 2015;
Guo et al., 2016).

2.2 Alstrom syndrome
2.2.1 Epidemiology

The first formal description of ALMS was provided in 1959 from the
observations made by the Swedish psychiatrist Carl-Henry Alstrém a decade ago
(Alstrom et al., 1959).

ALMS is considered an ultra-rare disorder, with an estimated prevalence lower
than one in 1,000,000 in European-descent populations and over 800 cases described
worldwide, of which 12 patients have been diagnosed in Spain (Marshall et al., 2003;
Marshall et al., 2011; Pifieiro-Gallego et al., 2012). As in the case of other rare
syndromes, consanguineous and/or geographically isolated populations refer higher
values (Marshall et al., 1997; Aldahmesh et al., 2009; Ozantirk et al., 2015).
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2.2.2 Clinical feature s and diagnostic complexity

ALMS is also a pleiotropic and multisystem disorder that is characterized by
high inter- and intrafamilial variability, considering the phenotype displayed and the age
of onset and severity of symptoms (Marshall et al., 2011; Marshall et al., 2015). The
first clinical features, corresponding to visual dysfunction, usually develop during the
first year of life or even within a few weeks after birth (Marshall et al., 2011). The
remaining signs evolve slowly during childhood, although the most severe features can
be detected before the first decade (Marshall et al., 2015).

The clinical diagnosis of ALMS is based on the presence of primary and
secondary features, taking into account the age of onset throughout development
(Marshall et al., 2007a). A brief description of that features, especially focused on
diagnostic signs, is presented in the next paragraphs (reviewed in Marshall et al., 2007a;
Marshall et al., 2011):

-Visual dysfunction is displayed by all ALMS patients in a more severe way
than generally found in BBS individuals. Thus, it typically begins with nystagmus and
extreme photophobia before the first year of life, followed by retinal degeneration
consisting of a cone-rod dystrophy that leads to complete blindness before 20 years old
in the majority of patients (Marshall et al., 2007b). Cataracts are also frequently

developed.

-Mild-to-moderate bilateral sensorineural hearing loss is one of the hallmark
signs of ALMS patients, being present in as many as 89% of them. It is characterized by
a slowly progressive hearing loss in the first decade due to a cochlear and/or auditory

nerve injury. Only about 10% of affected individuals progress to profound deafness.

-Very early-onset truncal obesity with hypertriglyceridemia is characteristically
shown in ALMS patients. In addition, they develop impaired glucose tolerance,
hyperinsulinemia and severe insulin resistance accompanied by acanthosis nigricans
(skin condition characterized by hyperpigmentation and hyperkeratosis of variable
extension in body folds), which often progress to T2DM before the age of 16 (although

it is not related to the obesity degree).

-Cardiac anomalies are manifested in approximately two-thirds of ALMS

patients, usually as dilated cardiomyopathy (heart chamber dilation due to a weakened
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cardiac muscle) with a sudden abrupt onset in childhood or during adolescence. It

represents one of the major causes of morbidity and mortality associated with ALMS.

-Other main clinical features often related to this syndrome include: progressive
renal (glomerular disease, early end-stage renal failure), hepatic (steatosis,
hepatomegalia, cirrhosis) and pulmonary (asthma, chronic bronchitis, chronic
obstructive pulmonary disease, pulmonary hypertension) dysfunction, frequently

accompanied by multiorgan fibrosis.

With regard to the secondary features, hypogonadism and polycystic ovary
syndrome related to insulin resistance, endocrine disturbances (growth hormone
deficiency, hypothyroidism), psychomotor and speech delay, brachydactyly or scoliosis

have been reported, among others.

As in the case of BBS, an accurate, early diagnosis of ALMS is usually delayed
due to the progressive development of almost all symptoms, as well as the overlapping
phenotype with other pathologied, especially noted in early stages. Thus, several visual
disorders such as Leber’s congenital amaurosis (LCA; MIM#204000) or achromatopsia,
which also involve photophobia, nystagmus and cone dystrophy, idiopathic dilated
cardiomyopathy (non-syndromic and early-onset) and especially BBS, could be

misleading in order to establish a differential diagnosis of ALMS.
2.2.3 Genetic basis and inheritance pattern

ALMS is a monogenic disorder caused by mutations in the ALMS1 gene
(MIM*606844), what represents an unusual phenomenon among ciliopathies. ALMS1
gene (Figure 5) is located on chromosome 2 (region 2p13.1), consists of 224 kilobase
(kb) and contains 23 coding exons (Collin et al., 2002; Hearn et al., 2002). Several
splicing isoforms have been reported, which could produce different protein isoforms
with specific functions (Collin et al., 2002; Collin et al., 2005; Hearn et al., 2005;
Braune et al., 2017).
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ALMS1 gene
(12,928 nucleotides) HotTot HDtiPOt Hotslpot
.

X 11 12 13 1415 16 18 19 20 21 22 73

N-terminus/]/HH\ ‘ ‘ H H ‘ C-terminus

13-29 30-36 540-2.201 2.480-2.501 3.857-3.873 4.037-4.166
Polyglutamic acid Polyalanine Tandem repeat Leucine zipper Serine-richregion  ALMS1 motif

ALMS1 protein
(4,169 amino acids)

Figure 5. Schematic representation that shows the exonic structure of ALMS1 gene, as well as the resulting
protein.

To date, over 240 pathogenic variants have been involved in ALMS
development, of which 96% are nonsense or frameshift changes (insertions and
deletions) that could originate truncated, non functional proteins if translated (Marshall
et al., 2015). Remarkably, causal changes in the 5 half of the ALMS1 gene coding
region (exons 1-7) are practically unreported, which suggests that mutations in this
region are embryonic lethal (Marshall et al., 2011). On the contrary, most of deleterious
variants are clustered in exons 8 (6.1 kb), 10 (1.9 kb) and 16 (1.2 kb), which are
considered mutational hotspots as they comprise 85-97% of the total mutational load for
ALMS1 taking into account the different cohorts reported (Marshall et al., 2015;
Ozantiirk et al., 2015). Hence, direct sequencing of these three exons represents the
standard strategy when ALMS is suspected. However, the progressive implementation
of next generation sequencing tools, such as whole-exome sequencing and targeted gene
panels, is replacing the classical approach to ALMS molecular diagnosis (Wang et al.,
2011; Katagiri et al., 2013; Long et al., 2015). Interestingly, they have already linked
causal variants in ALMS1 gene to extreme phenotypes that would be ignored following

the standard clinical criteria.

Approximately 90% of ALMS-suspected patients harbor pathogenic changes in
ALMS1 gene (Marshall et al., 2015); therefore, the genetic basis of this syndrome seems
to be solved. However, genetic overlap has been also related to ALMS development,
since there are several other pathologies caused by mutations in ALMS1 such as LCA
(Wang et al., 2011; Xu et al., 2016) and BBS (Pereiro et al., 2011; Redin et al., 2012),
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and also changes in BBS genes can be involved in ALMS phenotypes (Billingsley et al.,
2010; Pereiro et al., 2011; Marshall et al., 2015).

On the other hand, several reports have intended to correlate particular types of
variants and genomic locations with specific ALMS phenotypes, especially for T2DM
and dilated cardiomyopathy, although no clear associations were observed (reviewed in
Marshall et al., 2015). Despite this, suggestive associations have been reported, such as
a mild renal phenotype of late-onset related to variants in exon 8 or more severe
phenotypes in those ALMS patients with variants in exon 16 (Marshall et al., 2007b). In
addition, a recent study identified a significant correlation between a glutamic acid
repeat polymorphism in exon 1 of ALMS1 gene and early-onset myocardial infarction
(Ichihara et al., 2013).

In relation to the inheritance pattern, ALMS is considered a classic autosomal
recessive syndrome, although the clinical variability associated suggests that other
factors are contributing to modulate the phenotype. However, no clear oligogenic
patterns have been involved in ALMS unlike BBS (Marshall et al., 2015), with only one
work that has raised a triallelism suspicion (three presumed pathogenic variants in
ALMS1 gene) (Ozanturk et al., 2015).

2.2.4 ALMS1protein

ALMS1 gene codes a 4,169 amino acids protein (Figure 5) with a predicted
molecular mass of 461 kDa (Collin et al., 2002; Hearn et al., 2002). The ALMS1
protein structure shows some remarkable domains, such as a short polyglutamic
segment in exon 1 and a large tandem-repeat comprising 34 imperfect repetitions of 45-
50 amino acids without cysteine residues, which represents approximately 40% of the
mature protein (Hearn et al., 2002). The sequence of ALMS1 has no homology with any
other human protein, although its C- terminus harbors a well conserved motif of 120
amino acids (ALMS1 motif) that has been also identified in the centrosomal proteins
FAM167B/C1orf90 and CEP295/KIAA1731 (Collin et al., 2002; Knorz et al., 2010). In
addition, ALMSL protein contains two nuclear localization signals in amino acids 3805-
3830 and 3937-3954 (Collin et al., 2002). This protein is located in centrosomes and
also in the proximal end of the basal body of primary cilium, and is expressed
ubiquitously in all the affected tissues by ALMS (Andersen et al., 2003; Hearn et al.,
2002; Hearn et al., 2005; Knorz et al., 2010).
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The biological functions of ALMS1 protein and its role in phenotype
development are not completely understood, although it has been involved in primary
cilium activity and also in extra-ciliary functions apparently not related to this organelle.
Thus, ALMSL1 participates in intraciliary trafficking regulation, cell cycle control, cell
differentiation and migration processes, ECM production, energy balance control and

endosomal trafficking of several receptors and proteins.

Regarding to its ciliary role, a controversy exists concerning if ALMSL1 is more
linked to ciliary activity or structure anomalies. Thus, there is evidence that ALMS1
silencing has no effect on ciliogenesis and axoneme, centrosome or basal body integrity
(Collin et al., 2005; Hearn et al., 2005; Collin et al., 2012), but also of the contrary
outcome (Graser et al., 2007; Li et al., 2007; Knorz et al., 2010). Several examples of
ciliary-dependent activities that have been related to ALMS1 are the following:
rhodopsin trafficking to the outer segment of photoreceptors (Collin et al., 2005),
maintenance of centriolar cohesion mediated by the CEP250/C-NAP1 protein (Knorz et
al., 2010), proper ciliary assembly in kidney epithelial cells (Li et al., 2007), regulation
of the noncanonical Wnt planar cell polarity (PCP) pathway to determine the proper
formation and orientation of hair cell stereociliary bundles in the cochlea (Jagger et al.,
2011), and also the maintenance of ciliary stability in hypothalamic neurons, which has

important implications for energy balance control (Heydet et al., 2013).

On the other hand, there is also solid evidence of ALMS1 involvement in extra-
ciliary activities. Among them, intracellular transport is one of the most thoroughly
studied processes. Thus, Collin and colleagues (2012) showed that ALMS1 interacts
with alfa-actinins and other proteins of the CART (cytoskeleton-associated recycling or
transport) complex to regulate endosomal recycling of membrane receptors. In this
work, fibroblasts from ALMS patients were demonstrated to display lower endocytic
activity and several structural anomalies of actin filaments; all of which suggests a
possible role of ALMS1 protein promoting the endosomal trafficking along the
cytoskeleton as part of the CART complex. Furthermore, the same authors described
two different isoforms for ALMS1 with putative distinct functions: one of them was
specifically associated with cleavage furrow during cytokinesis and was also linked to
endosomal trafficking of membrane components to that region, whereas the other one

was exclusively identified in centrosomes.
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In this sense, Favaretto and colleagues (2014) suggested that ALMS1 has an
important role in GLUT4 trafficking in response to insulin through the mechanism
previously established by Collin and colleagues (2012). Thus, model mice with
hyperinsulinemia and impaired glucose tolerance were observed to have reduced
GLUT4 translocation to the plasma membrane. In addition, ALMS1 involvement in
endosomal trafficking regulation of Notch receptor further supports the key role of this

protein in intracellular transport (Leitch et al., 2014).

The ALMS1 protein also takes part in cell cycle control, as anticipated by its
centrosomal location, since centrosomes are organizing centers for cell cycle
progression and intracellular transport. Hence, Yabuta and colleagues (2006) pointed
out that ALMS1 could have a role in induction and/or maintenance of quiescent Go
phase. Furthermore, Shenje and colleagues (2014) showed that ALMS1 could be critical
for cardiomyocyte cell cycle arrest, which is essential for completing cardiomyocyte
differentiation, maybe with involvement of canonical Wnt since it is known to regulate

cardiomyogenesis.

Despite the many evidences provided, the underlying molecular basis of ALMS
has not been yet deciphered in contrast to what happens with BBS. Thus, although it is
known that ALMS1 promotes adipogenesis in vivo secondary to hyperinsulinemia
(Favaretto et al., 2014), has influence on adipocyte differentiation in vitro (Romano et
al., 2008; Huang-Doran & Semple, 2010), leads to photoreceptor degeneration due to
vesicle accumulation in the inner segment (Collin et al., 2005) or has a key role in
multiorgan fibrosis development (Romano et al., 2008; Zulato et al., 2011), the precise

molecular mechanisms that explain this plethora of biological functions is still elusive.

2.3 Bardet-Biedl syndrome and Alstrom syndrome: so similar but so

different

The extensive genetic and phenotypic overlap between BBS and ALMS points
out a possible functional overlap as well, so that interactions involving ALMS1 and
BBS proteins have been proposed to take place although they are currently unknown. In
this regard, several studies have further researched on the molecular basis of both
syndromes trying to gain knowledge about the common features they share. Several
examples illustrating some of these clinical and functional similarities and differences

are briefly explained hereunder.
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First of all, ALMS and BBS display quite similar clinical spectra. Thus, both
syndromes present with obesity and neurosensory deficits such as retinal dystrophy (of
earlier onset in the case of ALMS) and hearing loss (considered as an ALMS hallmark),
which are often accompanied by hypogonadism and renal abnormalities (more frequent
in BBS). However, ALMS patients do not display polydactyly (that is a distinctive sign
of BBS) but they do have cardiomyopathy, widespread fibrosis and a severe T2DM of
early onset, all of them except T2DM with a very low prevalence among BBS patients.
In addition, cognitive development is more severely affected in BBS compared with
ALMS.

Concerning functional aspects, global transcriptome profiles have been provided
for both syndromes using zebrafish models of BBS and ALMS (Hostelley et al., 2016).
Thus, there is significant downregulation of several gene networks involved in visual
function and obesity for both syndromes, which is consistent with those shared
phenotypes, but several differences have also been detected. In this sense, differentially
expressed genes related to neuronal pathways were significantly downregulated only in
BBS, whereas gene expression of those genes involved in pancreatic function was
reduced only in ALMS models. These differences would be mirroring the

characteristically phenotypic spectrum of both syndromes at functional level.

On the other hand, the study of molecular basis related to obesity and metabolic
defects such as T2DM has focused most of the comparative analyses. Regarding the
obesity development, ALMS1 protein has been referred not to be necessary for SSTR3
and MCHR1 localization in hypothalamic neurons (Heydet et al., 2013), which has
demonstrated to be BBS-dependent (Berbari et al., 2008). These differences suggest
distinct etiologies for the underlying defects in hypothalamic control of satiety and food
intake. Conversely, ALMS1 levels are increased in differentiating adipocytes while
decreasing in mature adipocytes (Romano et al., 2008), as is likewise observed for
several BBS genes including BBS10 and BBS12 (Forti et al., 2007; Marion et al., 2009),
which points out an important role of ALMS1 and BBS genes in the first stages of

adipogenesis.

Finally, the findings reported in a recent study by Lodh and colleagues (2016)
are extremely enlightening. Thus, ALMS1 and BBS proteins seem to play opposite

roles in production and maintenance of pancreatic B-cells, deduced from zebrafish
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models. In detail, loss of almsl gene led to a decreased proliferation of these cells,
whereas bbslor bbs4 suppression resulted in a notably increase. Furthermore, B-cells are
more susceptible to glucose toxicity in almsl models, which triggered cell death since
they were not able to proliferate and produce more insulin as compensatory mechanism.
By contrast, pancreatic p-cells in bbs models were also sensitive to apoptosis triggered
by hyperglycemia, but they maintained a compensatory increased proliferation, at least
in early stages. Taken together these findings could explain why BBS patients develop a
late onset T2DM compared with those ALMS.
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OBJETIVOS

El BBS y el ALMS son dos ciliopatias modelo para el estudio de la actividad
ciliar y de los mecanismos moleculares asociados al desarrollo de caracteres comunes
como la obesidad. Sin embargo, los importantes avances realizados en los Ultimos afios
en su diagnéstico y en la definicion de la base molecular subyacente, son todavia
insuficientes para ofrecer a la mayoria de pacientes un consejo genético adecuado en
fases tempranas de la enfermedad, asi como opciones terapéuticas reales que les

permitan mejorar su calidad de vida.

Respecto al diagndstico, si bien la base genética del ALMS parece estar resuelta,
en el caso del BBS entre el 20-30% de los pacientes contintan sin ser diagnosticados a
pesar de que siguen identificandose nuevos genes causales que lo convierten en una de
las ciliopatias genéticamente mas heterogéneas, hecho que dificulta mucho un
diagnostico diferencial temprano. Es por ello que continia siendo necesaria la
caracterizacion genética de las distintas cohortes con la finalidad de desarrollar las
estrategias diagnosticas mas adecuadas para cada grupo poblacional. En relacion a esto,
la implantacion de herramientas de secuenciacion masiva se esta imponiendo en las
unidades de diagnostico por representar un método rapido de identificacion de variantes
causales; sin embargo, presentan la gran desventaja de detectar una enorme cantidad de
variantes cuya implicacion en el fenotipo no podria descartarse. Por lo tanto, es
imprescindible el uso y validacion de herramientas bioinformaticas y ensayos
funcionales que permitan clasificar correctamente todos esos cambios para ofrecer un

mejor consejo genético.

Por otra parte, aln no se ha conseguido explicar del todo la elevada variabilidad
clinica inter- e intrafamiliar asociada a ambos sindromes, especialmente en el caso del
ALMS al no haberse descrito modelos de herencia oligogénica. Teniendo esto en
cuenta, la investigacion de nuevos mecanismos potencialmente implicados en el
desarrollo y modulacion de la expresion fenotipica de este sindrome sigue siendo
necesaria, considerando ademas que no se ha dilucidado completamente la base
molecular asociada al ALMS y que existen ciertas dificultades a la hora de conciliar los
distintos trabajos publicados hasta la fecha para proponer un modelo molecular de
actuacion de la proteina ALMSL.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en este trabajo se definieron los

siguientes objetivos:
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. Analizar la implicacion de los genes BBS10 y BBS12 en pacientes con sospecha

clinica de BBS negativos para un cribado mutacional previo, caracterizar las
variantes identificadas mediante el uso de distintas herramientas de prediccion y
aplicar los resultados obtenidos a la optimizacion del algoritmo diagnéstico

disefiado por nuestro grupo de investigacion.

Establecer una correlacion genotipo-fenotipo para aquellos pacientes con BBS

portadores de dos variantes patogénicas en los genes BBS10 y BBS12.

. Caracterizar y determinar el efecto de distintas variantes en genes BBS y en

ALMS1, identificadas previamente en pacientes con BBS, sobre el
procesamiento del ARN mensajero mediante un ensayo funcional utilizando

minigenes hibridos.

. Caracterizar la region promotora del gen ALMS1 en términos de presencia de

islas CpG, motivos X-box y otras secuencias de union a factores de

transcripcion, mediante el uso de distintas herramientas bioinformaticas.

Disefiar y realizar un estudio piloto para valorar la presencia de regiones
metiladas en la isla CpG identificada en el promotor del gen ALMS1, mediante

PCR cuantitativa especifica de metilacion.

Establecer un modelo de expresion génica reducida o knockdown para el gen
ALMS1 en la linea celular nTERT RPE-1, y estudiar el efecto del silenciamiento
de dicho gen sobre la formacion y morfologia del cilio primario y el

centrosoma/cuerpo basal.

Estudiar el efecto del silenciamiento transitorio del gen ALMS1 sobre la
activacion de la ruta de sefializacion TGF-p/BMP.
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CAPITULO I-Introduccién

I. INTRODUCCION

El anélisis de los genes BBS10 y BBS12, y su contribucion al BBS, ha sido
abordado en numerosos estudios desde su identificacion en los afios 2006 y 2007,
respectivamente (Stoetzel et al., 2006; Stoetzel et al., 2007). El gen BBS10 se localiza
en el cromosoma 12 (12g21.2) y esta formado por 3.595 pares de bases (pb) distribuidas
en dos exones, que codifican una proteina de 723 aminoacidos (Stoetzel et al., 2006).
Por otro lado, el gen BBS12 estéa localizado en el cromosoma 4 (4927) y consta de 3.244
pb organizadas también en dos exones, de los cuales sélo el segundo codifica una
proteina de 710 aminoacidos (Stoetzel et al., 2007). La estructura de ambos genes, asi

como la representacion de la proteina equivalente se representa en la Figura 6:

1 2 (Exén)
BBS10
(ph)
1 132 236 371 595 723 (aminoacidos)
B 1 2 {Exdn)
ATG
BBS12
1 (ph)
Inl1 In2 In3
1 136 331 475 532 710 {aminoacidos)
B sccuencia codificante Dominio ecuatorial Dominio intermedio Dominio apical B insercion

Figura 6. Representacion esquematica de la estructura exonica de los genes BBS10 (A) y BBS12 (B),
asi como de la proteina resultante en cada caso.
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1. GENES BBS10Y BBS12 CONTRIBUCION A LA CARGA MUTACIONAL DEL
SINDROME DE BARDET-BIEDL

La implicacion de ambos genes en el BBS es diversa: mientras que BBS10 es el
segundo gen, tras BBS1, que maés contribuye al desarrollo de este sindrome con un 20%
de media en las distintas cohortes analizadas (Stoetzel et al., 2006; Forsythe & Beales,
2013), la contribucion del gen BBS12 es bastante menor, con un 5-11% de familias en
las que se hayan identificado variantes causales (Stoetzel et al., 2007; Billingsley et al.,
2010; Muller et al., 2010). Un gran porcentaje de la elevada implicacion del gen BBS10,
al menos en poblacion europea, se debe a la recurrencia del alelo p.Cys91Leufs*5 (26-
48% de los alelos mutados en este gen), de forma similar a lo que sucede con el cambio
p.Met390Arg en BBS1 (Mykytyn et al., 2002; Stoetzel et al., 2006; Billingsley et al.,
2010; Muller et al., 2010).

Ademas, se ha descrito que la contribucion de BBS1, BBS10 y BBS12 puede
alcanzar el 58% del total de familias analizadas (Muller et al., 2010), y también que un
40-50% de familias con BBS serian portadoras de variantes patogénicas en BBS6,
BBS10 y BBS12 (Billingsley et al., 2010; Muller et al., 2010; Deveault et al., 2011).
Asi, la primera aproximacion al diagndstico molecular rutinario del BBS consiste en la
secuenciacion de las dos variantes causales predominantes en BBS1 y BBS10, seguida
de la secuenciacion completa de los genes BBS1, BBS10 y BBS12, tal y como se recoge
en las estrategias de diagnostico publicadas (Muller et al., 2010; Billingsley et al., 2011;
M hamdi et al., 2014a). Sin embargo, en un sindrome tan genéticamente heterogéneo
como el BBS, esta estrategia esta siendo reemplazada por la incorporacion progresiva
de técnicas de secuenciacion masiva, en especial la secuenciacion de exoma completo o
el uso de paneles dirigidos (Redin et al., 2012; Xing et al., 2014; Ece Solmaz et al.,
2015; Kim et al., 2015). El cribado de los dos cambios predominantes en BBS1 y

BBS10, pese a ello, sigue siendo la primera estrategia de eleccion en la actualidad.
1.1 Importancia de la carga mutacional total en el sindrome de Bardet-Biedl

El concepto de carga mutacional total hace referencia al nimero total de
variantes deletéreas del genoma que contribuyen a un determinado rasgo o
caracteristica. En el caso concreto del BBS, la existencia de determinadas variantes que
interactien entre si para modular la presentacién clinica es un hecho ampliamente
documentado (Badano et al., 2006b; Leitch et al., 2008; Zaghloul et al., 2010; revisado
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en Zaghloul & Katsanis, 2010; Davis & Katsanis, 2012). Ademas, la localizacién
relativa de esas variantes podria ser critica, ya que las interacciones funcionales entre
variantes proximas quiza sean mas determinantes para el desarrollo de la enfermedad y
su progresion (Zaghloul & Katsanis, 2010). Es interesante mencionar también que
algunos genes BBS pueden actuar como genes causales o loci modificadores en funcién
de la familia afectada (revisado en Katsanis, 2004), poniendo de manifiesto la decisiva

influencia del contexto gendmico.

Asi, aunque la identificacion y caracterizacion de genes altamente penetrantes
pueda ser Util para el estudio de determinadas patologias desde un punto de vista
mendeliano, el estudio exhaustivo de los patrones de herencia oligogénica, como el que
sigue el BBS, podria contribuir a conocer los efectos deletéreos que muchas variantes
potencialmente tienen en un contexto de variacion determinado, y con ello, a explicar al
menos parcialmente la gran variabilidad fenotipica asociada a este sindrome (Zaghloul
& Katsanis, 2010).

2. FUNCION DE LAS PROTEINAS BBS10 Y BBS12: COMPLE]O CCT/TRiC/BBS-
CHAPERONINA

Las proteinas BBS10 y BBS12, junto a BBS6, denominadas conjuntamente
proteinas BBS chaperonin-like, constituyen una rama de la superfamilia de
chaperoninas tipo Il y forman parte del complejo proteico CCT/TRiIC/BBS-
chaperonina, cuya funcion principal es iniciar el proceso de ensamblaje del BBSoma a
través de su asociacion con BBS7, a la que estabilizan (Seo et al., 2010; Zhang et al.,
2012). Las tres presentan la arquitectura clasica de las chaperoninas, con los dominios
ecuatorial, apical e intermedio, muy conservados (Figura 6), aunque contienen
inserciones especificas que no estan presentes en las otras familias de chaperoninas
(Stoetzel et al., 2006; Stoetzel et al., 2007). Ademas, el sitio funcional para la hidrolisis
de ATP presente en todas las chaperoninas no estd conservado en BBS12, aunque si
parcialmente en BBS10 (Stoetzel et al., 2006; Stoetzel et al., 2007); esto sugiere que no
son chaperoninas convencionales que promuevan el plegamiento proteico mediante una
actividad ATPasa (Seo et al., 2010). Las proteinas BBS10 y BBS12 se localizan en

centrosomas y cuerpos basales (Marion et al., 2009), y eran consideradas exclusivas de
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organismos vertebrados hasta que un reciente estudio filogenético de Mukherjee y

Brocchieri (2013) identifico genes ortdlogos en eucariotas primitivos.

Desde un punto de vista mecanicista, BBS10 no seria un componente estructural
del complejo CCT/TRiC/BBS-chaperonina, sino que tendria un papel esencial en la
regulacion de la formacion de este complejo, promoviendo la interaccién de BBS6-
BBS12-BBS7 con las chaperoninas CCT/TRIC (Zhang et al., 2012), como se muestra
en la Figura 7. Asi, la presencia de variantes patogénicas en BBS6, BBS10 y BBS12
impediria las interacciones fisicas entre las tres proteinas y por lo tanto la formacién de
un complejo multimérico funcional con las chaperoninas CCT/TRIC, lo que
desencadenaria la degradacién de BBS2 y BBS7, que conforman el nicleo del BBSoma
(Seo et al., 2010; Zhang et al., 2012). La produccién de proteinas BBS6, BBS10 y
BBS12 no funcionales origina fenotipos similares a los observados en ratones modelo y

pacientes con afectacion de las proteinas integrantes del BBSoma (Seo et al., 2010).

BBS10
CCT/TRIiC
BBS7 BBS12 BBS6 > ( BBS7| BBS12 BBS6
[ CCT/TRIC J

Figura 7. Esquema del modelo de actuacién de las proteinas BBS10 y BBS12 como parte del
complejo CCT/TRiC/BBS-chaperonina.

Aunque muy pocos estudios han profundizado en el papel bioldgico de las
proteinas BBS10 y BBS12, si se conocen algunos procesos en los que intervienen. Asi,
Mockel y colaboradores (2012) comprobaron como la inactivacion de BBS12
desencadena la acumulacion de pigmentos en el segmento interno de los fotorreceptores
y finalmente su apoptosis, concluyendo que es esencial para su funcién pero no asi para
su diferenciacion. Respecto a la funcion renal, al inhibir la expresion de los genes
BBS10 y BBS12 se producen células renales epiteliales no ciliadas, carentes del receptor
tipo 2 para la vasopresina (AVPR2, por sus siglas en inglés), lo que impide la
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reabsorcion de agua en los tubulos colectores y conlleva una disminucion de la

capacidad de concentracién urinaria (Marion et al., 2011).

Por otra parte, el papel de BBS10 y BBS12 en el desarrollo de obesidad y
sindrome metabdlico también ha sido investigado. Asi, cuando se silencian ambas
proteinas se inhibe la sefializacion Wnt mediada por el cilio primario de los
preadipocitos en diferenciacion, lo que produce la activacion de vias proadipogénicas, la
acumulacion de triglicéridos y un aumento en la secrecion de leptina (Marion et al.,
2009). Esto sugiere que alteraciones en las rutas de sefializacion implicadas en el
proceso de adipogénesis estarian contribuyendo a la patogénesis de la obesidad
observada en el BBS, alternativamente a la hipétesis de disfuncién hipotalamica (véase
el apartado 2.1.4 de la Introduccion general). Ademas, el silenciamiento de BBS12, in
vivo e in vitro, produce un sorprendente incremento de la sensibilidad a insulina y una
mayor capacidad de captacion de glucosa, lo que sugeriria un efecto protector de la
inactivacion de este gen frente a la T2DM (Marion et al., 2012b). En contraposicion,
Starks y colaboradores (2015) refieren que la proteina BBS12 seria requerida para la
correcta localizacion del receptor de la insulina en la membrana plasmaética,
participando en el trafico intracelular de dicho receptor hacia la membrana; ademas, la
disminucion de la expresion de BBS12 altera a su vez la expresion del receptor de la
insulina. Este hallazgo implica, por lo tanto, que los defectos en el trafico del receptor
de la insulina suponen un nuevo mecanismo que explicaria la resistencia a la insulina

asociada al BBS.
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I1. PACIENTES Y METODOLOGIA

1. DESCRIPCION DE LAS FAMILIAS SELECCIONADAS

Para la realizacion de este estudio se analizaron 55 afectos (53 familias) con
sospecha clinica de BBS y resultado negativo (una o ninguna variante patogénica
identificada) para el microchip de genotipado BBS/AS Asper Ophthalmics genotyping
microarray (Asper Biotech; Tartu, Estonia, http://www.asperbio.com/), que en el
momento de analizar las muestras contenia 154 mutaciones y polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) en los genes BBS1-10, BBS12, ALMSI,
GNAS1 y PHF6 (Pereiro et al., 2011 y observaciones no publicadas).

La mayoria de pacientes fueron explorados y diagnosticados en diversos centros
espafioles, remitiéndose muestras en forma de ADN o sangre total periférica desde el
afio 1990 hasta la actualidad. Los centros colaboradores fueron: Hospital Universitario
Fundacién Jiménez Diaz y Hospital Universitario La Paz (Madrid), Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau y Hospital Vall d"Hebron (Barcelona), Hospital de Terrassa (Terrasa,
Barcelona), Hospital Sant Joan de Déu (Esplugues de Llobregat, Barcelona), Hospital
Universitari Arnau de Vilanova (Lleida), Fundacié Salut Emporda (Figueres, Girona),
Hospital Universitario Central de Asturias (Oviedo), Hospital Universitari i Politécnic
La Fe (Valencia), Hospital de Sagunto (Sagunto, Valencia), Hospital Universitari de la
Ribera (Alcira, Valencia), Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (El Palmar,
Murcia), Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla), Hospital Univesitari Sant
Joan D’Alacant (Alicante), Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela y

Complexo Hospitalario Universitario de Vigo (Pontevedra).

El diagndstico de los pacientes fue realizado por pediatras, oftalmélogos y otros
especialistas, a los que se les entregd cuando fue posible un cuestionario clinico
establecido por EsRetNet (Red Nacional de Estudio de Distrofias de Retina, establecida
en 2003; http://www.esretnet.org/) en el que se recogia la informacion clinica mas
relevante para el diagnostico del BBS (caracteres primarios asociados al sindrome y
edad de aparicion de los primeros sintomas, fundamentalmente, ademas de cualquier
otro dato de interés). Se procurd tambien recopilar toda la informacion posible relativa a

la progresion del sindrome.
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De las 53 familias incluidas en este trabajo, 12 presentaban algin grado de
consanguinidad y todas eran de origen espafiol excepto 11 de ellas (tres indias, dos
marroquies, una argelina, una &rabe sin especificar, una irani, una ecuatoriana, una
alemana y una italiana). Este grupo de familias forman parte de una cohorte mayor de
96 familias con sospecha clinica de BBS, que constituye uno de los grupos mas
numerosos a nivel mundial. EI 50% (48/96) de estas familias presenta una confirmacion
genética de su diagndstico clinico (dos variantes causales en un gen BBS/ALMSL1). En la
Tabla 2 se resumen algunas caracteristicas demograficas de los pacientes, asi como la

distribucion por familias de cada gen estudiado.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes y familias incluidos
en el estudio

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS
GENERO, n (%)

Mujeres 28 (50,9)
Hombres 27 (49,1)
Total 55
EDAD (afos)
Media 28,7
Rango 2-70
ORIGEN, n (%)
Espafiol 42 (79,2)
Europeo 2(3,8)
Sudamericano 1(1,9
Magrebi 4 (7,5)
Irani 1(1,9
Indio 3(5,7)
Total 53
CONSANGUINIDAD, n (%)
Si 12 (22,6)
No 41 (77,4)
Total 53
GENES ESTUDIADOS, n (%)
BBS10 22 (41,5)
BBS12 52 (98,1)
BBS10+BBS12 21 (39,6)
Total 53

Para determinar la frecuencia en poblacion control de los cambios encontrados
en este trabajo, se utilizaron muestras de ADN gendmico obtenido a partir de sangre
total periférica de 50 donantes sanos de poblacion gallega cedidos por el Complexo

Hospitalario Universitario de Vigo (Vigo, Pontevedra).
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Se obtuvo consentimiento informado de todos los participantes o de sus tutores
legales, garantizandose en todo momento su anonimato. Este estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (2006/08) y se realiz6 de acuerdo a
los principios éticos para la investigacion médica en seres humanos establecidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial

(http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/).

2. ESTUDIO MEDIANTE SECUENCIACION DIRECTA DE LOS GENES BBS10y
BBS12

Para analizar la carga mutacional asociada a los genes BBS10 y BBS12 en los
pacientes incluidos en este estudio, se emplearon técnicas estandar de secuenciacion

directa. A continuacion, se resumen de forma breve los protocolos utilizados.
2.1 Extraccion y cuantificacion del ADN genémico

La mayoria de muestras seleccionadas se encontraban ya en forma de ADN al
comienzo de este trabajo (almacenadas a 4 °C). En el caso de las nuevas muestras que
se recibieron con posterioridad y se incorporaron al estudio, el ADN se extrajo a partir
de 4-10 mL de sangre total periférica recogida sobre anticoagulante EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético), utilizando para ello el Flexigene® DNA kit 250 (Qiagen;
Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Las
centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga GS-15R con rotor S4180
(Beckman Coulter; Alemania), empleando una fuerza centrifuga relativa de 2.000 xg.
Este protocolo se basa en la precipitacién con isopropanol del ADN contenido en la
muestra tras una serie de pasos de aislamiento y purificacion, seguida de un lavado con

etanol al 70% (v/v) y una rehidratacion en 1 mL de tampén Tris-HCI 10 mM a pH 8,5.

La cuantificacién y analisis de pureza del ADN extraido se realizd por
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.), considerandose muestras puras aquellas
con un indice Azso/Azgo de aproximadamente 1,8. Las muestras fueron conservadas a 4

°C hasta su uso.
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2.2 Amplificacion mediante PCR

Los exones codificantes y sus limites intronicos fueron amplificados mediante
una PCR convencional para su posterior analisis. Debido al gran tamafio del exon 2
(aproximadamente 2.000 pb de secuencia codificante en ambos casos), este se
subdividio en cinco amplicones de tamafio méas adecuado para el analisis. Las

secuencias de los cebadores especificos utilizados se indican en la siguiente tabla:

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes BBS10 y BBS12,
y caracteristicas principales de los amplicones

TAMANO TEMPERATURA

SECUENCIA (5'A 3') AMPLICON  HIBRIDACION
(pb) (°C)
BBS10
- F: GAAGCCGTGCTACCCCGGCT 417 .
R: CGCATCGCCTCAGGATGGGA
. F: GATGTGGGAAGCCAGCCTTC
Amplicon 2.1 . GGCCAGTGACACCAACATTC 939 >
) F: CACAGTTGATGTGTGACTAC
Amplicon 2.2 o TTCACCAAAGCAGTGTTAGG 535 %
» F: TCCGGAGGATCATTGGTCTT
Amplicon2.3 . - ATGTCAGCGTTTCAACTGT 290 %
) F: CAGGACACAGTTGCAGAGAA
Amplicon 2.4 5. 6 CAGTGCATGGACAGCTCTT 589 2
. F: CCTCATCTATGCCAGCTGGT
Amplicon 2.5 o, ACCAGTGGTCACATGACTGC i el
BBS12
» F: GCAGGGAGCATATCTTGTTT
Amplicon 2.1 p. T ACCTCTTCACTACAAAAG s &=
) F: GGAGCAGTGCAGTTGAAGAA
Amplicon 2.2 o G AGTAGCTGTAACATGTTCTTG 495 >
» F: CCTGCTGCAGACAGTCAATA
Amplicon 2.3 . = cCCACAGTTCTTCTGAGCT 520 %
. F: GAGGGTGACCTCACAGAGAA
Amplicon 2.4 5. 5cCAGAGATGAAGCCAGCCA 665 o6
. F: GGTCTTCCTTGGAGGTGGTG
Amplicon 2.5 o GGCACCATGACTTGGCTATC 9 2

Se utilizaron cebadores disefiados por Stoetzel y colaboradores (2006) para el gen BBS10, y por Stoetzel y
colaboradores (2007) en el caso del gen BBS12. F: cebador directo; R: cebador reverso.
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La PCR se realizé en un volumen de reaccion de 25 uL, conteniendo: 1 pL de
ADN, 2,5 puL de tampdn de reaccion 10X, 1 pL de cada cebador, directo y reverso (10
pHM), 0,75 pL de MgCl, (50 mM), 0,5 pL de dNTPs (40 mM), 0,2 pL (1 U) de ADN
polimerasa (Biotaq™ DNA Polymerase 5 U/pL de Bioline; Singapur) y 18,05 pL de
agua destilada esteril (B. Braun Medical; Barcelona, Esparfia). La amplificacion se llevo
a cabo en los termocicladores T100° Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules, California,
EE.UU.) y GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems; Carlsbad, California,
EE.UU.), bajo las siguientes condiciones: 5 min a 94 °C (desnaturalizacién inicial y
activacion de la enzima ADN polimerasa), seguidos de 35 ciclos de 30 s a 94 °C (etapa
de desnaturalizacién), 30 s a la temperatura especifica de cada par de cebadores (etapa
de hibridacion) y 30 s a 72 °C (etapa de elongacién), para finalmente producirse una
extension de 10 min a 72 °C. Las temperaturas de hibridacion para cada amplicon, asi

como su tamafio, se especifican en la Tabla 3.

Para comprobar si se habia producido la correcta amplificacion del fragmento de
interés, se mezclaron 5 pL del producto de PCR con 5 pL de tamp6n de carga con azul
de bromofenol, y la mezcla resultante se carg6 en un gel de agarosa al 2% (p/v) tefiido
con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). En cada caso se incluyo el marcador de peso
molecular HyperLadder " 100 bp (Bioline; Singapur). La electroforesis se realizé en el
equipo Sub-Cell® GT (Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.), utilizando tampén de
electrodo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris 40 mM, &cido acético glacial al 5,72%
(v/v), EDTA 1 mM a pH 8) y aplicando una corriente eléctrica de 120 V durante
aproximadamente 30 min (fuente de alimentacion PowerPac’ Basic de Bio-Rad:
Hercules, California, EE.UU.). Una vez finalizada, las bandas de ADN se visualizaron
en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc EQ de Bio-Rad; Hercules, California,
EE.UU.) y se obtuvo un archivo de imagen empleando el programa QuantityOne 4.6.1
(Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.).

2.3 Purificacion del producto de PCR

Con objeto de eliminar el excedente de sales, nucleotidos y cebadores que
pudieran interferir en la reaccion de secuenciacion y posterior lectura de fragmentos, se
procedio a purificar el producto de PCR mediante dos métodos: una reaccion enzimatica

0 bien un sistema de purificacion en columna.
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El sistema enzimético empleado consistié en el uso del reactivo ExoSAP-IT®
PCR Product Cleanup (Affymetrix USB; Cleveland, Ohio, EE.UU.), que en una Unica
reaccion permite la degradacion de los nucle6tidos no incorporados y los cebadores
mediante una enzima con actividad exonucleasa, evitando asi pérdidas de ADN durante
el proceso. Para ello, se mezclaron 4,5 pL del producto de PCR con 1,5 pL del reactivo,
y se incubaron durante 15 min a 37 °C, seguidos de otros 15 min a 80 °C para la
inactivacion de la enzima. El producto de PCR asi purificado se utiliz6 inmediatamente

después para su secuenciacion, o se almaceno a 4 °C.

Por otra parte, también se utilizo el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel; Duren, Alemania), siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
Se basa en el uso de una columna pre-empaquetada que contiene una membrana de
silice a la que se une especificamente y de forma reversible el ADN en presencia de
sales caotrdpicas, que crean el ambiente hidrofébico necesario para su interaccion y
union. Tras varios lavados, se incubd la membrana con 15-25 pLL de tampodn de elucion
(Tris-HCI 5 mM a pH 8,5), consiguiéndose asi una muestra purificada de ADN lista

para ser secuenciada. El producto de PCR purificado se almacen6 a -20 °C hasta su uso.

En el caso de detectar bandas inespecificas tras la amplificacién, y antes de
proceder a la purificacion del amplicdn del interés, se carg6 todo el producto de PCR en
un gel de agarosa al 2% (p/v) y tras resolver adecuadamente las distintas bandas, se
recortd el fragmento correspondiente al tamafio esperado y se purifico utilizando el
sistema de columnas, siguiendo el mismo protocolo pero con un paso previo de

disolucion del fragmento de agarosa durante 10 min a 50 °C.
2.4 Secuenciacion y lectura de secuencias

Una vez purificados los fragmentos de ADN de interés, se llevé a cabo la reaccion de
secuenciacién utilizando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies; Austin, Texas, EE.UU.). Para ello, se preparé la siguiente mezcla de

reaccion en un volumen final de 10 pL:

1) A partir del producto de PCR purificado mediante el método enzimético: 6 uL
de ADN, 2 uL de tampon de reaccion 5X, 1 uL del cebador de interés, directo o
reverso (10 uM) y 1 pL de la mezcla de reaccion BigDye® Terminator v3.1
Ready Reaction Mix.
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2) A partir del producto de PCR purificado con el sistema de columnas: 2 uL de
ADN, 2 pL de tampdn de reaccion 5X, 1 pL del cebador de interés, directo o
reverso (10 uM), 1 pL de la mezcla de reaccion BigDye® Terminator v3.1 Ready
Reaction Mix y 4 uL de agua destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona,

Esparia).

La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en los termocicladores T100°
Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.) y GeneAmp® PCR System
2700 (Applied Biosystems®; Carlsbad, California, EE.UU.), bajo las siguientes
condiciones: 3 min a 98 °C, seguidos de 25 ciclos de 10sa 96 °C,5sa 50 °Cy 4 mina
60 °C. El producto de secuenciacion se purific6 mediante precipitacién con sales
empleando el siguiente protocolo: a cada muestra se le afadieron 55 pL de etanol
absoluto a -20 °C, 19 puL de MgCl, 2 mM y 10 puL de agua destilada estéril, se
mezclaron bien y se incubaron un minimo de 15 min a -20 °C. A continuacion, las
muestras se centrifugaron durante 15 min a 18.000 xg en una centrifuga de mesa
Microfuge® 18 con rotor F241.5P (Beckman Coulter; Alemania) y se decantd el
sobrenadante. Seguidamente, se afiadieron 84 pL de etanol al 70% (v/v) a cada muestra
y se volvieron a centrifugar 15 min en las mismas condiciones. Finalmente, se decanto
de nuevo el sobrenadante y las muestras se dejaron secar al aire para que se evaporaran

los restos de etanol. EI ADN precipitado se almacend a -20 °C hasta su lectura.

