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Resumen

Capitulo I: CARACTERIZACION DE LAS BASES GENETICAS DE NUEVAS
FORMAS DE NEUROPATIAS RECURRENTES HEREDITARIAS

Las neuropatias recurrentes hereditarias, en las que los enfermos presentan grados
parciales de recuperacion, no son habituales y normalmente se deben a mutaciones en los
genes PMP22, SEPT9 o SCN9A. Contamos con dos extensas familias (fCMT-129 y fCMT-
266) en las que los pacientes presentan neuropatias recurrentes hereditarias y en las que
previamente habiamos descartado la implicacion de los genes candidatos conocidos.
Mediante cartografiado gendémico y andlisis de ligamiento hemos identificado dos nuevos
loci, uno en el cromosoma 21q21 en la f{CMT-129 y otro en el cromosoma 17p13.3 en la
fCMT-266, hasta ahora no relacionados con este grupo de enfermedades. Los haplotipos
construidos con marcadores pertenecientes a las regiones identificadas, cosegregan
perfectamente con la enfermedad en cada familia. En la f{CMT-129 hemos descartado la
presencia de mutaciones en los exones de todos los genes codificantes de proteinas o
miRNAs contenidos en la region candidata, asi como la presencia de grandes deleciones
y/o duplicaciones. En la f{CMT-266 hemos identificado la mutacién SMYD4 p.K82E en la
region candidata como principal candidata de la neuropatia. Hemos caracterizado la
expresion de SMYD4 en el sistema nervioso periférico asi como su relevancia en dicho
tejido empleando Drosophila melanogaster como organismo modelo. Nuestros hallazgos
indican que hay nuevos loci genéticos implicados en neuropatias recurrentes hereditarias,
y ponen de manifiesto la heterogeneidad genética y clinica asociada a este grupo de
enfermedades.

Capitulo II: BUSQUEDA DE MODIFICADORES GENETICOS EN LA NEUROPATIA
DE CHARCOT MARIE TOOTH CMT2K DEBIDA A MUTACIONES DOMINANTES
EN EL GEN GDAP1.

Las mutaciones en el gen GDAPI causan diferentes formas de la neuropatia de
Charcot-Marie-Tooth (CMT). Las mutaciones con herencia dominante en este gen
conducen a CMT2K, que se caracteriza por la presencia de variabilidad clinica
intrafamiliar debido a penetrancia incompleta y expresividad variable, sugiriendo la
existencia de modificadores genéticos. Hemos identificado y caracterizado el gen JPH1
como modificador genético y funcional de GDAP1. Ambos genes constituyen un cluster
conservado de genes funcionalmente relacionados en vertebrados. La sobreexpresion de
JPHI1 rescata los defectos en el mecanismo del SOCE (store-operated calcium entry) presente
en células deficientes en GDAP1. En un cribado mutacional del gen JPHI en una serie de
29 pacientes CMT2K portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W hemos identificado la
mutacion JPH1 p.R213P en un paciente con un cuadro clinico agravado. La combinacion
de las mutaciones GDAP1 p.R120W y JPH1 p.R213P en células provoca defectos mas
acusados en la homeostasis del calcio. Niveles alterados de JPHI en pacientes CMT2K
también podrian contribuir en las consecuencias fenotipicas de las mutaciones en GDAPI,
lo que hemos comprobado usando D. melanogaster como organismo modelo. Es la primera
vez que se describe un modificador genético en formas de CMT2. La investigacion
empleando los modelos de D. melanogaster nos ha permitido demostrar el posible papel de
las proteinas JPH como modificadores de otra enfermedad neuroldgica, como es la
enfermedad de Huntington, asi como establecer por primera vez una relacién entre los
genes [PH y la ruta de sefalizacion de Notch.
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1. Neuropatias periféricas hereditarias

Las neuropatias periféricas hereditarias (NPH) constituyen un grupo diverso de
enfermedades, clinica y genéticamente heterogéneo, que producen una degeneracion
progresiva de los nervios periféricos. En funciéon de las neuronas o axones afectados,
clasicamente se han clasificado en: neuropatias sensitivo-motoras hereditarias (NSMH),
en neuropatias motoras hereditarias (NMH), neuropatias sensitivas hereditarias (NSH) y
neuropatias sensitivas y autondmicas hereditarias (NSAH) (Dyck, 1975, Dyck et al., 1993),
que a su vez se pueden subdividir en varios subtipos.

La inmensa mayoria de las NPH muestran un curso progresivo, aunque algunas
cursan de forma episddica y recurrente, con recaidas-remisiones sucesivas; es el caso de la
neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la pardlisis por presion (HNPP, acronimo en
inglés) y de la amiotrofia neuralgica hereditaria (HNA, acronimo en inglés) (Chance, 2006,
Timmerman et al., 2006, Klein et al., 2013a).

En el grupo de las NSMH se distinguen varias formas: la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth (CMT), el sindrome de Déjérine-Sottas (DS), la neuropatia hipomielinizante
congénita (NHC) y la HNPP (Dyck et al., 1993). En clasificaciones mas modernas, el
término CMT refiere de forma general a las NSMH (Reilly and Shy, 2009, Saporta and
Shy, 2013). Aunque sdlo es foco de nuestra atencion en este trabajo las NPH en las que la
neuropatia es la parte tinica o primaria de la enfermedad (Tabla I1A), hay que tener en
cuenta que la neuropatia periférica puede presentarse como parte de un trastorno
neuroldgico generalizado o multisistémico (Tabla I1B) (Reilly and Shy, 2009).

Tabla I1. Clasificacion de las neuropatias hereditarias.

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT)
Neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la paralisis
A. Neuropatias hereditarias en las que la | por presién (HNPP)

neuropatia es la parte tinica o primaria de la | Neuropatias sensitivas y autondmicas hereditarias
enfermedad (NSAH) / Neuropatias sensitivas hereditarias (NSH)
Neuropatias motoras hereditarias (NMH)

Amiotrofia neuralgica hereditaria (HNA)

Polineuropatia amiloide familiar (PAF)

Alteraciones del metabolismo lipidico

Porfirias

B. Neuropatias hereditarias en las que la | Trastornos con defectos en la reparacion vy
neuropatia es parte de wun trastorno | mantenimiento del DNA

neurolégico generalizado o multisistémico Neuropatias asociadas con enfermedades
mitocondriales

Neuropatias asociadas con ataxias hereditarias
Otras

De entre las NPH, CMT es la mas frecuente: se trata de una enfermedad rara que esta
entre los trastornos hereditarios neurologicos mas comunes, con una prevalencia
aproximada de 17-40 afectados por cada 100.000 individuos, siendo en la poblaciéon
espafiola de 28/100.000 (Combarros et al., 1987, Martyn and Hughes, 1997).
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2. Genética de las neuropatias periféricas hereditarias

El primer locus responsable de una neuropatia periférica se cartografio en 1982 (Bird et
al., 1982). Sin embargo, no fue hasta el ano 1991 cuando se identificé la primera, y todavia
mas frecuente, causa genética de neuropatia periférica hereditaria. Se descubrio en el
llamado locus CMT1A, cartografiado previamente en 1989 (Raeymaekers et al., 1989,
Vance et al., 1989), una duplicacién de 1,4 Mb en el cromosoma 17p11.2 (Lupski et al.,
1991, Raeymaekers et al., 1991), que incluye el gen PMP22 que codifica la proteina
peripheral myelin protein 22, y que se produce por un mecanismo de entrecruzamiento
desigual entre cromatides no hermanas durante la meiosis (Palau et al., 1993). Mutaciones
en este gen causan CMT1A, una forma desmielinizante de CMT y que es responsable de
mas del 50% de los casos de CMT con diagnodstico genético (Murphy et al., 2011, Saporta
et al., 2011, Sivera et al.,, 2013). Poco tiempo después, en 1993 se descubrié que una
delecién en la misma regién cromosomica 17pl11.2 causa otra forma de neuropatia
periférica hereditaria, la HNPP (Chance et al., 1993), mientras que mutaciones puntuales
en PMP22 causan tanto CMT1A como HNPP.

La publicaciéon del Genoma Humano en 2001 (Lander et al., 2001, Venter et al., 2001),
junto con el desarrollo de tecnologias de high-throughput, permitié acelerar el
descubrimiento de nuevos genes y mutaciones en este tipo de enfermedades. Desde
entonces, nuestro conocimiento sobre las bases genéticas de las NPH no ha parado de
crecer, con mas de 80 genes implicados identificados hasta el momento (Figura I1)
(Timmerman et al., 2014).

1
! 3 AR dHMM
el CMIT2A

O-CMTC
Bora PN +
Hoaring loss

Figura I1. Genes y loci implicados en neuropatias periféricas hereditarias. En la figura se muestran los mas de
80 genes (en naranja) y loci correspondientes (linea vertical) en el genoma humano cuyas mutaciones son
responsables de neuropatias periféricas hereditarias. En azul se indican la nomenclatura de cada una de las
neuropatias correspondientes. Figura adaptada de la revision de Timmerman y colaboradores (Timmerman et
al,, 2014).

Los genes implicados en NPH codifican proteinas con funciones muy diversas,
incluyendo componentes estructurales de la mielina, factores de transcripcion, metilacion
del DNA, sintesis y recambio de proteinas, organizacion del citoesqueleto, transporte
axonal, trafico vesicular, dindmica mitocondrial, regulacion del reticulo endoplasmatico,
canales idnicos, homeostasis de calcio, y metabolismo entre otros (Figura 12) (Patzko and
Shy, 2011, Rossor et al., 2013, Harel and Lupski, 2014). Todo ello apunta hacia diferentes
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mecanismos y rutas importantes para el mantenimiento de la funciéon normal del nervio
periférico (Figura 12).
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Figura I2. Genes conocidos implicados en neuropatias periféricas hereditarias y su mecanismo patologico. Se
ilustra en el contexto del sistema nervioso periférico diversas proteinas cuyas mutaciones son responsables de
neuropatias periféricas hereditarias, indicdndose los procesos funcionales y celulares en los que participan.
Imagen adaptada de Rossor y colaboradores (Rossor et al., 2013).

Algunos de los genes implicados en NPH se expresan unicamente en el sistema
nervioso periférico (PNS, acrénimo en inglés) donde desempefian una funcion especifica,
como es el caso de los genes que codifican para componentes estructurales de la mielina
(por ejemplo PMP22, MPZ); sin embargo, otros muchos tienen una expresion ubicua y con
funciones generalizadas, como los genes que codifican las aminoacil-tRNA sintetasas (por
ejemplo GARS, HARS, YARS), o las small heat shock proteins (por ejemplo HSPB1, HSPB3,
HSPBS). Resulta sorprendente cémo mutaciones en proteinas ubicuas son capaces de
producir de forma aislada una degeneracion de los nervios periféricos, aunque se suele
atribuir a la longitud de éstos (Niemann et al., 2006, Sevilla et al., 2008, Timmerman et al.,
2014). El hecho de que una neurona y su axén puedan tener hasta un metro de longitud
contribuye a su particular susceptibilidad frente a alteraciones en diferentes procesos
celulares que deben estar perfectamente regulados. Por ejemplo, los requerimientos
energéticos de los procesos de transporte en estas largas neuronas exceden con creces a
aquéllos de otros tipos celulares. La alteracion de este complicado sistema de
mantenimiento puede conllevar la degeneracion.