Los fragmentos ya purificados se resolvieron en un secuenciador capilar ABI
PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies; Foster City, California, EE.UU.),
servicio realizado por la “Unidad de Secuenciacion de DNA” del Servizo de
Determinacion Estructural, Protedmica e Xenomica del C.A.C.T.l. (Centro de Apoio

Cientifico-Tecnoloxico a Investigacion) de la Universidade de Vigo.
2.5 Analisis de secuencias y nomenclatura de variantes

Los electroferogramas obtenidos tras la electroforesis capilar se emplearon para
analizar cualquier variacion de secuencia en cada una de las muestras estudiadas,
utilizando los siguientes programas informaticos para la edicion, alineamiento y analisis

de secuencias:

1 BioEdit Sequence Alignment Editor, version 7.1.3
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
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1 ClustalW Multiple Sequence Alignment
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html)

Todas las variantes se nombraron de acuerdo a la ultima version de las
recomendaciones de la Human Genome Variation Society-HGVS (version 15.11; den
Dunnen et al., 2016), considerando el primer nucleétido del codon de inicio ATG como
el nucledtido c.1. Las secuencias de referencia utilizadas fueron ENST00000393262.3
(BBS10) y ENST00000314218.7 (BBS12), depositadas en la base de datos Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html), del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-

EBI; http://www.ebi.ac.uk/).
2.6 Clonacion

Cuando tras analizar las secuencias de ADN obtenidas se identificd una
delecion/insercién en heterocigosis, se procedié a su clonacion utilizando el sistema
PGEM®-T Vector System | (Promega; Madison, Wisconsin, EE.UU.) para analizar los
dos alelos por separado y poder determinar asi el nimero de nucle6tidos implicados en
dicho cambio. El proceso de clonacién empleado se basa en la amplificacién e insercion
del fragmento de interés en un vector especifico ()\GEM®-T, Figura 8), seleccionando
posteriormente aquellas células competentes que lo hayan incorporado mediante
métodos estandar en clonacion como la resistencia a antibidtico y la capacidad de
hidrolizar el compuesto X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido). Las
colonias de interés (aquellas que hayan incorporado el vector recombinante) seran, en
este caso, las que sean capaces de crecer en un medio con ampicilina y presenten color

blanco.
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Figura 8. Mapa circular del vector pGEM®-T (imagen modificada de
https://www.promega.es/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-
applications-guide/cloning/).

En primer lugar, se procedio a la amplificacion y purificacion del fragmento de
interés mediante los protocolos indicados anteriormente (apartados 2.2 y 2.3). A
continuacion, se llevo a cabo la reaccion de ligacion del fragmento generado en la etapa
anterior y el vector pGEM®-T. Para ello, se prepard la mezcla de ligacién en un
volumen final de 10 pL, afiadiendo 3 pL de producto de PCR purificado
(aproximadamente 100 ng de ADN), 5 uL de tampon de ligacion 2X (Rapid Ligation
Buffer), 1 uL de T4 DNA Ligase y 1 uL de vector pGEM®-T (50 ng), y se dejo

incubando toda la noche (alrededor de 16 h) a 4 °C.

Al dia siguiente, se realiz6 la transformacion de células competentes: en primer
lugar, se inoculd el producto de ligacion con 50 pL de células competentes (JM109
Competent Cells, High efficiency de Promega; Madison, Wisconsin, EE.UU.) vy, tras
agitar suavemente, se incubé en hielo durante 20 min. El vector recombinante generado
en la etapa anterior fue introducido en las células mediante una reaccion de
transformacion por choque térmico durante 45-50 s a 42 °C, seguida de una incubacion
en hielo durante 2 min. A continuacion, se afiadio 1 mL de caldo de cultivo Luria-
Bertani (LB; 10 g/L de cloruro de sodio, 10 g/L de triptona y 5 g/L de extracto de
levadura) a cada tubo y se incubaron durante 90 min a 37 °C, aplicando una agitacién

suave. Seguidamente, los tubos fueron centrifugados (centrifuga de mesa Microfuge® 18
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con rotor F241.5P; Beckman Coulter, Alemania), se decantd el sobrenadante y se
resuspendieron las células sedimentadas en 100 pL de medio LB. El inéculo asi
obtenido se sembro en placas LB-agar/ampicilina (medio LB con 1,5% (p/v) de bacto-
agar y 50 pg/mL de ampicilina de Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.)
precalentadas a 37 °C, a las que previamente se les habia afiadido X-Gal e IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido), y se incubaron toda la noche (aproximadamente
16 h) a 37 °C en una estufa incubadora um-400 (Memmert; Schwabach, Alemania).

Una vez crecidas, se hizo la seleccion y analisis de las colonias: Se picaron un
minimo de cinco colonias blancas por placa, que fueron transferidas a microtubos y se
disolvieron en 100 pL de agua destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia).
Tras agitar vigorosamente cada microtubo durante 1 min, se realiz6 una
desnaturalizacion durante 2 min a 95 °C, se volvio a agitar 1 min y se centrifugaron
durante 5 min a 18.000 xg en una centrifuga de mesa Microfuge® 18 con rotor F241.5P
(Beckman Coulter; Alemania), estando contenido en el sobrenadante el vector

recombinante con el fragmento de interés.

Para poder analizar la secuencia del fragmento insertado, éste se amplificd
mediante una PCR convencional, preparando la siguiente mezcla de reaccion en un
volumen final de 50 pL: 2 uL ADN, 5 pL de tampdn 10X, 2,5 pL de MgCl,, 1 pL de
cada cebador (directo y reverso, especificos para cada inserto), 0,5 puL de dNTPs, 0,2
uL (1 U) de ADN polimerasa (Biotag'™ DNA Polymerase 5 U/uL de Bioline; Singapur)
y 37,8 UL de agua destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia). El programa
empleado para la amplificacion fue: 2 min a 95 °C, seguidos de 30 ciclos de 30 s a 95
°C,30sa50°Cy30sa72°C. Finalmente, el producto de PCR se purifico y secuencio

siguiendo el mismo protocolo descrito en los apartados 2.3 y 2.4 de esta seccion.

3. CARACTERIZACION BIOINFORMATICA DE LOS CAMBIOS IDENTIFICADOS

Una vez analizadas las secuencias, se procedié a la caracterizacion de los
cambios encontrados mediante el uso de distintas herramientas bioinformaticas.
Aquellas sustituciones que producian cambios de sentido erréneo (equivalente al
término inglés missense), fueron analizadas mediante programas informaticos que

predecian la conservacion del residuo aminoacidico afectado y/o el efecto sobre la
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estructura y funcion proteica que ese cambio podria producir, y que basan en el

alineamiento mdltiple de secuencias y la comparacion de estructuras tridimensionales

entre proteinas homdlogas:

T

PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2;
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/): clasifica los cambios en benignos,
posiblemente dafiinos y probablemente dafiinos, asignadndoles una puntuacién de
0 a 1, de menor a mayor patogenicidad (Adzhubei et al., 2010).

PMut (http://mmb.pcb.ub.es/PMut/): clasifica los cambios como neutros o
patolégicos, asignando un valor (NN output) superior a 0,5 si el cambio es
patogénico (Ferrer-Costa et al., 2005).

SIFT (Sorting Intorelant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/): clasifica los
cambios como tolerados o dafiinos, asignando a los cambios patogénicos un
valor (SIFT Score) inferior o igual a 0,05 (Kumar et al., 2009).

COBALT (Constraint-based Multiple Alignment Tool;
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi): permite estudiar la
conservacion evolutiva del aminoédcido afectado mediante el alineamiento
maultiple de secuencias proteicas entre especies (Papadopoulos y Agarwala,
2007).

Para estudiar si los cambios de secuencia identificados producian alguna

alteracion en los sitios donadores/aceptores de splicing que pudiera afectar al

procesamiento del ARN mensajero (ARNmM), o analizar si generaban o destruian

posibles secuencias potenciadoras del proceso de splicing (ESE, del inglés Exonic

Splicing Enhancer), se emplearon los siguientes programas bioinforméaticos basados en

la busqueda y comparacion de secuencias consenso entre secuencia salvaje y mutada:

M

NetGene2(version 2.4, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/); Hebsgaard
et al., 1996.

SpliceView  (http://bioinfo.itb.cnr.it/oriel/splice-view.html);  Rogozin &
Milanesi, 1997.
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1 NNSplice (Neural Network SPLICE 0.9 version from the Berkeley Drosophila
Genome Project, http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html); Reese et al.,
1997.

1 HSF (Human Splicing Finder, versién 2.4.1, http://www.umd.be/HSF/); Desmet
et al., 2009.

1 Rescue ESE(Relative Enhancer and Silencer Classification by Unanimous

Enrichment, http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/); Fairbrother et al., 2002.

En todos los casos se utilizaron los pardmetros por defecto establecidos en cada

programa.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existian diferencias en la distribucion de los cambios
identificados entre grupos de pacientes y controles, se construyeron tablas de
contingencia 2x2 y se aplico el estadistico exacto de Fisher. Se considerd que existian

diferencias significativas cuando p<0,05.

Este andlisis estadistico se realizd con el programa SPSS 15.0 para Windows
(SPSS Inc.; Chicago, Illinois, EE.UU.).
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III. RESULTADOS

Tras analizar el gen BBS12 en 52 familias, se encontré al menos un cambio en el
67% (35/52) de ellas. Este porcentaje se redujo a tan sélo el 18% (4/22) para el gen
BBS10. Se identificaron un total de 26 variantes distintas, 21 en el gen BBS12 y cinco
en el caso de BBS10 (Figura 9). Tres de ellas fueron descritas por primera vez en este
estudio (dos cambios en BBS12 y uno en BBS10) y se depositaron en el “Archivo
Europeo de Nucle6tidos” (European Nucleotide Archive-ENA,
http://www.ebi.ac.uk/ena) del EMBL-EBI.
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Figura 9. Representacion del nimero y tipo de cambios encontrados en los 55 pacientes
analizados en este estudio, distribuidos por genes.

1. VARIANTES DE CARACTER PATOGENICO

A continuacion, se describiradn brevemente los hallazgos efectuados en aquellas
familias en las que se identificaron variantes clasificadas como patogénicas, siguiendo
los criterios del Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG)

(Richards et al., 2015). Los criterios de inclusion considerados fueron los siguientes:

1 Variantes sin sentido (equivalente al término inglés nonsense) vy
deleciones/inserciones con cambio de pauta de lectura que produzcan un

coddn de parada prematuro (equivalente al término inglés frameshift indel).
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7 Variantes de sentido erréneo que:

a) Obtengan como minimo dos predicciones positivas de patogenicidad a nivel
proteico con los programas bioinformaticos descritos en el apartado 2.7 y

afecten a residuos conservados evolutivamente (al menos en mamiferos).
b) Estén ausentes en al menos 100 cromosomas control.
c) Presenten una segregacion familiar positiva (de existir familiares disponibles).

Para todas las nuevas variantes identificadas se analizd su presencia en

cromosomas control, independientemente del tipo de cambio.

Se encontraron un total de 10 cambios distintos: cuatro deleciones, cuatro
variantes de sentido errdneo y dos cambios sin sentido, distribuidos a lo largo del exén
2 de ambos genes. Siete de ellas eran variantes privadas es decir, presentes
Unicamente en una familia. En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas
principales asociadas a cada una de las variantes patogenicas identificadas, asi como el
resultado del analisis bioinformético realizado para predecir la patogenicidad de las
variantes de sentido erréneo:
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Tabla 4. Variantes patogénicas en los genes BBS10 y BBS12 identificadas en este estudio

CAMBIO EXON PolyPhen?2 PMut SIFT  CONSERVACION ~SEGREGACION M RECUENCIAL00

VARIANTE PROTEICO (amplicon) n (valor) (valor) (valor) EVOLUTIVA FAMILIAR Cc%?\:\#gg?\&)s
BBS10
€.850C>T p.(GIn284*) 2(2.2) 1 - - - - + 0
Probablemente dafina Neutral Daiiina .
€.992T>C p.(Val331Ala) 2(2.2) 1 (0,978) (0,344) ) Sl ND 0
BBS12
Posiblemente dafiina Patogénica*  Daflina .
c.116T>C p.(11e39Thr) 2(2.1) 1 (0,783) (0,607) ) Sl + 0
Probablemente dafina Patogénica  Dafiina <
€.263T>G p.(Leu88Arg) 2(2.1) 3 (1) (0,896) 0) Sl + 0
€.1082delG p.(Gly361Valfs*22) 2(2.3) 1 - - - - + 0
€.1115 1116delTT p.(Phe372%*) 2 (2.3) 2 - - - - + -
c.1140delA p.(Thr380Thrfs*3) 2 (2.3) 1 - - - - + 0
€.1383 1386delTGAA  p.(Asn461Lysfs*10) 2 (2.4) 1 - - - - + -
Probablemente dafiina Patogénica  Dafiina : -
c.1616G>A p.(Gly539Asp) 2 (2.4) 3 (0,996) (0,368) 0) Sl + (") 0
€.1893_1894delTC p.(Ser631Serfs*8) 2 (2.5) 1 - - - - + -

En negrita, variantes descritas por primera vez en este estudio. “n dndica el nimero de familias en las que se ha encontrado cada cambio. (*) Prediccion con baja confianza (2 sobre 9).
(™) En una de las familias en las que se detectd esta variante no se disponia de familiares para el estudio de segregacion. Cddigos utilizados para las predicciones: Q8TAM1
(UniProtKB/Swiss-Prot) y ENSP00000376946 (Ensembl) para BBS10; Q6ZW61 y ENSP00000319062 para BBS12. ND: no disponible.
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1.1 Familias con confirmacién molecular del diagndstico clinico

Dos de las familias en las que se analizo el gen BBS10 resultaron ser portadoras
de dos variantes causales, lo que permitio confirmar a nivel molecular la sospecha
clinica de BBS:

& Familia RP1032

Esta familia consta de dos hermanos afectos (hombre y mujer), ambos
portadores de una nueva variante patogénica en homocigosis en el exén 2 (Figura 10):
€.850C>T/p.(GIn284*) (cddigo de acceso ENA: HG518151). Esta variante sin sentido
daria lugar a una proteina truncada si llegara a traducirse, con s6lo un 39% de la

secuencia original de aminoacidos.

250 260
GAAGCACAGTTTTAGACATCTCAATTT

|

Figura 10. Electroferograma de la variante en homocigosis
€.850C>T/p.(GIn284%).

El analisis de segregacion confirmd su presencia en heterocigosis en la madre
(padre no disponible). No se detectd este cambio en los 100 cromosomas de individuos

control analizados.

& Familia GBB36

En el afecto de esta familia se identificO una sustitucion en homocigosis,
también en el exén 2 (Figura 11): ¢.992T>C/p.(Val331Ala) (cédigo de acceso ENA:
HG518152), descrita y caracterizada como patogénica por Pifieiro Gallego (2013). No
se dispuso de ADN de los padres para el estudio de segregacion.
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380 390 400
CATATCAGTGGCTGAGTGTTTATCAT(

Figura 11. Electroferograma de la variante en homocigosis
€.992T>C/p.(Val331Ala).

Respecto al gen BBS12, en siete de las familias estudiadas (13,5%; 7/52) se
detectaron dos variantes patogénicas, confirmandose asi el diagnostico inicial de BBS:

& Familia B63

El afecto de esta familia resultd ser doble heterocigoto para las variantes
€.263T>G/p.(Leu88Arg) y c.1616G>A/p.(Gly539Asp), en los amplicones 2.1 y 2.4,
respectivamente (Figura 12).

’ | ¥ ) V|
320 330 500 510 520

AACTGGAATCAGTACTCKTTTIGTTT CTTCCTTGGAGNTGGT GCAGTTGAATT

L ﬂﬂﬂ/ N\J\M Ml f\f U\ AV tN\/\M[\m/V\M\ﬂ.

Figura 12. Electroferograma de las variantes en heterocigosis ¢.263T>G/p.(Leu88Arg) (A) y
€.1616G>A/p.(Gly539Asp) (B).

El andlisis de segregacion confirmo el estatus portador en ambos padres: la
madre era heterocigota para el cambio ¢.1616G>A/p.(Gly539Asp), mientras que en el
padre se identifico la sustitucion ¢.263T>G/p.(Leu88Arg). Ninguna de las dos variantes

fue detectada en 100 cromosomas de individuos control.
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& Familia B179

El caso indice presentd dos variantes patogénicas en heterocigosis (Figura 13): la
sustitucion ¢.263T>G/p.(Leu88Arg) y la delecion ¢.1115 1116delTT/p.(Phe372*), en

los amplicones 2.1 y 2.3, respectivamente.

A B
330 350 410 ) 40 430

34
GGAATCAGTACTCNITTGTTTCT|ICACCTGGGATNNWANNNNT NNNNANATWWWAAMA ]

M \[ Nﬁ\ﬂl\f\ﬂ N\l\)ﬂu\nf My \

C

410 420 430 410 420 |
CCGCCACCTGGGAT TTAATAAGTCTGCAAA|[CCGCCACCTGGGATAATAAGT CTGCAA.

T

Figura 13. Electroferograma de las variantes en heterocigosis ¢.263T>G/p.(Leu88Arg) (A) vy
€.1115 1116delTT/p.(Phe372*) (B). Se muestra también el resultado de la clonacién de la delecion,
donde se puede observar la secuencia salvaje (C) y la delecién de los dos nucleétidos (D).

El parental del que se disponia se caracterizé como heterocigoto para la variante
€.263T>G/p.(Leu88Arg). Ademas, el hermano afecto resulté ser también portador de

ambas variantes en heterocigosis.

& Familia RP333

En la afecta de esta familia se identific6 la  delecion
c.1115 1116delTT/p.(Phe372*) en homocigosis (amplicon 2.3) (Figura 14). Esta
variante produciria una proteina truncada, aproximadamente un 50% mas corta, Si

llegara a traducirse.
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400 410 420
'ACCGCCACCTGGGATAATAAGTCTGCAAA

A

Figura 14. Electroferograma de la variante en homocigosis
c.1115_1116delTT/p.(Phe372*).

El estudio de segregacion confirmo la presencia de este cambio en heterocigosis
en ambos padres y en la hermana sana de la afecta.

& Familia FRPN15

En esta familia se detectaron dos cambios en heterocigosis (Figura 15):
€.263T>G/p.(Leu88Arg) y la delecion ¢.1383_1386del TGAA/p.(Asn461Lysfs*10), en
los amplicones 2.1 y 2.4, respectivamente. También en este caso la delecion daria lugar
a una proteina truncada, con un 35% menos de la secuencia original en comparacion a la

proteina BBS12 salvaje.

A 1 B

330 340 350 jg0 ) 300

GAATCAGTACTCKTTTGTTTCTTGTTGG||CACAAGTGAANNNNGNNTGNGNGNNNGNNNNNGNN

i mf\/\/\/\ T

C

260 270 280 270 280 290
TACATTACACAAGTGAATGAAG ATTGTGTGG CCTACAT T-\C-\C-\-\GTG-\-\G ATTGTGTGGGC G4

e

Figura 15. Electroferograma de las variantes en heterocigosis ¢.263T>G/p.(Leu88Arg) (A) vy
€.1383_1386del TGAA/p.(Asn461Lysfs*10) (B). Se muestra también el resultado de la clonacién de la delecion,
donde se puede observar la secuencia salvaje (C) y la delecién de los cuatro nucleétidos (D).

El analisis de segregacion confirmé la condicion de portadores para ambos
padres, al detectarse en heterocigosis los cambios presentes en la afecta:
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€.263T>G/p.(LeuB88Arg) en la madre y ¢.1383_1386delTGAA/p.(Asn461Lysfs*10) en

el padre.

Familia FRPNG65

=

El afecto de esta familia se caracteriz6 como doble heterocigoto para los
cambios ¢.1616G>A/p.(Gly539Asp) y ¢.1893_1894delTC/p.(Ser631Serfs*8), en los
amplicones 2.4 y 2.5, respectivamente (Figura 16). La delecion identificada produciria

una proteina sin los ultimos 80 aminoacidos del extremo carboxilo terminal en caso de

traducirse.

A

1 ] 3

500 510 520
GTCTTCCTTGGAGNTIGGTGCAGTTGAAT

m’\ Wbt Mt

260 270 280

CACAGACTCTGGCTCYYYNNYMT NWYAYMT YKWRY

f\ﬂjﬁ\.amf\ﬂﬂﬂmf\f\nmw/‘\ i

250 260 270
TGCCACAGACTCTGGCTCTCCTTCATCTTACAT

o

23 260 270
TGCCACAG -\CTCTGGC TCCTTC-\.T CTTACATCT

ot

Figura 16. Electroferograma de las variantes en heterocigosis ¢.1616G>A/p.(Gly539Asp) (A) y
€.1893_1894delTC/p.(Ser631Serfs*8) (B). Se muestra también el resultado de la clonacién de la delecion,
donde se puede observar la secuencia salvaje (C) y la delecion de los dos nucleétidos (D).

Respecto al estudio de segregacion,

se confirm6 la presencia del cambio

€.1616G>A/p.(Gly539Asp) en heterocigosis en la madre, mientras que el padre y el

hermano sano del afecto resultaron ser portadores de la delecion.

Familia GBB4

(S

En esta familia se identificaron dos
(Figura 17):

nuevas deleciones en el amplicon 2.3

€.1082delG/p.(Gly361Valfs*22) y ¢.1140delA/p.(Thr380Thrfs*3)

(codigos de acceso ENA: HG518153 y HG518154, respectivamente). En ambos casos,

si estas variantes se tradujeran darian lugar a proteinas truncadas, un 50% mas cortas.
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A

360 370 380 390 400
TGCGAATAGTTCTCATTGAGGKKRMCNNMMMRR RNAWTIWNC NNCNNCNNGG

370 380 3%0 370 380 3%0
LGTTCTC-\TTG-\GGGTG-&C CTCACA||ATAGTTCTCATTGAGGTGACCTCACH

!LMA[WW/\MAN\AM\N ) /

430 H0 450 430 45
GCAAATATTAAAACAGTATTAGATAG GC-\-\-\.T ATTAAAAC GT ATTAGATAG

Aﬂ/\ N\l\ Wﬂf\ﬂﬂf\ﬂﬂﬂm[\ MN P

Figura 17. Electroferograma donde se puede observar el inicio de las dos deleciones en
heterocigosis encontradas en el afecto (A). Se muestra también el resultado de la clonacion
en ambos casos: B y C representan la secuencia salvaje y la delecion de un nucleétido de
guanina, respectivamente (para el cambio ¢.1082delG/p.(Gly361Valfs*22)), mientras que D
y E representan la secuencia salvaje y la delecion de un nucledtido de adenina,
respectivamente (para el cambio ¢.1140del A/p.(Thr380Thrfs*3)).

El padre (Unico parental disponible) resulté ser heterocigoto para la delecion
€.1140delA/p.(Thr380Thrfs*3). Ninguna de las dos deleciones se encontr6 en los 100

cromosomas control analizados.

& Familia GBB35

Finalmente, en la afecta de esta familia se identifico la sustitucion
€.1616G>A/p.(Gly539Asp) en homocigosis en el amplicon 2.4 (Figura 18). No se
dispuso de ADN de los padres para realizar el estudio de segregacion.
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AAAAGGICTTCCTTGGAGATGGTGCAGTTGAAT

. | (\M[W il N\f\/\f\/\/\/\ﬁ | !

Figura 18. Electroferograma de la variante en homocigosis
.1616G>A/p.(Gly539Asp).

500 510 520

1.2 Familias con una unica variante patogénica

En la familia GBB40 dnicamente se identific6 la variante
c.116T>C/p.(11e39Thr) en heterocigosis (amplicon 2.1) (Figura 19), por lo que no se
pudo confirmar la sospecha clinica de BBS en este caso. Tampoco se encontrd ningln
otro cambio patogénico en los restantes genes analizados en esta familia (BBS1, BBS6 y
BBS10).

180 1 190

CATCCAAATTTANTATAGATGAA

1

A A

Figura 19. Electroferograma de la variante en
heterocigosis ¢.116 T>C/p.(11e39Thr).

Este cambio no fue detectado en 100 cromosomas control y presentdé una
segregacion familiar positiva, al haberse identificado al padre como portador del mismo

(y estar ausente en la madre).
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1.3 Prediccion del impacto potencial a nivel de splicing

A continuacion, se procedio a analizar el posible efecto que las variantes
clasificadas como patogénicas pudiesen tener sobre el mecanismo de splicing, bien a
través de la alteracion de sitios consenso, bien mediante la creacion o ruptura de sitios
ESE. Se considerd que una variante podria afectar al proceso de splicing si al menos dos
de los cuatro programas bioinformaticos utilizados ofrecian una prediccién positiva,
independientemente de las predicciones de secuencias potenciadoras efectuadas con el
programa Rescue ESE, que se utilizaron como una evidencia adicional en caso de
cumplirse el requisito anterior. En la siguiente tabla se muestran los resultados

obtenidos:
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Tabla 5. Resultado del anélisis de prediccion del impacto a nivel de splicing que tendrian las variantes patogénicas en los genes BBS10 y BBS12 identificadas en este

estudio
SITIO DE . S
VARIANTE NetGene2 NNSplice SpliceView HSF RESCUE ESE
SPLICING
BBS10
Aceptor Neutral Neutral Neutral Neutral
€.850C>T/ Desaparece una
p.(GIn284%*) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la No se reconoce la secuencia Neutral secuencia ESE
consenso salvaje secuencia consenso salvaje consenso salvaje
Aceptor Neutral Neutral Desaparece un sitio aceptor Neutral
€.992T>C / Neutral
p.(Val331Ala) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la No se reconoce la secuencia Neutral
consenso salvaje secuencia consenso salvaje consenso salvaje
BBS12
Aceptor Neutral Neutral Neutral Se crean dos nuevos
c.116T>C/ sitios aceptores Neutral
p.(11e39Thr) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la No se reconoce la secuencia Neutral
consenso salvaje secuencia consenso salvaje consenso salvaje
Aceptor Se crean tres nuevos sitios Neutral Neutral Neutral
€.263T>G/ aceptores
_ i . Neutral
p.(Leu88Arg) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la No se reconoce la secuencia  Se crea un nuevo sitio
consenso salvaje secuencia consenso salvaje consenso salvaje donador
Aceptor Se crean nuevos sitios Neutral Se crea un nuevo sitio aceptor  Se crean tres nuevos
aceptores y otros desaparecen sitios aceptores
€.1082delG / - .
0.(Gly361Valfs*22) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la _ No se reconoce la secuencia Se crean dos nuevos Neutral
consenso salvaje secuencia consenso salvaje  consenso salvaje, pero se crea sitios donadores
un nuevo sitio donador
Aceptor Se crean nuevos sitios Neutral Neutral Se crea un nuevo sitio
€.1115 1116delTT/ aceptores y otros desaparecen aceptor
_ : . Neutral
p.(Phe372%*) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la No se reconoce la secuencia Neutral
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c.1140delA /
p.(Thr380Thrfs*3)

€.1383_1386delTGAA /

p.(Asn461Lysfs*10)

€.1616G>A/
p.(Gly539Asp)

€.1893_1894delTC /
p.(Ser631Serfs*8)

Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor

Donador

Se crean nuevos sitios
aceptores y otros desaparecen
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Se crean nuevos sitios
aceptores y otros desaparecen
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Se crean nuevos sitios
aceptores y otros desaparecen
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje

Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje

Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje

Se crean cinco nuevos
sitios aceptores
Neutral

Se crean dos nuevos
sitios aceptores
Se crea un nuevo sitio
donador
Se crean dos nuevos
sitios aceptores
Se crean dos nuevos
sitios donadores
Neutral

Neutral

Desaparece una
secuencia ESE

Se crea una nueva
secuencia ESE 'y
otras dos
desaparecen

Se crean dos
nuevas secuencias
ESE

Neutral

En negrita, cambios que se consideraron potencialmente patogénicos tras el analisis bioinformatico, al haber obtenido un minimo de dos predicciones positivas con las distintas herramientas

empleadas.
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A la vista de los resultados, seis de los 10 cambios analizados podrian tener un
efecto sobre el procesamiento del ARNm y por lo tanto, resultar patogénicos también a
este nivel, ademés de su potencial impacto sobre la estructura proteica.

2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE VARIANTES DE SIGNIFICADO
INCIERTO

Ademas de las variantes patogénicas identificadas, se encontraron otros 16
cambios no causales en distintas familias (un cambio intrénico, 10 sustituciones
sindnimas y cinco variantes de sentido erréneo) que, si bien en algunos casos podrian
ser clasificados como benignos o probablemente benignos segun los criterios de la
ACMBG, a efectos de este estudio se han considerado variantes de significado incierto
(VUS, por sus siglas en inglés) debido a que no puede descartarse un efecto deletéreo en
un contexto genémico concreto, asumiendo el modelo de herencia oligogénica para el

BBS en el que la carga mutacional total puede ser relevante.

Al igual que lo referido para las variantes patogénicas, el nimero y frecuencia de las
VUS descritas en el gen BBS10 es notablemente inferior en comparacion a BBS12. Asi,
solo se han encontrado tres cambios distintos en BBS10, presentes Unicamente en dos
familias; en cambio, la diversidad y distribucién de las VUS identificadas en BBS12 es
mucho mas amplia (Figura 20), localizdndose mas de la mitad de ellas (7/13) en el

amplicén 2.4.

Familias sin ninguna variante en
BBS12

Familias so6lo con variantes
patogénicas en BBS12

5 22 ® Familias con VUS y una o dos

variantes patogénicas, en BBS12
Familias con VUS en BBS12 y dos

variantes patogénicas en otros genes

Familias s6lo con VUS en BBS12

Figura 20. Representacion de la distribucion de los distintos cambios identificados en el gen
BBS12 en las 52 familias analizadas.
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Las caracteristicas principales de estas variantes se resumen en la siguiente tabla, incluyendo la prediccion de patogenicidad a nivel
proteico realizada para los cambios de sentido erréneo:

Tabla 6. Caracteristicas principales de las VUS identificadas en los genes BBS10 y BBS12 en los pacientes analizados en este estudio

VARIANTE gégﬂEEl?co CODIGO  LOCALIZACION ESTADO n FF;\EL%SIE(':\'EJA P‘)(b’zggnz (\F;gf(;‘rt) (\?;E)Tr)
BBS10

c.1158G>A  p.(Leu386Leu) rs138702315 Ex6n 2 (2.3) Hz 1 0,002 (A) - - -
c1616C>T  p.(Pro539leu) rs35676114 Exon 2 (2.4) Hz 1 0,089 (T) Be?(;‘;’”a Pazgf’fgg‘):“ T?(:ezrg;’a
€.1629C>T p.(Asn543Asn)  rs145124702 Ex6n 2 (2.4) Hz 1 0,000 (T) - - -
BBS12

C.184-41A>T - rs309368 Intron 1-2 HzHm 12 0,178 (T) - - -
c.51A>G p.(GIn17GIn) rs17006077 Exon (2.1) Hz 1 0,005 (G) - - -
€.1062G>C p.(Val354Val)  rs34296401 Exon 2 (2.3) Hz 1 0,023 (C) - - -
C.1157G>A p.(Arg386GIn)  rs309370 Ex6n 2 (2.3) Hz/Hm 32 0,304 (A) '?gfggg)a Pazg%égzi‘):“ T?(:esrg;ja
c.1200G>A p.(Val400val)  rs309371 Exo6n 2 (2.4) Hz 2 0,033 (A) - - -
c.1209G>A  p.(Vald03Val)  rs17006092 Exon 2 (2.4) Hz 1 0,023 (A) - - -
c.1380G>C  p.(Vald60Val)  rs13135766 Ex6n 2 (2.4) Hz/Hm 15 0,173 (C) - - -
C.1381A>C  p.(Asnd6lHis) rs10027479 Exon 2 (2.4) Hz 1 0(C) '?gggg;‘ Pazg?gg‘):“ '?ggi{‘)a
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€.1398C>T

.1399G>A

€.1410C>T

c.1847G>A

c.1872A>G

p.(Gly466Gly)
p.(Asp467Asn)
p.(Cys470Cys)
p.(Ser616Asn)

p.(GIn624GIn)

rs2292493

rs13135778

rs13135445

rs28507107

rs13102440

Exon 2 (2.4)
Exon 2 (2.4)
Exon 2 (2.4)
Ex6n 2 (2.5)

Exon 2 (2.5)

Hz/Hm

Hz/Hm

Hz/Hm

Hz

Hz/Hm

20

13

16

1

13

0,098 (T)
0,173 (A)
0,196 (T)
0,005 (A)

0,173 (G)

Benigna

(©)

Benigna
(0,007)

Neutral
(0,166)

Neutral
(0,152)

Tolerada
(0,80)

Tolerada
(0,58)

El cédigo rs corresponde a cambios clasificados como SNPs en las bases de datos. “n dndica el nimero de familias en las que se encontré cada cambio. (*) La frecuencia
alélica indicada corresponde a los datos para poblacion espafiola que figuraban a diciembre de 2016 en el Exome Aggregation Consortium (EXAC;
http://exac.broadinstitute.org/) (cuando no estaban disponibles, se consultaron los correspondientes a poblacion europea no finlandesa; resaltados en cursiva). () Con baja
confianza (4, 1y 2 sobre 9, respectivamente). Cddigos utilizados para las predicciones: Q8TAM1 (UniProtkKB/Swiss-Prot) y ENSP00000376946 (Ensembl) para BBS10;
Q6ZW61 y ENSP00000319062 para BBS12. Hz: heterocigosis; Hm: homocigosis.
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Como se puede observar, solamente el cambio ¢.1381 A>C/p.(Asn461His)
obtuvo dos predicciones positivas de patogenicidad. Sin embargo, debido a que el
programa PMut predijo este resultado con un nivel de confianza bajo (2 sobre 9) y que
en las bases de datos este cambio figura como polimorfismo, se ha considerado

finalmente como una VUS.

Cabe destacar que tres de las VUS identificadas en el gen BBS12 en este estudio
(c.51A>G, ¢.1381A>C y ¢.1847G>A) se encontraron Unicamente en la familia RP1032,
de origen arabe africano. Asi, aunque no aparecen en poblacién espafiola o lo hacen a
una frecuencia muy baja (Tabla 6), si se encuentran predominantemente y de modo casi
exclusivo en poblacion africana (frecuencias de 0,240, 0,083 y 0,092, respectivamente)
(EXAC; http://exac.broadinstitute.org/). También resulta llamativa la identificacion de
dos VUS en el gen BBS10 extremadamente raras a nivel mundial, en todas las
poblaciones consideradas: ¢.1158G>A y ¢.1629C>T, con un recuento de s6lo 114 y 2
alelos en poblacion europea no finlandesa, respectivamente (EXAC). Estos dos cambios

aparecieron en heterocigosis en la familia GBB35, de origen espaiiol.

Por otra parte, con el objetivo de determinar si estos cambios podrian tener
alguna implicacion en el desarrollo del BBS, también se analizaron las 16 variantes con
los cuatro programas que permiten predecir cambios en el mecanismo de splicing
mencionados anteriormente. Como resultado, cuatro de ellos podrian alterar el correcto
procesamiento del transcrito del gen BBS12. La Tabla 7 resume las predicciones

obtenidas:
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Tabla 7. Resultado del anélisis de prediccion del impacto a nivel de splicing que tendrian las VUS en los genes BBS10 y BBS12 identificadas en este estudio

VARIANTE SITIODE NetGene2 NNSplice SpliceView HSF RESCUE ESE
SPLICING
BBS10
Aceptor Se crea un nuevo sitio aceptor Neutral Neutral Neutral
c.1158G>A/ Neutral
p.(Leu386Leu) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral
consenso salvaje consenso salvaje secuencia consenso salvaje
Aceptor Se modifica la puntuacion de un Neutral Neutral Neutral
sitio aceptor
€.1616C>T / Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral Desaparece una
p.(Pro539Leu) consenso salvaje, pero se consenso salvaje secuencia consenso salvaje secuencia ESE
modifica la puntuacion de un sitio
donador
Aceptor Neutral Neutral Neutral Neutral
Desaparecen dos
€.1629C>T / . . .
0.(Asn543Asn) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No Se reconoce la _ Neutral secuencias ESFT y se
consenso salvaje, pero se crea un consenso salvaje secuencia consenso salvaje modifica una existente
nuevo sitio donador
BBS12
Aceptor La puntuacion del sitio aceptor Neutral Neutral Neutral
principal disminuye de 0,94 a Desaparece una
€.184-41A>T 0,93 X
. . secuencia ESE
Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral
consenso salvaje consenso salvaje secuencia consenso salvaje
Aceptor Neutral Neutral Neutral Se crea un nuevo sitio
Desaparecen dos
c.51A>G/ aceptor -
p.(GIn17GIn) Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral SHBLENEED EOS e
consenso salvaje consenso salvaje secuencia consenso salvaje creatna nueva
Aceptor Se crean dos sitios aceptores y Neutral Neutral Neutral
€.1062G>C / varios modifican su puntuacion Neutral
p.(Val354Val)  Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral

consenso salvaje

consenso salvaje

secuencia consenso salvaje
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c.1157G>A/
p.(Arg386GIn)

€.1200G>A/
p.(Val400Val)

€.1209G>A/
p.(\Val403Val)

€.1380G>C/
p.(Val460Val)

€.1381A>C/
p.(Asn461His)

€.1398C>T/
p.(Gly466Gly)

€.1399G>A/
p.(Asp467Asn)

€.1410C>T/
p.(Cys470Cys)

Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor

Donador

Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor
Donador
Aceptor

Donador

Se crean nuevos sitios aceptores y
otros modifican su puntuacion
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Se modifica la puntuacion de un
sitio aceptor
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje, pero se
modifica la puntuacion de un sitio
donador
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Varios sitios aceptores modifican
Su puntuacioén
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Desaparecen dos sitios aceptores
y varios modifican su puntuacién
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Un sitio aceptor modifica su
puntuacion
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje

Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Se modifica la puntuacion de
un sitio aceptor
No se reconoce la secuencia
consenso salvaje, pero aparece
un nuevo sitio donador (0,7)

Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la secuencia
consenso salvaje

Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje

Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje
Neutral

No se reconoce la
secuencia consenso salvaje

Se crean tres nuevos
sitios aceptores
P Neutral
Neutral
Se crea un nuevo sitio
aceptor
Se crea un nuevo sitio
donador
Neutral

Neutral

Neutral Neutral

Se crean dos nuevos
sitios aceptores
Se crea un nuevo sitio

Desaparecen dos
secuencias ESE

donador
Se crea un nuevo sitio
aceptor Desaparecen dos
Se crea un nuevo sitio secuencias ESE
donador
Neutral
Neutral
Se crean dos nuevos
sitios donadores
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral

Se crean tres nuevos
sitios donadores
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Aceptor Neutral Neutral Neutral Se crea un nuevo sitio
€.1847G>A/ aceptor Neutral
p.(Ser616Asn)  Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral
consenso salvaje consenso salvaje secuencia consenso salvaje
Aceptor Neutral Neutral Neutral Se crean dos nuevos
€.1872A>G / sitios aceptores Se crean dos nuevas
p.(GIn624GIn)  Donador No se reconoce la secuencia No se reconoce la secuencia No se reconoce la Neutral secuencias ESE
consenso salvaje consenso salvaje secuencia consenso salvaje

En negrita, cambios que se consideraron potencialmente patogénicos tras el analisis bioinformatico, al haber obtenido un minimo de dos predicciones positivas con las distintas herramientas
empleadas.
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2.1 Analisis estadistico de las variantes de significado incierto identificadas
en BBS12

Al analizar la distribucién de las VUS encontradas en el gen BBS12, se encontro
que una tercera parte de los pacientes incluidos (17/52) presentaban entre cuatro y siete
variantes distintas (Figura 21), independientemente de si portaban o no cambios
patogénicos (se excluyo del anélisis a los afectos de las familias M176 y M523 tras ser
diagnosticados con SLS y retinosis pigmentaria, respectivamente, durante este estudio).
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Figura 21. Representacién de la distribucion de las distintas VUS identificadas en el gen
BBS12 en 52 de los pacientes.

Para profundizar en el estudio de estos datos, se aplicd una prueba de Chi
cuadrado que determinase si existian diferencias significativas para la frecuencia de
estos cambios entre pacientes y controles. Los resultados se resumen en la siguiente
tabla:
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Tabla 8. Andlisis estadistico de la frecuencia de VUS identificadas en BBS12 para

pacientes y controles

FRECUENCIA EN

FRECUENCIA EN

VARIABLE PACIENTES (%) CONTROLES (%) P
C.184-41A>T 23,1 (12/52) 8,7 (2/23) 0,203
c.51A>G/

p.(GIn17GIn) 1,9 (1/52) 0 (0/52) 1,000
€.1062G>C/

p.(Val354Val) 1,9 (1/52) 0 (0/47) 1,000
c.1157G>A/

p.(Arg386GIn) 61,5 (32/52) 56,4 (22/39) 0,670
€.1200G>A/

p.(Val400Val) 3.8 (2/52) 6,3 (3/48) 0,669
€.1209G>A/

p.(Val403Val) 1,9 (1/52) 6,3 (3/48) 0,348
€.1380G>C/

p.(Vald60Val) 28,8 (15/52) 37,5 (18/48) 0,400
c.1381A>C/

p.(Asn461His) 1,9 (1/52) 0 (0/48) 1,000
€.1398C>T /

p.(Gly466Gly) 38,5 (20/52) 22,9 (11/48) 0,130
€.1399G>A/

p.(Asp467Asn) 25,0 (13/52) 37,5 (18/48) 0,200
c.1410C>T /

p.(Cys470Cys) 30,8 (16/52) 43,8 (21/48) 0,216
Dos cam_blos , 32.7 (17/52) 43,8 (21/48) 0.305
cualesquiera 0 mas

Tres cam_blos ) 26,9 (14/52) 43,8 (21/48) -
cualesquiera o mas

Cuatro cambios 9.6 (5/52) 14,6 (7/48) 0,504

cualesquiera

En negrita, variables para las que se obtuvo un valor de p<0,2. p: valor de significacion para el
estadistico exacto de Fisher.

Ninguna de las variantes presentd diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a su distribucién entre ambos grupos, aungue para cuatro de ellas (c.184-41A>T,
€.1398C>T, ¢.1399G>Ay ¢.1410C>T) se obtuvo un valor p<0,2.

Ademas, con el objetivo de analizar la distribucion de grupos de VUS en
pacientes y controles, se crearon nuevas variables (dos cambios cualesquiera 0 mas,
tres cambios cualesquiera y cuatro cambios cualesquiera) en base al nimero maximo
de cambios identificados en el amplicén 2.4 (para el que se disponia de un grupo control
homogéneo, teniendo en cuenta ademas que es el que concentra la mayoria de VUS

identificadas en el gen BBS12). Tampoco en este caso se obtuvieron diferencias
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significativas entre ambos grupos, aunque para la variable tres cambios cualesquiera o

mas se obtuvo un valor p=0,095 (Tabla 8).

3. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Por dltimo, se intentd establecer una correlacion genotipo-fenotipo en aquellos
pacientes con dos variantes patogénicas en los genes BBS10 o BBS12; es decir, con
confirmacion molecular del diagnostico de BBS. Para ello, se hizo una recopilacion de
la informacién clinica disponible para todas las familias de la cohorte total que
cumplieran el requisito anterior, incluyéndose finalmente 17 pacientes de 15 familias,
siete de los cuales fueron analizados y diagnosticados durante este trabajo. Tras
examinar los datos disponibles de fenotipo (Tabla 9), y debido al bajo nimero de casos,
el caracter privado de la mayoria de variantes patogénicas detectadas y los escasos datos
que pudieron obtenerse para algunas categorias, no se consideré adecuado realizar un

analisis estadistico. Sin embargo, si se observaron algunas tendencias que cabe destacar:
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Tabla 9. Principales caracteres asociados al BBS y rasgos solapantes con otras ciliopatias documentados en los 17 pacientes seleccionados

EDAD
FAMILIA - EDAD VARIANTES PRIMEROS RASGOS SOLAPANTES
(caso) GENERO  ari0s) PATOGENICAS SINTOMAs DR OB PD BS DC RPs AAU AR AC (ciliopatia)
(afos)

BBS10
RP1032 . * * i
(32)* Mujer 17 p.(GIn284*)+p.(GIn284%) 1 + + ND ND ND ND ND ND Nistagmo (ALMS)
(Rllzllgz Hombre 15 p.(Cys91Leufs*5)+p.(Glu337del) 4 + - -+ + - ND ND + Nistagmo (ALMS)
B182 Hombre 50 p.(Val331Ala)+p.(Leu533Leufs*21) 5 + + -/- + + + - -
GBB1 Mujer 35 p.(Tyr559*)+p.(Tyr559%) 2 4 1 ND ND ND 1 1 1
GBB2 Hombre 48 p.(Tyr559*)+p.(Tyr559%) ND + + +/- - ND - - - Nistagmo (ALMS)
52581)6 Hombre 9 p.(Cys91Leufs*5)+p.(Tyr503Tyrfs*17) ND + ND ND + + + + ND
257851)6 Hombre 11 p.(Cys91lLeufs*5)+p.(Tyr503Tyrfs*17) ND + + /- + + + + -
GBB19 Hombre 22 p.(Cys91L eufs*5)+p.(Leud14Ser) 8 4 1 ND - ND ND - ND
GBB36* Hombre 47 p.(Val331Ala)+ p.(Val331Ala) ND + + -+ - - + + ND
BBS12
M250 (127)  Hombre 55 p.(Phe372*)+p.(Phe372%*) Infancia + + ND - - + ND - Nistagmo, asma (ALMS)
M250 (130)  Hombre 48  p.(Phe372%)+p.(Phe372%) 14 + - - o+ o+ + ND +
M333* Mujer 39 p.(Phe372*)+p.(Phe372%) 5 + + +H+ o+ - + - ND
RP1011 Mujer 42 p.(Gly540Asp)+p.(Gly540Asp) 8 + + ND + + - ND ND

Hipoacusia neurosensorial,
FRPN15*  Mujer 16 p.(Leu88Arg)+p.(Asnd6lLysfs*10) 7 ++ - - -+ sindrome metabolico

(ALMS), hidrometrocolpos
(MKKS)
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FRPN65* Hombre 52 p.(Gly539Asp)+p.(Ser631Serfs*8) ND 4 + + +/- + + - + - Hipoacusia (ALMS)
Criptorquidia (MKKS),
. . i hipotonia, marcha anormal
(JBTS), asma y nistagmo
(ALMS y JBTS)
. i N . Hipoacusia, esteatosis
hepatica (ALMS)
(*) Familias con diagnostico molecular realizado en este estudio. Rasgos solapantes incluye todos aquellos caracteres que, aln pudiendo formar parte del espectro fenotipico del BBS, son caracteres
primarios de otras ciliopatias. DR: distrofia de retina; OB: obesidad; PD: polidactilia; B/S: braquidactilia/sindactilia; DC: déficit cognitivo; RPs: retraso psicomotor; AAU: anomalias del aparato

urogenital; AR: anomalias renales; AC: anomalias cardiovasculares; “+ 0 caracteristica presente; “-fi: caracteristica ausente; ND: no disponible; ALMS: sindrome de Alstrom; MKKS: sindrome de
McKausick-Kauffman; JBTS: sindrome de Joubert.

GBB4* Hombre 26 p.(Gly361fs*22)+p.(Thr380Thrfs*3) ND ND + + +/- +

GBB35* Mujer 51 p.(Gly539Asp)+p.(Gly539Asp) Infancia 4 + + +/- +
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En primer lugar, se detectd una elevada variabilidad en la presentacion
fenotipica a nivel interfamiliar y también intrafamiliar (especialmente en la familia
M250). En cuanto a la aparicion de los primeros sintomas, en la gran mayoria de casos
se registré una pérdida temprana de agudeza y campo visual, ademas de ceguera
nocturna. El rango de edad para la aparicién de esos sintomas fue de 1 a 14 afos,
concentrandose seis pacientes en la franja de 4 a 8 afios. En el caso de las familias
BBS10, el desarrollo del BBS comenzdé ligeramente méas temprano (confirmacion de los
primeros problemas visuales entre 1 y 8 afios, frente al rango de 5 a 14 afios para
BBS12).

En ambos casos, distrofia de retina, obesidad y polidactilia (con una alta
variabilidad en cuanto a los miembros afectados, existiendo una ligera predominancia
del lado izquierdo) fueron los caracteres con mayor prevalencia con un 88-100% (Tabla
10).

Tabla 10. Frecuencia de los distintos caracteres primarios asociados al BBS en el grupo de
pacientes seleccionados

CARACTERES FRECUENCIA EN PACIENTES FRECUENCIA EN PACIENTES

PRIMARIOS CON CAMBIOS EN BBS10(%) CON CAMBIOS EN BBS12(%)
Distrofia de retina 100% (9/9) 100% (7/7)
Obesidad 88% (7/8) 100% (8/8)
Polidactilia 100% (9/9) 88% (7/8)
Déficit cognitivo 57% (417) 75% (6/8)
Aol Ul 83% (5/6) 63% (5/8)

aparato urogenital

Anomalias renales 57% (417) 60% (3/5)

Los porcentajes se calcularon en base al nimero de pacientes para los cuales habia datos disponibles
(representados como nimero de pacientes con la caracteristica respecto al nimero de pacientes con datos
para esa categoria).

Ademas, destaca que el 83% de los pacientes con variantes patogénicas en
BBS10 presentaron anomalias en el aparato urogenital, mientras que el 75% de los
afectos con variantes patogénicas en BBS12 mostraron déficit cognitivo, generalmente
de mayor severidad que el desarrollado por pacientes con cambios en BBS10. Ademas,
ocho de los afectos también manifestaron retraso psicomotor, mayoritariamente aquellos
con variantes patogénicas en BBS12 (cinco casos). En relacion a estos datos, es

necesario aclarar que podria existir un sesgo, ya que tanto la afectacion cognitiva como
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la renal y urogenital no fueron sistematicamente evaluadas, o no se habian manifestado

en el momento de la evaluacién clinica.

También es interesante mencionar que cuatro de los ocho pacientes con cambios
en BBS12 incluidos en este estudio presentaron polidactilia en las cuatro extremidades,
mientras que esta condicion no se detectd en pacientes con cambios en el gen BBS10.
Ademas, la braquidactilia fue detectada casi exclusivamente en pacientes con variantes
patogénicas en BBS12 (afectando a cinco de seis familias para las que se disponia de

informacion).

Respecto a los caracteres secundarios mas relevantes, destaca la presencia de
dimorfismo facial o facies sindrdmica (para una descripcion detallada de este rasgo,
véase el apartado 2.1.2 de la Introduccion general) en tres pacientes con variantes
patogénicas en BBS10 y en cinco para BBS12. También se identificaton caracteristicas
inusuales asociadas al BBS entre los 17 pacientes analizados, mayoritariamente
presentes en una unica familia, como escoliosis, déficit de hormona de crecimiento,

poliesplenia, epilepsia o presencia de un pezon supernumerario.

Finalmente, en la mitad de los pacientes (8/17) se encontraron rasgos clinicos
solapantes con otras ciliopatias, especialmente en aquellos con variantes causales en
BBS12. Por una parte, tres pacientes con cambios en BBS10 manifestaron nistagmo,
tipicamente asociado al ALMS, mientras que cinco afectos con variantes patogénicas en
el gen BBS12 mostraron un espectro mas diverso de caracteristicas solapantes con este
sindrome, incluyendo nistagmo, hipoacusia, sindrome metabolico, asma y esteatosis.
Ademas, se documentaron dos casos con un fenotipo mixto BBS/MKKS/ALMS
(presencia de hidrometrocolpos o criptorquidia, ademas de rasgos asociados al ALMS)
e incluso una familia con rasgos de BBS, MKKS, ALMS y JBTS (criptorquidia,

nistagmo, asma, hipotonia y marcha anormal) (Tabla 9).
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IV. DISCUSION

El BBS constituye un modelo muy util dentro del grupo de las ciliopatias para
profundizar en las funciones llevadas a cabo por el cilio primario y el centrosoma, asi
como para la identificacion de aquellos mecanismos moleculares implicados en
enfermedades comunes como la obesidad o la distrofia de retina, dado su caracter
pleiotropico. Asi, en los ultimos afios se han logrado avances sustanciales en la
determinacion de las bases moleculares subyacentes tras este sindrome (revisado en
Zaghloul & Katsanis, 2009; Novas et al., 2015), aunque son todavia insuficientes para

proporcionar a los pacientes afectados opciones terapéuticas reales.

Sin embargo, la caracterizacion genética del BBS sigue siendo una cuestion
importante, debido a que aproximadamente el 20-30% de las familias con sospecha
clinica de BBS contintan sin ser diagnosticadas, y consecuentemente no pueden recibir
un consejo genético adecuado. En este sentido, la imparable implantacion de
herramientas de secuenciacion masiva en los laboratorios de investigacion y diagnostico
genético, permitird acelerar el descubrimiento de nuevos genes implicados en el BBS
y/o la reclasificacion de familias con fenotipos complejos atendiendo a su defecto
genético concreto (Mitchinson & Valente, 2017). Pero pese a las innegables ventajas
que presentan estas nuevas técnicas, disponer de un grupo reducido de genes y/o
variantes que permitan clasificar una ciliopatia de manera precisa, constituiria
probablemente la estrategia de eleccion para un diagndstico rapido, sencillo y poco
costoso. Por lo tanto, la identificacion de genes mayoritarios en una poblacién concreta,
la caracterizacion y correcta clasificacion de las variantes encontradas, el disefio de
algoritmos de diagndstico molecular especificos y la asociacion de genotipos concretos
a fenotipos determinados, siguen siendo necesarios para optimizar las estrategias de
diagndstico, y por ello, constituyeron los principales objetivos planteados en este

estudio.

1. IMPLICACION DE LOS GENES BBS10Y BBS12EN UNA COHORTE ESPANOLA
DE SINDROME DE BARDET-BIEDL: MEJORA DEL ALGORITMO DE
DIAGNOSTICO MOLECULAR

La caracterizacion genética del BBS en poblacion espafiola se ha abordado parcialmente

en trabajos previos del grupo (Pereiro et al., 2010; Pereiro et al., 2011; Pifieiro Gallego,

97



CAPITULO I-Discusién

2013), aplicando distintas técnicas como microchips de genotipado, mapeo de regiones
homocigotas en familias consanguineas y secuenciacion directa. Todos estos estudios,
junto a los que aqui se presentan, han permitido caracterizar por primera vez la Unica
cohorte de BBS existente en Espafia, y que representa una de las mas homogeneas y
numerosas a nivel mundial. En total, 68 familias de la cohorte habian sido estudiadas
mediante distintas aproximaciones antes de comenzar el presente estudio, detectdndose
en 28 de ellas dos variantes de caracter patogénico que confirmaron el diagnéstico

clinico inicial (Pereiro, 2010; Pifieiro Gallego, 2013).

Entre aquellas familias con resultado negativo (una o ninguna variante
patogénica detectada), tras un primer cribado mutacional utilizando el microchip de
genotipado desarrollado por Pereiro y colaboradores (2011), y considerando también
familias de nueva incorporacion, se seleccionaron 53 familias para continuar con su
caracterizacion genética. En nueve de ellas (17%, 9/53) se confirmd el diagnostico
clinico al haberse detectado dos cambios patogénicos, porcentaje concordante con otros

estudios en los que se habian realizado cribados previos (Janssen et al., 2011).

La eleccién de los genes BBS10 y BBS12 se hizo fundamentalmente por tres
motivos: (i) BBS10 es el segundo gen con mayor implicacion global en las familias
afectadas, por lo que a priori era probable la identificacion de variantes causales,
mientras que la importancia del gen BBS12 se ha incrementado en los ultimos afos,
situandose como el tercer gen BBS que mas contribuye al desarrollo del sindrome. (ii)
El anélisis genético de BBS12 no se habia abordado previamente en la cohorte (s6lo se
habia estudiado en tres familias consanguineas, tras analizar regiones homocigotas
candidatas; Pereiro et al., 2010). (iii) La estructura de ambos genes los hace iddneos
para un analisis rapido, convirtiéndolos en candidatos ideales para ser incluidos en un

algoritmo diagndstico.

El anlisis del gen BBS12 permiti¢ identificar dos variantes patogénicas en el
13,5% de las familias estudiadas (7/52). Esto supone un incremento notable de la
contribucion global de este gen en nuestra cohorte considerando el total de familias
integrantes de la misma, pasando del 4,5% (3/66) inicial al 10,4% (10/96) actual
establecido tras este estudio, que lo sita como el segundo gen BBS con mayor
implicacion en la cohorte después de BBS1. Este dato se corresponde con el referido
para la mayoria de cohortes BBS publicadas, comprendido entre el 8-11% (Muller et
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al., 2010; Billingsley et al., 2010; Deveault et al., 2011), y contribuye a reforzar el
papel del gen BBS12 como responsable del desarrollo del BBS en un ndmero
considerable de familias, especialmente si se compara con la contribucion media de la

mayoria de genes BBS (<5%).

Por otra parte, el analisis del gen BBS10 proporcioné datos sorprendentes:
unicamente el 9,1% (2/22) de las familias estudiadas presentaron dos variantes causales,
porcentaje que considerando el numero total de familias con cambios patogénicos en
BBS10 respecto a toda la cohorte, disminuye al 8,3% (8/96). Este valor es notablemente
inferior a la contribucion media del 20% establecida para este gen, que lo sitia como el
segundo con mayor implicacion en el BBS (Forsythe & Beales, 2013), por lo que
supone un dato inédito en comparacion al resto de grandes cohortes de BBS publicadas
a nivel mundial (Billingsley et al., 2010; Hjortshgj et al., 2010; Muller et al., 2010;
Chen et al., 2011; Deveault et al., 2011).

Estos resultados podrian responder a una variacion regional en la contribucién
de los genes BBS analizados, pues a diferencia de la mayoria de estudios, nuestra
cohorte representa un grupo étnicamente homogéneo, con un 86% de familias (83/96)
de origen espafiol. Existe otra cohorte europea comparable formada por un 88% de
individuos de origen danés (Hjortshgj et al., 2010), en la que también se obtienen datos
dispares para los genes BBS10 y BBS12, con valores de implicacion del 43% y 2%,
respectivamente; porcentajes contrapuestos a los obtenidos en este estudio. Los datos
aqui expuestos, por lo tanto, ponen de manifiesto el posible enmascaramiento de
diferencias genéticas relevantes para orientar el diagnostico molecular en las distintas
poblaciones, si se consideraran Unicamente frecuencias globales calculadas en base a

grupos multiétnicos.

Este trabajo también ha permitido ampliar el espectro mutacional asociado al
BBS con la descripcion de tres nuevos cambios causales, asi como reforzar la
importante contribucion de las variantes privadas al BBS, ya que representan el 70%
(7/10) del total de variantes patogénicas identificadas en este estudio, porcentaje similar
al referido para otras cohortes (Deveault et al., 2011). Ademas, se han encontrado dos
variantes patogénicas en BBS12 que podrian considerarse “frecuentes” en nuestro grupo
de pacientes: p.(Leu88Arg) y p.(Gly539Asp), identificadas en tres familias, y también
p.(Phe372*), en dos casos (tres familias en total considerando toda la cohorte). Esta
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ultima variante se considera recurrente para este gen ya que puede suponer hasta el 20%
de la carga mutacional asociada a BBS12 (Stoetzel et al., 2007), aunque no tiene la
misma implicacién global que los cambios p.Met390Arg y p.Cys91Leufs*5.

Los datos aqui expuestos sugieren que la cohorte espafiola de BBS es muy
heterogénea genéticamente, al menos respecto a los genes objeto del presente estudio.
Asi, cinco de las nueve familias (56%) diagnosticadas eran dobles heterocigotas para los
cambios identificados, frente al 43% publicado por Deveault y colaboradores (2011),
destacando la ausencia de pacientes homocigotos para la variante p.Cys91Leufs*5 en
BBS10 en toda la cohorte (Pereiro, 2010; Pifieiro Gallego, 2013). Ademas, se han
identificado hasta nueve variantes causales distintas en las nueve familias
diagnosticadas, encontrandose mayor diversidad incluso en otros trabajos del grupo que
incluian al gen BBS1 (Alvarez-Satta et al., 2014). Estos datos contrastan con la
homogeneidad presente en otras cohortes, posiblemente explicada por eventos de efecto
fundador: en pacientes de origen danés la variante p.Cys91Leufs*5 puede representar
hasta el 90% de los alelos mutados en BBS10 (Hjortshgj et al., 2010), mientras que en
pacientes BBS de origen negro sudafricano existe una variante patogénica mayoritaria
en este mismo gen, la delecion ¢.728 731del AAGA/p.(Lys243llefs*15), presente en

homocigosis en el 68% de las familias analizadas (Fieggen et al., 2016).

Respecto a la posible implicacion de los genes BBS10 y BBS12 en casos de
herencia oligogénica, podrian existir evidencias en tres de las familias analizadas:
RP1032, GBB35 y GBB40. Es necesario aclarar que demostrar un patron de herencia
complejo en muchas familias continta siendo un asunto controvertido, pues la mayoria
de alelos adicionales presuntamente implicados son cambios sindbnimos o de sentido
erroneo cuya patogenicidad no esta clara o lo suficientemente testada. A continuacion,
se describen las tres familias con posible herencia oligogénica identificadas en este
estudio:

-Uno de los dos afectos de la familia RP1032 (ambos homocigotos para la
variante sin sentido ¢.850C>T/p.(GIn284*) en BBS10), presenta también un tercer
cambio intronico en heterocigosis en el gen BBS4 que presumiblemente afectaria al
proceso de splicing. Este cambio no seria necesario para el desarrollo del BBS, pero

quiza podria ejercer un efecto modulador sobre el fenotipo (véase el Capitulo Il para
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una descripcion detallada de la familia RP1032 y la posible implicacion de esta tercera

variante).

-En el caso de la afecta GBB35, homocigota para la variante
€.1616G>A/p.(Gly539Asp) en BBS12, se identificaron dos cambios sindnimos en
heterocigosis en el gen BBS10: ¢.1158G>A/p.(Leu386Leu) y ¢.1629C>T/p.(Asn543Asn).
La presencia de familias con tres 0 mas variantes en estos dos genes estd ampliamente
documentada en la literatura (Billingsley et al., 2010; Dulfer et al., 2010; Deveault et
al., 2011), y es interesante mencionar que la supresion simultanea de los genes bbs10 y
bbs12 en embriones de pez cebra produce un incremento del nimero de individuos

afectados y de la severidad del fenotipo asociado (Stoetzel et al., 2007).

Estas dos variantes no tendrian impacto a nivel proteico, ni tampoco alterarian el
proceso de splicing, aunque si se produciria la eliminacion de dos sitios ESE por parte
del cambio p.(Asn543Asn) (Tabla 7). Sin embargo, se sabe que las variantes sindnimas
pueden provocar cambios en la conformacion y estabilidad del ARNm, alterar el
proceso de splicing, afectar a la eficacia del proceso de traduccion y también a la
estructura proteica (revisado en Sauna & Kimchi-Sarfaty, 2011); ademas, existe un
sesgo hacia el uso preferencial de determinados codones sindnimos (revisado en Plotkin
& Kudla, 2011). Por lo tanto, no puede descartarse que estas dos variantes tengan algun
efecto deletéreo que influya en la expresividad del fenotipo desarrollado por la paciente,
considerando ademas que es uno de los dos méas severos que se han encontrado en la
cohorte (véase apartado 3 de esta discusién) y que estos dos cambios son
extremadamente raros a nivel mundial. Futuros estudios funcionales deberén confirmar
0 no esta posibilidad, como por ejemplo la medicién de la actividad transcripcional del

gen en presencia de ambos cambios.

- Finalmente, cabe destacar el hallazgo efectuado en el afecto de la familia
GBB40, heterocigoto para la variante ¢.116T>C/p.(11e39Thr) en BBS12 y sin ningun
otro cambio en el resto de genes analizados (BBS1, BBS6 y BBS10). Que esta variante
sea causal no puede descartarse, ya que el paciente podria presentar un segundo cambio
en trans no detectado mediante las técnicas aqui empleadas, como un cambio intrénico
profundo o variaciones en el numero de copias de grandes fragmentos del genoma
(CNVs, por sus siglas en ingles), fendmeno que ya ha sido documentado en pacientes
con BBS (Lindstrand et al., 2016). Sin embargo, parece mas probable que esta familia
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represente un nuevo caso de trialelismo en nuestra cohorte y este cambio tenga un papel
modulador, siempre y cuando se identificasen las dos variantes causales en un segundo
gen BBS. Esta segunda posibilidad estaria apoyada en la aparicién del cambio casi
exclusivamente en heterocigosis (la base de datos EXAC so6lo registra tres homocigotos,
todos en poblacion asiatica), y en la descripcion de una familia europea doble
heterocigota para cambios patogénicos en BBS1 con esta misma variante en
heterocigosis (Deveault et al., 2011). Es interesante mencionar que el cambio cumple
los requisitos clasicos de patogenicidad (prediccidon positiva con los tres programas
utilizados y conservacion evolutiva del residuo de isoleucina en posicion 39 en
mamiferos y pez cebra, ausencia en 104 cromosomas control y segregacion familiar
positiva, siendo el padre portador), y que ademas su efecto deletéreo fue constatado

experimentalmente en modelos de pez cebra (Zaghloul et al., 2010).

Los datos derivados de la caracterizacion genética de BBS10 y BBS12 tienen una
aplicacion directa en el disefio de estrategias de diagnostico molecular aplicadas a
poblaciones concretas, con la ventaja que supone el disponer de una cohorte
étnicamente homogénea como la espafiola. Con los resultados obtenidos en este estudio
se ha actualizado el algoritmo diagndstico propuesto en trabajos previos del grupo
(Pereiro, 2010; Pifeiro Gallego, 2013), de manera que se ha introducido el analisis del
gen BBS12 en las primeras etapas de cribado (Castro-Sanchez et al., 2015a). Asi, tras
una primera secuenciacion de los cambios predominantes p.Met390Arg vy
p.Cys91Leufs*5, se procederia a la secuenciacion directa de los tres genes BBS con

mayor implicacién en nuestra cohorte (BBS1, BBS10 y BBS12).

El algoritmo aqui desarrollado es similar a los propuestos por otros autores
(Muller et al., 2010; Billingsley et al., 2011; M hamdi et al., 2014a), dirigidos
fundamentalmente a poblacién occidental de origen europeo, aunque existen diferencias
regionales que deberian considerarse en cada caso concreto (M"hamdi et al., 2014b;
Fieggen et al., 2016). En nuestra cohorte, 40 de las 96 familias que la integran (41,7%
del total) presentan variantes causales en los tres genes BBS predominantes, porcentaje
inferior al referido en otros grupos, donde varia entre el 50-58% (Muller et al., 2010;
Deveault et al.,, 2011). Esta diferencia probablemente sea debida a la modesta
contribucion del gen BBS10 en nuestros pacientes, aunque independientemente de su

implicacion particular en las distintas cohortes, la estructura de los genes BBS10 y
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BBS12, con uno o dos exones codificantes, los hace iddneos para su inclusion en las

primeras etapas de aplicacion de cualquier algoritmo.

2. IMPORTANCIA DE LA CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES
IDENTIFICADAS EN BBS10Y BBS12

En este estudio se han descrito numerosas variantes, tanto de caracter patogénico
como de significado incierto, fundamentalmente en el gen BBS12. Destaca la gran
diversidad de cambios identificados en este gen, con un total de ocho variantes de
caracter patogénico y 13 VUS, mientras que los hallazgos se redujeron a dos y tres
variantes, respectivamente, en el caso del gen BBS10.

Estos datos podrian explicarse atendiendo a tres argumentos principales: En
primer lugar, debe tenerse en cuenta que la diferencia en el tamafio muestral
considerado para ambos genes podria explicar parcialmente este resultado (52 familias
analizadas para BBS12 frente a las 22 familias en el caso de BBS10). Por otra parte, la
baja prevalencia de BBS10 en nuestra cohorte limitaria el nimero de pacientes
portadores de variantes en este gen. Por dltimo, quiza el gen BBS10 esté sometido a una
mayor presion selectiva que limite el nimero de variantes aparentemente benignas que
pueda albergar, aunque no existen argumentos que lo justifiqguen desde un punto de
vista funcional con el conocimiento disponible actualmente. Asi, ambas proteinas tienen
un papel importante en las primeras etapas de formacion del complejo BBSoma, al
inhibirse su expresion se desencadena la degradacion de BBS2 (componente nuclear de
este complejo) y cambios puntuales en sus secuencias afectan severamente a las
interacciones fisicas entre BBS6-BBS10-BBS12 (Seo et al., 2010; Zhang et al., 2012).

Profundizando un poco mas en las distintas variantes identificadas en el gen
BBS12 en este estudio, es llamativa la ausencia de cambios en el amplicon 2.2
(aminoacidos 96-259) en el grupo de pacientes aqui analizados, aunque si se ha
detectado la variante patogénica ¢.323C>T/p.(Prol08Leu) en un trabajo previo del
grupo (Pereiro et al., 2010) y también aparecen variantes en esta region en las distintas
bases de datos consultadas (ExAC; Ensembl; Leiden Open Variation Database,
http://www.euro-wabb.org/en/lovd-genetic-variation-database). Por otra parte, el
amplicén 2.4 (aminoacidos 360-580) concentra mas de la mitad de VUS (7/13)
encontradas en BBS12, asi como un 25% (2/8) de las variantes patogenicas identificadas
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en este gen, considerando ademas que el cambio ¢.1616G>A/p.(Gly539Asp) aparece en
tres familias. Asi, parece que la region que abarca el amplicon 2.4 es una fuente de
variabilidad importante para el gen BBS12, y aunque no pueda hablarse de “puntos
calientes” de relevancia diagndstica como sucede con los exones 8, 10 y 16 en el ALMS
(Marshall et al., 2015), quiza seria interesante tenerlo en consideracion para realizar
estudios de asociacion en la linea de los trabajos realizados por Benzinou y
colaboradores (2006) o Lim y colaboradores (2014), quienes refieren un incremento del
riesgo de desarrollar obesidad y T2DM asociado a determinadas variantes en distintos

genes BBS.

Por otra parte, es importante incidir en la necesidad de llevar a cabo una
caracterizacion lo méas exhaustiva posible de aquellos cambios cuyo significado no sea
claro, pues podrian estar teniendo un impacto en el desarrollo del fenotipo de acuerdo a
la relevancia que estd adquiriendo el concepto de carga mutacional total en la
determinacion del fenotipo final en enfermedades multigénicas como el BBS (revisado
en Zaghloul & Katsanis, 2010; Davis & Katsanis, 2012). Asi, la combinacion de
predicciones bioinformaticas con ensayos funcionales que pongan de manifiesto
posibles efectos deletéreos deberia ser, idealmente, efectuada en todos los casos y no
restringirse solo a aquellas variantes raras o privadas, como propone un estudio reciente
de Zaghloul y colaboradores (2010) en el que se determind que el 50% de variantes
comunes en genes BBS, consideradas formalmente como polimorfismos, realmente
afectaban a la funcién proteica. De hecho, estas variantes podrian estar interaccionando
con aquellos alelos mas raros, presumiblemente deletéreos, para modificar el fenotipo

en determinados contextos (Zaghloul et al., 2010).

En relacién a esto, no deja de ser llamativa la elevada frecuencia de pacientes
encontrados en este estudio con entre cuatro y siete variantes distintas en el gen BBS12,
combinandose variantes frecuentes con otras menos comunes. Quiza exista un efecto
aditivo de los efectos de los distintos alelos que pueda influir de algin modo en el
fenotipo de los pacientes afectados, aunque lamentablemente la escasez de datos
clinicos para la mayoria de familias estudiadas no permitié la aplicacion de pruebas
estadisticas que avalasen esta hipétesis. En esta linea, si bien la mayoria de VUS no
podrian considerarse variantes causales al encontrarse individuos control homocigotos,
como ocurre para seis de las VUS identificadas en BBS12 en este estudio, quiza si

podrian estar interactuando con cambios patogénicos para potenciar la severidad del
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fenotipo asociado, al igual que se ha demostrado para el alelo p.Ala229Thr en el gen
RPGRIP1L (Khanna et al., 2009; Zaghloul et al., 2010).

Tres de las VUS descritas en el presente estudio fueron analizadas por Zaghloul
y colaboradores (2010): c¢.1157G>A/p.(Arg386GIn), c¢.1381A>C/p.(Asn461His) y
€.1847G>A/p.(Ser616Asn), de las que solamente el cambio p.(Asn461His) resultd ser
deletéreo (clasificandose como variante de efecto nulo). Este ultimo cambio aparecio,
en heterocigosis, unicamente en la afecta de la familia RP1032, pero el presumible
efecto que pudiera tener sobre la severidad del fenotipo manifestado por la paciente no
pudo ser determinado, debido a la escasa informacion clinica para el hermano afecto, no

portador de este cambio.

La identificacion y caracterizacion funcional de todas estas variantes representa,
por lo tanto, un desafio importante que podria ayudar a explicar la variabilidad
observada en el BBS y otros sindromes relacionados. En este sentido, el uso de
herramientas bioinformaticas de prediccion de efectos deletéreos resulta imprescindible
como primer paso para Su caracterizacion, y es por ello que las 26 variantes
identificadas en este estudio fueron analizadas a este nivel, tanto para predecir efectos
patogénicos asociados a cambios de secuencia aminoacidica como para evaluar posibles
efectos a nivel de splicing. Asi, tras el andlisis bioinformatico realizado, cuatro de las 16
VUS identificadas, ademas de seis variantes causales, podrian alterar el procesamiento
post-transcripcional del pre-ARN y deberian ser reclasificadas como variantes de
splicing de confirmarse esta prediccion a nivel experimental. Estos datos concordarian
con que aproximadamente el 25% de los cambios exonicos podrian ser variantes de
splicing erréneamente clasificadas, principalmente a traves de la creacion, eliminacion o
modificacion de secuencias ESE y/o secuencias exonicas silenciadoras del proceso de

splicing (ESS, por sus siglas en inglés) (Sterne-Weiler et al., 2011).

Sin embargo, a pesar de que se ha planteado la necesidad desarrollar y
estandarizar ensayos biologicos que puedan evaluar el impacto, a nivel molecular y
fenotipico, de todos estos cambios (Zaghloul et al., 2010; Yee et al., 2015), la relacién
coste-beneficio de este tipo de estudios desde una perspectiva clinica y diagndstica los
hace practicamente inviables. Hay que tener en cuenta ademas el elevado nimero de
cambios que pueden llegar identificarse en una unica familia cuando se aplican técnicas

de secuenciacion masiva, y que bajo el modelo de herencia oligogénica del BBS no
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podrian descartarse como alelos modificadores, por lo que la caracterizacion de VUS y

su contribucidn al fenotipo, en la practica, estan claramente infravaloradas.

3. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN UNA COHORTE ESPANOLA DE
SINDROME DE BARDET-BIEDL

Como se ha comentado en la Introduccion general de esta memoria, disponer de
una correlacion genotipo-fenotipo para pacientes con BBS tendria un enorme interés
para orientar y agilizar su diagnostico molecular. Sin embargo, es esta una tarea
extremadamente compleja, debido a la gran heterogeneidad genética del sindrome, a la
variabilidad inter- e intrafamiliar del fenotipo asociado y al nimero reducido de
pacientes que integran las cohortes analizadas, circunstancia habitual en el caso de
enfermedades raras como el BBS. Ademas, es muy dificil disponer de informacién
clinica exhaustiva, recogida de forma homogénea por los distintos centros implicados, y
de manera constante a lo largo de la progresion de la enfermedad. La creacion de una
unidad centralizada en Espafia responsable del reclutamiento, diagndstico y seguimiento
de los pacientes con sospecha de padecer una ciliopatia, que aplicase protocolos

estandarizados de recogida de datos, resultaria de gran utilidad para este proposito.

A pesar de estos inconvenientes, se recogieron de modo retrospectivo todos los
datos clinicos disponibles de 15 familias con dos variantes causales en los genes BBS10
0 BBS12, siete de ellas diagnosticadas en este estudio. Al igual que lo indicado para la
elaboracion del algoritmo de andlisis molecular, disponer de una cohorte
mayoritariamente de origen espafiol permite extraer una serie de conclusiones aplicables
de manera especifica a nuestros pacientes, lo que sin duda podria contribuir a mejorar el
manejo y consejo genético de los mismos. Tras analizar los datos disponibles y por los
motivos expuestos, no se pudo establecer una correlacion con base estadistica, pero si
una serie de conclusiones basadas en las tendencias observadas, aunque debe tenerse en
cuenta que la escasez de datos en varias categorias podria estar sesgando algunas de las

conclusiones de este estudio.

Asi, no se han encontrado asociaciones claras entre la presencia de variantes
causales identificadas en los dos genes BBS analizados y rasgos fenotipicos concretos,

al igual que lo referido para otras cohortes (Billingsley et al., 2010; Hjortshgj et al.,
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2010; Deveault et al., 2011; Daniels et al., 2012). Sin embargo, parece que los pacientes
con variantes patogénicas en BBS10 y BBS12 presentan un fenotipo més severo que el
grupo de pacientes de nuestra cohorte con cambios en el gen BBS1, como demuestra la
mayor prevalencia de todos los caracteres primarios asociados al BBS cuando existen
cambios patogénicos en los genes BBS chaperonin-like (Castro-Sanchez et al., 2015b),
resultado concordante con otros trabajos previos (Billingsley et al., 2010; Imhoff et al.,
2011). Destacan la frecuencia de afectacion urogenital mostrada por pacientes con
cambios en BBS10 (83%) y la prevalencia de alteraciones cognitivas en pacientes
BBS12 (75%), este Gltimo dato en contraposicion clara a lo referido por Deveault y
colaboradores (2011). Quiza el distinto papel funcional ejercido por las proteinas BBS
chaperonin-like (BBS6, BBS10 y BBS12) respecto a las que forman el complejo
BBSoma podria explicar esas diferencias en la severidad del fenotipo asociado, como

proponen Daniels y colaboradores (2012).

Los datos recogidos indican también que los afectos con variantes patogénicas
en el gen BBS12 desarrollan el fenotipo mas severo de los aqui estudiados, al contrario
que lo descrito por otros autores que asocian fenotipos mas leves a los pacientes con
variantes causales en BBS1 y BBS12 en comparacion a los pacientes con cambios en el
gen BBS10 (Pawlik et al., 2010; Deveault et al., 2011). Asi, que todos los pacientes con
variantes causales en BBS12 desarrollasen distrofia de retina y obesidad (considerando
los datos disponibles), la alta frecuencia de alteraciones cognitivas, una polidactilia mas
severa acompanada frecuentemente de braquidactilia y la presencia habitual de retraso
psicomotor y problemas de comportamiento, junto a una mayor presencia de
caracteristicas solapantes con otras ciliopatias, lo justifican. Este estudio supone la
primera evidencia de fenotipos asociados a BBS12 tan severos como los descritos
previamente para el gen BBS10 (Billingsley et al., 2010; Hjortshgj et al., 2010;
Deveault et al., 2011; Feuillan et al., 2011; Imhoff et al., 2011; Forsythe et al., 2015),
aunque en nuestro grupo de pacientes parece existir una tendencia hacia un inicio mas
temprano de los primeros sintomas en aquellos afectos con cambios en BBS10 respecto

a lo observado para BBS12.

En esta linea, seria interesante realizar estudios funcionales que evaluasen el
caracter patogénico de las VUS aqui identificadas y/o sus combinaciones, para
determinar su posible participacion en el desarrollo de las caracteristicas manifestadas

por los pacientes portadores de variantes en BBS12 y ofrecer una base genética a la
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severidad de estos fenotipos. En este sentido, también seria interesante valorar si otros
afectos de la cohorte con variantes patogénicas en BBS1 y también portadores de VUS
en BBS12, presentan un fenotipo méas severo que el descrito de forma general para estos

pacientes.

Por otra parte, dos de las familias con los fenotipos méas severos (GBB35 y
GBB36), son portadoras de dos cambios de sentido erréneo en homocigosis,
p.(Gly539Asp) en BBS12 y p.(Val331Ala) en BBS10, respectivamente. Asi, ambos
afectos presentan cinco de los seis caracteres primarios del BBS y un amplio conjunto
de rasgos secundarios y otros atipicos en este sindrome, cuya asociacion especifica al
espectro clinico del BBS no puede descartarse. En concreto, el afecto GBB36 manifesto
hematospermia y vesiculitis seminal, ademés de escoliosis dorsal grave y un cuadro de
atopia multiple con asma alérgica. Por otra parte, la paciente GBB35 refirid hipoacusia,
retraso psicomotor, esteatosis, poliesplenia (multiples bazos), amigdalitis recurrente y
distintos tumores benignos (angiomiolipoma renal, hemangioma), ademas de un cuadro
cardiaco de inusual severidad entre los pacientes BBS, con soplo sistolico, insuficiencia
venosa e hipertension arterial. Debe tenerse en cuenta que este tipo de variante no es el
mas frecuente ni en esta cohorte ni en otras publicadas, y ademas, que la sustitucion del
residuo de valina por otro de alanina supone el cambio de un aminoacido hidrofébico
por otro de la misma naturaleza. En este sentido, seria muy interesante abordar el
estudio cristalogréafico de ambas proteinas con las correspondientes variantes para ver

cémo afectan, si es que lo hacen, a la estructura tridimensional de las mismas.

Respecto a la presencia de fenotipos mixtos en pacientes con cambios en BBS10
y BBS12, los datos recogidos confirman que los fenotipos MKKS/BBS no se restringen
a pacientes con mutaciones en BBS6, pero si se asocian mayoritariamente (aunque no de
modo exclusivo) a genes BBS chaperonin-like (Deveault et al., 2011), corroborando los
datos publicados por Billingsley y colaboradores (2010). En cambio, los rasgos
ALMS/BBS tienen una distribucion mucho mas amplia y pueden observarse también en
pacientes con cambios en BBS1, por ejemplo (Billingsley et al., 2010; Deveault et al.,
2011; Castro-Sanchez et al., 2015b).

En este sentido, cabe destacar el caso del afecto GBB4, con un fenotipo mixto
BBS/MKKS/ALMS/JBTS que incluye neuropatia optica bilateral sin referencias de

distrofia de retina, criptorquidia, asma, hipotonia, marcha anormal, retraso psicomotor y
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nistagmo. Otros trabajos como el de Deveault y colaboradores (2011) también refieren
la presencia de rasgos caracteristicamente asociados al JBTS en pacientes BBS, pero
también existe la posibilidad de que se trate de un fenotipo extremo asociado a
mutaciones en BBS12, como ya se ha referido en otros casos (Pawlik et al., 2010). Seria
muy interesante determinar si el paciente presenta alguna variante en genes comunes a
JBTS y BBS, como MKS1/BBS13, CEP290/BBS14 o0 TMEM67/MKS3 (MIM*609884),
que pudiera estar produciendo un efecto epistatico sobre las dos deleciones en BBS12,
tal y como se ha descrito en otros trabajos (Leitch et al., 2008). En este sentido, se ha
sugerido ya que el MKS, el JBTS y el BBS son formas alélicas de la misma entidad, de
mayor a menor severidad (Leitch et al., 2008), al igual que sucederia con el BBS y el
MKKS (Katsanis et al., 2000). De existir tales variantes, esta familia constituiria un
ejemplo mas del efecto que la carga mutacional total de un individuo puede tener sobre

el fenotipo observado, explicando asi la variabilidad asociada al BBS.

Tras el analisis exhaustivo de los datos fenotipicos recopilados, se recomienda
un seguimiento mas frecuente de los pacientes BBS con variantes causales en BBS10 y
BBS12, ya que su espectro clinico es generalmente mas severo y de inicio temprano,
prestando especial atencion al aparato urogenital y la deteccion y tratamiento de
anomalias en el desarrollo. Los hallazgos aqui expuestos podrian, por lo tanto,

contribuir a un mejor manejo de los pacientes afectados.
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CAPITULO II-Introduccién

I. INTRODUCCION

Como se ha comentado en la Introduccién general de este trabajo, la
caracterizacion genética de distintas cohortes de BBS ha sido extensamente abordada
por numerosos estudios (recopilados en Khan et al., 2016) que han contribuido de
manera importante al disefio de las estrategias diagndsticas aplicadas actualmente. Sin
embargo, poco se sabe del significado biolégico de la mayoria de las variantes
identificadas en los pacientes, independientemente de si se clasifican o no como
patogénicas. Ademas, la reciente incorporacion de herramientas de secuenciacion
masiva al diagnostico estd provocando un incremento importante en el ndmero de
cambios detectados cuya posible contribucién no puede descartarse (Richards et al.,
2015), especialmente en el caso del BBS al presentar un modo de herencia oligogénica

con la presencia de alelos modificadores.

Asi, muchos de los cambios de sentido erréneo, sindnimos o intrénicos
detectados en los pacientes deben ser considerados VUS que tendrian que ser analizados
en profundidad para poder conocer su impacto real en el desarrollo del fenotipo,
especialmente cuando no existen otros cambios causales, la clasificacion como variantes
benignas es cuestionable o se sospecha un efecto modificador. En este sentido, en los
ultimos afios se ha trabajado intensamente en el desarrollo de sistemas robustos de
clasificacion de VUS en base a distintos criterios de patogenicidad o benignidad para,
en ultima instancia, ayudar a orientar y mejorar el diagnostico y el consejo genético de
las familias afectadas (Walker et al., 2013; Richards et al., 2015).

1. CONCEPTOS BASICOS DEL MECANISMO DE SPLICING

Dado que el analisis del posible impacto de los cambios identificados en los
pacientes sobre el procesamiento del ARNm es fundamental para determinar su
patogenicidad, a continuacion se explicaran brevemente las etapas de las que consta el
proceso de splicing y las consecuencias que podria producir la presencia de
determinadas variantes a este nivel (revisado en Wang & Cooper, 2007; Claverie-Martin
et al., 2015):

El mecanismo de splicing consiste en la eliminacion de los intrones presentes en

las moléculas precursoras del ARNm maduro, antes de que estas sean transportadas al
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citoplasma para su traduccion y una vez afiadidos el casquete de guanina metilada en el
extremo 57y la cola de poliadenina en el extremo 3. EI complejo proteico encargado del
proceso se denomina spliceosoma y consta de cinco particulas ribonucleoproteicas
pequefias (SNRNPs, por sus siglas en inglés), denominadas U1-U6, ademas de otras
proteinas adicionales, que se ensamblan secuencialmente sobre la molécula de pre-
ARN.

Considerando el mecanismo general, se necesitan tres secuencias consenso para
que las regiones intronicas sean reconocidas correctamente y se ensamble el
spliceosoma: un dinucledtido 5°-GU-3" en el extremo 5 del intron (sitio donado)
precedido de un par -AG- localizado en el exdn adyacente, un dinucle6tido 5°-AG-3" en
su extremo 3" (sitio aceptoj y el conocido como punto de ramificacion que consiste
en un nucledtido de adenina situado a 18-40 nucleétidos en direccion 5° del sitio
aceptor, y que se encuentra en la secuencia consenso YNYURAY, siendo Y una base
pirimidinica, N cualquier nucleétido y R una base purica, seguida de una region rica en
pirimidinas (Figura 22A). Ademas de estos tres elementos principales, existen otras
secuencias en cis que constituyen sitios de union para factores reguladores que son
capaces de modular la eficiencia del proceso de splicing a través del control del
reclutamiento de componentes del spliceosoma. Estas secuencias estan formadas por
aproximadamente diez nucleotidos y se localizan tanto en regidon exonica (secuencias
ESS y ESE), como en region intronica (1SS e ISE; secuencias intronicas potenciadoras o
silenciadoras del proceso de splicing, por sus siglas en inglés). Generalmente, las
secuencias potenciadoras son especificamente reconocidas por proteinas de la familia
SR (serine/arginine-rich proteins), mientras que las secuencias silenciadoras actian a
través de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs, por sus siglas en
inglés).

El proceso de eliminacion de intrones para formar las moléculas de ARNm
maduro consiste basicamente en dos reacciones de transesterificacion consecutivas
catalizadas por la particula U6. Asi, en primer lugar se rompe el enlace fosfodiéster del
sitio donador, de manera que el extremo 5°del intron se repliega sobre si mismo y se une
al punto de ramificacion, formando una estructura en forma de lazo. A continuacion, se
produce la rotura del enlace fosfodiéster correspondiente al sitio aceptor y se libera el

lazo intrénico, que se linealiza y degrada. En este punto, los exones que estaban
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separados por el intron correspondiente se unirdn mediante un enlace covalente y el

ARNmM maduro ya formado se dirigird al citoplasma para su traduccion.

Cualquier cambio en las secuencias consenso de splicing, en el punto de
ramificacion o en las secuencias reguladoras, puede conducir a un procesamiento
anomalo del pre-ARN, produciendo transcritos aberrantes que retengan parte de las
secuencias intronicas, a los que les falten exones completos o determinados fragmentos,
e incluso con la combinacion de ambos fenémenos, produciendo frecuentemente un
cambio en la pauta de lectura y la introduccion de codones de terminacion prematuros

(PTCs, por sus siglas en inglés) (Figura 22B).