3. Nuevos genes en neuropatias periféricas hereditarias

El diagnodstico genético es crucial, ya que permite a los pacientes y a sus familiares
recibir un consejo genético y permite descartar casos potencialmente tratables de
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neuropatia adquirida (Reilly et al., 2011). A pesar del gran nimero de genes conocidos
implicados en NPH, un numero relevante de pacientes carecen de diagndstico genético.
En las ultimas series clinicas de pacientes de CMT, tras la busqueda de mutaciones
causales en los genes CMT conocidos, se consigue el diagnostico genético en el 60-80% de
los casos (Saporta et al., 2011, Murphy et al.,, 2012, Sivera et al., 2013), por lo que todavia
muchos pacientes quedan sin diagndstico genético, especialmente en las formas axonales
(CMT2) donde aproximadamente el 40% de los pacientes permanecen sin diagndstico
genético y evidencia la existencia de otros genes responsables de CMT todavia por
descubrir. Este hecho es atin mas pronunciado en el caso de la HNA; hasta la fecha
Unicamente se han descrito mutaciones patologicas en el gen SEPTY9. En la cohorte
estudiada por Collie y colaboradores (Collie et al., 2010), tan solo identificaron mutaciones
en SEPT9 en el 55% (30/55) de los casos de HNA, y en al menos tres familias no
obtuvieron ligamiento con el locus 17q25 de SEPT9, demostrando que deben haber otros
genes implicados en HNA.

Todo ello apunta a que aun quedan genes implicados en NPH por identificar, cuyo
descubrimiento ampliaria la lista de mecanismos patoldgicos, permitiendo una mejor
comprension de este tipo de enfermedades y el descubrimiento de nuevas posibles dianas
para lograr un tratamiento terapéutico.

4. Busqueda de nuevos genes en neuropatias periféricas hereditarias

Una vez descartados los genes conocidos que podrian estar relacionados con la
enfermedad, la eleccidon de la estrategia a seguir para identificar la mutacidén responsable
depende de los recursos disponibles y/o bien de los conocimientos que se tengan de la
patogénesis de la enfermedad. Cldsicamente la metodologia empleada para la
identificacion de nuevos genes implicados en enfermedades mendelianas se ha basado en
el cartografiado gendmico y el andlisis de ligamiento, y que permiti6 la identificacion de
los primeros genes implicados en NPH. Esta metodologia requeria mucho tiempo y
esfuerzo, aunque el desarrollo de las tecnologias high-throughput ha facilitado
enormemente este proceso. Sin embargo, se requiere un nimero alto de pacientes y
familias muy extensas, actualmente excepcionales sobre todo en el ambito de las
enfermedades raras.

El desarrollo de nuevas aproximaciones basadas en las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (next generation sequencing, NGS), ha reducido el coste y el tiempo del
analisis de regiones gendmicas extensas, y con éstas, el estudio de un menor nimero de
individuos resulta eficaz. Esto favorece especialmente la determinacion de las causas
subyacentes a enfermedades mendelianas con una importante heterogeneidad genética
(Wang et al., 2013). Uno de estos procedimientos es la secuenciacion del genoma completo
(whole genome sequencing, WGS), que ya ha demostrado su eficacia en la deteccion de la
mutacién causal en una familia CMT (Lupski et al., 2010), aunque su coste sigue siendo
alto y el analisis de la informacion obtenida muy complejo. Una estrategia mas abordable
que permite abaratar costes y simplificar el estudio, es la secuenciacién del exoma (whole
exome sequencing, WES) (Wang et al., 2013), donde se analizan tnicamente las regiones
exonicas y sus secuencias intronicas flanqueantes. Esta metodologia se ha empleado con
éxito en la identificaciéon de nuevos genes implicados en NPH y otras enfermedades
mendelianas, aunque también se estd implementando cada vez mas como herramienta
diagnostica (Schabhuttl et al., 2014, Timmerman et al., 2014, Drew et al., 2015).
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A pesar de todo, actualmente sigue suponiendo un reto identificar y distinguir la
mutacion causal de entre las miles de variantes que se obtienen mediante secuenciacion
masiva. Mediante WES, en cada individuo se suelen identificar aproximadamente 20.000
variantes, lo que puede dificultar enormemente la tarea si no se dispone de informacién
adicional (Bamshad et al.,, 2011, Cooper and Shendure, 2011, Lyon and Wang, 2012,
Sunyaev, 2012, Boycott et al., 2013, Palotie et al., 2013). Por ello, la combinacion de esta
metodologia junto con otra aproximacién complementaria, como es el cartografiado
gendmico y el andlisis de ligamiento, supone una enorme ventaja para acotar la busqueda
e identificar la mutacion causal (Bailey-Wilson and Wilson, 2011, Teare and Santibanez
Koref, 2014, Ott et al., 2015).

5. Analisis de mutaciones y caracterizacion de nuevos genes candidatos

Una vez identificada una mutaciéon en un nuevo gen como candidata de ser
responsable de la enfermedad en la familia estudiada, su validaciéon puede convertirse en
una ardua tarea (Lyon and Wang, 2012). La identificaciéon de mutaciones en el mismo gen
en otras familias no relacionadas con la misma enfermedad supone la evidencia mas
potente, aunque no siempre es posible disponer de otras familias, sobre todo en el caso de
enfermedades raras.

Los estudios funcionales pueden servir para obtener un apoyo adicional sobre la
causalidad de una mutacion sobre un fenotipo dado. Los estudios experimentales pueden
consistir desde analisis in vitro de las consecuencias moleculares de la mutacion (niveles
de expresion, actividad enzimadtica, estabilidad de la proteina,...) hasta incluso la
recapitulacion in vivo del fenotipo en un organismo modelo. Sin embargo, evaluar el
efecto de una mutacion codificante requiere un minimo de conocimiento previo sobre la
funcion de la proteina en cuestidn, y esto sigue siendo una incégnita para la mayoria de
las proteinas humanas.

El uso de organismos modelos es una herramienta fundamental para descubrir la
funcion de nuevos genes e incluso para demostrar la implicacion de genes candidatos en
enfermedades. Aunque no siempre se puede abordar su uso, ya sea por la falta de genes
homologos en dichos organismos o por el elevado coste que puede suponer su
implementacion. Cada vez mas se estdn empleando en investigacion biomédica modelos
animales facilmente manipulables y con un bajo coste econémico, como es el caso de
Drosophila melanogaster. Se ha utilizado como organismo experimental en estudios
genéticos desde 1909, por lo que se conoce mucho sobre su manipulaciéon genética. Se han
desarrollado multitud de herramientas genéticas que facilitan su utilizacion en
investigacion, y de entre las cuales destaca el sistema GAL4/UAS (Brand and Perrimon,
1993), que permite dirigir la sobreexpresion o el silenciamiento del gen de interés a
cualquier region/tejido de D. melanogaster.