A
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—}Cﬁ:}——- | =) Exon skipping (eliminacion de un exén completo)
_t)_ E]l *’U 3 Inclusion incompleta de un exén
_.:}_D_I_ ) :]_ Retencion parcial de secuencia intronica
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1 D - s BEIR— ) Combingcifin c!e fexon skipping y retencion de

secuencia intronica

Figura 22. Elementos basicos la maquinaria de splicing y ejemplos de procesamiento aberrante (modificada de
Claverie-Martin et al., 2015). A-Representacion de las secuencias consenso clasicas necesarias para el correcto
reconocimiento de exones e intrones, asi como de otros elementos reguladores. B-Esquema que muestra el efecto que
tendrian variantes de splicing situadas en distintas regiones (representadas por las flechas negras) en el procesamiento
del pre-ARN.

2. IMPORTANCIA DE LAS VARIANTES DE SPLICINGEN UN CONTEXTO
PATOLOGICO

En conjunto, se estima que un 15-60% de los cambios causales de distintas

patologias podrian corresponder a variantes de splicing (revisado en Wang & Cooper,
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2007; Baralle et al., 2009), cuyas implicaciones bioldgicas dependeran del balance entre
el tipo y la cantidad de isoformas de ARNm generadas, asi como de la proteina
resultante, lo que podria alterar la severidad del fenotipo e incluso la penetrancia de
determinadas variantes (Acedo et al., 2015). En relacién a esta cuestion, y como ya se
ha mencionado anteriormente, se sabe que los cambios sinénimos, lejos de no afectar a
la expresion génica, podrian influir en la estabilidad de las moléculas de ARNm
generadas y su posterior procesamiento, asi como en la tasa de traduccion y la
conformacién espacial proteica (revisado en Cartegni et al., 2002; Plotkin & Kudla,
2011; Sauna & Kimchi-Sarfaty, 2011).

Por otra parte, existen evidencias cada vez mas claras de que los cambios
exonicos (sin sentido, de sentido errdneo y también sinénimos) podrian tener un papel
importante en el procesamiento del pre-ARN mediante la creacion y/o destruccion de
secuencias ESE y ESS, y no so6lo tener presumiblemente un efecto a nivel proteico
(Cartegni et al., 2002; Sterne-Weiler et al., 2011; Soukarieh et al., 2016). De hecho, se
cree que muchas de las variantes exdnicas descritas podrian clasificarse realmente como
variantes de splicing. Asi, hasta un 25% de los cambios localizados en region exonica
podrian afectar al procesamiento post-transcripcional del ARNm (Sterne-Weiler et al.,
2011), produciendo la pérdida de uno o varios exones, reteniendo parte de la secuencia
intrénica, generando nuevos sitios candnicos de splicing o activando sitios cripticos
(Cartegni et al., 2002; Claverie-Martin et al., 2015); esto podria ser especialmente
determinante en genes con exones de gran tamafio, como es el caso de BBS10 o BBS12.
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II. METODOLOGIA

1. SELECCION DE VARIANTES

En primer lugar, se realizd una seleccion de variantes entre todas aquellas
recogidas en la base de datos del grupo, previamente identificadas en pacientes con
sospecha clinica de BBS que forman parte de nuestra cohorte (véase el Capitulo | para
una descripcion detallada de la cohorte). Tras realizar un primer cribado consistente en
considerar sélo aquellos cambios proximos a, o en un exén de 300-400 pb
aproximadamente, para asegurar asi un ensamblaje eficiente del inserto en el vector
plasmidico, se escogieron un total de siete variantes en distintos genes BBS y también
en el gen ALMS1 para continuar con la caracterizacion bioinformética que se describird

a continuacion.

Las variantes seleccionadas se nombraron siguiendo las recomendaciones de la
HGVS (version 15.11; den Dunnen et al., 2016), considerando el primer nucleétido del
cododn de inicio ATG como el nucleétido c.1. Se utilizaron las siguientes secuencias de
referenciaz  ENST00000245157.9 (BBS2), ENST00000463745.5 (ARL6/BBS3),
ENST00000268057.8 (BBS4), ENST00000347364.7 (MKKS/BBS6) y
ENST00000613296.4 (ALMS1), depositadas en la base de datos Ensembl.

Se obtuvo consentimiento informado de todos los participantes o de sus tutores
legales, garantizandose en todo momento su anonimato. Este estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (2006/08) y se realiz6 de acuerdo a
los principios éticos para la investigacion médica en seres humanos establecidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial

(http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/).

2. ANALISIS BIOINFORMATICO

Una vez seleccionadas, se procedio a la caracterizacion de dichas variantes para
predecir si producian alteraciones en los sitios donadores y aceptores implicados en el
proceso de splicing, ademas de analizar si esos cambios creaban o destruian posibles

secuencias ESE. Para ello, se emplearon distintas herramientas bioinformaticas basadas
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en la busqueda y comparacion de secuencias consenso entre secuencia salvaje y mutada,

utilizando en todos los casos los pardmetros por defecto establecidos en cada programa:

1 NetGene2(version 2.4, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/); Hebsgaard
etal., 1996.

1 NNSplice (Neural Network SPLICE 0.9 version from the Berkeley Drosophila
Genome Project, http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html); Reese et al.,
1997.

1 HSF (Human Splicing Finder, version 2.4.1, http://www.umd.be/HSF/);
Desmet et al., 2009.

1 ASSEDA (Automated Splice Site Exon Definition Server, http://splice.uwo.ca/);
Mucaki et al., 2013.

1 Rescue ESE(Relative Enhancer and Silencer Classification by Unanimous

Enrichment, http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/); Fairbrother et al., 2002.

Ademas, en el caso de variantes de sentido erréneo se realiz6 una prediccion
adicional de patogenicidad a nivel proteico para evaluar el posible impacto de cada
sustitucion aminoacidica, mediante los programas PolyPhen-2, PMut y SIFT, ya

descritos en la Metodologia del Capitulo 1.

3. GENERACION DE MINIGENES HIBRIDOS

Para evaluar si estos cambios producian algun tipo de alteracion en el correcto
procesamiento post-transcripcional del pre-ARN, se procedié a la construccion de
minigenes hibridos (equivalente al término inglés minigene assay), una version
simplificada y artificial del gen de interés que se utiliza para realizar ensayos
funcionales de splicing cuando, como es el caso, no se dispone del ARN del paciente.
La técnica consiste en la insercién de un fragmento que contenga el exdn de interés y
sus regiones intronicas flanqueantes en un vector de expresion, especifico para células
de mamifero. En una etapa posterior, la construccion asi generada se introducira en un
modelo celular que, al contener la maquinaria molecular necesaria para el

procesamiento del ARNm, permite la simulacién in vitro de un proceso de splicing y
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poder asi contrastar las predicciones bioinformaticas. En los siguientes apartados, se
detallara el protocolo seguido para la construccion de los minigenes hibridos utilizados
en este trabajo (previamente validado por Pousada (2016) para variantes de splicing en
el gen BMPR2).

El vector de expresion empleado fue el plasmido pSPL3 (Invitrogen'; San
Diego, California, EE.UU.), cedido por el Dr. Jos¢é Maria Millan, del Instituto de
Investigaciones Sanitarias 11S-La Fe de Valencia. Este vector consta de 6.031 pb (Figura
23) y contiene el promotor del virus SV40, un gen de resistencia a la ampicilina, dos
exones codificantes (SD y SA) y un sitio de clonacién multiple, empleado para la

clonacion de los insertos de interés.

pBR322_origin ‘ Xbal (881)

. Sall (687)

SaSrTIoZS)
Notl (1029)
Eagl (1029)
Pstl (1039)
BamHl (1040)
EcoRV (1050)
Ndel (1120)

AmpR_promoter

Apal (3778)

Hpal (3397)

40 _PA_termingtor RRE

Figura 23. Secuencia del vector de clonacion pSPL3 utilizado para generar minigenes hibridos
(modificada de: https://www.addgene.org/vector-database/4202/). Se resaltan los sitios para las dos
enzimas de restriccion empleadas en la clonacion.
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3.1 Amplificacion del fragmento de interés

En primer lugar, se realizé la amplificacion del fragmento de interés o inserto,
que constaba de un exon y al menos 150 pb de las regiones intronicas flanqueantes, a
partir de las muestras de ADN genomico de individuos control o familiares portadores,
segun el caso (las secuencias completas de los insertos disefiados en este estudio pueden
consultarse en el ANEXO 1). Estos insertos se amplificaron mediante una reaccion de

PCR utilizando los cebadores de disefio propio recogidos en la siguiente tabla:
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Tabla 11. Secuencias de los cebadores para la amplificacion de los insertos empleados en la construccién de los minigenes hibridos y caracteristicas
principales de los amplicones

TAMANO TEMPERATURA

VARIANTE GEN EXON SECUENCIA (5A %) AMPLICON DE HIBRIDACION
(pb) Q)

C.266A>G/ BBS? 5 F: AAGAATCTCGAGCCGTGATTTCATAATGACTG 613 c5
p.(Tyr89Cys) R: AAGAATGCTAGCGCGATTAGCAACCATAACC
c.823C>T/ BBS? 8 F: AAGAATCTCGAGAGCTGGTTGAGGCTCTTTAG £5 cg
p.(Arg275*) R: AAGAATGCTAGCGCAAGTATAACCAGGTATAC
C.AG>T/ ARLG/BBS3 5 F: AAGAATCTCGAGGCTGCAAATCTGCGTGTCAG 502 61
p.(Gly2*) R: AAGAATGCTAGCGCAAATTATGGCTGAGGATAC

F: AAGAATCTCGAGGAGAAACTGATATTACAAGC
C.17-6A>G BBS4 3 R AAGAATGCTAGCCTGATCTGAAAGCCCATGAG 558 o6
c.11641C>T/ ALMS1 17  F:AAGAATCTCGAGAAGTCCTATCCACCTACAAC 481 57
p.(His3882Tyr) R: AAGAATGCTAGCCAAACTTGCCATCAAACTTG

El disefio de los cebadores se realizd con el programa BiSearch (Tusnady et al., 2005), disponible en http://bisearch.enzim.hu/?m=genompsearch, siguiendo las
recomendaciones estandar. En cada secuencia, se resalta la cola para el reconocimiento de los sitios de restriccion (en negrita) y la diana de restriccion (en rojo:
CTCGAG para Xhol y GCTAGC para Nhel). pb: pares de bases; F: cebador directo; R: cebador reverso.
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Para ello, en un volumen final de 50 pL se prepar6 la siguiente mezcla de
reaccion, por cuadriplicado: 2 uL de ADN, 10 pL de tampdn de reaccion 5X (Phusion
HF Buffer 5X), 1 pL de cada cebador, directo y reverso (20 uM), 1 uL de dNTPs (10
mM), 0,5 puL (1 U) de ADN polimerasa (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase de
Thermo Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.) y 34,5 uL de agua destilada
estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafa). La amplificacion se llevo a cabo en un
termociclador T100F Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.) bajo las
siguientes condiciones: 30 s a 98 °C, seguidos de 35 ciclos de 10 s a 98 °C, 30 s a la
temperatura de hibridacion especifica de cada par de cebadores y 30 s a 72 °C, para
finalmente realizar una extension de 7 min a 72 °C. Las temperaturas de hibridacion

para cada amplicon y su tamafio se recogen en la Tabla 11.

Una vez comprobado el éxito de la amplificacion mediante una electroforesis en
gel de agarosa al 2% (p/v) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, cargando todo el
producto de PCR (tal y como se describe en el apartado 2.2 de la Metodologia del
Capitulo 1), se cortaron las bandas de interés, se unificaron en el mismo tubo y se
purificd el ADN siguiendo el mismo procedimiento que el explicado en el apartado 2.3
de la Metodologia del Capitulo I, eluyendo con 30 puL de tampoén de elucion (Tris-HCI 5
mM, pH 8,5). La cuantificacion del ADN asi purificado se realizd por
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.). Las muestras fueron conservadas a -20
°C hasta su uso.

3.2 Digestion, ligacion y transformacion

Una vez purificados, se procedio a la digestion de los insertos y también del
vector pSPL3 (por triplicado), utilizando enzimas de restriccion especificas para generar
los extremos cohesivos necesarios para su posterior ligaciéon. Tras analizar las
secuencias de restriccion presentes en los insertos y el vector con el programa
NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) de New England BioLabs® (Ipswich,
Massachusetts, EE.UU.), se escogio el par de enzimas que cortase Unicamente una vez
al vector pero ninguna a los insertos. Asi, se realiz6 la digestion del vector y los insertos
con las enzimas de restriccion Xhol y Nhel (Speedy restriction enzymes de NZYTech;
Lisboa, Portugal), preparando la siguiente mezcla de reaccién en un volumen final de 20
puL: 1 pug de ADN (de inserto o vector), 2 pL de tampon 10X (NZY Speedy Buffer
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Colourless), 1 puL de cada enzima de restriccion y el volumen necesario de agua
destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia) hasta completar los 20 pL. La
digestion se realiz6 en un termociclador T100% Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules,
California, EE.UU.) durante 30 min a 37 °C, seguidos de 20 min a 65 °C para la

inactivacion de las enzimas.

Seguidamente, el resultado de la digestion se comprobd realizando una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), bajo las condiciones ya mencionadas
anteriormente, de manera que si el proceso habia sido exitoso, se esperaba encontrar una
Unica banda correspondiente a cada inserto, aproximadamente del mismo tamario que el
amplicén tedrico, y dos bandas para el vector, una de 953 pb equivalente al fragmento
liberado tras el corte de las enzimas de restriccion y otra de 5.078 pb correspondiente a
la secuencia lineal del vector tras ser digerido, y que seria empleada posteriormente para
la ligacion del inserto (Figura 24). Se utilizd6 el marcador de masa molecular
HyperLadderE 1 kb (Bioline; Singapur), de rango 200-10.037 pb, para la interpolacién
del tamafio de los fragmentos generados. EI ADN de las bandas de interés se purificd y
cuantificé siguiendo el mismo protocolo indicado en el apartado anterior (unificando las
bandas del vector en un solo tubo). Las muestras digeridas se utilizaron inmediatamente

después para su ligacion, para evitar la recircularizacion del vector, preparando siempre

digestiones frescas cuando fue necesario.

4mm \ector linearizado (5.078 pb)

4mm Fragmento escindido (953 pb)

4mm |nserto digerido

Figura 24. Electroforesis de comprobacion realizada tras la digestion del vector pSPL3 y uno de los
insertos disefiados, con las enzimas de restriccion Xhol y Nhel. Se muestra el tamafio en pares de bases
(pb) de las bandas del marcador de masa molecular utilizado, asi como el tamafio teérico de los fragmentos
generados.
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La ligacion del vector linealizado y el inserto de interés se realizé utilizando 50
ng de vector digerido y un equivalente de dos molar de inserto, calculado mediante la
siguiente ecuacion:

o £ QOO fan Qs | MPAQT "BIDE 6 QU CHEDEDED Qi 0 ¢
” QN QO EIVQT QQE p

Para ello, se empleé el enzima T4 DNA Ligase concentrated de New England
BioLabs® (Ipswich, Massachusetts, EE.UU.) preparando la siguiente mezcla de reaccion
en un volumen final de 20 pL: x pL de inserto, x puL de vector, 2 pL de tampdn 10X
(10X Buffer for T4 DNA LIGASE with 10 mM ATP), 0,5 pL (10° U) de ligasa y el
volumen necesario de agua destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia)
hasta completar los 20 pL; los tubos asi preparados se incubaron toda la noche
(aproximadamente 16 h) a 4 °C. Como control negativo, se incluy6 un tubo preparado

del mismo modo pero sin afadirle inserto.

Al dia siguiente, se procedio a la transformacion de células competentes con las
construcciones generadas: en primer lugar, las células ultra-competentes (XL10-Gold®
Ultracompetent Cells de Agilent Technologies; Santa Clara, California, EE.UU.) se
descongelaron durante 10 min en hielo y, a continuacion, se afiadieron 8 pL del
producto de ligacion a 50 uL de dichas células; tras mezclar suavemente, los tubos asi
preparados se dejaron incubando en hielo durante 30 min. Los plasmidos se
introdujeron en las células mediante un proceso de transformacion por choque térmico
durante 1 min a 42 °C, para inmediatamente después transferir los tubos a un bafio de
hielo durante 2 min. Una vez realizada la transformacion, a cada tubo se le afiadieron
500 pL de medio de caldo super-6ptimo con represion por catabolito (Invitrogen™ ; San
Diego, California, EE.UU.) y se incubaron durante 60-90 min a 37 °C en agitacion (180
rpm), en un incubador con agitacion orbital modelo SH-Maxi de Controltecnica
instruments (Madrid, Espafia). Una vez transcurrida esta primera incubacion, cada
indculo se sembrd en dos placas LB-agar/ampicilina precalentadas a 37 °C (preparadas
tal y como se detalla en el apartado 2.6 de la Metodologia del Capitulo 1) y estas se
incubaron toda la noche (aproximadamente 16 h) a 37 °C en una estufa incubadora um-

400 (Memmert; Schwabach, Alemania).
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3.3 Seleccion de colonias y propagacion de los constructos

Al dia siguiente, se comprobo si habian crecido colonias y se picaron un minimo
de cinco por placa para realizar un pre-cultivo en medio liquido. Para ello, cada una de
las colonias se afiadié a un tubo con 3 mL de medio LB y 50 pug/mL de ampicilina vy,
tras agitar vigorosamente, los tubos asi preparados se incubaron toda la noche
(aproximadamente 16 h) a 37 °C en agitacion (220 rpm), en un incubador con agitacion
orbital modelo SH-Maxi (Controltecnica instruments; Madrid, Espafia). A continuacion,
para comprobar si el fragmento de interés se habia insertado correctamente en el vector,
se realizd una PCR utilizando la pareja de cebadores p.SPL3-F (5-
CATGCTCCTTGGGATGTTGAT-3") y p.SPL3-R (5"-ACTGTGCGTTACAATTTCTGG-3),
que hibridan en una regién adyacente a las dianas de restriccion, a una concentracion de
20 uM. Para ello, se sigui6 el mismo procedimiento que el detallado en el apartado 2.2
de la Metodologia del Capitulo I, pero afiadiendo en este caso 2 pL del pre-cultivo. La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador T100% Thermal Cycler (Bio-Rad,;
Hercules, California, EE.UU.) bajo las siguientes condiciones: 5 min a 95 °C, seguidos
de 35 ciclos de 30 sa 95 °C, 30 sa 60 °C y 1 min a 72 °C, para finalmente producirse

una extension de 7 mina 72 °C.

Realizando una electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v), bajo las
condiciones mencionadas anteriormente, se pudo comprobar el éxito de la clonacion, de
manera que si se habia incorporado el inserto de interés al vector, este se visualizaria

como una banda de tamafio similar al del amplicon tedrico (Figura 25).

1.000
700

4mm \Vector sin digerir (= 1.000 pb)
4mm Inserto clonado

200 4mm \/ector vacio (= 200 pb)

Figura 25. Electroforesis realizada tras completar la clonacién de uno de los insertos disefiados.
Se muestra el tamafio en pares de bases (pb) de las bandas del marcador de masa molecular utilizado,
asi como el tamafio aproximado de los productos generados tras la amplificacion.
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Posteriormente, y para determinar qué secuencia, salvaje o mutada, se habia
clonado, se aisld y purifico el ADN plasmidico de aquellas colonias en las que se habia
conseguido incorporar el inserto. Para ello, se purific6 el ADN contenido en 1,5 mL del
pre-cultivo correspondiente utilizando el QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen; Hilden,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante (el ADN purificado se mantuvo a -
20 °C hasta su uso). A continuacion, se secuencio el inserto con los cebadores p.SPL3-F
y p.SPL3-R, siguiendo el mismo protocolo que el mencionado en el apartado 2.4 de la
Metodologia del Capitulo | pero utilizando 1 pL del ADN purificado en la etapa

anterior.

Una vez determinada la secuencia del inserto clonado, se procedié a la
propagacién del constructo de interés con el objetivo de obtener una gran cantidad del
mismo a una elevada concentracién. Para ello, se afiadieron 200 pL del pre-cultivo
correspondiente a 200 mL de medio LB con 30 pg/mL de ampicilina, y se incubo el
cultivo durante toda la noche (aproximadamente 16 h) a 37 °C en agitacion (220 rpm),
en un incubador con agitacion orbital modelo SH-Maxi de Controltecnica instruments
(Madrid, Espafia). Al dia siguiente, se aislo y purifico el ADN plasmidico con el
HiSpeed® Plasmid Maxi kit (Qiagen; Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. EI ADN asi purificado se conservé a -20 °C hasta su

uso.
3.4 Mutagénesis dirigida

Cuando no se consiguieron clonar los dos tipos de secuencia, salvaje y mutada,
se optd por realizar un protocolo de mutagénesis dirigida usando como molde los
constructos generados en las etapas anteriores. Para ello, se disefiaron cebadores
especificos (Tabla 12) para introducir las sustituciones puntuales de interés mediante

PCR, generandose nuevos plasmidos con el cambio deseado a partir del vector original.
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Tabla 12. Secuencias de los cebadores utilizados para la reaccién de mutagénesis dirigida

VARIANTE GEN SECUENCIA (5°A 3")
C.266A>G/ BBS? F: TGAACCCTGAGCTTGGCTGTGATGCCCTTTTAGT
p.(Tyr89Cys) R: ACTAAAAGGGCATCACAGCCAAGCTCAGGGTTCA
€.823C>T/ BBS? F: GATGCTCGAAGTGACTGAACTGGGGAGGTCA
p.(Arg275%*) R: TGACCTCCCCAGTTCAGTCACTTCGAGCATC
C.77-6A>G BBS4 F:GTGTTGTTTGTTTTGTCAAAATATGCTGCCTAGCTCCAGAGTTT
' R: AAACTCTGGAGCTAGGCAGCATATTTTGACAAAACAAACAACAC
c.11641C>T/ ALMS1 F: ACTTTTTGCAACAAGCAGAATGTATACATGTTAAACAAGGGCATAC
p.(His3882Tyr) R: GTATGCCCTTGTTTAACATGTATACATTCTGCTTGTTGCAAAAAGT

El disefio de los cebadores se realizd con el programa Quick Change Primer Design de Agilent Technologies,
disponible en http://Avww.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp?_requestid=1174494. En cada secuencia, se resalta la
sustitucion introducida (en rojo). La reaccion de mutagénesis no fue necesaria para la variante p.(Gly2*) en el gen
ARL6/BBS3, ya que se obtuvieron ambos tipos de secuencia, salvaje y mutada, tras la clonacién. F: cebador directo;
R: cebador reverso.

Se utiliz6 el QuickChange® 1l XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies; Santa Clara, California, EE.UU.), aplicando el siguiente protocolo: En
primer lugar, se preparé una mezcla de reaccion con 1 uL de ADN plasmidico
purificado, 5 uL de tampdn de reaccion 10X, 1 uL de cada cebador, directo y reverso
(20 uM), 1 puL de dNTPs (Quikchange XL dNTP Mix), 1 uL del enzima PfuUltra High
Fidelity DNA polymerase (2,5 U) y 41 uL de agua destilada estéril (B. Braun Medical,
Barcelona, Espafia). La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador T100°
Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.) bajo las siguientes
condiciones: 2 min a 95 °C, seguidos de 12 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55 °C y 5 min
a 68 °C. A continuacion, se realizo la digestion de todo el producto de PCR obtenido en
la etapa anterior con 1 uL de la endonucleasa Dpnl (10 U), que corta especificamente
secuencias de ADN metiladas o hemimetiladas y por lo tanto permite eliminar las
cadenas de origen parental, incubando las muestras durante 60 min a 37 °C. El producto

de la mutagénesis asi obtenido se conservé a 4 °C hasta su uso.

Continuando con el proceso, se transformaron 45 pL de células ultra-
competentes (XL10-Gold® Ultracompetent Cells de Agilent Technologies; Santa Clara,
California, EE.UU.) con 2 uL del producto de la reaccion de mutagénesis, siguiendo el
mismo protocolo que el detallado en el apartado 3.2. Seguidamente, el ADN plasmidico
con el cambio incorporado se multiplicé, aislé y purifico tal y como se describe en el

apartado 3.3.
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4. ENSAYO TRANSCRIPCIONAL IN VITRO
4.1 Cultivo celular y transfeccion

Una vez construidos los minigenes, se procedid a realizar un ensayo in vitro para
comprobar si las variantes seleccionadas producian alteraciones en el procesamiento del
ARNmM. Para ello, se utilizo la linea celular comercial COS-7, cedida por el Dr. José
Maria Millan, del Instituto de Investigaciones Sanitarias 11S-La Fe de Valencia. Es una
linea derivada de tejido de rifion de mono verde africano (Cercopithecus aethiops), de
morfologia tipo fibroblasto y crecimiento adherente, transformada con el virus SV40 y,
por lo tanto, muy utilizada en experimentos que requieran procesos de transfeccion de

células de mamifero.

La manipulacion de los cultivos celulares se realizd en condiciones de estricta
esterilidad, en el interior de una cabina de flujo laminar vertical modelo PV-100
(Telstar; Barcelona, Espafia). Las células se sembraron en frascos T75 (Corning®;
Corning, Nueva York, EE.UU.) y placas de seis pocillos (Jet Biofil®; Guangzhou,
China). Las células en cultivo se mantuvieron en un incubador IR-Sensor CO, Incubator
modelo MCO-17AIC (Sanyo; Gunma, Japon) a 37 °C con una presion parcial de CO,
del 5% y una humedad relativa del 95%. Todos los reactivos y medios de cultivo se
utilizaron atemperados o precalentados a 37 °C en un bafio termostatico (Raypa®;
Barcelona, Espafia). Los pasos de centrifugacion requeridos se realizaron en una
centrifuga de mesa modelo Universal 16A (Hettich; Tuttlingen, Alemania). El
crecimiento de la linea COS-7 se hizo en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, por sus siglas en inglés; conteniendo 4,5 g/L de glucosa, 3,7 g/L de
bicarbonato sdédico y 0,11 g¢g/L de piruvato sddico) de Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EE.UU.), suplementado con un 5-10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS, por
sus siglas en inglés) (PAA laboratories; Pasching, Austria), 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina (P/S) (solucién comercial de Gibco®; Grand Island,

Nueva York, EE.UU.) y L-glutamina 2 mM (Lonza; Basilea, Suiza).

En primer lugar, se procedio a la descongelacion rapida de los crioviales de
células COS-7, conteniendo cada uno de ellos 2x10° células/mL, sumergiéndolos en un
bafio termostatico de agua a 37 °C. Inmediatamente despues, la suspension celular se
transfirié a un tubo con 9 mL de medio de cultivo precalentado y se centrifug6 durante 5

min a 600 xg. A continuacion, las células sedimentadas se resuspendieron
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cuidadosamente en 15 mL de medio de cultivo (con un 5% de FBS) y se sembraron en

un frasco T75 (superficie de 75 cm?).

A las 72 h, tras haber alcanzado el estado de confluencia (es decir, una densidad
celular de aproximadamente el 90-100% de la superficie de cultivo), las células se
disgregaron enzimaticamente incubandolas durante 5-10 min a 37 °C con 5 mL de una
solucién comercial de tripsina al 0,05% (p/v) con EDTA al 0,02% (p/v) (0.05%
Trypsin-EDTA de Gibco®; Carlshad, California, EE.UU.), tras un lavado previo con
solucion salina tamponada por fosfatos de Dulbecco (DPBS, por sus siglas en inglés)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.). Tras neutralizar la reaccion enzimatica
con 5 mL de medio de cultivo, la suspension celular resultante se homogeneizo
vigorosamente y se centrifugé durante 5 min a 600 xg. A continuacion, las células
sedimentadas se resuspendieron en 20 mL de medio de cultivo y se procedié a su
cuantificacion en una camara de recuento Neubauer-Improved (Marienfeld-superior;
Lauda-Konigshofen, Alemania) preparando una suspension celular 1:2 y afiadiendo 5
uL del colorante Trypan Blue Strain 0.4% (Gibco®; Carlsbad, California, EE.UU.). Una
vez efectuado el recuento, se transfirio a un nuevo tubo el volumen necesario de la
suspension para obtener 2x10° células por pocillo, se centrifugé de nuevo durante 5 min
a 600 xg y las células sedimentadas se resuspendieron en el volumen de medio de
cultivo adecuado para dispensar 2 mL de suspensién celular por pocillo. Una vez hecho
esto, se sembraron las placas de 6 pocillos con la suspensién celular asi preparada,
ensayando por duplicado cada secuencia, salvaje y mutada, de cada uno de los cambios
analizados. Las placas se dejaron incubando durante aproximadamente 24 h a 37 °C,
hasta alcanzar una densidad del 80-90%.

Al dia siguiente, se realizo la transfeccion transitoria de las células COS-7 con
cada una de las construcciones de minigenes hibridos generadas en la etapa anterior.
Para ello, se prepar0 la siguiente mezcla de transfecciéon: para cada pocillo, se
mezclaron 2 pg de ADN plasmidico y 250 pL de medio Opti-MEM® (1X) Reduced
Serum Medium (Gibco®; Grand Island, Nueva York, EE.UU.) y, en paralelo, se
dispensaron otros 250 pL de medio Opti-MEM® (1X) con 5 pL de Lipofectamine® 2000
(Thermo Scientific; Carlsbad, California, EE.UU.). Cada una de las dos mezclas asi
preparadas se incubd por separado durante 5 min a temperatura ambiente y, a
continuacion, se unificaron y se repitio el proceso de incubacion, esta vez durante 20

min. En paralelo, se aspir6 el medio de cultivo de las células, se realizaron dos lavados
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con DPBS vy se afiadieron 2 mL de medio fresco a cada pocillo (DMEM suplementado
Unicamente con FBS al 10% (v/v) y L-glutamina 2 mM, ya que la presencia de P/S
podria generar un exceso de toxicidad celular y reducir la eficiencia del proceso). Una
vez terminada la incubacion de la mezcla de transfeccion, esta se afadio al pocillo
correspondiente, se homogeneizé bien mediante agitacion manual y las placas asi

preparadas fueron incubadas durante 36 h.
4.2 Extraccion de ARN, retrotranscripcion y amplificacion mediante PCR

Una vez transcurridas las 36 h, necesarias para que se produjera la expresion del
ADN plasmidico, se realizé la extraccién de ARN total con el kit Nucleospin®RNA
(Macherey-Nagel; Dduren, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células se lisaron en el tampdn de lisis del kit afiadiendo un 1% (v/v) de
B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.) como agente reductor
y, a continuacion, se procedié a la purificacion del ARN mediante el uso de una
columna pre-empaquetada con una membrana de silice a la que se unia especificamente
el ARN presente en la muestra en presencia de sales caotropicas. La membrana se tratd
con DNAsa para evitar contaminacion por ADN genomico Y, finalmente, el ARN se
eluy6 con 60 pL de agua libre de RNAsa. EI ARN asi purificado se almacen6 a -80 °C
hasta su uso. La cuantificacion y anélisis de pureza del ARN extraido se realizd por
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.), considerandose muestras puras aquellas

con un indice Azso/Azgo de aproximadamente 2.

A continuacion, se llevo a cabo la retrotranscripcion de 1 pg de ARN para su
conversion a ADN complementario (ADNCc), utilizando el GeneAmp® Gold RNA PCR
Core Kit (Applied Biosystems™; Branchburg, Nueva Jersey, EE.UU). Para ello, se
preparo la siguiente mezcla de reaccion, en un volumen final de 50 pL: 1 pg de ARN,
10 pL de tampén 5X (5X RT-PCR Buffer), 5 uL de dNTPs (10 mM), 5 puL de MgCl, (25
mM), 5 uL de ditiotreitol (DTT, 100 mM), 1,25 pL de Oligo d(T)1s (50 uM), 1,25 pL
de random hexamers (50 uM), 1,25 pL de inhibidor de RNasa (20 U/uL ), 0,75 pL de
enzima retrotranscriptasa (37,5 U) y el volumen necesario de agua destilada esteril (B.
Braun Medical; Barcelona, Espafia) hasta completar el volumen final. La amplificacion
se llevé a cabo en los termocicladores T1005 Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules,
California, EE.UU.) y GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems®; Carlsbad,
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California, EE.UU.), bajo las siguientes condiciones: 15 min a 25 °C seguidos de otros
30 min a 42 °C. Las muestras de ADNc asi obtenidas quedaron almacenadas a -20 °C

hasta su uso.

Finalmente, el ADNc fue amplificado con el enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.), siguiendo el mismo
protocolo que el descrito en el apartado 3.1, pero utilizando 3 uL de ADNCc Yy realizando
30 ciclos de amplificacion. Se utilizé una pareja de cebadores que hibrida con los dos
exones codificantes del vector pSPL3, de secuencias 5-TCTGAGTCACCTGGACAACC-
3 (SD6-F) y 5 -ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC-3" (SA2-R), con una temperatura de
hibridacion especifica de 58 °C. Una vez amplificado, se cargd todo el producto de PCR
en un gel de agarosa al 2% (p/v), se realizé la electroforesis, se purificaron las bandas de
interés con el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel; Diiren,
Alemania) y se realizd su secuenciacion siguiendo los procedimientos mencionados

anteriormente.
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III. RESULTADOS

1. SELECCION DE VARIANTES Y ANALISIS BIOINFORMATICO

Para la realizacion de este estudio, se preseleccionaron un total de siete variantes
distintas en los genes BBS2, ARL6/BBS3, BBS4, MKKS/BBS6 y ALMSL1, todas ellas
presentes en pacientes diagnosticados o con sospecha clinica de BBS pertenecientes a
nuestra cohorte, y que ademas cumplian con el requisito previo de tamafio indicado en
la seccion de Metodologia. En la siguiente tabla se resumen las principales

caracteristicas de dichos cambios:
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Tabla 13. Variantes seleccionadas para realizar el analisis bioinformatico con herramientas de prediccion de alteraciones del
proceso de splicing

VARIANTE  Gen ROV estapo STCRECACION | FREDICCION T oTeRe
Sy R 2@m M pamw (WGP

E)E(;i?gczg*) BBS2 8 (136) Hm Padre y madre: Hz - -
;?g;gi) ARL6/BBS3 2 (150) Hm Padre y madre: Hz - -
C.77-6A>G BBS4 3 (80) Hm  Madrey hermano : péﬂ?é%‘g?o‘;”
€.986-29A>T MKKS/BBS6 4 (176) Hz/Hm ND = *
€.1161+58A>G  MKKS/BBS6 4 (176) Hz/Hm ND - *
SLIEACE T ALMS1 17 (121) Hz Hermana afecta: wt Benigna S i G

p.(His3882Tyr) Hm (BBS1)

Todas las variantes incluidas fueron detectadas en una Unica familia de la cohorte, excepto los dos cambios en el gen MKKS/BBS6. Las tres
variantes intrénicas se localizan en los siguientes intrones: intrén 2-3 (c.77-6A>G), intrén 3-4 (c.986-29A>T) e intron 4-5
(c.1161+58A>G). Respecto a la prediccidn de patogenicidad, sélo se muestran los resultados de aquellos programas que clasificaron a la
variante como patogénica; en el caso del cambio p.(His3882Tyr), las tres herramientas utilizadas ofrecieron una prediccion negativa. (*)
Algunas de las familias en las que se identificaron eran portadoras de otras variantes adicionales. Codigos utilizados para las predicciones:
Q9BXC9 (UniProtkB/Swiss-Prot) para BBS2 y Q8TCU4 para ALMSL. ph: pares de bases; Hz: heterocigosis; Hm: homocigosis; wt:
secuencia salvaje; ND: no disponible.
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Las siete variantes fueron analizadas posteriormente con cinco herramientas
bioinformaticas, para predecir cualquier alteracién que pudieran producir en el proceso
de splicing. Como resultado, cinco de los cambios considerados podrian alterar
potencialmente el reconocimiento de sitios donadores/aceptores de splicing y/o la
presencia de secuencias ESE (Tabla 14), ya que obtuvieron como minimo dos de cuatro
predicciones positivas con los programas especificos de splicing utilizados (siguiendo el
mismo criterio que el explicado en el Capitulo I). Asi, los cambios p.(His3882Tyr)
(ALMS1) y p.(Arg275*) (BBS2), con tres predicciones positivas cada uno, alcanzaron la
puntuacion mas alta. En cambio, los dos cambios intronicos en el gen MKKS/BBS6
considerados, ¢.986-29A>T y ¢.1161+58A>G, no superaron este segundo cribado al
obtener un resultado positivo s6lo con uno de los programas, por lo que fueron

descartados para la realizacién de ensayos funcionales.
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Tabla 14. Resultado de la prediccion de impacto sobre el mecanismo de splicing de las siete variantes preseleccionadas para este estudio

VARIANTE ggl]l%lﬁ% NetGene2 NNSplice HSF ASSEDA RESCUE ESE PUNTUACION
Aceptor Se eliminan dos sitios No se reconoce la Neutral Neutral
C.266A>G/ aceptores secuencia consenso salvaje Neutral
p.(Tyr89Cys) Donador La puntuacion del sitio Neutral Se crea un nuevo Neutral 2
BBS2 donador principal sitio donador
disminuye de 55 a 51
Aceptor La puntuacién para el sitio No se reconoce la Se crean nuevos Se destruye un punto de
aceptor principal disminuye  secuencia consenso salvaje sitios aceptores ramificacion potencial
€.823C>T/ de 97 a 82y se crea un Se crea una
p.(Arg275%*) nuevo sitio nueva 3
BBS2 Donador No se reconoce la Neutral Se crean nuevos La puntuacién parael  secuencia ESE
secuencia consenso salvaje sitios donadores sitio donador principal
aumenta de 3,2 a 4,6
Aceptor La puntuacion para el sitio Neutral Se crean nuevos Neutral
cAGST/ acsptor principal dli_sm_inuye sitios aceptores
0.(Gly2*) el6aldy se eliminan Neutral 2
ARL6/BBS3 tres sitios
Donador Neutral Neutral Se crean nuevos Neutral
sitios donadores
Aceptor No se reconoce la No se reconoce la Se crean dos nuevos La puntuacion para el
C.77-6A>G secuencia consenso salvaje  secuencia consenso salvaje sitios aceptores sitio aceptor principal N
R eutral 2
BBS4 disminuye de 4,5a4,1
Donador Neutral Neutral Neutral Neutral
Aceptor No se reconoce la Neutral Neutral La puntuacién para el
secuencia consenso salvaje sitio aceptor principal
C.986-29A>T disminuye de 2,5 a 1,9 df))ssszgzgencfigs "
MKKS/BBS6 Donador Neutral No se reconoce la Neutral No se reconoce la ESE

secuencia consenso salvaje

secuencia consenso
salvaje
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Aceptor No se reconoce la Neutral Se crean dos nuevos Neutral
€.1161+58A>G secuencia consenso salvaje sitios aceptores Neutral 1
MKKS/BBS6 Donador Neutral Neutral Se crea un nuevo Neutral

sitio donador

Aceptor Se crea un nuevo sitio Neutral Neutral
ST aceptor Se destruye un punto de
p.(His3882Tyr)  Donador La puntuacién para el sitio >SHrUYe un punto No se reconoce la La puntuacion para el Neutral 3

. ramificacion potencial . - S
ALMS1 donador principal aumenta secuencia consenso sitio donador principal
de 0,92 a 0,93 salvaje

disminuye de 1,3 a 1,2

(*) Esta variante no fue finalmente seleccionada ya que solamente uno de los programas de splicing, ademas del RESCUE ESE, ofreci6 un resultado positivo. NNSplice: Neural Network
SPLICE 0.9 version from the Berkeley Drosophila Genome Project; HSF: Human Splicing Finder versién 2.4.1; ASSEDA: Automated Splice Site Exon Definition Server; Rescue ESE:
Relative Enhancer and Silencer Classification by Unanimous Enrichment; ESE: secuenciaexénica potenciadora del proceso de splicing.
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Por lo tanto, el grupo final de cambios seleccionados para realizar la validacion
experimental incluy6 una variante intronica, dos variantes sin sentido y dos variantes de
sentido erroneo. Puesto que su papel en el desarrollo del BBS no estaba del todo claro
y/0 no se conocia si su efecto tenia lugar a nivel proteico o durante el procesamiento del
ARNmM, ademéas de realizar el ensayo funcional cuyos resultados se expondran a
continuacidn, se recopilaron una serie de evidencias que podrian ser Utiles para orientar
su clasificacion como variantes de caracter patogénico o benigno, y asi tratar de definir

su rol causal o modificador:

-Respecto a la variante p.(Tyr89Cys) en el gen BBS2, fue identificada en
heterocigosis en el afecto de la familia GBB3 (Pereiro et al., 2011), sin que se haya
encontrado ningin otro cambio ni en este ni en los restantes genes BBS analizados
(BBS1, BBS10 y BBS12). Segun las recomendaciones del ACMG (Richards et al.,
2015), este cambio se clasificaria como una VUS al existir criterios contradictorios que
apoyan tanto su caracter patogénico como su caracter benigno. Asi, solamente existe
una prediccidn positiva de patogenicidad con el programa PMut, pero sin embargo, esta
ausente en los 100 cromosomas control analizados (Pereiro, 2010) y también en la base
de datos ExXAC para poblacion europea, segrega con la familia (el padre sano es
portador) (Pereiro, 2010), el residuo afectado estd conservado evolutivamente (Pereiro,
2010) y ademas se localiza en un dominio WD40 (consultado en la base de datos del

EMBL-EBI), conocido por ser un sitio de interaccion entre proteinas.

-La otra variante de sentido erréneo incluida para la validacion funcional,
p.(His3882Tyr) en el gen ALMS1, se detectd en heterocigosis en una paciente
homocigota para el cambio p.Met390Arg (BBS1). Aunque las herramientas
bioinforméaticas de prediccion de patogenicidad clasificaron a esta variante como
benigna, se sospechaba un posible papel modificador sobre el fenotipo, ya que la afecta
portadora presenta caracteres tipicamente asociados al ALMS (dislipidemia y T2DM)
que estan ausentes en su hermana, también homocigota p.Met390Arg pero sin este
cambio en ALMS1 (Castro-Sanchez et al., 2015b).

-El cambio intrénico en el gen BBS4 (c.77-6A>G), por otra parte, se considerd
para este trabajo al ser detectado en heterocigosis Unicamente en la afecta de la familia
RP1032, pero no en su hermano también afecto, siendo ambos homocigotos para la
variante ¢.850C>T/p.(GIn284*) en el gen BBS10 (véase el Capitulo I). Por lo tanto,
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existia la sospecha de un posible efecto modificador sobre el fenotipo, ya que el
hermano afecto sélo refiere polidactilia, mientras que su hermana presenta un cuadro

mas severo con distrofia de retina, obesidad y también polidactilia.

-Finalmente, dos variantes sin sentido, p.(Arg275*) en BBS2 y p.(Gly2*) en
ARL6/BBS3, fueron incluidas en este estudio ya que, ademas de obtener una prediccién
positiva de alteracion del proceso de splicing, se queria comprobar si desencadenaban
un proceso de degradacion del ARNm mediada por la presencia de PTCs (proceso
conocido como nonsense mediated decay o NMD).

2. ESTUDIO IN VITRO DEL PROCESAMIENTO POST-TRANSCRIPCIONAL DEL
ARN MENSAJERO

Una vez realizado el ensayo funcional de minigenes para cada una de las cinco
variantes seleccionadas, se encontrd que ninguna de ellas producia alteraciones en el
procesamiento del ARNm. Asi, tanto los constructos con la secuencia salvaje como
aquellos portadores de las variantes en cuestion generaron el mismo patrén de isoformas
de splicing, sin diferencias aparentes de intensidad entre bandas, tal y como puede
observarse en la Figura 26. El transcrito canénico correspondiente a la regidén exoénica
introducida en cada minigén fue identificado y confirmado mediante secuenciacion
directa para cada secuencia, salvaje y mutada, de cada una de las cinco variantes

analizadas.
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Figura 26. Resultado del ensayo de minigenes para las cinco variantes incluidas en este estudio. Se
muestra el patron de bandas obtenido tras el procesamiento del ARNm, por duplicado, tanto para las
secuencias salvajes (wt) como las mutadas, ademas del tamafio en pares de bases de las bandas del
marcador de masa molecular utilizado. Los asteriscos sefialan el transcrito canonico. (A)
€.266A>G/p.(Tyr89Cys) en el gen BBS2. (B) ¢.823C>T/p.(Arg275*) en BBS2. (C) c.4G>T/p.(Gly2*) en
ARL6/BBS3. (D) c.77-6A>G en BBS4. (E) ¢.11641C>T/p.(His3882Tyr) en ALMSL.