Se estima que aproximadamente el 75% de los genes humanos conocidos responsables
de enfermedades tienen su homodlogo correspondiente en el genoma de D. melanogaster
(Reiter et al.,, 2001, Lloyd and Taylor, 2010). Por tanto, es entendible que su uso en
investigacion biomédica no pare de crecer (Wangler et al., 2015), y no sélo para esclarecer
la funcion de genes (Bakal, 2011), sino que se ha convertido en una herramienta
fundamental para la generacion de modelos de enfermedades humanas y para
comprender los mecanismos de enfermedad (Chen and Crowther, 2012, Yamamoto et al.,
2014), para identificar modificadores genéticos (Lenz et al., 2013) e incluso para descubrir
dianas terapéuticas y posibles farmacos (Pandey and Nichols, 2011). Y estas aplicaciones
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también se han venido introduciendo en el campo de las enfermedades que afectan al
sistema nervioso (Hirth, 2010). Por ello, su utilizacion como organismo modelo puede
servir como una potente herramienta donde validar la funcién de genes candidatos en el
sistema nervioso asi como para identificar posibles mecanismos de enfermedad.

6. Presencia de modificadores genéticos en neuropatias periféricas hereditarias

Aunque por si mismos no sean causantes de enfermedad, variantes comunes pueden
actuar como modificadores de un fenotipo modulando el efecto de la mutacion
responsable de la enfermedad (Genin et al., 2008). De este modo, los modificadores
genéticos se pueden definir como genes que influyen en la expresion fenotipica de otro
gen (Genin et al., 2008). En los ultimos afios estamos siendo testigos de un creciente
interés en la busqueda de potenciales modificadores genéticos en multitud de
enfermedades, incluyendo neuropatias hereditarias (Cutting, 2010, Kearney, 2011,
Venturini et al., 2012, Wirth et al., 2013, Bonifert et al., 2014, Brewer et al., 2014). En ciertas
formas de NPH caracterizadas por presentar una gran variabilidad inter y/o intrafamiliar,
como por ejemplo CMT1A o las formas de NPH debidas a mutaciones dominantes en los
genes BSCL2, GDAP1, MFN2 o TRPV4, o incluso recesivas como en LMNA, se postula la
existencia de modificadores genéticos (Irobi et al., 2004, Tazir et al., 2004, Del Bo et al,,
2008, Sivera et al., 2010, Klein et al., 2011, van Paassen et al., 2014).

Se pueden abordar distintas estrategias para la identificacion de modificadores
genéticos, entre las que destacan los estudios de ligamiento, estudios de asociacion,
estudios globales mediante busquedas sistematicas (screenings o cribados) o estudios mas
dirigidos analizando genes o rutas candidatas (Genin et al., 2008, van Ham et al., 2009). Su
identificaciéon puede ser clave para apuntar hacia nuevas rutas que puedan ser dianas
terapéuticas, pero ademads, mutaciones en los posibles genes modificadores podrian ser
responsables de enfermedad en otras formas de neuropatias hereditarias.
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Capitulo I Introduccion

1. Introduccion del Capitulo I

Neuropatias recurrentes hereditarias

Las NPH en las que la neuropatia se presenta de forma recurrente y episddica, y en las
que los enfermos presentan grados parciales de recuperacién no son habituales (Chance,
2006, Klein, 2007). Los trastornos hereditarios mas comunes que pertenecen a este grupo
de neuropatias recurrentes son fundamentalmente dos: (i) la neuropatia hereditaria con
susceptibilidad a la presion (HNPP; MIM 162500), y (ii) la amiotrofia neurdlgica
hereditaria (HNA; MIM 162100) (Chance, 2006). Adicionalmente, cuando la neuropatia se
presenta con episodios de eritromelalgia, se suele considerar (iii) la eritromelalgia
primaria (MIM 133020).

Neuropatia Hereditaria con Sensibilidad para la Paralisis por Presion (HNPP)

Se trata de un trastorno autosdmico dominante que se manifiesta en forma de
episodios recurrentes de neuropatia sensitivo-motora focal e indolora (Chance, 2006, van
Paassen et al., 2014). Puede causar epidosios periddicos de entumecimiento, debilidad
muscular y atrofia. Descrita por primera vez por De Jong en 1947, HNPP es una
neuropatia compresiva: muchos episodios estan precedidos por una compresién menor o
trauma del nervio periférico afectado; aunque también se ha descrito su
desencadenamiento debido a ejercicio fisico extremo (Ichikawa and Nezu, 2005). La edad
de aparicion de los primeros sintomas ocurre normalmente durante la segunda o tercera
década, aunque se han descrito casos en los que aparecen en la infancia o incluso a partir
de la octava década de vida (Ichikawa and Nezu, 2005, van Paassen et al., 2014). En
biopsias de nervio periférico se observan cambios histopatologicos como
desmielinizaciones segmentarias y engrosamientos mielinicos caracteristicos, conocidos
como formaciones tomaculosas.

En la mayoria de los casos (85-90%), HNPP se debe a la delecion del gen PMP22
(Chance et al., 1993, van Paassen et al., 2014). Como se habia comentado anteriormente, la
duplicacion de PMP22 (cromosoma 17p11.2) causa CMT1A (MIM 118220), mientras que
mutaciones puntuales en este mismo gen pueden causar tanto HNPP como CMT1A
(Jetten and Suter, 2000, van Paassen et al., 2014). Las mutaciones puntuales en PMP22
responsables de HNPP, pueden afectar al splicing, generar codones de parada o incluso
producir cambios de pauta de lectura (frameshifts) que dan lugar a un alelo nulo (Bort et
al., 1997, van Paassen et al., 2014).