En el caso de los tres cambios correspondientes a los genes ALMS1 y BBS2,
especialmente los asociados a este Ultimo, el procesamiento post-transcripcional genero
distintos productos de splicing, fendmeno no observado en las otras dos variantes
analizadas. Podria tratarse tanto de eventos de splicing alternativo tras el uso de sitios
cripticos no caracterizados como de formaciones heterodlplex entre algunas de las
isoformas generadas. Desafortunadamente, los intentos llevados a cabo para secuenciar
esas bandas adicionales no tuvieron éxito, probablemente debido a su débil intensidad.

Por dltimo, al realizar este ensayo funcional pudo comprobarse cémo el

mecanismo de NMD aparentemente no tiene lugar en el caso de las dos variantes sin
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sentido incluidas en el estudio, ya que en ambos casos pudo detectarse el transcrito
canonico con la correspondiente sustitucion en ambos casos a las 36 h post-transfeccion,
en ausencia de inhibidores del proceso de NMD. Este resultado sugiere que las
moléculas de ARNm asi producidas, conteniendo PTCs, seran traducidas a proteinas
truncadas que probablemente no sean funcionales, especialmente en el caso del cambio
p.(Gly2*) en el gen ARL6/BBS3.
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IV. DISCUSION

Hasta el momento, méas de 500 variantes en genes BBS y alrededor de 240 en el
gen ALMS1 han sido asociadas con el desarrollo del BBS y del ALMS (recopiladas en
Marshall et al., 2015; Khan et al., 2016), pero muy pocas han sido testadas a nivel
funcional para tratar de determinar su papel bioldgico real. Ademas, la creciente
aplicacion de tecnologias de secuenciacion masiva a los &mbitos del diagndstico clinico
y la investigacion esta incrementando de forma notable el nimero de variantes con
implicacion potencial en el fenotipo identificadas en cada paciente, cuya clasificacion
como cambios causales, modificadores o benignos puede presentar grandes dificultades
aungue se disponga de evidencias bioinforméticas, poblacionales y/o funcionales
(revisado en Zaghloul & Katsanis, 2010; Richards et al., 2015). Toda esta cantidad
ingente de informacién estd contribuyendo a dificultar el proceso de asociacion de
variantes a fenotipos y entidades clinicas concretas, lo cual en un campo complejo como
el de las ciliopatias, con un alto grado de solapamiento fenotipico y genético entre si,
puede retrasar o confundir todavia mas el diagndstico y por lo tanto perjudicar el

manejo de los pacientes.

Es en este contexto donde surge la necesidad de desarrollar métodos funcionales
de validacién gue puedan ser incorporados a los algoritmos de clasificacion de variantes
que han sido desarrollados en los Gltimos afios para tratar de mejorar el diagndstico de
los pacientes (Walker et al., 2013; Richards et al., 2015). Asi, evaluar el impacto de las
VUS encontradas en los pacientes sobre el mecanismo de splicing es fundamental en el
ambito del diagndstico molecular, siendo especialmente importante para la clasificacion
de variantes en genes BRCA, relacionados con el desarrollo de cancer de mama, por
ejemplo (Houdayer et al., 2012). Sin embargo, la interpretacién de los resultados
obtenidos mediante los distintos ensayos empleados en los laboratorios puede variar
mucho entre los profesionales responsables, lo que dificulta enormemente su aplicacion
rutinaria en &mbitos como el de las enfermedades raras, teniendo en cuenta ademas el

alto coste-beneficio de este tipo de estudios (Walker et al., 2013).

En el caso concreto del BBS existen muy pocos trabajos que hayan valorado a
nivel funcional el efecto biologico de los distintos cambios encontrados en genes BBS
(Zaghloul et al., 2010; Al-Hamed et al., 2014; Murphy et al., 2015; Bolch et al., 2016;

Hulleman et al., 2016, entre otros), por lo que en el estudio aqui presentado se abordd

143



CAPITULO II-Discusion

por primera vez el andlisis de cinco variantes identificadas en varios genes BBS y
ALMS1 mediante la construccion de minigenes hibridos y su posterior expresion en un
modelo celular. Todos estos cambios se habian clasificado como potenciales variantes
de splicing, pudiendo afectar por lo tanto al correcto procesamiento del ARNm, tras una
prediccion previa mediante el uso de distintas herramientas bioinformaticas. La elevada
proporcion de variantes de splicing tedricamente implicadas en el desarrollo de
enfermedades de origen genético (Wang & Cooper, 2007; Baralle et al., 2009), la
ausencia de informacién funcional para la mayoria de cambios en los genes BBS/ALMS1
y los estudios previos que habian aplicado con éxito la técnica de minigenes (Aparisi et
al., 2013; Steffensen et al., 2014; Acedo et al., 2015; Claverie-Martin et al., 2015),

motivaron la realizacion de este estudio.

Una vez realizados los ensayos funcionales, sin embargo, se encontré que
ninguna de las variantes aqui analizadas producia anomalias en el procesamiento del
ARNmM, a pesar de las predicciones positivas. Consecuentemente, la propuesta de
herencia trialélica efectuada para las familias portadoras de las variantes c.77-6A>G
(BBS4) y p.(His3882Tyr) (ALMS1) no pudo confirmarse, de manera que las diferencias
observadas en cuanto a la presentacion clinica de los afectos portadores posiblemente no
sean consecuencia del efecto deletéreo de estos alelos, a pesar de que es un hecho
ampliamente documentado que la presencia de un tercer alelo en pacientes con BBS
suele agravar el fenotipo de los pacientes implicados (Badano et al., 2003; Daniels et
al., 2012). En el caso de la variante p.(His3882Tyr), asi y todo, no puede descartarse un
efecto patogénico a nivel proteico, como por ejemplo una alteracién en la localizacion
de la proteina ALMS1 que esté afectando a su normal funcionamiento, ya que este
cambio ha sido clasificado como causal al identificarse en trans junto a otra variante de
cambio de sentido (Joy et al., 2007) y, ademas, su frecuencia en poblacion europea no

finlandesa es de tan sélo el 0,15% (datos consultados en la base de datos EXAC).

Por otra parte, los resultados arrojados por este estudio tampoco permitieron
determinar el papel del cambio p.(Tyr89Cys) en el gen BBS2. Asi, no puede excluirse
un rol causal si se identificara una segunda variante patogénica en este mismo gen que
no haya sido detectada mediante la técnica de secuenciacion directa, como una CNV o
un cambio intrénico profundo (teniendo en cuenta también que Pereiro y colaboradores
(2011) refirieron una familia con BBS homocigota para este cambio). Ademas, aungue

no esté afectando al proceso de splicing podria tener un posible efecto deletéreo a nivel
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proteico que deberia ser confirmado por futuros estudios, al igual que lo propuesto para
el cambio p.(His3882Tyr). Sea como fuere, los datos disponibles parecen apuntar a un
papel modulador del fenotipo, pues ademas de las evidencias presentadas en Resultados,
solamente se han descrito dos homocigotos para este cambio a nivel mundial (datos

consultados en la base de datos EXAC).

Respecto a los resultados obtenidos para las variantes sin sentido analizadas en
este trabajo, p.(Arg275*) en BBS2 y p.(Gly2*) en ARL6/BBS3, parece que los
transcritos producidos tras la expresion de las construcciones que contenian dichos
cambios no son degradados a pesar de presentar un PTC. En relacion a esto, a pesar de
que el mecanismo general de NMD en mamiferos implica que todo PTC localizado a
mas de 50-55 nucledtidos en direcciéon 5 del dltimo complejo de unién de exones (EJC,
por sus siglas en inglés) desencadena la degradacion del ARNm que lo contiene
(revisado en Hug et al., 2016), se ha descrito que determinados transcritos con un PTC
préximo al codon de inicio AUG pueden evadir el proceso de NMD vy ser traducidos en
forma de proteinas truncadas (Inacio et al., 2004). Este fenémeno estaria mediado por la
proteina citoplasmatica tipo 1 de unién a la cola poli(A) del ARNm (PABPC1, por sus
siglas en inglés), que seria reclutada a zonas préximas al PTC para estabilizar al
transcrito en cuestion y ejercer asi un papel inhibidor del mecanismo de NMD (Silva et
al., 2008). Por lo tanto, los hallazgos aqui presentados sugieren que las variantes sin
sentido p.(Arg275*) y p.(Gly2*) son resistentes a la degradacion determinada por la
presencia de un PTC, lo que supondria un apoyo a esta excepcion al modelo estandar de
NMD.

En relacion a esto, si estas dos variantes sin sentido llegaran a traducirse, como
parece probable teniendo en cuenta los resultados mencionados, se producirian
versiones truncadas de las proteinas BBS2 y ARL6 que tendrian efectos deletéreos para
el organismo, dado su importante papel como mediadores del ensamblaje y la
localizacion ciliar del complejo BBSoma, respectivamente (Zhang et al., 2011; Zhang et
al., 2012). Ademas, otras evidencias también sugieren que, en el caso de traducirse el
transcrito con el cambio p.(Arg275%*), la funcionalidad de la proteina BBS2 podria verse
seriamente comprometida. Asi, el residuo Arg275 se localiza en un dominio WD40
(datos obtenidos de la base de datos EMBL-EBI), que, como ya se ha comentado
anteriormente, es un sitio donde se producen interacciones proteina-proteina necesarias

para el ensamblaje de complejos multiproteicos. Este hecho adquiere relevancia si se
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tiene en cuenta que BBS2 es un componente del nucleo del complejo BBSoma, que
constituye un importante intermediario para la formacion del complejo maduro (Zhang
et al., 2012). Se haria necesario, por lo tanto, un estudio a nivel proteico que

corroborase los resultados aqui presentados.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los datos obtenidos tras la validacion
funcional de estas cinco variantes en genes BBS/ALMS1 podrian no corresponderse con
el mecanismo real de splicing que estaria teniendo lugar en los tejidos afectados de los
pacientes con BBS. Asi, existen determinantes especificos a nivel celular y tisular que
podrian estar condicionando el procesamiento del ARNm y la eficiencia del proceso de
NMD in vivo, tales como el balance final de las distintas isoformas producidas, los
niveles de actividad transcripcional o la disponibilidad de los factores de splicing
necesarios (Haj Khelil et al., 2008; Nguyen et al., 2014), que no pueden ser
reproducidos en este disefio experimental. Ademas, debe tenerse en cuenta la dificultad
para replicar el contexto gendmico natural de los genes BBS y ALMSL, al contener
exones e intrones de gran tamario que albergan sitios potenciadores, represores y otros
elementos en cis que probablemente desempefien un papel regulador importante del

procesamiento del ARNm.

Por otra parte, las herramientas de prediccion de alteraciones en el mecanismo
de splicing disponibles en la actualidad todavia presentan importantes limitaciones que
podrian conducir a predicciones erréneas, como la poca longitud de secuencia
flanqueante considerada para definir los sitios consenso de splicing, las limitaciones a la
hora de predecir el uso de sitios cripticos o el alto nimero de falsos positivos a la hora
de definir secuencias ESE (Spurdle et al., 2008; Houdayer et al., 2012; Sharma et al.,
2014). En este sentido, las pocas recomendaciones publicadas sobre el uso y la
interpretacion de los resultados obtenidos al utilizar estas herramientas bioinforméticas
(uno de los pocos trabajos en esta linea es el publicado por Houdayer y colaboradores
(2012)), dificulta mucho la capacidad de los investigadores para llevar a cabo una
primera clasificacion de variantes y priorizar algunas de ellas, con un cierto nivel de

fiabilidad, para realizar ensayos funcionales.

Por lo tanto, serdn necesarios futuros estudios que confirmen los datos aqui
obtenidos, por ejemplo considerando otros modelos como el pez cebra (que permitiria

una mayor aproximacion a un contexto genomico real) o utilizando otro tipo de vectores
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de expresion que permitan clonar fragmentos de mayor tamafio, como los desarrollados
recientemente por Sharma y colaboradores (2014) o Acedo y colaboradores (2015).
Idealmente, ademas, deberian contrastarse estos resultados realizando el ensayo en
células procedentes de pacientes para validar esta estrategia y permitir asi su aplicacién
cuando no se disponga de muestras de los pacientes. También seria importante el
volcado sisteméatico de los datos obtenidos en ensayos de splicing como el aqui
presentado en bases de datos de dominio publico para recopilar y analizar en contexto
todas las variantes que se vayan caracterizando, lo cual seria especialmente relevante en
aquellas patologias en las que se hayan descrito alelos modificadores y/o cuyo papel
biolégico sea contexto-dependiente, como es el caso del BBS (Zaghloul & Katsanis,
2010).

La realizacion de estudios funcionales como el aqui presentado sigue siendo
necesaria para la identificacion de mas variantes de splicing en genes BBS y ALMS1 con
implicacion en el desarrollo del BBS, y/o la reclasificacion de otros cambios
considerados como patogénicos a nivel proteico Gnicamente por deduccion a partir de la
secuencia gendmica. Asi, seria interesante avanzar en esta direccion con la perspectiva
de desarrollar nuevas estrategias de terapia génica para pacientes con BBS, poco
exploradas hasta la fecha (Schmid et al., 2011; Simons et al., 2011; Seo et al., 2013;
Williams et al., 2017); de hecho, Unicamente el estudio de Schmid y colaboradores
(2011) ha disefiado una estrategia terapéutica basada en la correccion de defectos de
splicing en fibroblastos de pacientes con variantes causales en el gen BBS1, utilizando
vectores derivados de lentivirus. Por ejemplo, el uso de oligonucle6tidos anti-sentido
(AOs, por sus siglas en inglés) dirigidos especificamente hacia sitios consenso cripticos
0 mutados, y/o secuencias reguladoras, para tratar de restaurar el patron normal de
procesamiento del ARNm podria representar una terapia prometedora para el BBS
(revisado en Arechavala-Gomeza et al., 2014), ya que estan disefiados para reconocer
posiciones concretas y por lo tanto serian muy Utiles en patologias con un elevado

porcentaje de cambios privados, como es el caso del BBS y el ALMS.

147






CAPITULO III:
O# AOAAOAOEUAAEe&T AET ET £ O UemAA AA
ALMS1y estudio piloto para determinar su estatus de metilacion

en pacientes con sindrome de Alstrom: nuevas propuestas de
OACOI AAEelT A 1T EOAI OOA






CAPITULO IlI-Introduccién

I. INTRODUCCION

El ALMS, como se ha explicado en la Introduccion general de este trabajo, es
una ciliopatia que presenta una elevada variabilidad inter- e intrafamiliar en la
presentacion del fenotipo asociado, la edad de inicio de los sintomas y la progresion de
los mismos (Marshall et al., 2011; Marshall et al., 2015). Esta condicion sugiere la
existencia de mecanismos moleculares adicionales que estén contribuyendo a la
plasticidad fenotipica observada en este sindrome. En esta linea, se sabe que la
regulacion epigenética de la expresion genica tiene un papel fundamental en el
establecimiento y mantenimiento de los patrones de expresion asociados a procesos de
diferenciacion tisular y organogénesis, en el desarrollo del individuo y en el
mantenimiento de las condiciones de homeostasis, por lo que podria representar un
nuevo nivel de regulacion no explorado hasta el momento en relacion a este sindrome.
La ausencia de moduladores genéticos o de modelos de herencia oligogénica en familias
con ALMS, a diferencia de lo descrito para el BBS, podria suponer un apoyo a esta
hipétesis.

1. MECANISMOS DE REGULACION EPIGENETICA: LA METILACION DEL ADN
COMO MARCA PARADIGMATICA

A nivel molecular, existe una gran diversidad de mecanismos epigenéticos que
modulan procesos bioldgicos esenciales como el silenciamiento de la expresion génica,
el mantenimiento de la estabilidad del genoma o la determinacion de los patrones de
impronta gendmica. Estos mecanismos consisten en una serie de modificaciones
quimicas covalentes y reversibles, sujetas a un patrén de regulacion muy dindmico y
fuertemente contexto-dependiente, tales como la metilacion del ADN y la modificacion
de histonas (mediante acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion o
sumoilacion, entre otras muchas), ademas de la expresion de distintos tipos de ARN no
codificante (revisado en Dawson y Kouzarides, 2012; Allis & Jenuwein, 2016). Todas
estas modificaciones son capaces de alterar la estructura de la cromatina mediante la
remodelacion de los nucleosomas, ademéas de servir como marcas de reconocimiento
por parte de proteinas especificas que a su vez promueven el reclutamiento de otras

proteinas y complejos efectores para desencadenar determinados procesos.
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Entre ellas, la metilacion del ADN representa la modificacion epigenética mas y
mejor caracterizada (revisado en Wu & Zhang, 2014), y consiste en la adicion de un
grupo metilo al carbono 5°del anillo de pirimidina de los residuos de citosina,
formandose la 5-metilcitosina 0 5mC en una reaccion catalizada por enzimas ADN-
metiltransferasas (DNMT1, 3a y 3b, por sus siglas en inglés). Ademas de esta forma
mayoritaria, existen otras formas derivadas producidas por reacciones de oxidacion del
grupo metilo, que son catalizadas por enzimas metilcitosina dioxigenasas (TET1-3, por
sus siglas en inglés): 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-
carboxilcitosina (5caC) (Figura 27). Se cree que son intermediarios esenciales del
proceso de desmetilacién y que desempefian un papel importante en la regulacion
transcripcional de la expresion génica (revisado en Dawson y Kouzarides, 2012; Wu &
Zhang, 2014).

5=-metilcitosina
NH,
DNMT
/' )\ \ NH, OH
citosina N~ )\ | 5-hidroximetilcitosina
O)\N O N
| e
J TET
TET \ NH, O~ NH2 <|)
5-carboxilcitosina )\/ﬁ/U\ | 5-formilcitosina
TET O

Figura 27. Representacion del ciclo de metilacion y desmetilacion de los residuos de citosina del
ADN (imagen modificada de http://www.nature.com/nsmb/journal/v19/n11/full/nsmb.2437.html).

La presencia de 5mC esta practicamente restringida a dinucleétidos 5 -CpG-3”
agrupados en regiones enriquecidas denominadas islas CpG, presentes en
aproximadamente el 70% de los promotores de genes de mamiferos (revisado en Deaton

& Bird, 2011). Las islas CpG no suelen estar metiladas y ademéas contienen
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frecuentemente el sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés), por
lo que la metilacion de islas CpG localizadas en region promotora representa un
mecanismo clasico de silenciamiento génico, especialmente estudiado en procesos
cancerosos (Deaton & Bird, 2011). Sin embargo, en los ultimos afios se han identificado
otros patrones alternativos que estan cobrando cada vez mas relevancia, entre los que
destacan la metilacion de otras regiones gendmicas como las orillas CpG (equivalente
al término inglés CpG shores), que se corresponden con secuencias de hasta 2 kb de
distancia de una isla CpG (Irizarry et al., 2009), o cualquier region del cuerpo génico
(Hellman & Chess, 2007; Ball et al., 2009), ademas de patrones de metilacion no-CG
(que implican a citosinas adyacentes a combinaciones de nucle6tidos especificas,
frecuentemente a nivel intragénico) (He & Ecker, 2015). A diferencia del efecto
desencadenado por la hipermetilacion de las islas CpG de promotores, estos patrones
alternativos de metilacion suelen asociarse con genes transcripcionalmente activos y
niveles elevados de expresion, ademas de constituir sitios para el establecimiento de
perfiles de metilacion tejido-especificos (Ball et al., 2009; Irizarry et al., 2009; Aran et
al., 2011).

2. METILACION Y CILIOPATIAS: UN CAMINO POR RECORRER

La alteracion de los perfiles de metilacion especificos de determinados genes ha
sido asociada tradicionalmente a procesos cancerosos, pero también se han detectado
cambios en otras condiciones complejas como la obesidad y la T2DM, enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, trastornos cardiovasculares,
artritis reumatoide o varios sindromes causados por variantes patogénicas en genes que
forman parte de la maquinaria epigenética, como son el sindrome de Angelman
(MIM#105830) o el sindrome de Rett (MIM#312750) (revisado en Berdasco & Esteller,
2013).

Sin embargo, apenas existen evidencias de la alteracion de los patrones de
metilacion en genes ciliares que puedan tener alguna implicacion en la biologia del cilio
primario y/o en el desarrollo de las ciliopatias. Unicamente Schneider y colaboradores
(2008) vincularon la metilacion de proteinas flagelares con la progresion del ciclo
celular en el alga verde biflagelada Chlamydomonas. Respecto al ambito de las

ciliopatias, el trabajo de Woo y colaboradores (2014) es el primero que ha demostrado
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como la hipermetilacion del gen PKD1 seria el mecanismo responsable del desarrollo de

los quistes renales caracteristicos en individuos con ADPKD.

Por otra parte, si existen estudios en relacion a los sistemas y procesos afectados
en pacientes con ALMS. Asi, se ha determinado ya el papel de la metilacion y otras
alteraciones epigenéticas en la modulacion de la expresion génica de los fotorreceptores
en la retina de mamiferos (Merbs et al., 2012; revisado en Mo et al., 2016), y también
en el desarrollo de cuadros fibroéticos (revisado en Dowson & O’Reilly, 2016) o en
procesos de hipoacusia neurosensorial (revisado en Friedman & Avraham, 2009;
Layman & Zuo, 2015). Por lo tanto, seria razonable pensar que cambios en el perfil de
metilacion del gen ALMS1 podrian estar implicados en la variabilidad observada para
determinados caracteres desarrollados por los pacientes con ALMS, teniendo en cuenta
ademas que en una caracterizacion reciente de la region promotora de este gen se ha
encontrado una isla CpG con un motivo X-box conservado (Purvis et al., 2010). Es
importante mencionar que las regiones X-box constituyen las secuencias de union a los
factores de transcripcion (TFs, por sus siglas en inglés) de la familia del Factor
Regulador X (RFX, por sus siglas en inglés), conocidos por regular especificamente la

expresion de genes ciliares (Swoboda et al., 2000; Piasecki et al., 2010).
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I1. PACIENTES Y METODOLOGIA

1. DESCRIPCION DE LOS PACIENTES SELECCIONADOS

Para la realizacion de este estudio se dispuso de siete muestras de ADN que
habia sido obtenido a partir de sangre total periférica, procedentes de pacientes con
ALMS pertenecientes a nuestra cohorte, integrada en la actualidad por un total de 12
familias de las cuales el 75% (9/12) presentan confirmacion molecular del diagnostico
clinico (Pifieiro-Gallego et al., 2012; observaciones no publicadas). De los siete
pacientes incluidos, seis eran portadores de dos variantes patogénicas en el gen ALMS1

(los hallazgos genéticos y sus rasgos clinicos principales se recogen en la Tabla 15).
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Tabla 15. Genotipo y principales rasgos clinicos de los pacientes con ALMS incluidos en el estudio

EAMILIA VARIANTE VARIAN:FE EXON CARACTERISTICAS CLINICAS RASGOS
(ADNC) (PROTEINA) PRINCIPALES* ADICIONALES
€.5465C>T/ p.(Pro1822Leu)/ . .
RP118 6 11918C>A 0.(Ser3973%) 8/19 DR (3 afios), T2DM (19 afios) =
RP621 - - - DR, OB (42 afios), HIPN (35 afios) -
Nistagmo, fotofobia,
nprog  C10790_10791delTG/  p.(Val3597Glufs*4) DR (8 meses), OB (9 meses), T2DM esc‘jfr']'(f’j;itnl's°tt;:g%‘;20
¢.10790_10791delTG p.(Val3597Glufs*4) (9 afos), HIPN . 13,
paladar ojival, esteatosis
hepética
RP1087 €.1847C>G/ p.(Ser616%)/ 8 DR, OB (5 meses), T2DM (25 afios), Nistagmo, fotofobia,
c.5145T>G p.(Tyrl715%) HIPN (21 afos) escoliosis , hipogonadismo
€.2782G>T/ p.(Glu928*)/ . .
GBB28 c.2782G>T 0.(Glu928*) 8 DR (sospecha), OB, T2DM, CM Nistagmo, fotofobia
€.6828C>A/ p.(Cys2276%*)/ ~ e
GBB29 C.6828CSA 0.(Cys2276%) 8 DR, OB, T2DM (25 afios), HIPN Fotofobia, hiperlipidemia
. Nistagmo, hiperlipidemia,
*
CEEOR = XLl ifelLTiE 8 OB, T2DM, HIPN, CM hiperandrogenismo,

€.2259 2260insT

p.(Glu754%*)

hipotiroidismo

Las familias RP118, RP621, RP793 y RP1087 se describen en detalle en Pifieiro y colaboradores (2012). (*) Entre paréntesis, se muestra la edad de inicio del
rasgo, en meses o afios de edad, cuando estaba disponible. ADNc: ADN complementario; DR: distrofia de retina; OB: obesidad; T2DM: diabetes mellitus tipo
2; HIPN: hipoacusia neurosensorial; CM: cardiomiopatia.
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El estudio molecular fue realizado previamente mediante el uso del microchip de
genotipado BBS/AS Asper Ophthalmics genotyping microarray (Asper Biotech; Tartu,
Estonia, http://www.asperbio.com/) y/o secuenciacion directa del gen ALMS1 (Pifieiro-
Gallego et al., 2012; observaciones no publicadas). Las variantes identificadas se
nombraron siguiendo las recomendaciones de la HGVS (version 15.11; den Dunnen et
al., 2016), considerando el primer nucledtido del codon de inicio ATG como el
nucledtido c.1. Se utiliz6 la secuencia de referencia ENST00000613296.4, depositada

en la base de datos Ensembl.

Se obtuvo consentimiento informado de todos los participantes o de sus tutores
legales, garantizandose en todo momento su anonimato. Este estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (2006/08) y se realiz6 de acuerdo a
los principios éticos para la investigacion médica en seres humanos establecidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial

(http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/).

2. ANALISIS BIOINFORMATICO

Para la busqueda de islas CpG en la region promotora del gen ALMS1, el exén 1
(435 pb) y las 5.000 pb inmediatamente anteriores (utilizando la secuencia de referencia
ENST00000613296.4) fueron analizadas con el programa Methyl Primer Express®
software v1.0 (Applied Biosystems®; Carlsbad, California, EE.UU), utilizando los
pardmetros establecidos por defecto (ratio entre el nimero de sitios CpG observado y
esperado de al menos 0,6 y contenido minimo en guanina y citosina del 50%). Ademas,
el cuerpo génico completo del gen ALMS1 (aproximadamente 224 kb) también fue

analizado con este propésito.

Por otra parte, se realizé una basqueda manual de potenciales secuencias X-box
en la region promotora del gen ALMS1, utilizando para ello las secuencias consenso
definidas en mamiferos para el factor regulador X1 (RFX1) y el factor regulador X3
(RFX3): GTNRCC/N(No.3)RGYAAC (Emery et al., 1996) y GTYBYC(N;.4) GRMAAC
(El Zein et al., 2009) respectivamente, siendo N cualquier nucleétido, R una adenina o
guanina, Y una timina o citosina, B una timina, citosina o adenina y M una adenina o

citosina. Por dltimo, aquellos sitios potenciales de unién a otros TFs fueron
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identificados con el programa Matlnspector (Genomatix; Munich, Alemania)
(Cartharius et al., 2005), considerando Unicamente aquellas predicciones con un valor
de similitud superior a 0,99.

3. CULTIVOS CELULARES

Con el objetivo de obtener muestras de ADN procedentes de tipos celulares
afectados en los pacientes con ALMS, y que ademé&s expresasen proteina ALMS1
funcional para poder asi comparar el patron de metilacion que seria determinado en
etapas posteriores, se realizaron cultivos de dos tipos celulares distintos: un cultivo
primario de fibroblastos epidérmicos de origen humano (cedido por la Dra. Saida
Ortolano, del Instituto de Investigacion Sanitaria Galicia Sur) y células de la linea
comercial hTERT RPE-1 (células del epitelio pigmentario de retina humana
inmortalizadas con la subunidad catalitica de la enzima telomerasa (“telomerasa
transcriptasa reversa”), por sus siglas en inglés), cedida por el Dr. Sgren T. Christensen

(Universidad de Copenhague).

La manipulacion de los cultivos celulares se realizé en las condiciones y con el
mismo equipamiento mencionados en el apartado 4.1 de la Metodologia del Capitulo 11,
utilizando frascos T25 (Jet Biofil®; Guangzhou, China) y placas de cultivo P60
(Falcon®; Durham, Carolina del Norte, EE.UU.). El crecimiento de ambos tipos
celulares se hizo en medio DMEM (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.),
suplementado con un 10% (v/v) de FBS (PAA laboratories; Pasching, Austria), 100
U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (P/S) (solucion comercial de
Gibco®; Grand Island, Nueva York, EE.UU.) y L-glutamina 2 mM (Lonza; Basilea,

Suiza).

La descongelacion de los crioviales se realizo en bafio termostatico a 37 °C. En
el caso de las células hTERT RPE-1, una vez descongelada la suspension celular se
transfirid gota a gota a un tubo con 9 mL de medio de cultivo precalentado y se
centrifugé durante 5 min a 600 xg. A continuacion, las células sedimentadas se
resuspendieron cuidadosamente en 1 mL de medio de cultivo y se sembraron en un
frasco T25 (con una superficie de cultivo de 25 cm?), en un volumen total de 5 mL de

medio, y se mantuvo hasta alcanzar el estado de confluencia (reemplazando el medio de
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cultivo por medio fresco cada 1-2 dias). Para la descongelacion de los fibroblastos, se
realiz6 una modificacion del protocolo anterior para mantener en lo posible la viabilidad
celular al tratarse de un cultivo primario, de manera que tras descongelar el criovial en
el bafio termostatico se transfirio su contenido directamente a un frasco T25 con 4 mL
de medio de cultivo completo. A las 24 h, se realizdé un lavado con DPBS (Sigma-
Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.) y se cambi6 el medio de cultivo por 5 mL de
medio fresco, repitiendo el proceso cada 1-2 dias hasta obtener una densidad celular

préxima al nivel de confluencia.

Una vez lograda la densidad celular deseada, las células se disgregaron
enzimaticamente incubandolas durante 5-10 min a 37 °C con 1 mL de una solucion
comercial de tripsina al 0,05% (p/v) con EDTA al 0,02% (p/v) (0.05% Trypsin-
EDTA de Gibco®; Carlshad, California, EE.UU.), tras un lavado previo con DPBS. Tras
neutralizar la reaccion enzimatica con 2 mL de medio de cultivo, la suspension celular
resultante se homogeneizé y se transfiri6 1 mL a una placa de cultivo P60 con 4 mL de
medio de cultivo fresco, incubandose las placas asi preparadas hasta que alcanzaron una
densidad celular del 95-100% de la superficie de cultivo (cambiando el medio de cultivo
cada 1-2 dias). A continuacion, se realizaron dos lavados con DPBS, se cambio el
medio por 5 mL de medio de cultivo sin FBS (para inducir la expresion de ALMS1) y

las placas se incubaron durante 24 h mas.

4. EXTRACCION DE ADN GENOMICO Y TRATAMIENTO CON BISULFITO DE
SODIO

Para la extraccién del ADN gendmico a partir de los cultivos preparados en la
etapa anterior se empled, tras realizar dos lavados con DPBS y despegar las células con
un raspador, el NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se lisaron con un tampon que
contenia proteinasa K y dodecilsulfato sodico (SDS) a 56 °C y, a continuacion, se
realizaron una serie de pasos de aislamiento y purificacion en presencia de sales
caotrépicas y etanol utilizando columnas pre-empaqguetadas con una membrana de
silice, a la que se unia especificamente el ADN presente. El ADN asi obtenido se eluyo
con 55-75 pL de tampén Tris-HClI 5 mM a pH 8,5 y se cuantificoO mediante
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
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Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.), considerandose muestras puras aquellas
con un indice Aggo/Azgo de aproximadamente 1,8. Las muestras fueron conservadas a 4

°C hasta su uso.

A continuacion, se prepararon los controles de ADN metilado y no metilado
necesarios para la posterior cuantificacion del porcentaje de metilacion de las muestras,
a partir de ADN procedente de sangre total periférica de un donante sano. Para la
obtencion del control metilado (con un 100% tedrico de citosinas metiladas), se trato el
ADN con una enzima ADN metiltransferasa que afiade grupos metilo (-CHs)
especificamente a residuos de citosina en posicion 57, utilizando el co-sustrato S-

adenosilmetionina como donador de grupos metilo.

Se siguidé el siguiente protocolo: en primer lugar, se preparé la mezcla de
reaccion en un volumen final de 50 pL, conteniendo 6 pL (500 ng) de ADN, 4 uL de
tampdn de reaccion (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM apH 7,9y DTT 1 mM), 4 pL de S-
adenosilmetionina (3,2 mM), 15 puL (6 U) de enzima metiltransferasa (CpG
Methyltransferase M.Sssl 4x10° U/mL de New England Biolabs®; Ipswich,
Massachusetts, EE.UU.) y 355 uL de agua destilada estéril (B. Braun Medical;
Barcelona, Espafia). Esta mezcla se incub6 durante 2 h a 37 °C, a continuacion se le
afladieron otros 4 pL de S-adenosilmetionina y se dejo incubando toda la noche
(aproximadamente 16 h) a 37 °C.

Como control no metilado se empled el ADN del mismo donante sano que en el
caso anterior, pero sin someterlo al tratamiento con la enzima metiltransferasa. Todas
las muestras, asi como los controles metilado y no metilado, se trataron con bisulfito de
sodio utilizando el EZ DNA Methylation-Di r e &it EZymo Research; Irvine,
California, EE.UU.), de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante. Este
tratamiento permite convertir aquellas citosinas no metiladas del ADN en residuos de
uracilo mediante tres reacciones sucesivas de sulfonacion, desaminacion y
desulfonacion, de manera que tras la amplificacion posterior mediante PCR seran
detectadas como timinas, mientras que las citosinas metiladas no se modificaran (Figura
28). Se emplearon 300-500 ng de ADN de partida y tras la conversién, se obtuvieron 20
puL de ADN purificado y modificado que fue almacenado a -80 °C hasta su uso. En cada
tratamiento con bisulfito de sodio, se incluyeron tanto el control metilado como el no

metilado.
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Figura 28. Efectos del tratamiento con bisulfito de sodio sobre los residuos de citosina
(imagenes  modificadas de  https://www.diagenode.com/categories/bisulfite-conversion y
http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/Imag
eService/Articleimage/2014/AN/c3an02154h/c3an02154h-f1_hi-res.gif). A-Etapas de la
transformacién de los residuos de citosina no metilados en uracilos durante el tratamiento con
bisulfito de sodio. B-Representacion de una secuencia de ADN que contiene citosinas metiladas y
no metiladas tras la conversion bisulfito.

5. ENSAYO DE PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL ESPECiFICA DE
METILACION

Para evaluar el grado de metilacion de la isla CpG encontrada en la region
promotora del gen ALMS1, se disefid un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real
especifica de metilacion (qMSP), anidada, acotando dentro de la isla CpG aquellas

regiones con mayor densidad de sitios CpG potencialmente metilados (Figura 29).

= 5

OUTER1 OUTER 2

_

MS-1 Ms-2 M5-3 Ms-4

Figura 29. Representacién de la distribucion de sitios CpG en la isla encontrada en la region promotora
del gen ALMSL1. Se indican los amplicones disefiados para el estudio de metilacion: Outer 1 y Outer 2 designan
a los pares de cebadores que amplifican regiones no especificas de metilacion (flechas azul oscuro), mientras que

MS-1, 2, 3y 4 representan los cebadores disefiados para amplificar secuencias metiladas (flechas azul claro).
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En la primera ronda de PCR o pre-amplificacion, se utilizaron cebadores
externos no especificos para secuencias metiladas, permitiendo asi la amplificacion de
las regiones de interés independientemente de su estado de metilacion (las secuencias de
estos cebadores y las caracteristicas de los amplicones resultantes se recogen en la Tabla
16). Para ello, a 2 uL de ADN tratado con bisulfito de sodio se les afiadieron 2,5 L de
tampon 10X EpiTaq PCR (Mg?* free), 2,5 puL de MgCl, (25 mM), 1 pL de cada
cebador, directo y reverso (10 pM), 0,75 pL de dNTPs (10 mM), 0,2 uL (1 U) de ADN
polimerasa (TaKaRa EpiTaqE HS for bisulfite-treated DNA 5 U/ uL de TAKARA BIO
Inc.; Otsu, Shiga, Japon) y 15,05 puL de agua destilada estéril (B. Braun Medical,
Barcelona, Espafia), teniendo un volumen final de reaccion de 25 pL. La amplificacion
se llevd a cabo en el termociclador T100F Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules,
California, EE.UU.), bajo las siguientes condiciones: 5 min a 95 °C, seguidos de 20-25
ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a la temperatura de hibridacion especifica de cada par de
cebadores y 30 s a 72 °C, para finalmente producirse una extension de 7 min a 72 °C.
En cada ronda de pre-amplificacion se incluyeron las muestras problema, los controles

metilado y no metilado, y un control negativo (sin ADN molde).

A continuacién, se realizd el ensayo de qMSP a partir de las muestras pre-
amplificadas en la etapa anterior, utilizando cebadores que reconocian especificamente
citosinas metiladas (Tabla 16). Para ello, se hicieron diluciones 1:300 de todas las
muestras y controles en agua destilada estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia), y
se prepard la siguiente mezcla de reaccion en un volumen final de 20 pL: 2 uL de ADN,
10 pL de SYBR® Select Master Mix 2X (Applied Biosystems®, Austin, Texas, EE.UU.),
0,4-0,6 pL de cada cebador, directo y reverso (20 uM), y 6,8-7,2 pL de agua destilada
estéril (B. Braun Medical; Barcelona, Espafia). La amplificacién de llevo a cabo en un
termociclador a tiempo real StepOneE Real-Time PCR System (Applied Biosystems®;
Foster City, California, EE.UU.), utilizando el siguiente programa: 2 min a 50 °C, una
segunda incubacién de 2 min a 95 °C y 40 ciclos de 15sa 95 °Cy 1 min a la
temperatura de hibridacion especifica de cada par de cebadores. Tras terminar cada
amplificacion, se generé una curva de fusion (equivalente al término inglés melting

curve) para evaluar la especificidad de la amplificacion.
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Tabla 16. Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar la isla CpG del promotor del gen ALMS1 y pardmetros de amplificacion

TAMANO TEMPERATURA  CICLOSDEPRE-  CONCENTRACION
AMPLICON SECUENCIA (5A 3") AMPLICON  DEHIBRIDACION  AMPLIFICACION  CEBADORES gMSP
(pb) (°C) (nM)

F: TTTGTATGTGTGATTATAA
LlLr=R R: ATTATAACCCAACTTAAAC e = ) )

F: GAGTTGGAGGAGGAGGAG
OUTER 2 R: CTCACCTTCTCCAAAAAAATC 500 - ) )

F: GCGAAATTCGATTTTAGTC
e R: AATAAACCGAAACTAAACGC & o8 20 LD

F: AAGGTTTCGGTCGGTGAC
MS-2 R: GCGCGCGTTACTAAAAAC 106 60 25 600

F: AGGAGGAGGTTGTAGCGGC
M3 R CGTAATAAAAATCGAAATCC 107 o0 20 400

F: ATAGACGACGAGGAGGACG
MS-4 R: CGCCCTCCGAATAACGATA 104 61 20 600

Las citosinas potencialmente metiladas aparecen resaltadas en negrita (en la secuencia del cebador reverso aparecen las guaninas complementarias). F: cebador

directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases.
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En cada placa de 48 pocillos (MicroAmp® Fast Optical 48-Well Reaction Plate
de Applied Biosystems®; Foster City, California, EE.UU.) se incluyeron por triplicado
las muestras, siete diluciones del control metilado (100, 50, 10, 5, 1, 0,5 y 0,1% de
metilacién) y el control no metilado, ademas del control negativo obtenido en la primera
ronda de PCR y un control negativo de la reaccion de qMSP (sin ADN molde), ambos

por duplicado.

La especificidad de amplificacién de los cebadores y la integridad del ADN
tratado con bisulfito fueron comprobadas realizando una electroforesis en geles de
agarosa al 3% (p/v) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, incluyendo el marcador de
masa molecular HyperLadderE 25 bp (Bioline; Singapur) y aplicando un voltaje

constante de 110 V durante 30 min.
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III. RESULTADOS

1. CARACTERIZACION BIOINFORMATICA DE LA REGION PROMOTORA DEL
GEN ALMS1

Dado que Purvis y colaboradores (2010) sitian el TSS del gen ALMS1 en una
isla CpG pero no ofrecen datos concretos acerca de la extension y localizacion de la
misma, se planted la caracterizacion bioinformética de la region promotora de este gen
en relacion a la presencia de isla(s) CpG y también de secuencias X-box y otros sitios de

union a TFs.

Asi, se encontré una isla CpG de 658 pb con 67 sitios CpG potencialmente
metilados y un contenido en guanina y citosina superior al 70% del total de nucledtidos
(Figura 30), tras escanear la region comprendida por el exon 1 y las 5.000 pb anteriores
con el programa Methyl Primer Express®. Esta isla CpG abarca 231 pb de secuencia 5
y 427 pb del exdn 1 (incluyendo la region 5°-UTR, del inglés untranslated region, del
gen ALMS1).

5 -GlEGAAACTIGACCCCAGGAGAACTAACTGTCCTTGEGGGGGCCTCTGEGCC[8GG
AAGG[EGCCCAGTCCGGTTTATTGTGAGCTTACAGTACAGTTGCAAGGTC ([8GG[8GGTG
ASGGEGGEGAGGIGG ANGTIG CTGTAGCAAACCTCIGCCCTAAGGEGTTC ([8G [iGG
cCcTlicGlGGlecTC ccTAGCAASGlEGlEGlEGlEGGT TT{8GG C[8GCCCAGGGGGEGG
ACTG8GCCTAAGCTGGGCCACAA[8GCCAGTCAGGGCTCTCCCCTTCCCCTCCCT
TCCTCCTCCTCCTCTGC@GCCCAGAGIGAGACACCAACATGGAGC (J§GAGGATCTGCCATG
G BGGGEGAG TGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGAGG
AGGAGG(TGCAGEGGEGGEGGEGGGANRGTGGARGARGTAGTGGTEGTGGAGGAGGT
GGAGGAAGAGGIGGGGEGGGAGTTGGACTCGACTCTCACTARGGGCCCCAGCATCTGGA
AAGTATAGARGAGAGGAGGAGAGGAGGCCAAGGC(TGGCTGCAGGEGCACCCMGGCA
GGATTTTGC (TG TGTEGCCC@GCAGCAEG TACTEGGAGGGRGAGEGGACCTC-3

Figura 30. Secuencia de la isla CpG localizada en la region promotora de ALMS1 analizada en
este trabajo (se destacan en azul las citosinas potencialmente metiladas y en naranja las citosinas

no metiladas).

La distribucion de sitios CpG a lo largo de la isla no fue homogénea, ya que
estos se concentraban mayoritariamente en sus extremos dejando una region central con
solo cinco sitios CpG potencialmente metilados (Figura 29), que fue omitida para evitar
un disefio experimental excesivamente complejo. Ademas, también se analizo el cuerpo

génico de ALMS1 en busqueda de islas CpG que pudieran resultar de potencial interes,

165



CAPITULO IlI-Resultados

utilizando los mismos criterios mencionados anteriormente y con propositos meramente
descriptivos. Se identificaron un total de cuatro islas, con un tamafio comprendido entre
476y 685 pb, todas ellas localizadas en la mitad 5"de la secuencia del gen e integradas
exclusivamente por region intronica excepto en el caso de la isla situada en el exén 1,
que coincide parcialmente con la isla CpG en regidon promotora que seria analizada en

etapas posteriores (Tabla 17).

Tabla 17. Caracteristicas principales de las islas CpG localizadas en el cuerpo génico del gen
ALMS1

1 >70 647 Exo6n 1+intron 1*  chr2: 73,385,758-73,386,404
2 >50 476 Intrén 9 chr2: 73,460,677-73,461,152
3 >60 476 Intron 9 chr2: 73,485,530-73,486,005
4 >50 685 Intrén 12 chr2: 73,538,255-73,539,939

Las coordenadas genomicas se obtuvieron de la secuencia de referencia ENST00000613296.4 (Ensembl).
(*) Esta isla CpG coincide parcialmente con la encontrada al analizar la region promotora del gen ALMS1,
y abarca todo el exén 1 (435 pb) y las primeras 212 pb del intrén 1. pb: pares de bases; chr: cromosoma.

Por otra parte, también se analiz6 la presencia de sitios potenciales de unién a
TFs, siguiendo dos estrategias. En primer lugar, y utilizando las dos secuencias
consenso indicadas en Metodologia, se procedid a la biusqueda manual de secuencias
compatibles con motivos X-box, no encontrandose ninguna en la regién del gen ALMS1
considerada. En cambio, el andlisis efectuado con el programa Matlnspector reveld la
presencia de motivos compatibles con la secuencia consenso de 20 TFs distintos que

tedricamente podrian estar regulando la actividad transcripcional de ALMS1 (Tabla 18).
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Tabla 18. Listado de las secuencias de union a factores de transcripcion en la region promotora del gen
ALMS1 obtenidas tras el analisis con el programa Matlnspector

GEN

FACTOR DE TRANSCRIPCION* (CODIGO HGNC) SIMILITUD? SECUENCIA (5A3)
BTB domain and CNC homolog 2 BACH2 (14078) 0,990 tggcatactgagtcagccactta
Eomesodermin EOMES (3372) 0,990 cacttaaagtggtgtgactttgtgtttat
Myeloid zinc finger 1 MZF1 (13108) 0,991 aaggggagagc
FOXAL (2021),
Forkhead box A1/ Forkhead box A2 FOXA? (5022) 0,991 acagagcaaatatttat
ALX homeobox 1 ALX1(1494) 0,992 tcctttaattatcacacccat
Myelin transcription factor 1 MYT1 (7622) 0,992 ataaagttttaaa
E2F transcription factor 1 E2F1 (3113) 0,992 gcggggcgggagttgga
Helicase like transcription factor HLTF (11099) 0,993 taatacttgtc
NK3 homeobox 1 NKX3-1 (7838) 0,993 cactttaagtggtgatgcc
Zinc finger protein 148 ZNF148 (12933) 0,993 cceteectecccccctectectce
— DLX1 (2914), DLX2
Distal-less homeobox 1, 2 and 5 (2915), DLX5 (2918) 0,994 tggotgtgataattaaagg
msh homeobox 1 and 2 MSX1 (7391), MSX2 0,994 gatactttaatttgccatt
(7392)
SMAD family member 4 SMAD4 (6770) 0,995 ttggtctaggc
Zinc finger protein 263 ZNF263 (13056) 0,996 cceeccectectecte
Transcription factor AP-4 TFAP4 (11745) 0,996 ccaaccagctgttaaag
SMAD family member 3 SMAD3 (6769) 0,997 gotgtctggtt
Forkhead box P1 (alternative splicing
variant activated in ESCs) FOXP1 (3823) 1,0 ccaccaaaacatatgta
CCAAT/enha:pcSei:Obr:ndmg protein CEBPE (1836) 1,0 aactttgggcaaatt
MY B proto-oncogene, transcription MYB (7545) 10 gctgggccacaaccgecagtc
factor
PLAGL. zinc finger PLAG1 (9045) 1,0 ggggggaggga

Las secuencias localizadas en la isla CpG de la regién promotora de ALMS1 se resaltan en negrita. (*) Todos los
nombres y simbolos son términos oficiales aprobados por el Comité de Nomenclatura Génica HUGO-HGNC
(http://www.genenames.org/). (") Este valor se corresponde con la salida matrix similarity de la prediccion, de manera
gue alcanza un valor maximo de 1 sélo si la secuencia candidata se corresponde con el nucledtido mas conservado en
cada posicién de la matriz.
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Asi, se identificaron varias familias de homeoproteinas y proteinas con dedos de
zinc, los TFs FOXAL y FOXA2 (Forkhead box Al y A2) y varios miembros de la
familia de factores SMAD, entre otros. Cuatro de las secuencias identificadas se
localizaron en la isla CpG identificada en la region promotora de ALMS1, asociadas
fundamentalmente a la region 5°-UTR del gen, y corresponderian a los siguientes TFs:
E2F1 (factor de transcripcion 1 de la familia E2F), Eomesodermina/proteina TBR2
(factor de transcripcion de caja T, tipo 2), ZNF263 (proteina con dedos de zinc 263,
miembro de la familia de proteinas que contienen el dominio C2H2, la estructura clasica

del dedo de zinc) y el TF c-Myb (miembro de la familia de proto-oncogenes Myb).

2. ANALISIS DEL ESTATUS DE METILACION DE LA ISLA CpG DE ALMS1
MEDIANTE PCR CUANTITATIVA ESPECIFICA DE METILACION

Para analizar el grado de metilacién de la isla CpG identificada en la regién
promotora del gen ALMS1, se disefi6 y optimiz6 un ensayo de gMSP que permitiera el
estudio del mayor nimero posible de sitios CpG potencialmente metilados. Para ello, y
debido al gran tamafio de la isla (658 pb), no recomendado para ensayos de PCR
cuantitativa a tiempo real, esta se subdividié en cuatro amplicones, que a su vez fueron
agrupados en dos regiones que serian amplificadas en la primera ronda de PCR con

cebadores para secuencias independientes del estatus de metilacion (Figura 29).

Tras un periodo de optimizacién previo, se logré poner a punto el ensayo
logrando porcentajes de eficiencia que variaban del 88,2 al 98,4%, para cada uno de los
cuatro amplicones y placa ensayada. También pudo confirmarse la especificidad del
ensayo de gMSP aqui propuesto para detectar metilacion de forma especifica, ya que no
se observo amplificacion, o esta se producia en ciclos de cuantificacion (Cq) tardios, del

control no metilado para los cuatro amplicones analizados.

Tras realizar el ensayo de gMSP, no se detectd amplificacion especifica para
secuencias metiladas en ninguno de los amplicones disefiados en este estudio, para
ninguno de los siete pacientes analizados ni tampoco para los dos tipos celulares

incluidos.
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IV. DISCUSION

El ALMS es una ciliopatia ultra-rara que puede considerarse un modelo
monogeénico para la obesidad y el sindrome metabdlico, como ya se ha comentado, por
lo que se estdn haciendo grandes esfuerzos por investigar las bases moleculares
asociadas a su desarrollo y poder asi comprender mejor los mecanismos que conducen a
condiciones cada vez mas prevalentes en la poblacion actual. Sin embargo, los avances
conseguidos en los Gltimos afios son todavia insuficientes para ofrecer alguna opcion
terapéutica real a los pacientes con ALMS, que solamente reciben tratamiento

sintomatico para algunas de las alteraciones que desarrollan.

Por lo tanto, es necesaria la exploracion de nuevos mecanismos que puedan estar
implicados en la regulacién de la expresion y funcién de la proteina ALMS1 que ayuden
a explicar, por ejemplo, la variabilidad en la presentacion clinica encontrada en los
pacientes (Pifieiro-Gallego et al., 2012; Marshall et al., 2015; Hollander et al., 2017).
De hecho, este fendmeno sugeriria la existencia de una compleja interaccion entre
factores genéticos y ambientales para modular la expresion fenotipica de este sindrome
mediante mecanismos epigenéticos, que ya han sido implicados en numerosas
patologias pero que constituye un campo practicamente inexplorado en relacion al
ALMS. En esta linea, solamente se ha encontrado en la bibliografia un estudio al
respecto, en el que se evaluaban los perfiles de expresion codificante y no codificante a
partir de cultivos de linfoblastoides de pacientes con ALMS (Butler et al., 2015). Asi,
los autores de este trabajo refieren una alteracién global de la expresion de ARN no
codificante (concretamente, de microARN, o miRNA por sus siglas en inglés, y también
de ARN nucleolar pequefio o snoRNA) en individuos con ALMS en comparacion a
aquellos con obesidad comdn y con afectos del sindrome de Prader-Willi
(MIM#176270), relacionada mayoritariamente con genes implicados en el ciclo celular

y en procesos de replicacion y reparacion del ADN.

1. PROPUESTA DE NUEVOS FACTORES DE TRANSCRIPCION PARA LA
REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN ALMS1

Con el objetivo de profundizar mas en esta cuestion, se realizo en primer lugar

un analisis de la region seleccionada del gen ALMS1 (incluyendo el exon 1 y 5.000 pb
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en direccién 57), para tratar de localizar islas CpG y secuencias de union a TFs
potencialmente implicados en una posible regulacion de la expresion de este gen. Una
vez efectuado, se encontrd una Unica isla CpG coincidente con la descrita por Purvis y
colaboradores (2010), la cual albergaria multiples TSSs para ALMS1, posiblemente
especificos de tejido y situados en una Unica region de 70 pb, segun los autores. Este
dato apoyaria el interés de analizar esta isla en un contexto de regulacion epigenética,
pues si se demostrara su implicacion en el ALMS podria representar un mecanismo

comun que modulase la afectacion multiorganica asociada al sindrome.

En relacion a la bdsqueda de secuencias X-box, en la region analizada no se
encontré ningin motivo compatible con las secuencias consenso para factores RFX en
mamiferos publicadas hasta la fecha (Emery et al., 1996; El Zein et al., 2009). En
cambio, Purvis y colaboradores (2010) si refieren una secuencia X-box localizada en la
isla CpG de ALMSL tras su andlisis con el programa Matlnspector, pero sin especificar
la secuencia consenso considerada. EI motivo identificado por estos autores, de
secuencia 5'-GTCCCTAGCAAC-3", no muestra compatibilidad con las secuencias de
referencia aqui empleadas, aunque es similar a otras mas degeneradas como la deducida
por Laurencon y colaboradores (2007) para varias especies del género Drosophila
(RYYNYY(N13)RRNRAC). Sin embargo, parece que este motivo X-box si estaria
implicado en la regulacion transcripcional in vitro de ALMS1 a través de los factores
RFX1 vy el factor regulador X2 (RFX2) (Purvis et al., 2010), ya que sustituciones
puntuales en su secuencia producian una reduccion del 60% en la actividad

transcripcional del gen ALMS1.

Respecto a los sitios de union a TFs obtenidos tras efectuar una prediccion con
el programa Matlnspector, se identificaron cuatro secuencias situadas en la isla CpG
caracterizada en este estudio que, en un posible contexto de metilacion, podrian resultar
directamente afectadas. Entre los TFs identificados, E2F1 podria constituir un buen
candidato para el control transcripcional de ALMS1, ya que es un potente activador de la
expresion de genes relacionados con la progresion del ciclo celular, la replicacion del
ADN vy la induccion de la apoptosis (revisado en Wong et al., 2011), y precisamente
existen varias evidencias de que la proteina ALMS1 podria ser un regulador clave del
ciclo celular, como ya se ha comentado anteriormente (véase también la Discusion del
Capitulo 1V). Asi, se sabe que los fibroblastos procedentes de pacientes con ALMS

presentan un ciclo celular més largo y una mayor resistencia a la apoptosis (Zulato et
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al., 2011), se ha demostrado como ALMS1 participa en la parada del ciclo celular de los
cardiomiocitos, etapa fundamental para completar su diferenciacion (Shenje et al.,
2014), y tambien que tiene un papel importante en la induccion y/o mantenimiento de la
fase Go del ciclo celular (Yabuta et al., 2006).

Todos estos datos sugeririan una potencial regulacion de la expresion del gen
ALMS1 por miembros de la familia E2F, de manera que E2F1 podria ser un activador
transcripcional de este gen y, de no producirse esta interaccion, se desencadenarian la
parada del ciclo celular y la resistencia a la apoptosis observadas en los fibroblastos
derivados de los pacientes con ALMS. Seria muy interesante ademas poder vincular una
interaccion defectiva entre ALMS1 y E2F1 a la presencia de metilacion tejido-especifica
que estuviese bloqueando la unién del factor E2F1, o bien a un cambio en el estatus de
metilacion del propio TF que impidiera la realizacion de su actividad bioldgica normal.

Otro buen candidato podria ser la Eomesodermina, perteneciente a la familia de
TFs de caja T o T-box, bien conocidos por regular procesos morfogenéticos ya en etapas
muy tempranas del desarrollo embrionario de vertebrados (revisado en Probst & Arnold,
2017). Asi, se ha establecido que este TF seria esencial para las primeras etapas de
diferenciacion del mesodermo cardiaco y la formacion de células progenitoras
cardiovasculares durante el periodo de gastrulacion (Costello et al., 2011). Dada la
reciente implicacion de ALMS1 en el proceso de diferenciacion cardiaca (Shenje et al.,
2014), podria ser posible que la Eomesodermina regulase la transcripcion del gen

ALMS1 especificamente en este 6rgano.

La obtencion de evidencias experimentales para el modelo de regulacion aqui
propuesto, asi como de la posible implicacion de un mecanismo de metilacién en ese
modelo de control transcripcional, debera abordarse en futuros estudios. En relacion a
esto, se ha vinculado ya la actividad del factor RFX1 a mecanismos de regulacién
epigenética como el reclutamiento de los co-represores DNMT1 y HDAC1 (histona
deacetilasa 1) a la regién promotora de varios genes relacionados con el desarrollo de
lupus eritematoso para silenciar su expresion (Zhao et al., 2010), por lo que lo mismo

podria estar sucediendo en el caso de ALMS1.
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2. ESTUDIO PILOTO DEL ESTATUS DE METILACION DEL PROMOTOR DE
ALMSZ LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Para tratar de confirmar la hipotesis inicial planteada en este estudio, se disefio y
llevé a cabo un estudio piloto para cuantificar el nivel de metilacion de la isla CpG
identificada en el promotor de ALMS1 que habia sido caracterizada previamente
mediante gqMSP. Para ello, se dispuso de un total de siete muestras de pacientes con
diagnéstico clinico y/o molecular del ALMS, ademés de dos lineas celulares derivadas
de tejidos afectados en este sindrome. Tras realizar el ensayo, no se detectd la
amplificacion especifica de secuencias metiladas, por lo que los datos aqui obtenidos
parecen indicar que la metilacion de esta region del promotor no es un mecanismo de
regulacion epigenética de la expresion de ALMS1, al menos en estas muestras y bajo

esta aproximacién experimental.

Sin embargo, deben tenerse en cuenta una serie de limitaciones que podrian estar

condicionando este resultado:

Para demostrar la implicacién de un patrén diferencial de metilacion en la
modulacion de la presentacion fenotipica de los pacientes con ALMS, seria de enorme
utilidad la incorporacién de pacientes con las mismas variantes pero distinto fenotipo, o
también de pacientes con una presentacion clinica concreta y bien diferenciada del
fenotipo clasico asociado a este sindrome. Pero dada la condicion de sindrome ultra-raro
del ALMS vy la falta de disponibilidad de algunos de los pacientes de la cohorte para la
obtencion de mas muestras, fue imposible reclutar un mayor nimero para la realizacion

del estudio.

Por otra parte, quiza la ausencia de metilacion observada en este trabajo podria
ser debida al tipo de muestra empleada (sangre total periférica). Aunque la extraccién de
sangre representa la muestra mas asequible y facil de conseguir, pues supone un método
no invasivo con un gran potencial de aplicacion en el &mbito clinico, podria no estar
reflejando los mecanismos epigenéticos que operan en los tejidos diana del ALMS, ya
que los patrones de metilacion suelen ser predominantemente especificos de tejido
(Song et al., 2005; Kitamura et al., 2007). Ademas, los leucocitos totales utilizados para
la extraccion de ADN incluyen varias sub-poblaciones heterogeneas que podrian tener
perfiles epigenéticos distintos, lo que supondria una variable de confusion. Sin embargo,

se sabe que el gen ALMSI tiene una expresion ubicua, incluyendo linfocitos (Hearn et

172



CAPITULO III-Discusién

al., 2002; Braune et al., 2017), y también se han publicado varios estudios que analizan
los patrones de metilacion a partir de muestras de sangre periférica con resultados
prometedores para enfermedades sistémicas como el sindrome de ovario poliquistico
(Sang et al., 2014), la obesidad (Wang et al., 2010; Main et al., 2016) o la T2DM
(Bacos et al., 2016); todos estos datos apoyarian la aproximacion experimental aqui
empleada, aunque seria necesario refinar el disefio para tratar de identificar posibles
mecanismos epigenéticos que estén regulando la expresion del gen ALMS1. Asi, seria
muy interesante analizar el perfil epigenético de cultivos de fibroblastos procedentes de
pacientes con ALMS, ya que se ha demostrado que presentan distintas anomalias
asociadas y ademas constituyen un buen modelo para el estudio de enfermedades

multisistémicas.

Por otro lado, el uso de otras técnicas con mayor potencial de deteccion como
microchips especificos para sitios CpG metilados seria de utilidad para estudiar
globalmente la presencia de patrones de metilacion diferenciales a lo largo de todo el
genoma. De hecho, la extension del estudio a otras regiones gendmicas, ademas del
promotor, podria traer a la luz datos interesantes, ya que en este estudio se han
detectado cuatro islas CpG en el cuerpo génico de ALMS1 y, como ya se ha comentado,
existen patrones de metilacion alternativos que no han sido contemplados en este
trabajo. También seria muy interesante valorar si son otros los mecanismos epigenéticos
que estan operando en los pacientes con ALMS, como es el caso de la regulacion
mediante miRNA, pues el trabajo de Butler y colaboradores (2015) detectd una
sobreabundancia de hebras pasajeras de miRNAs en pacientes con ALMS en
comparacion a individuos control, obesos no sindrémicos y afectos de Prader-Willi, lo
que sugeriria la existencia de alteraciones en la biogénesis, transporte y/o procesamiento
de determinados miRNA asociadas especificamente al ALMS.

En definitiva, es importante continuar profundizando en esta linea de
investigacion, pues en enfermedades relacionadas como la PKD ya se han implicado
mecanismos epigenéticos (Patel et al., 2013; Woo et al., 2014; Woo et al., 2015). Asi,
en pacientes con ADPKD se ha descubierto como el silenciamiento derivado de la
hipermetilacion del cuerpo génico de genes relacionados con la cistogénesis, como en el
caso del gen de la policistina 1 (PKD1; HGNC:9008), es un mecanismo importante para
el desarrollo de los quistes renales caracteristicos de esta patologia (Woo et al., 2014).

Ademas, de este trabajo deriva una idea particularmente interesante, como es la
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existencia de patrones de metilacion diferencialmente asociados a procesos cancerosos
(frecuentemente asociados la region promotora), respecto a los que se encontrarian en
ciliopatias como el PKD, mas asociadas a cambios intragénicos; la identificacion de
islas CpG en el cuerpo génico de ALMS1 podria estar apuntando en esta direccion.
Ademas, nuevas evidencias apuntan a un nuevo modelo funcional alternativo en el que
pequefios cambios en los niveles de metilacién (<10%) en regiones concretas, como la
region 5 -UTR, estarian asociados al desarrollo de determinados fenotipos en entidades
clinicas complejas, especialmente en lo que a la edad de inicio de los sintomas se
refiere, a través de la modulacion de los eventos de splicing alternativo y la alteracion

de elementos reguladores (revisado en Leenen et al., 2016).
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I. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION A LA RUTA DE SENALIZACION TGF-f 7" - 0

El estudio de la ruta de sefializacion del factor de crecimiento transformante
beta/proteina morfogenética 6sea (TGF-B/BMP, por sus siglas en inglés) ha centrado
numerosas investigaciones desde hace mas de tres décadas, fundamentalmente en
relacién a procesos de carcinogénesis y metastasis. Sin embargo, su relacion con el
ALMS, a pesar de los vinculos que muchas de las caracteristicas fenotipicas
desarrolladas por estos pacientes tienen con procesos patologicos desencadenados por la
desregulacién de esta ruta, no habia sido considerada hasta el momento. Si se han
descrito algunos trastornos genéticos hereditarios asociados a variantes causales en
genes que codifican alguno de los componentes de la ruta, como es el caso de la
hipertension arterial pulmonar (MIM#178600), el sindrome de Marfan (MIM#154700)
o la telangiectasia hemorrégica hereditaria (MIM#187300).

1.1 Mecanismo de accién y regulacion de la ruta TGF-f BMP

La superfamilia TGF-B estd formada por mas de 30 ligandos distintos en
humanos, divididos en dos subfamilias en funcién de los receptores que activan y las
proteinas efectoras implicadas: la subfamilia TGF-B/activina/nodal y la subfamilia
BMP. La cascada de sefializacién inducida por la uniéon de estos ligandos incluye
receptores serina/treonina quinasa tipo | y Il, proteinas efectoras, cofactores de unién a
ADN vy co-represores y co-activadores transcripcionales (revisado en Massagué et al.,
2000; Massagué, 2012).

A pesar de esta complejidad estructural, que contempla multiples combinaciones
de receptores, ligandos y cofactores, el mecanismo de transduccion de sefial de la ruta es
sencillo (Figura 31): la unién de un ligando especifico desencadena la fosforilacion de
un dimero de receptores tipo | por parte de un dimero de receptores tipo |1, formandose
un complejo heterotetramérico activo que inicia una cascada de reacciones de
fosforilacion que comienzan sobre TFs R-SMAD (del inglés Receptor-regulated Smad
proteins). Las proteinas R-SMAD en su forma activa, esto es, fosforilada (SMAD2 y 3
en el caso de la via TGF-B, y SMADI, 5 y 8 para la via BMP), se unen a la proteina
SMAD4 (Co-SMAD), comun a todas ellas, formandose un complejo trimérico activo

que se trasloca al nicleo para regular la expresion de determinados genes, cuyo numero
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puede variar de unos pocos a centenares para cada ligando (revisado en Massagué et al.,
2000; Massagué, 2012).

Ligandos TGF-p: Ligandos BMP:
TFG-Bs, Activinas, Nodal BMP2,4,7
" Receptortipol
Receptoﬂ‘P?“ ’ R y p 00000000 ReCepto,-t,po’
oeRRERARaER TaTe s o 8 80 s 000 seseessse s N ' v,ecemm'tipo”

Polimerizacién cfefilctmentos 5{6@ ; v
HEHEHNG  ediBeuilir : Polimerizacion de
o filamentos de actina
o
oY
C\\Op\o
N

Factores de transcripcion: Co-represores: Co-activadores:
AP-1 homeodomain c-Ski/'SnoN CBP/p300
bZIP Sp1 c-Myc SMIF
RUNX  nuclear receptors Evit MSG1
Fox IRF-7 TGIF ARC105
bHLH SIP1

Tob (BMP only)

HDAC4/5

Figura 31. Esquema de las multiples vias de transduccién de sefiales que puede desencadenar la activacién de la
ruta TGF-B/BMP (modificada de https://www.cellsignal.com/contents/science-pathway-research-stem-cell-
markers/tgf-smad-signaling-pathway/pathways-tgfb).

La transduccion de sefiales mediada por proteinas R-SMAD es conocida como la
via candnica de sefializacién asociada a la ruta TGF-B/BMP, pero la union de los
ligandos de la ruta a sus receptores especificos también puede desencadenar la
activacion de otras cascadas de sefializacion no asociadas exclusivamente a esta ruta
(Figura 31), que constituyen la denominada via no canonica, como por ejemplo la
sefializacion mediada por proteinas con actividad quinasa activadas por mitdgenos
(MAPK, por sus siglas en inglés) como p38, JNK (proteina quinasa c-Jun N-terminal,
por sus siglas en inglés) y ERK1/2 (proteina quinasa regulada por sefiales
extracelulares, por sus siglas en inglés), la via PI3K/AKT/mTOR o mediante GTPasas
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de la familia Rho (revisado en Massagué et al., 2000; Massague, 2012). La activacion
no candnica puede producirse simultdnea o secundariamente a la transduccion de las
proteinas R-SMAD, existiendo mecanismos de retroalimentacion constante entre ambas
(revisado en Zhang, 2017).

La regulacion de la ruta TGF-B/BMP es muy compleja, con tantos niveles como
etapas tiene el mecanismo de sefializacion (revisado en Massagué, 2012; Luo, 2017). De
este modo, la respuesta bioldgica a la activacion de la ruta va a depender de numerosos
determinantes, como son la regulacion de la expresion y nivel de actividad de los
ligandos, receptores y efectores de la ruta (especifica para cada tipo celular o fase de
desarrollo), la disponibilidad de co-represores y co-activadores especificos de los
complejos SMAD (que determinaran qué genes son activados o silenciados), asi como
el contexto epigenético concreto de la célula (que condiciona la posibilidad de acceso a
determinados genes) (Massagué, 2012). Entre los activadores e inhibidores
identificados, destacan las proteinas SMADG6/7, antagonistas que impiden la activacion
de las R-SMAD o la union de estas a SMAD4, y SMURF1/2 (de la familia de las E3
ubiquitina ligasas), que promueven especificamente la degradacion de proteinas SMAD

via proteasomal (Massagué, 2012).

Ademas, la respuesta desencadenada por la sefalizacion TGF-B/BMP es
especialmente dependiente de una compleja interaccion con la préctica totalidad de
rutas de sefializacion celulares, como las cascadas Shh, Wnt, Hippo, Notch, RTK,
MAPK, PIBK/AKT/mTOR, el factor nuclear kappa B (NF-kB, por sus siglas en inglés)
o las proteinas JAK/STAT, credndose auténticas redes proteicas finamente coordinadas
en espacio y tiempo, para cada tipo celular y etapa de desarrollo (revisado en Luo, 2017;
Zhang, 2017). Es interesante mencionar que uno de los principales puntos de
integracion entre la via canonica TGF-B/BMP vy las distintas rutas de sefializacion (bien
estudiado para las cascadas que implican a Wnt y ERK1/2) reside en la regién enlazante
o linker de los dos dominios globulares que conforman las proteinas SMAD, ya que
mediante reacciones secuenciales de fosforilacion se convierte en un sitio de interaccion
importante para reguladores positivos y negativos de su actividad (revisado en
Massagué, 2012; Luo, 2017).
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1.2 Procesos bioldgicos y patoldogicos asociadosalaruta TGF-r 7" - 0

La ruta TGF-B/BMP es altamente pleiotropica y generalmente tiene un efecto paracrino.
Esta ruta genera respuestas que estan determinadas de manera decisiva por el contexto
biolégico, de modo que sus efectos pueden ser opuestos en funcion del tipo celular, la
etapa de desarrollo y/o las condiciones fisiologicas puntuales, como se ha descrito para

numMerosos procesos neoplasicos, por ejemplo.

De modo genérico, puede decirse que la sefializacion TGF-B/BMP produce
efectos antiproliferativos y antiinflamatorios que se revierten en procesos patoldgicos,
ejerciendo el papel de coordinador central de procesos de crecimiento, desarrollo y
diferenciacion, regulando la tasa de division celular y la entrada en apoptosis, la
diferenciacion de células madre, las transiciones epitelio- y endotelio-mesénquima o la
respuesta inmune/vascular para mantener la homeostasis del organismo (revisado en
Zhang et al., 2016). Ademas, las proteinas R-SMAD también estdn implicadas en la
biogénesis de miRNA especificos, mediante su interaccion con el complejo DROSHA,
responsable de la maduracion de las formas precursoras de los mismos (Davis et al.,
2008).

Desde un punto de vista clinico, se han descrito numerosos procesos patologicos
desencadenados por la desregulacion de la ruta TGF-p/BMP, muchos de ellos presentes
en el espectro clinico asociado al ALMS. Uno de los procesos mas caracteristicos es el
desarrollo de fibrosis en distintos 6rganos (revisado en Mufioz-Félix et al., 2015;
Castellone & Laukkanen, 2017). La fibrosis se caracteriza por una progresiva
acumulacion de proteinas de la ECM y una proliferacion y activacion de
miofibroblastos a partir de la diferenciacion de fibroblastos residentes, que conducen a
una peérdida de funcionalidad progresiva e irreversible de los 6rganos afectados; asi, la
citoquina TGF-B1 seria el factor profibrotico por excelencia, produciéndose un
incremento de la actividad candnica (fundamentalmente mediada por SMAD3) y no

candnica asociadas en este contexto.

Por otra parte, el papel de la ruta TGF-B/BMP es decisivo en la correcta
formacion del corazén, ya que regula los procesos de diferenciacion y desarrollo desde
etapas tempranas, ademas de haberse descrito alteraciones de sus niveles en procesos de
hipertrofia, fibrosis, apoptosis e inflamacion que culminan finalmente en fallo cardiaco

(revisado en Arthur & Bamforth, 2011; Heger et al., 2016). Asimismo, numerosas
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patologias del sistema respiratorio, como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y también la fibrosis pulmonar, se han asociado a una sefializacion TGF-p/BMP
anomala (revisado en Aschner & Downey, 2016).

La relacion entre la ruta TGF-B/BMP y los procesos de adipogénesis,
homeostasis de la glucosa y metabolismo energético, severamente alterados en el
ALMS, también ha sido investigada. Asi, los ligandos BMP promueven la
diferenciacion de adipocitos del tejido adiposo, blanco y pardo, teniendo las TGF-
f/activinas el rol opuesto (revisado en Zamani & Brown, 2011). Por otra parte, el papel
de las proteinas BMP en el control de la homeostasis de la glucosa y la organogenesis
pancreatica en estadios tempranos parece cobrar importancia, mientras que BMP7 y
algunas activinas desempefiarian una funcion importante en la regulacion del gasto
energético, afectando a la expresion de genes mitocondriales (revisado en Zamani &
Brown, 2011; Grgurevic et al., 2016). Ademas, la ruta TGF-B/BMP parece ser un
modulador importante del progreso de la retinopatia cominmente asociada a cuadros
diabéticos (Braunger et al., 2015; revisado en Wheeler & Lee, 2017).

También se ha referido la implicacién de esta ruta en otros sistemas afectados en
pacientes con ALMS, tipicos de un fenotipo ciliar. Asi, la sefializacion TGF-B/BMP es
clave para la transicién epitelio-mesénquima desencadenada por numerosas patologias
oculares en las células RPE, asi como en la correcta morfogénesis del ojo, proceso
especialmente regulado por proteinas BMP (revisado en Kuznetsova et al., 2014).
Ademas, los ligandos Nodal y Leftyl/2, junto a varias proteinas BMP, son esenciales
para el correcto establecimiento del eje de simetria izquierda-derecha, ejerciendo

funciones opuestas y altamente conservadas (revisado en Shiratori & Hamada, 2014).

2. PAPEL DEL CILIO PRIMARIO EN LARUTATGF-1 7" - O

El cilio primario, como se ha mencionado ya en la Introduccién general de esta
tesis, es un importante coordinador de la actividad de numerosas cascadas de
sefializacion, y como tal, su papel en la ruta TGF-B/BMP también ha sido estudiado

(revisado en Christensen et al., 2016).

Asi, el trabajo de Clement y colaboradores (2013) demostro por primera vez que

el cilio primario estaria directamente implicado en el mantenimiento de la actividad de
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la ruta TGF-B/BMP, pues algunos receptores y otros componentes de la maquinaria de
sefializacion se localizan en la region basal ciliar. Ademas, tras una estimulacion de la
ruta con el ligando TGF-B1, se observaba un incremento de la cantidad de receptores
especificos en la region del bolsillo ciliar, donde se determind que tenia lugar la
activacion de SMAD2/3 mediada por un proceso de endocitosis dependiente de clatrina
(CDE, por sus siglas en inglés), y también de ERK1/2 (Clement et al., 2013). La
implicacion del cilio se veria apoyada por la reducciéon de la activaciéon de la ruta
descrita en fibroblastos de ratén Tg737°™, portadores de una variante hipomdrfica en el

gen ciliar 1ft88 que origina cilios atrofiados (Clement et al., 2013).

La regulacion de la sefializacion TGF-B/BMP por parte del cilio primario (Figura
32), tal y como se ha descrito para practicamente todas las rutas de sefalizacion
coordinadas por este organulo, estd estrechamente relacionada con la internalizacién de
receptores mediante procesos de CDE y también de endocitosis independiente de
clatrina (CIE, por sus siglas en inglés), que constituyen un mecanismo esencial para la
modulacién del nivel de activacion de la via candnica asociada a la ruta TGF-f/BMP
(revisado en Balogh et al., 2013; Ehrlich, 2016; Pedersen et al., 2016). Asi, dado que el
bolsillo ciliar representa un sitio activo para los procesos de CDE, se ha propuesto que
este compartimento es el sitio fundamental para la coordinacion, mediante control
endocitico, de mdltiples rutas de sefializacion, estando especialmente vinculado a la
sefializacion R-SMAD y Shh (revisado en Pedersen et al., 2016). Concretamente, la
unién de ligandos especificos de la ruta desencadenaria la internalizacion en el bolsillo
ciliar de los receptores activados, formandose complejos de endosomas tempranos que
constituirian centros activos para la fosforilacion de proteinas SMAD (revisado en
Pedersen et al., 2016). Curiosamente, en el caso de la MAPK ERK1/2, también se da
una regulacion endocitica, pero mediada en este caso por CIE (Clement et al., 2013). En
relacién a esto, se ha descrito como SMAD?7, inhibidor importante de la ruta TGF-
B/BMP, es capaz de reclutar a las proteinas SMURF1/2 para la degradacion de
receptores y proteinas SMAD2/3 también a nivel ciliar (revisado en Pedersen et al.,
2016).

182



CAPITULO IV-Introduccién

~
[!] TGF-BRI - TGFp1
o
o
TGF-BRII :

Bolsillo ciliar
£

/

wSa» oy
QS&ADZS /
Golgi Traslocacién al /
nucleo del complejo /
SMAD activo ~ —

Figura 32. Esquema del papel del cilio primario en la ruta TGF-B/BMP
(modificada de Christensen et al., 2016).

Finalmente, es interesante mencionar algunos de los procesos regulados por la
sefializacion TGF-B/BMP en los que se ha demostrado la implicacion del cilio primario,
lo cual supone un apoyo importante a su rol como coordinador central de esta ruta. Uno
de los primeros estudios fue el realizado por Cano y colaboradores (2006), que refieren
cémo la supresion del gen ciliar Kif3a en ratones modelo impedia la formacion de cilios
primarios, acompafiandose de un deposito anémalo de componentes de la ECM en el
pancreas debido a la desregulacion de la ruta TGF-B/BMP. Por otra parte, Cigna y
colaboradores (2012) demostraron la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
entre las rutas Shh y TGF-B/BMP in vitro, que implica a la maquinaria Shh ciliar, para
modular el proceso de diferenciacion miofibroblastica durante el desarrollo de fibrosis
pulmonar. Pero el caso méas claro lo constituye el proceso de cardiomiogénesis, en el
que la activacion mediada por SMADZ2/3 es fundamental para su inicio y desarrollo,
estando asociada a CDE en el bolsillo ciliar (Clement et al., 2013; revisado en Koefoed

et al., 2014). Sin embargo, también se ha descrito que el cilio primario suprimiria la
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sefializacion SMAD?2/3, esencial para la transicion endotelio-meséngquima que
determina la formacion de las valvulas cardiacas (Egorova et al., 2011), lo que pone de
manifiesto la variedad de mecanismos moduladores que despliega el cilio primario para

regular este y otros procesos, en funcién del contexto celular especifico.
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II. METODOLOGIA

1. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE CELULAS hTERT RPE-1

Para la realizacion de los experimentos de silenciamiento y estimulacion de la
ruta TGF-B/BMP que se describirdn a continuacion, se escogié la linea celular
comercial hnTERT RPE-1 (Figura 33), que, como ya se ha comentado, deriva del epitelio
pigmentario de retina humana, presenta un crecimiento adherente y esta inmortalizada
con la subunidad catalitica de la enzima telomerasa. Su uso como modelo in vitro esta
muy extendido en estudios de funcién ciliar, resultando ademés de gran interés en el
caso de ciliopatias como el BBS o el ALMS, que cursan con degeneracion retiniana.

Figura 33. Imagen de contraste de fases de una monocapa de
células hTERT RPE-1 en pase 27 (cultivo propio).

La manipulacion de los cultivos celulares se realiz6 en las condiciones y con el
mismo equipamiento mencionados en el apartado 4.1 de la Metodologia del Capitulo 11,
utilizando frascos T75 (Corning®; Corning, Nueva York, EE.UU.), frascos T25 y placas
de seis pocillos (Jet Biofil®; Guangzhou, China), o placas de cultivo P100 (Corning®;
Corning, Nueva York, EE.UU.), P60 y P35 (Falcon®; Durham, Carolina del Norte,
EE.UU.). El crecimiento de la linea hTERT RPE-1 se hizo en medio DMEM (Sigma-
Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.), suplementado con un 10% (v/v) de FBS (PAA
laboratories; Pasching, Austria), 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina (P/S) (solucién comercial de Gibco® Grand Island, Nueva York,
EE.UU.) y L-glutamina 2 mM (Lonza; Basilea, Suiza).
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La descongelacion de los crioviales de células hTERT RPE-1 se realiz6 en bafio
termostatico a 37 °C. Una vez descongelada, la suspension celular se transfirié gota a
gota a un tubo con 9 mL de medio de cultivo precalentado y se centrifugd durante 5 min
a 600 xg. A continuacion, las células sedimentadas se resuspendieron cuidadosamente
en 1 mL de medio de cultivo y se sembraron en un frasco T25, en un volumen total de 5
mL de medio. A las 24-48 h, tras haber alcanzado el nivel de confluencia, las células se
transfirieron a un frasco T75 y se mantuvieron hasta realizar los experimentos

planificados.

El mantenimiento del cultivo se hizo mediante la realizacion de pases sucesivos,
dos veces por semana, utilizando frascos T75. En detalle, una vez alcanzado un nivel de
confluencia (densidad celular del 90-95%), las células se disgregaron enziméaticamente
incubandolas durante 5-10 min a 37 °C con 2 mL de una solucién comercial de tripsina
al 0,05% (p/v) con EDTA al 0,02% (p/v) (0.05% Trypsin-EDTA de Gibco®; Carlsbad,
California, EE.UU.), tras un lavado previo con DPBS (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Missouri, EE.UU.). Tras neutralizar la reaccion enzimatica con 8 mL de medio de
cultivo, la suspension celular resultante se homogeneizd vigorosamente y se
transfirieron 1,5 mL de esa suspension a un frasco T75 con 12 mL de medio de cultivo

fresco.

Para la congelacion de nuevos crioviales de células hnTERT RPE-1, las células de
frascos confluentes se disgregaron y centrifugaron siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. A continuacion, las células sedimentadas se resuspendieron en 2 mL de
medio de cultivo y se procedié a su cuantificacion en una cémara de recuento
Neubauer-Improved (Marienfeld-superior; Lauda-Kénigshofen, Alemania) preparando
una suspensioén celular 1:2 y afiadiendo 5 pL del colorante Trypan Blue Strain 0.4%
(Gibco®; Carlshad, California, EE.UU.). Una vez efectuado el recuento, la suspensién
celular se centrifugé de nuevo y se resuspendieron las células sedimentadas en el
volumen adecuado de medio de congelacién RecoveryE Cell Culture Freezing Medium
(Thermo Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.) a 4 °C (con DMSO al 10%
como agente crioprotector) para obtener una densidad final de 10° células/mL. La
suspension celular asi preparada se dispensoé en alicuotas de 1 mL en crioviales estériles
(Nunc™; Roskilde, Dinamarca) que se mantuvieron a -20 °C durante aproximadamente
2 h, para a continuacion transferirse a -80 °C durante 24 h y finalmente ser almacenados

en N, liquido para una conservacion indefinida.
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2. SILENCIAMIENTO TRANSITORIO DE LA EXPRESION DEL GEN ALMS1
MEDIANTE ARN PEQUENO DE INTERFERENCIA

La inhibicion de la expresion del gen ALMS1 se realiz6 mediante un
silenciamiento transitorio post-transcripcional (Figura 34) utilizando una mezcla
comercial de cuatro moléculas distintas de ARN pequefio de interferencia (SIRNA, por
sus siglas en inglés) complementarias del ARNm de ALMS1 (ON-TARGET plus Human
ALMS1 (7840) SMARTpool (5 nmol) de Dharmacon; Cambridge, Massachusetts,
EE.UU.).

Formaicion del complejoR/SC
(RNA-induced silencing complex)
v &
&

Seleccion de una de las cadenais

Reconocimiento y unién del
ARNmM complementario

Corte de la cadena de ARNm

Liberaciony degradacion de los
fragmentos de ARNm generados

Figura 34. Esquema del proceso de silenciamiento génico mediado por siRNA
(modificado de http://dharmacon.gelifesciences.com/uploadedFiles/Resources/sirna-
negative-controls-poster.pdf).

Todos los experimentos se realizaron en placas para cultivo celular de distintos
diametros, en funcion de la finalidad concreta del mismo. En cada experimento de
silenciamiento y por cada condicion ensayada, también se incluydo como control
negativo una placa transfectada con un siRNA control (siMAX siRNA control, Non
Specific Control 31% GC, secuencia UAAUGUAUUGGAACGCAUA, de Eurofins
Genomics; Ebersberg Alemania), sin secuencia diana y que por lo tanto no afectaria a la
expresion de ningun gen. Se afiadieron entre 75-300 pmol de siRNA por placa,

manteniendo una concentracion final de 30 nM (Tabla 19).
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Se siguid un protocolo de transfeccion reversa, introduciendo las moléculas de
siRNA  mediante un proceso de lipofeccion mediante el uso de
Lipofectamine®RNAIMAX (Invitrogen™"; San Diego, California, EE.UU.). Asi, en primer
lugar se prepar6 la mezcla de transfeccion tal y como se indica en la Tabla 19, y se
incubd durante 20 min a temperatura ambiente. En paralelo, se disgregaron las células
(partiendo de un frasco confluente, al 90-100%), siguiendo el protocolo mencionado
anteriormente pero neutralizando con 8 mL de medio de cultivo sin P/S (para evitar un
exceso de toxicidad celular y aumentar la eficiencia del proceso de transfeccion). La
suspension celular asi obtenida se diluy6 1:7 también en medio de cultivo sin P/S, para
obtener una densidad celular del 30-50% a las 24 h post-siembra (por ejemplo, para una
placa P60 se afiadieron 600 pL de la suspensién celular a 3,4 mL de medio). Una vez
transcurridos los 20 min de incubacion, se depositd la mezcla de transfeccion en cada
placa de cultivo, se afiadié el volumen adecuado de suspension celular diluida (2, 4 u 8
mL; véase Tabla 19), y, tras homogeneizar bien, se incubaron a 37 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, se realizaron dos lavados con DPBS, se cambi6 el medio por
5 mL de medio de cultivo sin FBS (para inducir el proceso de ciliogénesis) y se

incubaron durante 48 h mas.

Tabla 19. Descripcion de los volimenes empleados para preparar la mezcla de transfeccion en funcion
del tipo de placa utilizada

MEZCLA DE TRANSFECCION
< VOLUMEN - .
PLACA  FINALIDAD AREZA EINAL MEDIO LIPOFECTAMINA mock SIALMS1
(cm?) (mL) (mL) (HL) (HL) (HL)
P35 IF 10 2,5 0,5 5 0,75 15
P60 ARN 28 5 1 10 15 30
P100 Proteinas 78 10 2 20 3 60
STOCKA

(LM)

100 5

Los términos mock y siALMS1 designan al siRNA control y al siRNA especifico para el gen ALMS1,
respectivamente. (*) El medio utilizado fue Opti-MEM® (1X) Reduced Serum Medium (Gibco®; Grand
Island, Nueva York, EE.UU.). (*) Ambos siRNA fueron resuspendidos en un tampdn comercial de
Eurofins Genomics (1X: KCI 20 mM, HEPES 6 mM y MgCl, 0,2 mM a pH 7,3 diluido con agua libre de
RNAsa y DNAsa de MO BIO Laboratories; Carlsbad, California, EE.UU.), a las concentraciones
indicadas en la tabla. IF: inmunofluorescencia.
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3. EXTRACCION DE ARN, RETROTRANSCRIPCION Y CUANTIFICACION
RELATIVA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA

3.1 Extraccion del ARN total

La extraccién de ARN total se realizé con el kit Nucleospin®RNA (Macherey-
Nagel; Diren, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
células se lisaron en el tampon de lisis del kit afiadiendo un 1% (v/v) de B-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.) como agente reductor vy,
a continuacion, se procedié a la purificacion del ARN mediante el uso de una columna
pre-empaquetada con una membrana de silice a la que se unia especificamente el ARN
presente en la muestra en presencia de sales caotropicas. La membrana se traté con
DNAsa para evitar contaminacion por ADN gendmico y finalmente, el ARN se eluyo
con 35-45 uL de agua libre de RNAsa. EI ARN asi purificado se almacené a -80 °C

hasta su uso.

La cuantificacion y analisis de pureza del ARN extraido se realizd por
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific; Waltham, Massachusetts, EE.UU.), considerandose muestras puras aquellas
con un indice Ags/Azg de aproximadamente 2. A continuacion, se comprobd su
integridad haciendo una electroforesis de las muestras en un gel de agarosa al 1% (p/v)
con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio (condiciones: tampon TAE 1X, 100 V, 10-15 min),
considerandose muestras integras aquellas en las que se observaban dos bandas

discretas de ARN ribosoémico (28 Sy 18 S), sin presencia de estelas (Figura 35).