La proteina PMP22 es un componente estructural de la mielina compacta de los
nervios periféricos y estd implicada en el control del ciclo celular, en la proliferacion y
diferenciacion de las células de Schwann, en el mantenimiento axonal, y en la regulacion
de la estabilidad y el grosor de la mielina (Adlkofer et al., 1995, Giambonini-Brugnoli et
al., 2005). La haploinsuficiencia de PMP22, ya sea por la deleciéon genémica de 1,4 Mb en
el cromosoma 17p11.2 o por mutaciones puntuales que dan lugar a un alelo no funcional,
es responsable de HNPP. Los pacientes de HNPP muestran una reduccion en los niveles
de PMP22 tanto a nivel de mRNA como de proteina (Gabriel et al., 1997, Schenone et al.,
1997). Ademas, los modelos murinos heterozigotos para la delecion de Pmp22 muestran
caracteristicas histopatoldgicas comparables a las presentes en pacientes de HNPP
(Adlkofer et al., 1995).
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Amiotrofia Neuralgica Hereditaria (HNA)

Es un trastorno autosdmico dominante caracterizado por episodios recurrentes de
neuropatia plexobraquial con alteraciones sensitivas, debilidad muscular y atrofia,
precedido por dolor intenso en el miembro afectado (Chance, 2006, van Alfen, 2011). Los
episodios asociados con HNA suelen desarrollarse en la segunda o tercera década, pero
también pueden aparecer durante la infancia. Los sintomas pueden desencadenarse por
factores externos como infecciones e inmunizaciones, pero también por estrés emocional o
incluso por ejercicio fisico intenso. En las mujeres pueden presentarse episodios durante o
después del embarazo. Los episodios pueden durar semanas o meses, y son a menudo
seguidos por debilidad residual y déficit sensorial en los miembros afectados. En algunos
casos se han asociado algunas caracteristicas dismdrficas menores, incluyendo entre otros
hipotelorismo, baja estatura, paladar hendido o sindactilia. Estudios patologicos muestran
degeneracion axonal en nervios distales a los plexos afectados (Chance, 2006).

A finales de los 90 mediante andlisis de ligamiento en familias HNA se identificd el
locus HNA en el cromosoma 1725 (Pellegrino et al., 1996, Pellegrino et al., 1997,
Stogbauer et al., 1997, Meulemann et al., 1999, Watts et al., 2002). Pero no fue hasta 2005
cuando Kuhlenbdumer y colaboradores identificaron en seis familias mutaciones en el gen
SEPT9 localizado en el locus HNA (Kuhlenbaumer et al., 2005). Se caracterizaron las
mutaciones no sinéonimas p.R88W y p.S93F, y la mutacién c.-131G>C en la region 5'-UTR
del transcrito alfa (isoforma v3). Las mutaciones de cambio de aminoacido han sido
posteriormente identificadas en otras familias que no comparten haplotipo comun, lo que
sugiere que son mutaciones recurrentes (Hannibal et al., 2009).

Posteriormente en 18 familias HNA con ligamiento en el cromosoma 17q25 se
identificaron duplicaciones en SEPT9 (Landsverk et al., 2009, Collie et al., 2010). Doce de
estas familias presentan la misma duplicacion intragénica de 38 Kb, y dado que
comparten haplotipo comun, se propuso un efector fundador. En las otras seis se
identificaron otras duplicaciones en SEPT9 que no comparten el haplotipo fundador.
Salvo en una familia en la que se identific6 la duplicacion del gen SEPT9 completo, todas
las duplicaciones contienen en tdindem y en pauta como minimo el exén de 645 pb donde
se habian localizado previamente las mutaciones no sindénimas, dando lugar a una
proteina de mayor tamano con la repeticion de un dominio rico en prolinas (Landsverk et
al., 2009, Collie et al., 2010). No se han descrito diferencias clinicas aparentes entre los
pacientes con mutaciones puntuales en el exdn de 645 pb y los que tienen duplicacién, ya
sea de este exdn o del gen completo.

SEPTY9 se expresa de forma ubicua, aunque se caracteriza por presentar hasta 18
transcritos diferentes (McDade et al., 2007). SEPT9 es miembro de la familia de las
septinas, una familia conservada de GTPasas formadoras de filamentos del citoesqueleto;
en humanos hay al menos 13 miembros implicados en diferentes procesos celulares:
citocinesis, trafico de vesiculas, dindmica de la actina, regulaciéon de los microtabulos,
exocitosis, establecimiento de la polaridad celular, motilidad celular, e incluso apoptosis
(Mostowy and Cossart, 2012).

Aunque no se conoce completamente el proceso por el cual las mutaciones en SEPT9
causan HNA, se han identificado una serie de mecanismos alterados que podrian estar
implicados en la fisiopatologia. Las formas mutantes de SEPT9 portadoras de los cambios
no sindnimos, no responden a la sefalizacién via Rho/Rhotekin, y tienen alterada su
interaccién con SEPT4 y SEPT11 (Sudo et al., 2007). Ademads, se ha descrito que la
mutacion SEPT9 p.R88W, localizada en un motivo de unién a microtubulos, provoca
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efectos adversos sobre la agrupacion de los microttiibulos y el crecimiento asimétrico de
las neuritas (Bai et al., 2013). Por otro lado, las mutaciones de SEPT9 que conducen a
cambios no sinénimos a nivel de proteina, a nivel de mRNA se localizan en regiones 5'-
UTR de otras variantes transcripcionales de SEPTY9; estas mutaciones provocan que en
condiciones de estrés por hipoxia, se produzca un fuerte incremento de la eficiencia de la
traduccion, dando lugar a niveles alterados de la isoforma v4 (McDade et al., 2007). La
duplicacion del gen entero identificado en una de las familias sugiere que HNA también
puede ser causada por el incremento de dosis de la proteina SEPT9 normal (Collie et al.,
2010).

En una de las series clinicas mas extensas de familias HNA, solo se han identificado
mutaciones causales en SEPT9, incluyendo mutaciones puntuales y duplicaciones, en el
55% de las familias (Collie et al., 2010). De hecho, en las diversas series clinicas, hasta la
fecha se ha demostrado que al menos cinco familias HNA no estan ligadas al locus de
SEPTY, por lo que se postula la existencia de otros genes implicados en HNA que
permanecen desconocidos (van Alfen et al., 2000, Kuhlenbaumer et al., 2001, Watts et al.,
2001, Hannibal et al., 2009).

Eritromelalgia Primaria

Se trata de un trastorno neuropatico con un patrén de herencia autosémico dominante.
Tiene como aspectos clinicos mas destacables ataques intermitentes de enrojecimiento,
hinchazoén, aumento de temperatura y dolor ardiente en las extremidades (Drenth et al.,
2005, Waxman and Dib-Hajj, 2005, Drenth et al., 2008). Los pacientes desarrollan sintomas
a edades tempranas, en su mayoria dentro de la primera década, aunque en algunos casos
el inicio puede estar en la mediana edad. Por lo general, los ataques de dolor y la
sensacion de quemazoén se desencadenan por el calor y el ejercicio, pero en los casos mas
avanzados, los sintomas pueden progresar a varias crisis al dia. Los estudios de la
termorregulacion del sudor asi como los hallazgos histopatologicos, con una reduccion en
la densidad de los nervios intraepidérmicos, son consistentes en varios de los pacientes,
con una neuropatia de fibra fina (Davis et al., 2006a, Davis et al., 2006b).

Los andlisis de ligamiento establecieron que el locus implicado en eritromelalgia
primaria se localizaba en el cromosoma 2q. (Drenth et al., 2001). Posteriormente Yang y
colaboradores acotaron la region candidata e identificaron mutaciones en el gen SCN9A
(2924) en pacientes con eritromelalgia primaria (Yang et al., 2004). Mutaciones en este
mismo gen también son responsables del trastorno con dolor extremo paroxistico (PEPD,
acrénimo en inglés; MIM 167400) y del trastorno autosémico recesivo conocido como
insensibilidad congénita al dolor (HSAN2D o CIP, acrénimo en inglés; MIM
243000)(Waxman, 2011).

El gen SCN9A codifica para la subunidad alfa del canal de sodio dependiente de voltaje
tipo IX (SCN9A o Nav1.7). Este tipo de canales juegan un papel esencial en la generacion
y conduccion de los potenciales de accién, y por tanto son importantes para la
sefializacion eléctrica para la mayoria de las células excitables. Son proteinas integrales de
membrana y estdn compuestos de un gran subunidad alfa, que forma el poro dependiente
de voltaje y selectivo de iones, y una subunidad beta mas pequefia que puede modular la
cinética y la dependencia de voltaje del canal (Drenth and Waxman, 2007). Existen nueve
subunidades alfa diferentes (Nav1.1-Navl.9), cada una con una distribucién tisular y
celular particular. SCN9A se expresa predominantemente en las neuronas de los ganglios
de la raiz dorsal (DRG) y en las de los ganglios simpaticos; ademads, la proteina SCN9A se
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encuentran mayoritariamente en las neuronas nociceptivas del DRG, implicadas en la
deteccion y transmision del dolor (Drenth and Waxman, 2007).

Las mutaciones de ganancia de funcion en SCN9A que hacen que se active mas
facilmente el canal provocando un incremento en la senalizacion del dolor en neuronas
del DRG, son las responsables de la eritromelalgia primaria (Dib-Hajj et al., 2005); ademas,
las mutaciones con mayor hiperexcitabilidad correlacionan con una apariciéon mas
temprana de los sintomas (Han et al., 2009). Las mutaciones de ganancia de funciéon que
interfieren con la inactivacion del canal causan PEPD (Fertleman et al., 2006); mientras
que la CIP, se debe a mutaciones de pérdida de funcién, que impiden la formacién de un
canal funcional (Cox et al., 2006).

El gen SCN9A es bastante polimdrfico, lo que complica el diagndstico genético en
ciertos casos, sobre todo los esporadicos. De hecho, algunas de las mutaciones descritas
con anterioridad se ha visto con el tiempo que corresponden a polimorfismos benignos,
algunos relativamente frecuentes (Klein et al., 2013b). Por otro lado, mutaciones en el gen
SCN9A son responsables de una baja proporcion de los casos de eritromelalgia primaria;
en 2008, Drenth y colaboradores de entre los 15 casos de eritromelalgia primaria,
incluyendo seis casos esporadicos y nueve con antecedentes familiares, identificaron
mutaciones en SCN9A tnicamente en un paciente; se han observado resultados similares
en otras series clinicas, por lo que se postula la existencia de otros genes implicados en
eritromelalgia primaria (Drenth et al., 2008, Klein et al., 2013b).

Recientemente se han ido descubriendo nuevos genes implicados en neuropatias
dolorosas, como TRPA1 y NAGLU, o los genes SCN10A y SCN11A (Kremeyer et al., 2010,
Faber et al., 2012, Zhang et al., 2013, Huang et al., 2014, Tetreault et al., 2015); sin embargo,
hasta la fecha no se ha identificado ningtin otro gen implicado en eritromelalgia primaria.