Figura 35. Electroforesis de las muestras de ARN obtenidas en
este estudio.
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3.2 Retrotranscripcion

Una vez obtenidas las muestras de ARN, estas se convirtieron a ADNCc a partir
de 790-850 ng de ARN de partida. Para ello, se utilizé la enzima SuperScript® IV
Reverse Transcriptase (Invitrogen™; Vilna, Lituania) y el protocolo que se describe a

continuacion:

En primer lugar, se prepar6 para cada muestra la siguiente mezcla de reaccion,
en un volumen final de 13 pL: 1 pL de dNTPs (10 mM), 1 pL de Oligo d(T)16 (50
M), hasta 11 pL de ARN y hasta 13 pL de agua libre de RNAsa y DNAsa (MO BIO
Laboratories; Carlsbad, California, EE.UU.). Los microtubos conteniendo la mezcla
bien homogeneizada se incubaron durante 5 min a 65 °C y a continuacion de
transfirieron a hielo durante al menos 1 min. Seguidamente, se prepard una segunda
mezcla con 4 pL de tampdn SSIV 5X, 1 uL de DTT (100 mM), 1 pL de inhibidor de
RNAsa (RNaseOUT™ RNase Inhibitor, 40 U/uL) y 1 puL de enzima (SuperScript® IV
Reverse Transcriptase, 200 U/uL) por microtubo, y se le afiadié a los tubos preparados
inicialmente (volumen final de reaccion de 20 pL). Por ultimo, se realizd una
incubacion durante 50 min a 50 °C, seguidos de otros 10 min a 80 °C, en un
termociclador T1 0 0 E T h e r nBiokRad;CHerculese €alifornia, EE.UU.) (Se
opté por una incubacion larga de 50 min a 50 °C debido a que es el tiempo
recomendado para transcritos mayores de 5 kb, como es el caso del gen ALMS1). Las

muestras de ADNCc asi obtenidas quedaron almacenadas a -20 °C hasta su uso.
3.3 Cuantificacion relativa mediante PCR cuantitativa

Para determinar el porcentaje de silenciamiento de ALMS1, se procedi6 a la
cuantificacion del ADNc obtenido en el paso anterior mediante una PCR cuantitativa en
tiempo real (qPCR). Como genes de referencia, se ensayaron el gen de la beta-actina
(ACTB; HGNC:132) y el de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH;
HGNC:4141). Se utilizaron ensayos comerciales de sondas TagMan® para los tres genes
(TagMan® Gene Expression Assays de Applied Biosystems®; Carlsbad, California,
EE.UU.): Hs00367316_ml1 (ALMS1), Hs01060665 g1 (ACTB) y Hs02758991 gl
(GAPDH).

En primer lugar, se determind la eficiencia de amplificacion de cada gen a partir

de cuatro rectas robustas en cada caso, utilizando diluciones de ADNc control (obtenido
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de células hTERT RPE-1 crecidas durante 24 h sin FBS, a una concentracion de 50
ng/uL). Sélo se tuvieron en cuenta aquellas réplicas con un coeficiente de variacion
(CV) inter-ensayo menor al 10%. En cada recta se incluyeron las siguientes diluciones
de ADNc, por triplicado: 1:1, 1:4, 1:10, 1:20, 1:100 y 1:1.000 (GAPDH) 6 1:1, 1:2, 1:4,
1:10, 1:20 y 1:100 (ACTB y ALMS1), ademas de un control negativo, por duplicado.

Una vez puesto a punto el ensayo y obtenido un valor medio de eficiencia para
cada gen, se realizo la cuantificacion relativa del ADNc de ALMSL1 para cada pareja de
muestras (muestra control 0 mock, y muestra problema o siALMS1), obtenidas de tres
réplicas independientes. Para ello, se utilizaron placas de 48 pocillos (MicroAmp® Fast
Optical 48-Well Reaction Plates de Applied Biosystems®; Foster City, California,
EE.UU.), en las que se incluyeron cada una de las muestras por triplicado, tres
diluciones de la muestra mock (1:1, 1:10 y 1:100) por duplicado y un control negativo

también por duplicado, tanto para el gen ALMS1 como para los genes de referencia.

Para llevar a cabo la reaccién de amplificacion, se afiadieron a cada pocillo 2 pL
del ADNc correspondiente (39,5-42,5 ng/uL), 10 pl de tampdn de reaccién
TagMan®Universal Master Mix II, no UNG 2X (Applied Biosystems®; Foster City,
California, EE.UU.), 1 pL del ensayo TagMan® comercial (20X) y 7 pL de agua libre
de RNAsa y DNAsa (MO BIO Laboratories; Carlsbad, California, EE.UU.). EI ADNc
de partida se diluyd 1:50 en el caso de los genes de referencia o 1:10 para ALMS1. La
amplificacion se realiz6 en un termociclador StepOneE Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®; Foster City, California, EE.UU.), utilizando el siguiente
programa en todos los casos: 10 min a 95 °C seguidos de 40 ciclosde 15sa95°Cy 1
min a 60 °C.

Una vez realizados todos los ensayos, se cuantificé el nivel de expresion relativa
de ALMSL1 siguiendo el método de cuantificacion relativa de Pfaffl (2001). Este método
tiene en cuenta la eficiencia de amplificacion de cada gen, asi como el Cq de cada
muestra, permitiendo obtener cantidades relativas normalizadas (NRQ, por sus siglas en
inglés) tras normalizar la expresion del gen diana por la del gen de referencia

correspondiente, aplicando la siguiente ecuacion:

X y - D
0 YO —=——siendoO pm '

(gd: gen diana; gref: gen de referencia, gp C:qdiferencia entre el valor de Cq de la muestra control y la muestra
problema, para cada gen)
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4. INMUNOFLUORESCENCIA

Se partié de células sembradas sobre dos cubreobjetos estériles de 12 mm de
didmetro (Menzel-Glaser; Braunschweig, Alemania) por placa P35, de acuerdo al
protocolo explicado en el apartado 2. Los cubreobjetos habian sido tratados previamente
mediante una incubacién durante 60 min en HCI al 37%, seguida de 15 lavados con
agua destilada y finalmente, otros 15 lavados con etanol al 96%; se conservaron en
etanol al 70% (v/v) a temperatura ambiente.

Una vez crecidas las células bajo las condiciones experimentales determinadas,
se realizo el protocolo de inmunofluorescencia (IF) indirecta que se indica a
continuacion (en el ANEXO 1l se detallan los distintos protocolos de fijacion e IF

ensayados para detectar la proteina ALMS1):

En primer lugar, se realizo la fijacion y permeabilizacion de las células. Asi,
tras aspirar el medio de cultivo y lavar dos veces con PBS (1X: NaCl 137 mM, KCI 2,7
mM, Na;HPO, 8 mM y KH,PO,4 1,5 Mm, a pH 7,4) frio (4 °C), las células se fijaron
durante 15 min en una solucion fria (4 °C) de paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EE.UU.) despolimerizado al 4% (p/v) en PBS. Seguidamente, se
realizaron dos lavados con PBS y se permeabilizaron las células incubandolas durante
12 min en una solucion de Triton X-100 (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.)
al 0,2% (v/v) y seroalbdmina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri,
EE.UU.) al 1% (p/v) en PBS.

A continuacion, se llevé a cabo el protocolo de IF propiamente dicha: Tras un
lavado con PBS, se realizé una incubacion en solucion de bloqueo (BSA al 2% (p/v) en
PBS) durante 30 min a temperatura ambiente. Se retird esta solucion y se procedi6 a la
incubacion de las células con las diluciones correspondientes de anticuerpos primarios
(Tabla 20), preparadas en solucion de bloqueo, durante 90 min a temperatura ambiente.
Tras tres lavados de 5 min en solucion de bloqueo, se incubo con las diluciones
indicadas de anticuerpos secundarios (Tabla 20) y 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
de Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.) a 1 pg/mL, preparadas también en
solucion de blogueo, un total de 45 min a temperatura ambiente (en condiciones de

oscuridad).
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Tabla 20. Lista de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el protocolo de
inmunofluorescencia

ANTICUERPO - ANTICUERPO <
ESTRUCTURA PRIMARIO DILUCION SECUNDARIO DILUCION
Anticuerpo policlonal
Anticuerpo policlonal de producido en cabra, Anti-1gG
ALMS1 conejo anti-ALMS1 1:1.000 de conejo conjugado con 1:600
(Abcam; Ref. ab84892) Alexa Fluor 488 (Thermo

Scientific; Ref. #A-11008)

. Anticuerpo policlonal
o Ant:;t%irgon?_?ﬂgﬂﬁgzl de producido en cabra, Anti-1gG
Cilio primario . 1:2.000 de ratén conjugado con 1:600

acetilada clon 6-11B-1
(Sigma-Aldrich: Ref. T6793) Alexa Fluor 594 (Thermo
’ ' Scientific; Ref. #A-11005)

Anticuerpo policlonal
producido en cabra, Anti-1gG
1:1.000 de ratén conjugado con 1:600
Alexa Fluor 594 (Thermo
Scientific; Ref. #A-11005)

Anticuerpo monoclonal de
ratén anti-alfa-tubulina,
clon B-5-1-2
(Sigma-Aldrich; Ref. T5168)

Microtubulos

Por ltimo, se realizaron tres lavados de 5 min con PBS y se procedio al
montaje de los cubreobjetos. Para ello, se depositd una gota de medio de montaje
Prolong® Diamond Antifade Mountant (Molecular Probes™; Eugene, Oregén, EE.UU.)
sobre un portaobjetos limpio (Menzel-Glaser; Braunschweig, Alemania) y se coloco
cada uno de los cubreobjetos delicadamente sobre el medio. Se dejaron curar durante 24
h y finalmente se sellaron con laca de ufias (conservandose a 4 °C).

Las preparaciones asi obtenidas se observaron en un microscopio de

fluorescencia Olympus BX-51 con camara DP71 (Tokio, Japdn).

5. EXPERIMENTOS DE ESTIMULACION DE LARUTATGF-f 7" - 0

Para analizar el efecto del silenciamiento de ALMS1 sobre la activacion de las
proteinas implicadas en la ruta TGF-B/BMP, se procedi6 a la estimulacion
independiente de ambas vias (TGF-p y BMP) durante 0, 10, 30 y 90 min, utilizando
como ligandos especificos las proteinas recombinantes purificadas rhTGF-B1 y
rh/m/rBMP2 (R&D Systems®; Ref. 240-B y 355-BM, respectivamente), reconstituidas
en una solucién estéril de HCI 4 mM con 0,1% (p/v) de BSA a una concentracion de 2
pg/mL (rhTGF-B1) y 20 pg/mL (rh/m/rBMP2). Se obtuvieron un minimo de dos

réplicas validas independientes en cada caso.
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En primer lugar, se sembraron y transfectaron células hTERT RPE-1 en placas
P100, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2. Treinta minutos antes de la
estimulacion, se hizo un lavado con DPBS y se cambié el medio de las células por
DMEM con L-glutamina 2 mM. Una vez transcurrido este tiempo, se afiadieron los
ligandos especificos de cada via (rhTGF-p1 a una concentracion final de 2 ng/mL y
rh/m/rBMP2 a una concentracion final de 50 ng/mL) y se incubaron las placas durante
el tiempo correspondiente, procediendo inmediatamente después a la obtencion de los

lisados celulares.
5.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Los extractos de proteinas totales se prepararon empleando tampdn de lisis RIPA
(Tris-HCI 50 mM a pH 8,0, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 1%, desoxicolato sodico al
0,5% y SDS al 0,1% ), con un 0,1% (v/v) de un coctel inhibidor de proteasas (Protease
Inhibitor Cocktail Set Ill, EDTA-Free de Merck Millipore; Darmstadt, Alemania) y
ortovanadato de sodio 1 mM despolimerizado (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri,
EE.UU.) como inhibidor de fosfatasas. Se trabajo en condiciones de frio durante todo el

proceso (manteniendo los tubos en un bafio de hielo).

Para la obtencidon de los extractos proteicos, se retiré en primer lugar el medio de
cultivo de las placas y se realizaron dos lavados con PBS frio (4 °C). Se despegaron las
células de cada placa con un raspador y se centrifug6 la suspension celular recogida
durante 10 min a 7.400 xg en una centrifuga refrigerada Sigma® 1-14K (Sartorius;
Gottingen, Alemania). A continuacion, las células sedimentadas se lisaron afiadiendo
40-50 pL de tampon de lisis por tubo, pipeteando vigorosamente e incubando un
minimo de 10 min en hielo. Finalmente, el lisado obtenido se centrifugé durante 25 min
a 14.500 xg y se transfirio el sobrenadante conteniendo las proteinas totales de la
muestra a un tubo limpio. Las muestras asi obtenidas fueron almacenadas a -20 °C hasta

SuU uso.

La concentracién proteica de los extractos se determind mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976), un ensayo colorimétrico para el que se utilizd el Protein
Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad; Munich, Alemania). Cada una de las
muestras se cuantifico por duplicado a partir de la interpolacion de su valor medio de
absorbancia en una recta patrén de BSA (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 y 20 ug), construida

para cada réplica bioldgica. Los duplicados se consideraron validos siempre y cuando
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presentasen un CV menor al 15%. Para la medicion de los valores de absorbancia a 595
nm se empled un espectrofotometro UVIKON 930 (Kontron Instruments; Augsburg,
Alemania).

5.2 Inmunoblot

Una vez cuantificados, los extractos proteicos fueron sometidos a un proceso de
separacion electroforética y transferencia a membrana, para posteriormente proceder a

la inmunodeteccidn de las proteinas de interés.

En primer lugar, se realizd6 una electroforesis en gel de acrilamida, en
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). Para
ello, se mezclaron 18 pg de proteina con tampon de carga Laemmli 4X (Bio-Rad;
Hercules, California EE.UU.) y un 5% (v/v) de B-mercaptoetanol (completando con el
volumen necesario con agua destilada). Las muestras asi preparadas se hirvieron durante
5 min a 95 °C (en un termobloque modelo BD200-CE de OVAN; Barcelona, Espafia) y
se cargaron en un gel de acrilamida al 12% pre-empaquetado Mini-PROTEAN® TGXE
(Bio-Rad; Hercules, California EE.UU.), junto a 10 pL del marcador de masa molecular
pretefiido SpectraE Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific;
Waltham, Massachusetts, EE.UU.), de rango 10-260 kDa. La electroforesis se realizo en
un tampon conteniendo Tris 25 mM, glicina 192 mM y 0,1% (p/v) de SDS, aplicando
un voltaje constante de 200 V durante 50 min, en una cubeta Mini-PROTEAN® Tetra
System (Bio-Rad; Hercules, California, EE.UU.) con una fuente de alimentacion Model
200/2.0 (Bio-Rad; Richmond, California, EE.UU.). A continuacion, las proteinas ya
separadas se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2
um de tamafio de poro (séndwiches pre-empaquetados Trans-Blot® Turbo® Mini PVDF
Transfer Packs de Bio-Rad; Hercules, California EE.UU.), mediante un proceso de
transferencia semi-seca utilizando el equipo Trans-Blot® Turbo® Transfer System (Bio-
Rad; Hercules, California EE.UU.), bajo unas condiciones de 25 V y 1 A durante 30

min.

Una vez transferidas y fijadas las proteinas a la membrana, se llevo a cabo un
protocolo de inmunodeteccion para revelar las proteinas de interés. Asi, se bloquearon
posibles uniones inespecificas incubando la membrana durante 1 h a temperatura
ambiente en una solucién de 5% (p/v) de leche desnatada en TBST (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 500 mM vy 0,1% (v/v) de Tween-20 de Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri,
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EE.UU., a pH 7,5). A continuacion, se prepararon las diluciones de anticuerpos
primarios en solucion de bloqueo (Tabla 21) y se incubd la membrana toda la noche a 4
°C. Tras realizar tres lavados de 5 min con solucién de bloqueo, se incub6 de nuevo
durante 45 min a temperatura ambiente con las diluciones adecuadas de anticuerpos
secundarios (Tabla 21), preparados en una solucién de leche al 5% en TBST.
Finalmente, se hicieron tres lavados de 5 min con TBST y se revelaron los complejos
antigeno-anticuerpo mediante una reaccién de quimioluminiscencia afiadiendo el
sustrato de la peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés) conjugada a los
anticuerpos secundarios (ClarityE Western ECL Substrate de Bio-Rad; Hercules,
California EE.UU.). La adquisicion de imagenes de las membranas asi reveladas se
realiz6 en un equipo ChemiDoc® XRS+ System con el programa Image LabE, version
3.0 (Bio-Rad; Hercules, California EE.UU.).

Tabla 21. Lista de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el proceso de
inmunodeteccion

SOLUCION
ANTICUERPOS PRIMARIOS  DILUCION DE 'SANC-:“CUERPOS DILUCION
BLOQUEO ECUNDARIOS
Anticuerpo policlonal de conejo Anticuerpo policlonal producido
o ) - .
T oy 0 gadocon HiRp 120000
(Cell Signalling; Ref. #3101) (Sigma-Aldrich; Ref. A0545)
Anticuerpo monoclonal de Anticuerpo policlonal producido
conejo an(ti—Pho?ph?SmadIIS 1500 S%T%SS/'A\F en en cabra, An'(cji-lgG dlj;gnejo 1:2.000
Ser463/465 conjugado con
(Cell Signalling; Ref. #9516) (Sigma-Aldrich; Ref. A0545)
Anticuerpo policlonal de conejo Anticuerpo policlonal producido
anti-Phosphoep44/42 MAPK 1500 5% leche en en cabra, Anti-1gG de conejo 1:20.000
((Erlkllsl_Z) (I'I'I_hr202<cTy5284)) ’ TBST - Conj;otjﬁjaq% ccl)Qn fH§g545) o
ell Signalling; Ref. #9101 igma-Aldrich; Ref.
Anticuerpo monoclonal de ratén Anticuerpo policlonal producido
Anti-p150 [Glued]clon ) 5% leche en en cabra, Anti-1gG de raton .
1/p150Glued (BD Transduction 1:1.000 TBST conjugado con HRP 1:20.000
Laboratories™; Ref. 610474) (Sigma-Aldrich; Ref. A4416)

6. ANALISIS DE IMAGEN Y CUANTIFICACION
6.1 Imagenes de inmunofluorescencia

La medicién de la longitud ciliar y de la distancia entre centriolos se realizé con
el programa ImageJ, wversion 1.51d (National Institutes of Health;
https://imagej.nih.gov/ij/download.html), analizando un minimo de 50 cilios/cuerpos

basales por condicion y réplica.
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6.2 Imagenes de inmunoblot

El anélisis de imagen y la cuantificacion del nivel normalizado de cada proteina
se realiz6 con el programa Image Lab® , version 3.0 (Bio-Rad; Hercules, California,
EE.UU.). Para ello, se calculé el cociente entre la intensidad de cada banda problema y
la intensidad de la banda correspondiente del control de carga (el polipéptido p150%"?,
una subunidad de 150 kDa del complejo dinactina; proteina multimérica cuya funcion es

esencial para la correcta actividad de la dineina).

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existian diferencias en la proporcién de cilios con morfologias
atipicas entre los grupos de células control y células silenciadas, se realizaron tablas de
contingencia 2x2 y se aplicd el test de Cochran—-Mantel-Haenszel para pruebas
repetidas de independencia. Esta prueba estadistica es una generalizacion del test exacto
de Fisher pero tiene en cuenta la estratificacion de los datos (es decir, su distribucion en
tres réplicas bioldgicas en este caso). Asi, mediante este test se determina si el factor
“réplica” constituye una variable de confusion en la relacion de las dos variables
cualitativas dicotdbmicas establecidas. Se consider6 que existian diferencias

significativas cuando p<0,05 (estadistico chi-cuadrado de Manteli Haenszel).

Por otra parte, para analizar si existian diferencias entre células control y células
silenciadas respecto a los valores medios de variables cuantitativas, se aplicé la prueba
t de Welch. Este test estadistico es una variante de la clésica prueba t de Student de
contraste de medias para dos muestras independientes, especialmente indicada para
comparar grupos con varianzas desiguales o de tamafio muestral inferior a 10, como en
este caso (n=3 réplicas bioldgicas). Se considerd que existian diferencias significativas

cuando p<0,05 (estadistico de Welch).

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa SPSS 15.0 para
Windows (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, EE.UU.).
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III. RESULTADOS

1. DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PROTEINA
ALMS1

En primer lugar, se estudid la distribucion intracelular de la proteina ALMSL1 en
células hTERT RPE-1 sin transfectar, tanto en células ciliadas como en division, con el
objetivo de caracterizar su distribucion a lo largo de todo el ciclo celular, descripcion
que no habia sido referida en la literatura hasta la fecha.

Para el estudio de células en division, se sembraron las células sobre
cubreobjetos depositados en placas P35 y se dejaron crecer hasta alcanzar un nivel de
confluencia de aproximadamente el 70-80%, momento en el que se procedio a realizar
el protocolo de IF detallado en el apartado 4 de Metodologia (pero sustituyendo el
marcaje de tubulina acetilada por uno de alfa-tubulina, para visualizar los
microtabulos). Por otra parte, para determinar la distribucion de ALMS1 en células
ciliadas, se repitié el mismo proceso pero creciendo las células en medio de cultivo sin
FBS durante 24 h (marcando esta vez los cilios primarios con el anticuerpo especifico
anti-tubulina acetilada).

Al observar las células en division al microscopio de fluorescencia, la proteina
ALMSL1 se visualiz6 como uno o dos puntos discretos en las células analizadas,
concordante con una localizacion centrosomal. Asi, pudo comprobarse como esta
proteina se asocia a los centrosomas y conserva esa localizacién a lo largo de las

distintas fases del ciclo celular (Figura 36):
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Figura 36. Imagenes representativas de la distribucion de la proteina ALMS1 a lo largo de las
distintas fases del ciclo celular mediante inmunofluorescencia: interfase (A), profase (B), metafase
(C), anafase (D) y telofase (E). Los asteriscos sefialan la localizacion de ALMS1. (Marcaje: nucleo en
azul, microtubulos en rojo y proteina ALMS1 en verde).

Respecto a su distribucion en células ciliadas, ALMS1 se asoci6 exclusivamente
a los cuerpos basales de los cilios primarios, observandose también como uno o dos

puntos discretos (Figura 37):
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Figura 37. Imagen representativa de la localizacién de la proteina ALMSL1 en células ciliadas
mediante inmunofluorescencia. Las flechas blancas sefialan como se visualiza esta proteina en
ambos centriolos, mientras que la flecha amarilla indica un caso en el que se observa como un Gnico
punto discreto. (Marcaje: ndcleo en azul, cilio primario en rojo y proteina ALMS1 en verde).

2. VALIDACION DE UN MODELO KNOCKDOWNPARA EL GEN ALMS1

Para estudiar la posible relacion de la proteina ALMS1 con la ruta de
sefializacion TGF-B/BMP, ademas de su potencial efecto sobre la formacion y
ensamblaje ciliares, se disefi6 un protocolo experimental para obtener un modelo in
vitro con expresion reducida (equivalente al término inglés knockdown, KD) del gen
ALMS1 mediante el uso de siRNA, una herramienta molecular que permite un

silenciamiento transitorio a nivel post-transcripcional de manera rapida y sencilla.

Asi, el primer paso antes de realizar los estudios de activacion de la ruta fue
obtener y validar un modelo KD para este gen, con dos objetivos principales: determinar
la cantidad de siRNA y el mejor protocolo con los que se consiguiera una mayor
reduccion de la expresion de ALMS1 sin comprometer la viabilidad celular, y ademas
conseguir resultados reproducibles que permitieran asumir un nivel medio de
silenciamiento al seguir el mismo protocolo en los estudios especificos de la ruta TGF-

/BMP que se realizarian posteriormente.
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Un procedimiento habitual de validacion de modelos KD consiste en determinar
mediante inmunoblot la presencia y cantidad de la proteina de interés, confirmacion que
se acompafia del analisis a nivel de ARNm. Sin embargo, todos los intentos realizados
para detectar la proteina ALMSL1 no tuvieron éxito, dada la dificultad que supone su
elevado peso molecular (461 kDa) y la falta de buenos anticuerpos comerciales
(resultados no mostrados; se utiliz6 el anticuerpo anti-ALMS1 de Abcam; Ref. ab4306).
Por lo tanto, en este trabajo se escogié como método de validacion la cuantificacion de
los niveles de ARNm de ALMS1, complementando estos resultados con la
cuantificacion de la sefial fluorescente emitida por la proteina ALMS1 (ANEXO I11). Se

realizaron tres réplicas independientes en cada caso.
2.1 Cuantificacion de los niveles de ARN mensajero de ALMS1

Para cuantificar la expresion de ALMS1 y asi conocer el porcentaje de
silenciamiento conseguido con el protocolo establecido en este estudio, se optd por el
método de cuantificacion relativa de Pfaffl (2001). Debido a que apenas se encontraron
referencias en la literatura respecto a los genes utilizados para normalizar la expresion
de ALMS1 ni a los porcentajes de silenciamiento alcanzados, se optd por ensayar dos
genes de referencia de uso frecuente: GAPDH y ACTB, cuyo valor de expresion
normalizada no deberia variar al comparar la muestra control (mock) y la muestra
problema (SiALMS1). El valor medio de eficiencia obtenido para ambos genes a partir
de las cuatro rectas robustas realizadas, asi como el de ALMSI1, se indican en la

siguiente tabla:

Tabla 22. Valores de la eficiencia media obtenida para cada uno de
los tres genes ensayados mediante qPCR

GEN MEDIA+DE (%) CV (%)
ALMS1 96,34:+4,55 4,73

ACTB 89,86+1,66 1,84
GAPDH 88,29+3,24 3,67

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

Tras analizar varias réplicas biologicas, se comprobdé que GAPDH no era un gen
de referencia adecuado para este disefio experimental concreto, pues sus niveles de

expresion no se mantenian estables como resultado del silenciamiento al comparar
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ambos tipos de muestras (aunque si aparece en la literatura como gen de referencia para
cuantificar la expresion de ALMS1, tal y como refieren Shenje y colaboradores (2014)
para células musculares cardiacas de raton). En cambio, la expresion del gen ACTB
apenas vario entre las distintas condiciones experimentales, por lo que se eligié6 como

gen de referencia para el calculo normalizado del nivel de expresion de ALMS1.

Por otra parte, se ensayaron dos concentraciones distintas de siRNA, 25 6 30
nM, para tratar de optimizar el proceso de silenciamiento. Tras analizar los resultados
obtenidos (no mostrados), se establecié que la concentracion de 30 nM era la mas
adecuada para llevar a cabo los ensayos funcionales que se detallaran en los siguientes

apartados, y es la que se utilizé en todos los casos.

Una vez analizadas las tres réplicas biologicas y normalizados los datos, se
obtuvo un porcentaje medio de reduccion de la expresion del gen ALMS1 del 67%
(mediaxDE: 66,83+3,72%) (Tabla 23 y Figura 38), por lo que se consideré validado el
modelo KD y se continud con la experimentacion para profundizar en el papel de este

gen en distintos procesos biologicos.

Tabla 23. Valores de expresion normalizada obtenidos para el gen de referencia (ACTB) y el
gen diana (ALMS1) en cada una de las muestras y réplicas bioldgicas consideradas

EXPRESION REDUCCION

REPLICA ACTB amst (SAERESIDN o0
! KDT6,1£975 KDr:né),1331 KDr:n(:),1340 St
2 KDT:1,1019 KDT:O,1371 KDr:n(:),1364 63,6
3 KDI:néJ,lsasﬁ KD%,1278 KD%,1291 B

m: células mock o control; KD: células silenciadas para el gen ALMSL1.
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Figura 38. Nivel medio de expresion relativa normalizada para el gen ALMS1
comparando las muestras control (mock) con las muestras silenciadas (SIALMS1) (las
barras de error corresponden a la desviacion estandar).

3. EFECTOS BIOLOGICOS DEL SILENCIAMIENTO DEL GEN ALMS1

3.1 Efecto sobre la formacion y morfologia del cilio primario y
centrosomas/cuerpos basales

Una vez estandarizado el protocolo de silenciamiento del gen ALMS1, se evalu6
en primer lugar el efecto que dicha supresion pudiera tener sobre la correcta formacién
del cilio primario, realizando experimentos de IF a partir de células transfectadas con
siRNA control o siRNA especifico para ALMS1.

Como se puede observar en la Figura 39, se produjo una clara reduccién de la
expresion de ALMS1 que, sin embargo, no afectd a la capacidad de las células hTERT
RPE-1 para formar cilios primarios, analizada a las 48 h de privacion de FBS, ni a la

localizacion de la proteina ALMSL.:
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Figura 39. Imégenes representativas de la expresion de la proteina
ALMS1 mediante inmunofluorescencia en células control (A) y
silenciadas (B). Encuadrado se destaca un cilio primario en cada caso.
(Marcaje: nicleo en azul, cilio primario en rojo y proteina ALMSL1 en verde).

A continuacion, se analizaron en detalle algunas caracteristicas de los cilios
primarios formados, como su longitud, la presencia y frecuencia de morfologias ciliares
anomalas, o la existencia de separacion centriolar; todo ello con el objetivo de
determinar si ALMS1 podria desempefiar algin papel en el correcto ensamblaje ciliar
y/o mantenimiento de la cohesién entre los centriolos que forman parte del

centrosoma/cuerpo basal.

Respecto a la longitud ciliar, tras cuantificar al menos 50 cilios primarios por
condicion en cada una de las tres réplicas biologicas (Tabla 24), se determind que los
cilios formados al silenciar el gen ALMS1 fueron mas largos (mediatzDE: 3,28+0,18
pum) que los formados por las células control (2,83+£0,06 um), resultando esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0,041).
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Tabla 24. Valores medios de longitud obtenidos para cada una de las
muestras y réplicas bioldgicas consideradas. Se indica también el rango de
longitudes en cada caso

REPLICA MEDIA (um) RANGO (um)
1 m: 2,81 m: 1,66-5,27

KD: 3,42 KD: 1,60-5,86

5 m: 2,78 m: 1,74-4,96

KD: 3,36 KD: 1,68-4,89

3 m: 2,90 m: 1,60-4,69

KD: 3,07 KD: 1,87-4,42

m: células mock o control; KD: células silenciadas para el gen ALMSL.

En la siguiente figura se representan los datos individuales de longitud obtenidos

para cada uno de los cilios primarios analizados (n=315):

6.0 . e mock
o e SIALMSI
E 5.0 . TS
2 ....o.. L) ..'noo
. LAY L)
= 4.0 b/
<
E
— 3.0-
=]
x
gJ 2.04
=
ot
1.04
0.0 T

|
mock SIALMS']

Figura 40. Representacion de cada dato individual de longitud ciliar comparando las muestras
control (mock) con las muestras silenciadas para el gen ALMS1 (SiALMS1). Se muestra la media
(barra horizontal) y la desviacion estandar.

Por otra parte, se observaron una serie de morfologias ciliares anomalas en
ambos grupos de células, considerando cilios con “morfologia andmala” aquellos con
una orientacion curva (del axonema entero o sélo de su extremo distal, de al menos
45°), con un engrosamiento o estrechamiento claro (en cualquier region), con una

evidente segmentacion del axonema o con formas claramente aberrantes.

Asi, en las células en las que se redujo la expresion del gen ALMS1 se encontro

una mayor frecuencia de cilios andmalos (mediatDE: 44,1+5,6%) que en el grupo
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control (mediatDE: 25,5+9,6%) (Tabla 25), que ademas resulto ser estadisticamente

significativa (p=0,001).

Tabla 25. Frecuencia de morfologias ciliares anémalas por
réplica y condicién

REPLICA FRECUENCIA (%)
1 m: 17,3
KD: 37,7
9 m: 23,1
KD: 46,3
3 m: 36,0
KD: 48,1

m: células mock o control; KD: células silenciadas para el gen ALMSL.

Cabe destacar que en las células silenciadas para ALMS1 se encontré una mayor

variedad de morfologias atipicas que la observada en células control (Figura 41):

1
A |
|
I
I
I
|
1
I
I
|
|
1
I
I
I
| "
| -
E —2um_
|

Figura 41. Imégenes representativas a partir de preparaciones de inmunofluorescencia de las
distintas tipologias de cilios primarios encontrados: células sin transfectar (A), células control (B) y
células silenciadas para el gen ALMS1 (C). (Marcaje: cilio primario en rojo y proteina ALMS1 en
verde).
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La distribucién del nimero de cilios atipicos por condicion y réplica biologica se

indica en la siguiente figura:

120 ~
100
[%2]
L2 80
'S OsiALMS1 morfologia anémala
(3]
'g 60 EsiALMS1 morfologia normal
E Omock morfologia anémala
‘2 40 ®mock morfologia normal
20
0
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Figura 42. Namero de cilios con morfologia atipica comparando las muestras control (mock) con las
muestras silenciadas para el gen ALMS1 (siALMS1), para cada réplica bioldgica.

Finalmente, se analizo la presencia de separacion del par centriolar (fendmeno
conocido como centrosome splitting en inglés), y que se define de manera estandar por
una distancia de al menos 2 pum entre los dos centriolos que conforman el centrosoma o
cuerpo basal. Este fendmeno se observd exclusivamente y de manera ocasional en las
células silenciadas para ALMS1 (en 9/161 cuerpos basales analizados) (Figura 43),
aunque sin alcanzar en ningun caso los 2 um de distancia entre ambos centriolos, por lo

que no pudieron considerarse formalmente como centriolos separados.

Figura 43. Imégenes representativas del fenémeno de separacion centriolar en
células control (A) y silenciadas (B). Encuadrado se destaca el cuerpo basal del cilio,
en cada caso. (Marcaje: nlcleo en azul, cilio primario en rojo y proteina ALMS1 en
verde).
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3.2 Efecto sobre la activacion de laruta TGF-f 7" - 0

Tras analizar cdmo la supresion del gen ALMS1 afectaba a distintos procesos
relacionados con el cilio primario, se procedio a estudiar el efecto que dicha supresion
pudiera tener sobre la activacion especifica de la ruta TGF-p/BMP. Para ello, se
estimularon ambas vias de manera independiente con su ligando especifico,
considerando cuatro tiempos distintos (0, 10, 30 y 90 min). Finalmente, se cuantificaron
los niveles de varias proteinas de la ruta en su forma fosforilada o activa mediante un
ensayo de inmunoblot, para medir asi su nivel de activacion. Se determinaron dos
proteinas en cada experimento de estimulacion: la forma fosforilada de la proteina R-
SMAD (pSMAD) especifica de cada via, para evaluar la sefializacion candnica, y la
forma fosforilada de ERK1/2 (pERK1/2) para medir la activacion de la sefializacién no

canénica.
3.2.1Via TGFy

En este caso, tras la estimulacién con el ligando rhTGF-B1 se cuantificaron las
proteinas pSMAD2 y pERK1/2 (de masa molecular 60 kDa y 42/44 KDa,
respectivamente). Se obtuvieron un total de tres réplicas bioldgicas independientes,

cuyos resultados se describen a continuacion:

Como se puede apreciar en la Figura 44, al reducir la expresiéon del gen ALMS1
se produjo una disminucion de los niveles de pSMAD2 y pERK1/2 al comparar el
grupo de células control con el de células silenciadas, aungque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa en ningun caso (excepto para pERK1/2 a los diez minutos

de estimulacion; p=0,008).
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Figura 44. Inmunoblot de las proteinas pERK1/2 y pSMAD?2, determinadas en el grupo de células control
(mockK) y células silenciadas para el gen ALMS1 (siALMS1) tras estimular la via TGF-B a cuatro tiempos
distintos. A y C-Iméagenes del inmunoblot (pERK1/2 y pSMAD?2, respectivamente). B y D-Representacion grafica
de la intensidad normalizada de cada proteina (PERK1/2 y pSMAD?2, respectivamente) y sus correspondientes
desviaciones estandar. Los asteriscos representan la significancia estadistica (p<0,01). MW: marcador de masa

molecular (kDa); u.a.: unidades arbitrarias.

Asi, podria decirse que el silenciamiento de ALMS1 disminuye la activacion de

la via TGF-B, lo cual sugiere que la proteina ALMSI estaria implicada en la regulacion

del balance entre la sefializacion canodnica y no candnica asociada a la estimulacion de

esta via. Ademas, el descenso en los niveles de pSMAD2 y pERK1/2 seria

especialmente acusado en la fase de respuesta rapida a la estimulacion (evaluada aqui a

los diez minutos).

La falta de apoyo estadistico se explicaria al observar la gran magnitud de las

desviaciones estandar que mostraron las series de datos, aunque es importante precisar

que esta variabilidad estaria asociada a las diferencias del nivel de intensidad detectado

entre inmunoblots, y no a cambios en la direccién de la tendencia mostrada respecto a la

expresion de ambas proteinas a lo largo de las tres réplicas. Asi, en todas ellas se
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observo una disminucion general de la intensidad normalizada de pSMAD?2 y pERK1/2

al suprimir la expresion de ALMSL.

Por otra parte, respecto a la dinamica de activacion de la via TGF-3 se observd
que al suprimir ALMS1 se incrementaba la duracion de la respuesta a la estimulacion
hasta los treinta minutos, tanto para pPSMAD2 como para pERK1/2 (Figura 45). Asi, en
el grupo de células control la union del ligando especifico de la via TGF-f produjo en
ambos casos un pulso inicial muy répido y de gran magnitud (alcanzandose el maximo
nivel de activacion a los diez minutos de estimulacion), que decay6 répidamente. En
cambio, los niveles de pSMAD2 y pERK1/2 en las células silenciadas no
experimentaron un incremento tan notable y alcanzaron su maxima intensidad mas tarde
(a los treinta minutos), aunque en el caso de pSMAD?2 si parece que hay una respuesta
répida importante ya a los diez minutos que se mantuvo, con un pequefio incremento,
hasta los treinta minutos de estimulacién. Esto sugiere que el silenciamiento de ALMS1
reduciria la capacidad de las células de responder rapidamente a la estimulacion de la
via TGF-B, retardando la respuesta pero manteniendo durante mas tiempo esa

receptividad al estimulo en el caso de la sefializacion canénica.
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Figura 45. Representacion de la evolucién de los niveles de las proteinas pERK1/2 (A) y pSMAD2 (B) durante
el proceso de estimulacion de la via TGF-B. u.a.: unidades arbitrarias.

3.2.2 ViaBMP

Para analizar la activacion de esta via, se estimularon las células con el ligando
rh/m/rBMP2 y se determinaron las proteinas pSMAD1/5 (también de 60 kDa) y

pERK1/2. Unicamente se obtuvieron dos réplicas bioldgicas independientes validas (no
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se consiguié detectar el control de carga en una de ellas, aunque, como en el caso
anterior, la tendencia mostrada por las proteinas de interés se mantuvo entre las tres

réplicas).

Al igual que lo observado para la activacion de la via TGF-B, al reducir la
expresion de ALMS1 se produjo un descenso, aunque en general menos acusado, en los
niveles de las proteinas activadas tras estimular la via BMP, tanto para la sefializacion
canbnica (pPSMAD1/5) como no candnica (pERK1/2), especialmente en la fase de
respuesta rapida a los diez minutos (Figura 46). Por lo tanto, podria decirse que el
silenciamiento de ALMS1 también disminuye la activacion de la via BMP, lo que
reforzaria la posible implicacion de este gen en la regulacion del balance de las distintas

cascadas de sefializacion asociadas a la ruta de sefializacion TGF-/BMP.
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Figura 46. Inmunoblot de las proteinas pERK1/2 y pSMAD1/5, determinadas en el grupo de células control
(mock) y células silenciadas para el gen ALMS1 (siALMS1) tras estimular la via BMP a cuatro tiempos
distintos. A y C-Iméagenes del inmunoblot (pERK1/2 y pSMAD1/5, respectivamente). B y D-Representacion
grafica de la intensidad normalizada de cada proteina (pERK1/2 y pSMADL/5, respectivamente) y sus
correspondientes desviaciones estandar. MW: marcador de masa molecular (kDa); u.a.: unidades arbitrarias.
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También en este caso destaca el retraso en la maxima respuesta producida por
las células silenciadas, registrada a los treinta minutos de estimulacion frente a los diez
minutos de las células control, aunque solo en el caso de la sefializacion canonica
(Figura 47). Ademas, y a diferencia de pSMAD2, la sefial de pSMAD1/5 en las células
silenciadas alcanzé una magnitud similar (aunque siempre inferior) a la de las células
control, que decayd rapidamente tras el pico de respuesta alcanzado a los treinta
minutos. Por lo tanto, la inhibiciobn de ALMS1 también aumentaria el tiempo de
respuesta celular a la estimulacion de la via BMP, aunque so6lo en el caso de la
sefializacion canonica, pero no produciria un aumento de la receptividad al estimulo en

ninguna de las dos cascadas (candnica y no canonica).
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Figura 47. Representacion de la evolucién de los niveles de las proteinas pERK1/2 (A) y pSMAD1/5 (B)
durante el proceso de estimulacion de la via BMP. u.a.: unidades arbitrarias.
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CAPITULO IV-Discusion

IV. DISCUSION

El espectro clinico asociado al ALMS, tal y como se recoge en la Introduccién
general de este trabajo, incluye el desarrollo de cardiomiopatia dilatada, fibrosis
multiorganica, diversas afecciones pulmonares y un cuadro severo de obesidad y
sindrome metabdlico. Todas estas anomalias se han relacionado con una desregulacién
de la ruta de sefializacion TGF-B/BMP, tanto en modelos celulares como animales; sin
embargo, el posible vinculo entre el ALMS y la ruta TGF-B/BMP no ha sido referido
hasta el momento, a pesar de que el fenotipo manifestado por los pacientes parece

apuntar en esta direccion.

Teniendo en cuenta este contexto previo, se planted la realizacion del estudio
que aqui se presenta con un doble objetivo: en primer lugar, describir como el
silenciamiento del gen ALMS1 podria afectar a la formacion y morfologia del cilio
primario, ya que los datos publicados al respecto eran contradictorios. Ademas, quiso
determinarse si la reduccion de la expresion de este gen tenia algun efecto sobre la ruta
TGF-B/BMP para tratar de relacionar posibles alteraciones de la ruta con el fenotipo
asociado al ALMS. Todo ello con la perspectiva de poder proponer nuevas opciones

terapéuticas que contribuyan a mejorar la calidad de vida de estos pacientes.

1. VALIDACION DE UN MODELO KNOCKDOWNPARA EL GEN ALMS1Y ESTUDIO
DE LA DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA PROTEINA ALMS1

Como ya se ha comentado, el uso de células hTERT RPE-1 como modelo in
vitro para el estudio de procesos ciliares es habitual. Sin embargo, s6lo se ha encontrado
en la literatura una publicacion que haya establecido un modelo de silenciamiento para
el gen ALMS1 equiparable al aqui presentado (Graser et al., 2007), por lo que se hizo
necesario estudiar la localizacién y distribucion de la proteina ALMSL1 en esta linea

celular.

Respecto a la validacién del modelo KD para ALMSL1 establecido en este
estudio, se obtuvo un porcentaje medio del silenciamiento del 67%, muy proximo al
valor estandar del 70-80% considerado como deseable para establecer conclusiones
solidas a partir de los datos obtenidos. Aunque no podria descartarse una mejora de ese

porcentaje con dosis mayores de siRNA, en ese caso la viabilidad celular podria verse
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seriamente comprometida y ademas se aumentarian las posibilidades de silenciamientos
inespecificos, lo que podria conducir a interpretaciones erroneas de los efectos
observados (revisado en Jackson & Linsley, 2010). Por otro lado, la reduccion de la
expresion de ALMS1 se ha comprobado no sélo mediante la cuantificacion de los
niveles relativos de ARNm, sino también a nivel proteico, por lo que el sistema de

silenciamiento aqui empleado parece ser efectivo y reproducible.

En cuanto a la localizacion subcelular de la proteina ALMSL1, los resultados
obtenidos coinciden con todos los referidos hasta la fecha, tanto en otros tipos celulares
considerando células ciliadas y en division (Hearn et al., 2005), como en células hnTERT
RPE-1 silenciadas para ALMS1 (Graser et al., 2007): esta proteina mantiene una
localizacion centrosomal a lo largo de todo el proceso de division celular, mientras que
en células quiescentes, ALMSL1 se asocia exclusivamente a los cuerpos basales de los

cilios primarios.

2. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE ALMS1 SOBRE LA FORMACION Y
MORFOLOGIA DEL CILIO PRIMARIO Y LOS CENTROSOMAS/CUERPOS BASALES

Una vez determinada la distribucion intracelular de la proteina ALMSL, se
realizaron una serie de mediciones para caracterizar el efecto que la reduccién de la
expresion del gen ALMS1 pudiera tener a nivel ciliar, pues los trabajos publicados hasta
la fecha aportan datos contradictorios acerca del papel bioldgico de este gen en relacion
a los procesos de ensamblaje y mantenimiento del cilio primario. Asi, aunque muchos
estudios coinciden en sefialar que las funciones de ALMS1 no serian esenciales para la
ciliogénesis (Hearn et al., 2005; Collin et al., 2005; Collin et al., 2012), otros concluyen
que este gen si seria necesario para la formacion de los cilios primarios y/o el
mantenimiento de la cohesion centriolar (Graser et al., 2007; Li et al., 2007; Knorz et
al., 2010).

En este trabajo, se ha podido comprobar cémo el silenciamiento de ALMS1 no
afecta a la capacidad de las células hTERT RPE-1 para formar cilios primarios,
resultado concordante con la mayoria de trabajos publicados (considerando Unicamente
la formacion del cilio y no posibles defectos funcionales y/o ultraestructurales). Para

continuar con la caracterizacion de los cilios primarios, se analizaron tres variables
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distintas: la longitud ciliar, la presencia y tipo de morfologias ciliares anomalas y la

presencia de separacion centriolar, cuyos resultados se discutiran a continuacion.

2.1 El gen ALMS1 como potencial regulador de la dinamica de ensamblaje
ciliar

El céalculo de la longitud media de los cilios formados reveld que las células en
las que se silencid el gen ALMS1 formaron cilios mas largos que los observados en el
grupo de células control (3,28+0,18 um versus 2,83+0,06 um), una diferencia que
ademas resultd ser estadisticamente significativa. Que la supresion de ALMS1 podia
producir defectos en el proceso de formacion y elongacion del cilio primario ya habia
sido referido con anterioridad por Li y colaboradores (2007), que demostraron como
celulas renales de un raton modelo para el ALMS no son capaces de elongar el axonema
ciliar. Por otra parte, Graser y colaboradores (2007) también describieron como la
reduccion de los niveles de ALMS1 originaba cilios mas cortos y de morfologia andmala
en células hTERT RPE-1, pero sin afectar a la eficiencia del proceso de ciliogénesis. En
esta linea, Heydet y colaboradores (2013), utilizando el ratdn modelo foz/foz, refieren
que si bien la supresion de Alms1 no afectaba al proceso de ciliogénesis ni a la longitud
ciliar, este gen si tendria un papel clave en el mantenimiento y estabilidad de los cilios
de neuronas hipotalamicas, pues detectaron una clara pérdida de cilios asociada al

desarrollo.

Aunque no puede descartarse que el incremento en la longitud ciliar también se
haya producido en otros modelos para el ALMS pero este no haya sido evaluado (s6lo
el trabajo de Heydet y colaboradores (2013) aporta datos de longitud ciliar), es este el
primer estudio que detecta este efecto tras reducir la expresion de ALMS1. En esta linea,
Mokrzan y colaboradores (2007) describieron un resultado similar en cilios renales
procedentes del ratén modelo Bbs4™, tanto in vivo como a partir de células en cultivo.
Ademaés, también se ha descrito que pacientes con variantes patogénicas en los genes
ciliares MKS1 y TMEM67/MKS3, asociados a ciliopatias como el BBS y el MKS,
desarrollan cilios mucho mas largos que los observados en controles (Tammachote et
al., 2009), fendbmeno que se ha documentado también en otras patologias y sistemas
modelo (revisado en Ishikawa & Marshall, 2011). Los resultados aqui presentados,
similares a los obtenidos en ciliopatias tan estrechamente relacionadas como el BBS,
hacen posible, por lo tanto, que ALMSL1 tenga algun papel en el control de la dindmica

de ensamblaje ciliar y supondrian un apoyo al papel de este gen en la correcta
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formacion de los cilios. Para confirmar este resultado, seria necesario repetir estos
experimentos en modelos animales para el ALMS o idealmente a partir de fibroblastos
de pacientes, ya que todos los determinantes que condicionan la longitud ciliar in vivo

no son reproducibles en un cultivo celular.

En relacion a esta cuestion, cabe mencionar la relacion que se ha demostrado
entre ciertas proteinas BBS y el control de la longitud ciliar a través de la regulacion de
la polimerizacion de filamentos de actina. Asi, el trabajo de Hernandez-Hernandez y
colaboradores (2013) describié cémo las células renales derivadas de ratones modelo
para el BBS (Bbs4” y Bbs6™) tenian alterada su capacidad de migracion, adhesion y
division, veian reducida su capacidad para formar cilios y ademas estos eran mas cortos,
y presentaban una desorganizacion severa del citoesqueleto de actina asi como un
incremento del nimero de adhesiones focales, que constituyen puntos de anclaje y
polimerizacion de los filamentos de actina. Los autores del estudio determinaron que los
genes Bbs participan en el proceso de ciliogénesis mediante la regulacion del
citoesqueleto de actina a través de la alteracion de los niveles de RhoA-GTP, que se
incrementaban en ausencia de las proteinas BBS estudiadas. Este trabajo proporciona
una evidencia sélida de la relacion entre la dindmica de la actina y la ciliogénesis, que
ya habia sido apuntada previamente por Kim y colaboradores (2010b), quienes también
asocian estos procesos al reciclaje endosomal. Teniendo en cuenta que la interaccion
entre ALMS1 vy varias alfa-actininas ya ha sido descrita, al igual que su relacion con el
trafico endosomal a través del citoesqueleto (Collin et al., 2012), parece probable la
implicacion del gen ALMS1 en el control de la longitud ciliar mediante la remodelacién
del citoesqueleto de actina, aunque quedaria por determinar cual es el mecanismo

molecular concreto mediante el que es capaz de regular este proceso.

Las consecuencias bioldgicas derivadas del incremento de la longitud ciliar
podrian ser de dos tipos: En primer lugar, el proceso de IFT y/o el posicionamiento de
los cargos a lo largo del cilio podrian verse alterados por defectos en el ensamblaje
asociados a la pérdida de ALMSL1, lo que podria afectar a las rutas de sefializacion
reguladas por el cilio primario que dependan de manera importante de la localizacion
ciliar (Mokrzan et al., 2007; Tammachote et al., 2009), como es el caso de la ruta Shh
(revisado en Bangs & Anderson, 2016). Ademas, la regulacion de la longitud del cilio
podria tener un papel determinante en el control del ciclo celular, aunque es este un

proceso complejo cuyos mecanismos moleculares no han sido del todo caracterizados
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(revisado en Ishikawa & Marshall, 2011; lzawa et al., 2015). Asi, la longitud del
axonema condicionaria directamente la duracién del ciclo celular, ya que la reabsorcién
ciliar previa al proceso de division tendria una duracion mayor y, por lo tanto, las
células afectadas tardarian méas en progresar a las siguientes fases del ciclo que aquellas
con cilios de longitud normal (revisado en Izawa et al., 2015). En relacion a esto, se ha
observado que los fibroblastos de pacientes con ALMS presentan un ciclo celular mas
largo (Zulato et al., 2011), aunque los autores no refieren datos de caracterizacion ciliar.

Por otra parte, tras suprimir la expresion de ALMS1 se observaron también una
serie de morfologias ciliares aberrantes, con una frecuencia significativamente mayor en
el grupo de células silenciadas respecto al grupo control. Si bien deben tenerse en
cuenta posibles artefactos derivados del proceso de fijacién y montaje que podrian haber
alterado la morfologia ciliar en algun caso, se han identificado formas que claramente
difieren de las encontradas en células sin transfectar, asi como del grupo de células
transfectadas con siRNA control. Asi, los fendmenos de estrechamiento, engrosamiento,
fragmentacion o curvatura distal sugieren una pérdida de la arquitectura tipica del
axonema ciliar que deberia ser confirmada por estudios de microscopia electronica de
transmision y barrido, para determinar posibles anomalias en la ultraestructura de los
dobletes de microtibulos que estén afectando a la proyeccion y orientacion del cilio
primario. En esta linea, seria necesario realizar este mismo estudio a partir de
preparaciones de tejidos de modelos animales y/o biopsias de pacientes para comprobar
si realmente aparecen morfologias ciliares aberrantes y determinar su posible
implicacion, pues debe considerarse que no solo el axonema determina la morfologia
ciliar, sino también la tension de la ECM circundante y del citoesqueleto, ademas de la

propia estructura del tejido (Poole et al., 1985).

En todo caso, las anomalias observadas podrian estar relacionadas con defectos
en el proceso de IFT, como se ha demostrado en modelos murinos con mutaciones en el
gen Dync2hl, que codifica la cadena pesada del motor citoplasmatico dineina 2,
proteina implicada en el transporte retrégrado (Ocbina et al., 2011). Los autores de este
estudio determinaron que el balance entre el transporte anterogrado y retrogrado regula
la arquitectura ciliar y esta a su vez determina la sefializacion Shh a lo largo del
axonema ciliar. Asi, mutantes para este gen acumulaban particulas IFT y proteinas
implicadas en la ruta Shh en distintas zonas del cilio originando morfologias aberrantes,

fundamentalmente engrosamientos en el extremo proximal, y defectos en la
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transduccion de sefial cuando se estimulaba la ruta. La posible relacion entre ALMS1 y
el transporte IFT ya habia sido apuntada por Collin y colaboradores (2005), implicando
a esta proteina en el transporte de rodopsina al observar la acumulacion de vesiculas
cargadas con pigmento en el segmento interno de los fotorreceptores de ratones modelo
para el ALMS, asi como con defectos en el trafico intracelular asociado a PCM1 (Knorz
etal., 2010).

2.2 Anomalias centrosomales derivadas de la supresion de ALMSL:
implicaciones para la ciliogénesis y el ciclo celular

Ademas de anomalias ciliares, al reducir la expresion del gen ALMS1 se observo
la separacion del par centriolar que conforma el cuerpo basal del cilio primario, aunque
en muy pocas células y sin superar en ningun caso la distancia minima establecida de 2
pum para considerar que, efectivamente, se trataba de una pérdida de cohesién entre
ambos centriolos. Sin embargo, al asociarse la proteina ALMS1 exclusivamente al
centrosoma/cuerpo basal, cabria esperar que hubieran aparecido mas anomalias
estructurales y/o numéricas en estos organulos derivadas de su pérdida, como las
observadas por Knorz y colaboradores (2010), que describieron el fenémeno de
separacion centriolar en cerca del 20% de las células hTERT RPE-1 analizadas tras
silenciar ALMSL.

La pérdida de cohesidn entre los dos centriolos se ha vinculado a la formacion y
el mantenimiento del cilio primario, ya que en ratones modelo para la rootletina,
proteina de anclaje centriolar, se ha observado una pérdida de la integridad estructural
de los fotorreceptores (Yang et al., 2005), proteina de anclaje centriolar necesaria para
el mantenimiento de la estabilidad ciliar. Ademas, la supresién de otras proteinas
centrosomales como CEP164, CEP290 o la pericentrina reduce notablemente la
capacidad de formacion de cilios primarios en células hTERT RPE-1, aunque no en el
caso de la proteina C-NAP1 (Graser et al., 2007), que, como se ha comentado ya, podria
estar regulada por ALMS1 para mantener su localizacion centriolar y participar asi en el
mantenimiento de la unién entre los dos centriolos, al constituir el punto de anclaje de
las fibras de rootletina (Knorz et al., 2010). Por otro lado, se ha descrito también que la
supresion de proteinas esenciales para la ciliogénesis como BBS4 no producen
separacién centriolar, y que a su vez proteinas que si participan directamente en este

ultimo proceso no reducen la capacidad de ciliogénesis (Graser et al., 2007), por lo que
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ni la relacion funcional entre ambos procesos ni el hipotético papel de ALMSL1 estan en

absoluto claros.

En este sentido, seria interesante valorar si ALMSL1 se asocia especificamente o
con mayor afinidad a alguno de los dos centriolos, y si esta asociacion varia a lo largo
del ciclo celular, ya que en el grupo de células silenciadas se aprecid una menor
frecuencia de dobles puntos (resultados no mostrados), que corresponderian al par
centriolar dada la localizacion descrita para la proteina ALMS1. Sin embargo, al no
haber utilizado un marcador centrosomal especifico como la gamma-tubulina que
permita determinar con seguridad si este resultado se corresponde con la pérdida de uno
de los centriolos o, por el contrario, con la deslocalizacion de ALMS1 de uno de ellos,

no pueden establecerse conclusiones al respecto.

Finalmente, la integridad centrosomal también estaria estrechamente relacionada
con el ciclo celular, como se ha comentado en la Introduccion general de este trabajo,
por lo que la separacion centriolar u otras anomalias estructurales y numéricas
comprometerian seriamente la correcta progresion del ciclo. Asi, Mikule y
colaboradores (2007) refieren que la supresion de distintas proteinas centrosomales
induce la parada del ciclo celular en fase G;, de manera que el mantenimiento de la
integridad centrosomal supondria un punto de control clave para la progresién del ciclo.
En esta linea, existen evidencias que sugieren que ALMS1 participaria en el
mantenimiento de la fase de quiescencia o Gy (Yabuta et al., 2006; Zulato et al., 2011;
Shenje et al., 2014), y teniendo en cuenta la prediccion de unién del factor E2F1 al
promotor de ALMS1 (véase el Capitulo Ill), parece probable que la proteina ALMS1
desempefie funciones relacionadas con la entrada en el ciclo celular, aunque serian
necesarias mas evidencias experimentales. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la
relacion entre proteinas ciliares como ALMS1 vy el ciclo celular puede deberse a que
tengan funciones extra-ciliares, como por ejemplo la desempefiada por ALMS1 en el
surco de division durante la citocinesis (Collin et al., 2012), y no a un papel regulador

directo del cilio primario.
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3. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE ALMS1 SOBRE LA ACTIVACION DE LA
RUTA TGF-f 7" - DISMINUCION DE LA ACTIVACION DE LA RUTA COMO
POSIBLE NUEVO MECANISMO ASOCIADO AL SINDROME DE ALSTROM

Una vez analizado el papel que el gen ALMS1 podria tener en el control de la
dinamica de ensamblaje ciliar, se evaluaron los efectos que su silenciamiento podria
producir en la activacion de la ruta de sefializacion TGF-B/BMP, tras realizar una
estimulacion independiente de cada una de las dos vias principales que la componen.
Asi, se observé que la reduccion de los niveles de ALMS1 se acompafiaba de una
disminucion de la activacion tanto de la sefializacion candnica asociada como de la
sefializacion no canonica mediada por pERK1/2, en las dos vias. Aunque las diferencias
en los niveles de las proteinas analizadas entre el grupo de células control y el grupo de
células silenciadas no fueron estadisticamente significativas, excepto para pERK1/2 a
los diez minutos de estimulacion de la via TGF-p, si parece existir una alteracion clara
del nivel y la dindmica de activacion de las cascadas de sefializacion analizadas tras

silenciar el gen ALMSL.

Asi, los resultados presentados en este trabajo indicarian que el gen ALMS1
podria ser un regulador clave del balance entre la via canonica y la via no candnica de
sefializacion activadas en respuesta a la estimulacion TGF-B/BMP, y que este efecto
podria ser consecuencia de la reduccion de los niveles de ALMS1. Ademas, por primera
vez se aportan evidencias de que este gen participaria en una de las rutas de sefializacion
mas importantes para el correcto funcionamiento del organismo, pues coordina
maultiples rutas de sefializacién que acttan e interactdan de forma compleja para ofrecer

una respuesta bioldgica determinada en multitud de contextos fisiologicos.

3.1 Efectos de la desregulacion de la ruta TGF-f T " -efl fenotipos asociados
al sindrome de Alstrom: ;Cascada TGF-f 7" - @omo nueva diana
terapéutica?

Aunque a priori pareciera probable que alteraciones en la ruta TGF-/BMP
puedan influir en el desarrollo y/o progresion de algunos caracteres comunmente
asociados a las ciliopatias, apenas existen estudios que hayan profundizado en esta
cuestion, exceptuando el caso de la ADPKD. Asi, parece que se produce una activacion
de la via TGF-B mediada por la fosforilacion de SMAD2/3 en estadios avanzados del
desarrollo de esta patologia en ratones modelo y pacientes, que contribuiria al cuadro

tipico de fibrosis y desarrollo de quistes renales, mientras que la sefializacion BMP no
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se veria afectada (Hassane et al., 2010). Por otra parte, Leonhard y colaboradores
(2016) describieron como en un ratén knockout para Pkdl (el gen responsable de la
mayoria de casos de ADPKD) y AIk5 (Activin receptor-like kinase 5, el receptor tipo 1
de la via TGF-p), se producia un incremento de la expresion de activinas, ligandos de la
via TGF-B, ya en estadios tempranos de la enfermedad, proponiéndolas como

potenciales dianas terapéuticas.

Determinar el papel concreto de la ruta TGF-B/BMP en un proceso patoldgico es
una tarea compleja dado su caracter pleiotropico, mas si cabe al estudiarlo en entidades
sindromicas como el ALMS, con multitud de 6rganos y sistemas afectados, cada uno de
ellos con un contexto biolégico particular en el que la accion de la sefalizacion TGF-
/BMP puede tener efectos distintos y/o contrapuestos. Sin embargo, los resultados aqui
presentados podrian explicar algunos de los caracteres desarrollados por los pacientes
con ALMS, como se expondré a continuacion, por lo que es posible que la alteracion
del balance asociado a esta ruta esté jugando un papel importante en este sindrome. Si
ese rol deriva de una participacion directa de ALMSL1 en la regulacion de esta ruta de
sefializacion o por el contrario representa una consecuencia de las anomalias ciliares
aqui observadas y/o de las alteraciones metabolicas manifestadas por los pacientes con

ALMS, es una cuestién por resolver.

De entre los rasgos tipicamente asociados al ALMS, el que mas apuntaria a una
implicacion de la ruta TGF-B/BMP es la fibrosis generalizada observada en los
pacientes. En relacién a esto, si bien en la mayoria de contextos patolégicos que
conllevan el desarrollo de fibrosis suele referirse una sobreactivacion de la ruta, los
resultados de este estudio muestran la tendencia contraria. A pesar de la aparente
contradiccion que esto genera, pues en un contexto fibrético predominan las respuestas
de tipo pro-inflamatorio y proliferativo que se corresponderian con mayores niveles de
activacion de los efectores de la ruta TGF-p/BMP, otros trabajos aportan evidencias que
apoyarian este resultado. Asi, Meng y colaboradores (2010) refieren que la supresion de
SMAD?2 en un raton modelo, y también en cultivos de células epiteliales del tubulo
renal, incrementa la produccion de respuestas fibroticas especificamente reguladas a
través de la sefializacion mediada por SMAD3. Por lo tanto, SMAD2 constituiria un
regulador negativo de esta SMAD3, teniendo un “efecto protector” frente a la respuesta

profibrética desencadenada por la activacion de esta R-SMAD al contrarrestar su efecto.
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Precisamente pSMAD?2 es la R-SMAD especifica que se cuantificO en este
trabajo tras estimular la via TGF-B, por lo que este mismo mecanismo podria estar
teniendo lugar en nuestro modelo experimental, sugiriendo asi que la reduccion de la
sefializacion mediada por pPSMAD2, como consecuencia de la disminucion de los
niveles de ALMSL, es la responsable del desarrollo de fibrosis generalizada en los
pacientes con ALMS; la medicion de los niveles de pPSMAD3 seria imprescindible para
corroborar este resultado. En relacion a esto, se ha descrito ya cémo las caracteristicas
tipicas de la fibrosis aparecen en fibroblastos en cultivo procedentes de pacientes con
ALMS (Zulato et al., 2011; Collin et al., 2012), asi como que estos son mas receptivos a
la estimulacion de la via TGF-B (Zulato et al., 2011; aunque en ningun caso se analiz6
la activacion de la ruta TGF-B/BMP ni se vincul6 su desregulacion a ALMS1), por lo
que parece probable que el gen ALMS1 tenga alguna implicacion en la ruta, y esta sobre

el fenotipo de los pacientes.

Una reduccién de la activacién de la ruta TGF-B/BMP también podria contribuir
a explicar cuadros como el de la cardiomiopatia dilatada frecuentemente desarrollada
por pacientes con ALMS. Asi, se han descrito casos de cardiomiopatia mitogenica, un
tipo de cardiomiopatia dilatada con proliferacion incontrolada de los cardiomiocitos,
asociados a mutaciones en el gen ALMS1 (Louw et al., 2014; Shenje et al., 2014). Dado
que la ruta TGF-B/BMP suele producir respuestas anti-proliferativas y que ALMS1 seria
presumiblemente un regulador de la ruta, una supresion de la misma como consecuencia
de no expresar proteina ALMS1 funcional podria desencadenar una respuesta
mitogénica como la observada en algunos pacientes. El importante papel de ALMS1 en
la detencion del ciclo celular de los cardiomiocitos, proceso necesario para la correcta
maduracion del corazon (Shenje et al., 2014), apoyaria esta posibilidad. Por otra parte,
se ha apuntado que la obesidad y el sindrome metabolico, rasgos tipicamente asociados
al ALMS, influirian en procesos fibrdticos, especialmente en relacién a la fibrosis
cardiaca (revisado en Cavalera et al., 2014). Asi, la respuesta inflamatoria sistémica
asociada a la obesidad, conjuntamente con la hiperleptinemia y la resistencia a la
insulina caracteristicas del ALMS, producirian respuestas fibrogénicas e hipertréficas

mediadas, al menos parcialmente, por una activacion de la ruta TGF-p/BMP.

Ademas de determinar la reduccion de la sefializacién asociada a la ruta TGF-
/BMP tras el silenciamiento de ALMS1, es muy interesante analizar el comportamiento

diferencial de su dindmica de activacion, especialmente en el caso de las proteinas R-
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SMAD. Como se ha comentado en Resultados, la reduccion de los niveles de ALMS1
disminuyé la magnitud de la sefializacion, ademas de producir una reduccion de la
capacidad de respuesta canonica rapida a la estimulacion de las vias TGF-p y BMP, asi
como en el caso de la sefializacion mediada por pERK1/2 asociada a la via TGF-p
(mientras que al estimular la via BMP, se observé una respuesta no candénica de menor
magnitud pero sin afectar a la duracion de la misma). Esas diferencias entre células
control y células silenciadas respecto al tiempo que tarda en producirse la maxima
respuesta a la estimulacién, y también a la duracion de la misma, afiaden una capa extra
de complejidad a la regulacion de la ruta TGF-p/BMP, y podrian implicar un potencial
papel modulador de ALMS1 en el control temporal de activacion de la ruta, quiza a nivel
de la formacion de los complejos heterodiméricos de los receptores, cuya alteracion se
sabe que puede influir en el desarrollo de determinadas patologias (Warmflash et al.,
2012).

En esta linea, un estudio reciente de Vasudevan y colaboradores (2015) apunta
que distintos ligandos especificos de receptores RTK modulan la activacion de distintos
programas transcripcionales a través del uso diferencial de diversas cascadas de
sefializacion, proceso en el que la modulacién de la magnitud y duracion de la respuesta
inducida por esa estimulacion podria influir de manera importante. Determinar si la
regulacién por parte de ALMS1 produce cambios de este tipo asociados a la activacion
independiente de las vias TGF-p y BMP, estudiando el perfil transcripcional de las
células bajo diferentes condiciones de estimulacion, contribuiria a reforzar la
implicacion del gen ALMS1 en la regulacion de esta ruta. En relacion a esto, que el
retardo observado en la respuesta mediada por pERK1/2 se produzca al estimular la via
TGF-B, pero no la via BMP, sugeriria una regulacion especifica de la sefializacion no
candnica mediada por MAPK asociada a la via TGF-p por parte de ALMS1.

El estudio realizado representa el primer paso en esta linea de investigacion, de
manera gque son necesarios mas estudios que corroboren el efecto aqui observado y
aclaren su implicacion en la aparicién de los distintos fenotipos asociados al ALMS,
tanto desde un punto de vista molecular como fisioldgico. Asi, determinar los niveles de
las proteinas implicadas en la respuesta canonica y no canonica de la ruta en modelos
animales y/o tejido de pacientes seria esencial, ya que reproducirian mas fielmente el

contexto bioldgico que condiciona de manera tan importante la respuesta a la ruta.
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En cualquier caso, si se confirmara la implicacion de la ruta TGF-B/BMP en el
desarrollo del ALMS, se abriria un campo nuevo de opciones terapéuticas para estos
pacientes, que sin duda se beneficiarian de la gran experiencia acumulada en el uso de
farmacos especificos y diversos tipos de estrategias que ya han sido testadas en otras
patologias. Las opciones disponibles en la actualidad se dirigen fundamentalmente al
tratamiento de distintos tumores y procesos fibroticos, y se basan en el uso de fa&rmacos
inhibidores de distintos componentes de la ruta, anticuerpos monoclonales o AOs,
algunos de los cuales han alcanzado la fase Il de los ensayos clinicos correspondientes
(revisado en Akhurst & Hata, 2012; Mufioz-Félix et al., 2015). Aunque no deja de ser
una aproximacion sintomatica, poder aplicar con éxito alguna de estas estrategias a los
pacientes con ALMS permitiria mejorar su calidad de vida y paliar muchas de las
alteraciones que contribuyen a la morbimortalidad de este sindrome, derivadas

frecuentemente de la fibrosis generalizada que sufren los afectos.

3.2 Propuestas de participacion de ALMS1 en la ruta TGF- 7" =«
.desempeiia el cilio primario algun papel?

La integracion de los datos aqui presentados respecto a la posible relacion de
ALMS1 con la ruta de sefializacion TGF-B/BMP, junto a la prediccion de secuencias de
unién a TFs localizadas en la region promotora de este gen (abordada en el Capitulo I11)
y las evidencias experimentales presentes en la literatura acerca de las distintas

funciones de la proteina ALMS1, permiten proponer el siguiente modelo:

Teniendo en cuenta la descripcion hecha por Collin y colaboradores (2012) de
dos isoformas de la proteina ALMS1, una de ellas asociada especificamente a los
centrosomas y otra localizada en el anillo contractil de miosina y el surco de division
formados durante la citocinesis (en una zona rica en dominios de endocitosis), podria
especularse con la idea de que la proteina ALMS1, a través de la existencia de esas dos
isoformas distintas, tendria dos niveles de actuacion: por una parte ejerceria un papel
importante en la regulacion de la dinamica ciliar y el control de la divisién celular
(mediante la isoforma de localizacion centrosomal), mientras que la segunda isoforma
seria la encargada de desempefiar las funciones extra-ciliares de la proteina, que
implicarian procesos de remodelacion del citoesqueleto o el reciclaje endosomal y que
estaria regulada, al menos parcialmente, por la ruta TGF-p/BMP. Asi, esta propuesta
podria conciliar muchas de las evidencias que existen acerca de los multiples papeles de
la proteina ALMS1.
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Sin embargo, el mecanismo molecular que explique cémo y a qué nivel de la
cascada de sefializacion TGF-B/BMP actuaria ALMS1 debera ser identificado en
futuros estudios, aunque podria abarcar tanto la sefializacion candnica mediada por
proteinas R-SMAD como la no canonica. Asi, habria que determinar si ALMSL1 regula
especificamente una de las dos vias y la disminucion observada en los niveles de ambas
cascadas es una relacion causa-consecuencia debido al flujo de retroalimentacion entre
ambas, o bien si es capaz de influir en ambas cascadas constituyendo un punto de

control mas arriba en la ruta de transduccién de sefiales.

En relacion a esto, parece que las proteinas SMAD podrian ser importantes
mediadoras de la sefializacion TGF-B/BMP para la produccion de muchos de los
caracteres desarrollados por pacientes con ALMS, dada la presencia de elementos de
union a SMAD3 y SMAD4 en el promotor de ALMS1. Asi, este gen podria estar
promoviendo la sefializacion mediada por SMAD2 y ser inhibido a nivel transcripcional
por la asociacion del complejo SMAD3/4 a algun co-represor especifico para ALMS1.
Bajo esta hipotesis, el gen ALMSL1 seria un regulador positivo de SMAD2, o bien
inhibiria a SMAD3, mediante un mecanismo que quiza implique al sitio de fosforilacion
de la region enlazante de SMAD2/3, frecuentemente utilizado por efectores como
ERK1/2 y otras MAPK para regular, positiva o negativamente, la sefializacion mediada
por proteinas R-SMAD (Massagué, 2012; Luo, 2017).

Por otra parte, no podria descartarse la idea de que ALMSL1 tuviese un papel en la
traslocacion de los complejos SMAD activos al ndcleo, regulando indirectamente la
unién de estos a sus genes diana especificos, pues se ha descrito la presencia de
secuencias de localizacion nuclear en el extremo C-terminal de la proteina ALMS1
(Collin et al., 2002). Tampoco seria sorprendente que este gen pudiera regular los
niveles de receptores de la ruta TGF-B/BMP disponibles, pues existen estudios que
relacionan a la proteina ALMS1 con procesos de endocitosis (Collin et al., 2012;
Favaretto et al., 2014), mecanismo esencial para la regulacion de esta ruta. Ademas,
existen numerosos trabajos que relacionan a las proteinas R-SMAD con TFs de la
familia E2F, sugiriendo que ambos factores se asocian y cooperan formando complejos
represores o activadores para regular la expresion de distintos conjuntos de genes, como
es el caso de MYC, evento principal de la respuesta citostatica asociada a TGF-j
(revisado en Massagué, 2012; Zhang et al., 2016). Considerando la prediccién de union

de los factores E2F1 y SMAD3 vy 4 al promotor del gen ALMS1 hecha en este trabajo,
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he aqui otra evidencia mas que podria apoyar la relacion entre este gen y la ruta TGF-
B/BMP.

Finalmente, cabe mencionar algunas de las posibles conexiones entre el cilio
primario, ALMS1 vy la ruta TGF-/BMP. Como se ha comentado en la Introduccion de
este capitulo, se ha propuesto el papel del cilio primario como regulador de esta ruta
(Clement et al., 2013), aunque la sefalizacion TGF-/BMP parece estar
compartimentada y la maquinaria de transduccion puede operar tanto a través de la
membrana plasmética como del cilio primario (Pedersen et al., 2016). Por lo tanto, seria
interesante vincular si en la posible interaccién de ALMS1 con la ruta TGF-p/BMP

interviene el cilio primario.

En relacién a esto, se ha determinado que la sefializacion TGF-B/BMP influye
en la determinacion de la longitud ciliar (revisado en Christensen et al., 2016) y que
también es capaz de activar cascadas mediadas por Rho-like GTPasas como RhoA para
regular la dindmica de remodelacion del citoesqueleto y procesos de migracion
(revisado en Zhang, 2017). Ademas, como ya se ha comentado, las proteinas de la
familia Rho serian determinantes para la ciliogénesis y la regulacién de la longitud ciliar
(Hernandez-Hernandez et al., 2013). Que los resultados de este trabajo hayan vinculado
el gen ALMS1 a la ruta TGF-/BMP vy al control del ensamblaje ciliar, parecen indicar
una posible convergencia de todos estos mecanismos para la determinacién de la
longitud del cilio primario, de manera que la supresion de la sefializacion TGF-/BMP
observada tras silenciar ALMSL1 podria ser responsable, a través de la sefializacion no
candnica mediada por RhoA, del aumento de la longitud ciliar observado en este

trabajo.
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CONCLUSIONS

1. The BBS12 gene is the second gene most frequently involved in Bardet-Biedl
syndrome in our cohort with 10.4%, followed by BBS10 that accounts for 8.3% to the
total load; the BBS10 contribution represents an unpublished result compared with the
worldwide cohorts. Considering these values, we propose that direct sequencing of
BBS12 gene be included in our diagnostic algorithm for patients with suspicion of

Bardet-Biedl syndrome.

2. The clinical spectrum displayed by patients with Bardet-Biedl syndrome harboring
two causal variants in BBS10 and BBS12 genes is more severe than that showed by
patients with changes in BBS1. In addition, the phenotype associated with pathogenic
variants in BBS12 is the most severe one, with particular prevalence of cognitive
impairment; this description represents the first evidence of phenotypes as severe as
those previously described in patients with changes in BBS10.

3. Splicing alteration seems not to be a pathogenic mechanism associated with the
putative splicing variants in BBS2, ARL6/BBS3, BBS4 and ALMS1 genes analyzed here
by minigene assay, despite the positive predictions previously obtained from several

bioinformatics tools.

4. Twenty putative transcription factor binding sites are located in the promoter region
of ALMSL1 gene, four of them being specifically placed within a CpG island. Among
them, E2F1 and Eomesodermin factors are promising candidates for ALMS1

transcriptional regulation.

5. Methylation of the CpG island identified in ALMS1 promoter is not an epigenetic
regulation mechanism related to Alstrdm syndrome, at least considering both the

genomic region and samples analyzed.

6. ALMS1 knockdown does not affect ciliogenesis in hTERT RPE-1 cells, but it does
generate longer cilia with apparent assembly defects, since aberrant cilia are more
frequently observed in silenced cells. Furthermore, the reduced expression of ALMS1
gene occasionally leads to centrosome splitting, although the centriolar separation does

not reach the minimum set value to be formally classified as such.
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7. ALMS1 depletion downregulates the TGF-B/BMP signaling pathway, affecting both
canonical and noncanonical cascades, in response to the independent stimulation of
TGF-p and BMP pathways. Therefore, ALMS1 gene seems to be a key regulator of this

signaling pathway.

8. ALMSL silencing also alters the dynamics of TGF-B/BMP signaling, leading to a
delayed response of smaller magnitude in depleted cells, specially noted after TGF-f

stimulation.
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ANEXOS

ANEXO I: SECUENCIAS DE LOS INSERTOS DISENADOS PARA LA CONSTRUCCION
DE LOS CINCO MINIGENES

A continuacion, se indican las secuencias de los cinco insertos que fueron
disefiados para construir los minigenes ensayados en este trabajo, formados por un exén

completo y al menos 150 pares de bases de secuencia intronica flanqueante:

1) Variante ¢.266 A>G/p.(Tyr89Cys) en el gen BBS2

ccgtgatttcataatgactgaaagttgtccatgcattgaactatgtacgagtgttttaagtttcataggagattaaagtgacctctt
gttaatgtggatgtgttaataacctggttcttttttaaaaaaatgtatgatactaattttttatattttaagggaatgtaattagttatttttgt
ttcagGTTTTTATTCATAATCCTCATACACGGAACCAGCATGTCAGTGCATCCA
GGGTCTTCCAGAGCCCCCTGGAATCTGATGTTTCTCTTCTCAGCATTAACCA
GGCAGTCAGCTGTCTGACTGCAGGCGTAT
GGGGACACAGACTAATCTTTTGGCTTATGATGTCTACA
ATAATTCGGATTTGTTCTACAGAGAG(gcaagtataacctttataaccataaaattgtcattactcattaat
gtccattttttatgcttagaagagatcagatcatttattttggtctgtttgttgtatgactgttatagtataggtaaacaacatggagattt
tgctgttaacatctgctttatgtactcggaacttatttatttggttatggttgctaatcge

2) Variante ¢.823C>T/p.(Arg275*) en el gen BBS2

agctggttgaggctetttagggtecectettggecccageagtcataggtatctectgagaagttgtagggcttcatagaatactc
ttgaaaactgctagactaaatgacctttaaagctgatttttatttttaaattttgtggtttttaaacatgtagcataagcaacttttaaattt
gtgttttatttgtagGTT TCTTTAAG
GACAATTTTTCTTCTGCAATTGCCGGTGTGGTAGAGGGAGATTACCGGATGG
ATGGCCACATACAGTTAATCTGCTGCTCAGTGGATGGGGAAAgtaaattgggatgag

aaaaatccttaaaaagtcacgttttccatttgattgggtcaaaatatcaggaaatttcacctgaagtatttgtaccgagatcctgtag
ttctaataaattcaccaaagttggggagaacttaggtttttgtttttaagagcaggtaattgatgacctaaaagtatacctggttat

acttgc

3) Variante c.4G>T/p.(Gly2*) en el gen ARL6/BBS3

gctgcaaatctgegtgtcagttaaggcetcecttictggtaatcagcttacactgtgtttactaagtgcaaagctacattgacatagtt
ttcacactattattatgtgtatttaaattattacctttttttaatacacctaccaatattttccataacttaaggtgcctttgggtaatatttta
ttttttcttaattgcagCTG GTTTGTAAATATTTGAATCACATTATGGATTG CTAGACA

GACTTTCAGTCTTGCTTGGCCTGAAGAAGAAGGAGGTTCATGTTTTGTGCCT

TGGGCTAGATAATAGTGGCAAAACGACGATCATTAACAAACTTAAACCTTC

AAATgtaagtatctttgttagatgctttatgtattttctgctactaaagaaaattaatgtgcagaattatgttatatgacgttaaaac
cgcatataatcacattaagatattctgttaacctttcagtacctttaagtatcctcagccataattige
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4) Variante ¢.77-6A>G en el gen BBS4

gagaaactgatattacaagctttaaaaactcaagatatgtattcaacatgtagtagtagaacaagtatcttagtttaatagtctata
aatttttgatgcactataatatattattgtagtcagtagcatcaaaattttaatgtgatattgcagtatgtttatggttagtttagacatga
ggacagtgctaaaggagaaaatctaatgact 4l
CCTATTTTGGAGAAGCAGAACTGGTTGATTCATCTTCATTATATCCGGAAAG
ATTATGAAGCCTGCAAGgtaagagattgccataataataaaaatgagaggcaggatgttgggtaggcaactaa
cagtgcctgctaaacagagtgtggcagtttatatctcagtgataaaacatgaattccttcttccccatacttcatacactggttatctt
ttgctatggtagtgatgtttaacatacaacctcaatatttcagtggcccccaacaaacaaatattaattgctcatgggctttcagat
cag

5) Variante ¢.11641C>T/p.(His3882Tyr) en el gen ALMS1

aagtcctatccacctacaacattctccctatcacagatacaaggcagcaagttcacagtatctcaagcttcctccaaatgcatct
caacagtttgaattggattagaaagaggacttgttggcttgcttatcctgtggataactgtgacattgactgcaggtaataataaca
agatctcttttatttttctagGTAGCAAACCATGTGATTTCTTCTGACTCTATTTCCTCTTCT
GCCAGTAGTTTCCTGAGCTCAAACTCT
AAGCAGgtaattacttgaatctaaactttttcattgaaatacattg
aaatggctcttaaacatgtaagatactcaacctcaatcataataaaggacatgaagataaaactatatccaactgccaattttcatc
ttgtcagattggcataaattcaagtttgatggcaagtitg

(Leyenda: mayulscula, secuencia exonica; minudscula, secuencia intronica; azul, secuencia
correspondiente a los cebadores empleados para amplificar los insertos; naranja, secuencia del
cebador empleado para la mutagénesis; naranja con sombreado negro, sustitucion analizada).
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ANEXO II: PUESTA A PUNTO DEL PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA
PARA LA DETECCION DE LA PROTEINA ALMS1

A la hora de optimizar el protocolo de inmunofluorescencia para detectar la
proteina ALMS1, se optd por probar otros dos métodos de fijacion distintos y dos
modificaciones del protocolo detallado en esta memoria (véase la Metodologia del
Capitulo IV).

Asi, ademas de la fijacion tradicional con PFA al 4%, se utilizaron otros dos

procedimientos:

1) Fijacion con metanol Fijacion con metanol frio (-20 °C) durante 10 min

(buen fijador de proteinas centrosomales).

2) Protocolo mixta Fijacion con PFA al 4% durante 15 min seguida de una

permeabilizacion con metanol frio durante 5 min.

Por otra parte, se hicieron las siguientes modificaciones del protocolo ya

mencionado:
1) Desenmascaramiento antigéni€¢@\R, del inglés antigen retrieval)

El procedimiento consiste en fijar las células con PFA o metanol y a
continuacion realizar una incubacion de las preparaciones durante 40-60 min a 80 °C en
tampon Tris-HCI 0,1 M a pH 9, continuando seguidamente con el protocolo de eleccién
(permeabilizacion con una solucion de Tritdn X-100 al 0,2% (v/v) y BSA al 1% (p/v) en
PBS o metanol, y bloqueo).

Esta modificacion podria ser atil para antigenos de dificil deteccion, ya que
elimina las uniones inter- e intraproteicas producidas por la fijacion con PFA,
permitiendo el descubrimiento de los epitopos de los antigenos de interés y

favoreciendo asi su interaccion con los anticuerpos.
2) Extraccién previa(equivalente al término inglés pre-extraction)

En este caso, se realiza un paso de permeabilizacion previa antes de fijar las

células, consistente en lavar las preparaciones durante 30 min en tampén PHEM*
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(PIPES 60 mM + HEPES 25 mM + EGTA 10 mM + MgSO44 mM) con 0,5 % (v/v) de
Triton X-100, a pH 6,9.

El uso de este tampdn permite estabilizar a los microtdbulos para una mejor

conservacion de las estructuras subcelulares.

(*) PIPES: Acido 2,2'-(piperazina-1,4-diil)bis(etanosulfonico); HEPES: Acido 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfonico; EGTA: Acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-
N,N,N'N'-tetraacetico.

Todas las combinaciones de métodos de fijacion/permeabilizacion con los tres
protocolos aplicados ofrecieron buenos resultados para la deteccion de la proteina
ALMS1 utilizando el anticuerpo anti-ALMS1 de Abcam (Ref. ab84892). Pero a pesar
de que el metanol es un fijador excelente de proteinas centrosomales como ALMS1 y
produce menor tincién de fondo, se opt6 por el método de fijacion con PFA siguiendo
el protocolo de inmunofluorescencia estdndar, descrito en la memoria, porque
permite una muy buena fijacion del cilio y de las estructuras subcelulares en general. El
resto de protocolos (fijacion con metanol, AR y extraccion previa), por el contrario, son
mucho mas agresivos y afectan a la morfologia ciliar, produciendo cilios mas cortos y

desestructurados (Figura 48).
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C D
20 pm

Figura 48. Iméagenes de células hTERT RPE-1 ciliadas tras aplicar distintos protocolos de fijacion/inmunofluorescencia. A-
Fijacion con metanol y AR. B-Fijacion con PFA y AR. C-Fijacién con metanol, protocolo estandar. D-Fijacion con PFA, protocolo
estandar. (Marcaje: nucleo en azul, cilio primario en rojo y proteina ALMS1 en verde).
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ANEXO III: CUANTIFICACION DE LA INTENSIDAD DE SENAL FLUORESCENTE DE
LA PROTEINA ALMS1

En una primera fase de validacion del modelo knockdown puesto a punto en este
trabajo, se procedid a la cuantificacion de la sefial fluorescente producida por la proteina
ALMS1 a partir de preparaciones de inmunofluorescencia de tres réplicas
independientes (concentracion final de siRNA: 25 nM), para apoyar los resultados

obtenidos a nivel de ARNm.

La cuantificacion se hizo con el programa ImageJ, version 1.51d (National
Institutes of Health; https://imagej.nih.gov/ij/download.html), realizando un minimo de
50 mediciones por condicion y fijando el mismo tiempo de exposicion para tomar las
imagenes de ALMS1 con el microscopio de fluorescencia. Para ello, se siguio el
siguiente procedimiento: las imagenes se convirtieron a escala de grises (16-bits), se
realizd la medicion de la region de interés (anotando los valores de area, densidad
integrada y valor medio de grises), asi como de una zona sin fluorescencia para evaluar
el ruido de fondo, y se aplico la siguiente ecuacion para obtener el valor corregido de

fluorescencia (VCF) de cada célula:

T F7 00 i UBGHDR G HPH < OAA -p3 ©dHaE ROV VQOVBE ¢ Q¢

Tras realizar la cuantificacion y en concordancia con los resultados obtenidos a
nivel de ARNm, se observo que la disminucion de la expresion del gen ALMSL1 en
células hTERT RPE-1 también reducia los niveles de proteina un 66,2+2,8%
(mediaxDE) (Tabla 26):

Tabla 26. Porcentaje de silenciamiento de la expresion del gen ALMS1 obtenido
para cada réplica analizada

REPLICA REDUCCION DE LA EXPRESION (%)
1 64,0
2 69,3
3 65,2
MEDIA 66,2
DE 2,8

El porcentaje de reduccion de la sefial de ALMS1 se determind como 1 menos el valor
del cociente entre el VCF medio obtenido para la muestra problema (SiALMS1) vy el
VCF de la muestra control (mock), multiplicado por 100. DE: desviacidn estandar.
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En la siguiente figura se muestra el nivel de expresion de ALMS1 comparando
el grupo de ceélulas control y el de células silenciadas, para cada una de las réplicas

analizadas:

0,14 -
0,124

0,12 - 0,114

0,097

0,10 -

0,08 -
B mock

0,06 - OsiALMS1

VCF (u.a.)

0,04 0,035 0,038 0,040

0,02

0,00
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Figura 49. El valor representando corresponde al valor medio de VCF obtenido para cada
condicion y réplica, medido en unidades arbitrarias (u.a.).
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“Sindrome de Bardet-Biedl y sindrome de Alstrom: Caracterizacion molecular y
propuesta de nuevos mecanismos”, €S una transcripcion exacta de ninguna publicacion

previa.
Y para que asi conste a los efectos oportunos, firma en Vigo, a 19 de abril de 2017.

La doctoranda
M }
7

Maria Alvarez Satta
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