Contamos con dos extensas familias cuyos probandos fueron diagnosticados de
neuropatia recurrente hereditaria con una herencia probablemente autosomica
dominante: la fCMT-129, remitida por el Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario Nifio Jesus de Madrid, y la fCMT-266, remitida por el Servicio de
Neurologia del Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia. Las crisis del
probando de la f{CMT-129, con un fuerte dolor de las extremidades superiores afectadas,
se desencadenaron tras la realizacion de una intensa actividad deportiva; mientras que las
crisis en los enfermos de la f{CMT-266 pueden aparecer acompafadas de eritromelalgia.
Hasta el momento se han descrito inicamente tres genes (PMP22, SEPT9 y SCN9A) cuyas
mutaciones son responsables de neuropatias recurrentes hereditarias que podrian ser
compatibles con las presentes en ambas familias. Tras un exhaustivo estudio genético,
previamente se descartaron mutaciones en estos genes como responsables de las
neuropatias diagnosticadas en los probandos de las familias f{CMT-129 y f{CMT-266. La
delecion de PMP22 se descarté mediante MLPA (acronimo del inglés multiplex ligation-
dependent probe amplification) y posibles mutaciones puntuales en este mismo gen se
descartaron mediante secuenciacion Sanger. Los loci de SEPT9 y SCN9A se descartaron
mediante andlisis de haplotipo y ligamiento (Anexos 1 y 2). Adicionalmente se analizo6
mediante secuenciacion Sanger el gen SEPT9 en el probando de la familia f{CMT-129 y el
gen SCN9A en el probando de la familia f{CMT-266, como los genes potencialmente
candidatos debido a la clinica caracteristica de cada una de las familias. En el probando de
la familia fCMT-129 se identifico la variante génica novel NM_001113493.1:c.-125C>T en el
gen SEPTY. Sin embargo esta mutacion no cosegregaba con la enfermedad (Anexo 2).
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Con todo, nos encontramos un escenario en el que en ambas familias, diagnosticadas
de padecer neuropatias recurrentes hereditarias, habiamos descartado mutaciones en los
genes candidatos conocidos hasta la fecha. Dada la baja tasa de éxito en el diagndstico
genético que se consigue en este tipo de neuropatias debido posiblemente al
desconocimiento de otros genes implicados, como se ha postulado especialmente en los
casos de HNA y de eritromelalgia primaria, es posible que las neuropatias en ambas
familias se deban a mutaciones en genes no relacionados hasta la fecha con estas
patologias.
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2. Hipotesis y objetivos del Capitulo I

Hipétesis

Los pacientes de las familias f{CMT-129 y fCMT-266 han sido diagnosticados de
padecer neuropatias recurrentes hereditarias. Habiendo descartado en ambas familias los
posibles genes candidatos conocidos, se trataria de nuevas formas clinicas debidas a
mutaciones en otros genes no relacionados hasta la fecha con este tipo de patologias.

Por ello postulamos que todavia hay genes sin conocer cuyas mutaciones son
responsables de neuropatias recurrentes hereditarias, y que contando con dos extensas
familias, una aproximacion eficaz para identificarlos es mediante cartografiado gendémico
y analisis de ligamiento.

Objetivos

Identificacion de las bases genéticas de dos nuevas formas de neuropatias recurrentes
hereditarias mediante cartografiado genomico y estudios de ligamiento genético en dos
familias en las que previamente fueron descartadas mutaciones en genes candidatos
conocidos.



3. Resultados y linea argumental del Capitulo I

Para permitir una compresion mas clara de los resultados obtenidos en este capitulo, se
han separado los resultados procedentes de los estudios genéticos realizados en las dos
familias:

3.1 Resultados y linea argumental del estudio en la familia f{CMT-129

3.2 Resultados y linea argumental del estudio en la familia f{CMT-266
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3.1 Familia f{CMT129

3.1.1 Identificacion de una region candidata de 12,39 Mb en el cromosoma 21

Se 1llevé a cabo un estudio de cartografiado gendémico y un posterior andlisis de
ligamiento con el fin de identificar regiones candidatas de contener la mutacion
responsable de la neuropatia presente en la f{CMT-129. El andlisis reveld tres posibles
regiones candidatas con valores LOD (Z) positivos localizadas en los cromosomas 2, 3 y
21. En la Tabla 1 se resumen los marcadores SNPs que delimitan las regiones candidatas,
asi como sus posiciones gendémicas y el tamafio de la regidn cromosomica que
comprenden. En la Figura 1 estan representados los valores LOD del andlisis de
ligamiento multipuntual respecto a la posicion que ocupan los marcadores en el
cromosoma correspondiente de las regiones candidatas.

Tabla 1. Marcadores SNPs que delimitan las regiones con valores LOD positivos (0 =0,00). Se indican los
valores LOD maximos y el tamafio de las regiones candidatas detectadas.

Cromosoma 2 Cromosoma 3 Cromosoma 21
SNP Posicién SNP Posicion SNP Posicién
rs6742336 | 176195604 | rs4686511 | 189077907 | 1s2223078 | 18431170
rs17755177 | 187969086 | rs1436649 | 189946318 | rs17706342 | 28845190
Tamano 11,77 Mb Tamano 0,87 Mb Tamano 10,41 Mb
Zmax 0,61 Zmix 1,21 Zmax 3,01
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Para ahondar en los resultados obtenidos, se realiz6é un cartografiado fino empleando
marcadores microsatélites localizados en las regiones candidatas anteriormente
identificadas. El haplotipo construido con los marcadores microsatélites pertenecientes a
las regiones candidatas localizadas en los cromosomas 2 y 3 (Tabla M7) no cosegregaba
con la enfermedad (Figura 2). Ademas se descarto la existencia de ligamiento, ya que se
obtuvieron valores de Z = -« (0 = 0,00) para todos los marcadores microsatélites
estudiados para ambos cromosomas. En cambio, el haplotipo correspondiente a los
marcadores del cromosoma 2121 si que cosegregaba con la enfermedad (Figura 3).

A O—r—e
11 12
025335 ) | 4 1
D252188 (5) @] 2 5
025364 (5) [ 3
D251361 () @] 4 3
D25152 () M| s 7
11:1 11:2 11:3 11:4 11:5 11:6 : E : 11:10
025335 1 2 1 1 1 4 1 I 1 1 1 1 3 1 4 4 4
D2S2188 ? ? 5 5 7 5 5 5 5 5 6 4 5 5 3 2
D2S364 2 1 5 3 5 5 5 9 s 3 1 4 9 9 5 9
D2351361 3 5 6 3 2 3 6 4 6 3 2 4 5 2 2 4
025152 7 2 6 7 3 7 6 6 6 7 6 7 1 7 1 6
11 1:2 11:3 111:4 11:5 |11:6 11:7 11} 10&
D25335 1 1 1 1 4 I 1 4 1 1 3 d LE 1 1 4 4 4
D252188 ? ? ? ? 5 5 5 5 5 4 5 6 5 6 3 5 2
025364 2 3 2 3 5 9 5 9 3 4 5 4 5 1 5 9 9
D251361 3 3 3 3 3 4 3 4 3 4 6 4 6 2 2 2 4
025152 7 7 7 7 7 6 7 6 7 7 6 7 6 7 1 7 6
B O—
11 1:2
0351580 1) @) 1 8
D3S3530 ul ®| s 6
0351314 (3) @] 1 3
0352747 (1) @] 4 5
D3S3043 3 @) 3 1
11:4 11:2 11:3 I1:4 15 116 1117 11:10
0381580 5 6 8 I 8 1 9 8 I | | 8 I 1 8 9 3 5 slps
D353530 8 7 6 6 1 4 6 6 6 8 4 4 7 6 7 6
D351314 4 1 2 3 3 1 2 3 2 1 4 5 4 6 2 3
D3S2747 1 5 1 5 4 4 1 5 1 4 6 5 1 2 4 5
D353043 2 3 3 1 3 2 3 1 3 3 3 3 3 2 3 1
n:1 111:2 111:3 111:4 I11:5 111:6 111:7 11110,
D351580 5 8 6 8 i LK 9 8 1 g 8 9 8 9 5 8 8
D353530 8 6 7 6 1 6 4 6 8 ? 6 ? 6 ? 6 6 6
D351314 4 3 1 3 3 3 1 2 1 5 2 5 2 5 6 4 3
D352747 1 5 5 5 4 5 4 1 4 5 1 5 1 5 2 8 5
D353043 2 1 3 1 3 1 2 3 3 3 3 3 3 3 2 3 1

Figura 2. Analisis de haplotipos y de segregacién de los marcadores microsatélites de las regiones candidatas
de los cromosomas 2 (A) y 3 (B). Genotipos inferidos entre paréntesis.

Los marcadores microsatélites elegidos para el cartografiado del cromosoma 21 se
recogen en la Tabla M7. Al confirmarse el ligamiento con la enfermedad (Zma= 3,135y 6 =
0,00 para los tres marcadores considerados), y con el fin de delimitar la region candidata
identificando puntos de recombinacién, se incluyeron marcadores microsatélites
adicionales (Tabla M8). En la Figura 3 se observa que todos los afectados son portadores
del haplotipo representado con la barra de color negro presente en el probando, estando
ausente en los individuos sanos, confirmando la cosegregacion de este haplotipo con la
enfermedad en la familia f{CMT-129. Ademas, se detectaron recombinaciones presentes en
los afectados IL:5, I1I:5 y III:10 que permiten delimitar el locus responsable a una region de
12,39 Mb acotada por los marcadores D2151432 y D2151265 (Figura 3). Hasta la fecha no
se habia relacionado este locus del cromosoma 21q21 con neuropatias hereditarias.
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Capitulo I Resultados y linea argumental

3.1.2 Ausencia de mutaciones patologicas en los exones de los genes codificantes de
proteinas y miRNAs contenidos en la region candidata del cromosoma 21q21

Combinando la informacién de las diferentes bases de datos (NCBI y Ensembl), en la
region comprendida entre los marcadores D2151432 y D21S1265 se obtienen 146
genes/transcritos, 15 de los cuales son genes codificantes de proteinas. El resto son genes
codificantes de diversos tipos de moléculas de RNA, asi como posibles transcritos
procesados e incluso pseudogenes (Tabla 2).

Tabla 2. Genes contenidos en la regién candidata de 12,39 Mb del cromosoma 21.

Tipo de genes N¢ de genes

Genes codificantes de proteinas 15

Otros genes

lincRNAs 53
miRNAs 9
miscRNAs 6
rRNAs 1
snoRNAs 2
snRNAs 10
Pseudogenes 35
Antisense 6
Transcritos procesados 9
Total 146

La herramienta bioinformatica Endeavour reveld que los genes de mayor interés
contenidos en la region candidata eran: ADAMTS1, BTG3, CHODL, GABPA, JAM2 y
NCAM?2. La estrategia de priorizacion de este programa se basa en cdmo de similar es un
gen candidato respecto a un perfil (funcién, secuencia, expresion, interacciones,...)
obtenido a partir de genes que ya se conocen que estan implicados en el proceso en
estudio, en este caso, respecto al perfil de los genes implicados en neuropatias recurrentes
hereditarias (PMP22, SEPT9 y SCN9A). Ademas, en tanto que se trata de una neuropatia
que afecta al sistema nervioso periférico, mediante la herramienta Biomart se priorizaron
los genes que se expresan en éste: ADAMTS1, APP, ATP5], BTG3, C210rf91, GABPA,
JAM2, MRPL39 y NCAM2. Combinando estas dos aproximaciones, se seleccionaron los
genes ADAMTS1, BTG3, JAM2, NCAM2 y GABPA como potencialmente candidatos. La
secuenciacion de las regiones exdnicas de dichos genes no reveld cambios que pudieran
ser patoldgicos, por lo que se continuaron secuenciando los diferentes genes hasta
completar el listado de todos los genes codificantes de proteinas y de miRNAs contenidos
en la region candidata (Tabla M9). Ademas de los nueve genes codificantes de miRNA de
la Tabla 2, se estudiaron otros dos genes adicionales contenidos en miRBase.

Se identificaron 71 cambios al secuenciar los exones y las regiones intrénicas
flanqueantes de todos los genes codificantes de proteinas (15) y de miRNAs (11) en
afectados de la familia f{CMT-129 (Tabla 3). Sin embargo, se descarté que puedieran ser
patoldgicos debido a que son polimorfimos benignos validados en la base de datos dbSNP
de NCBI con una MAF>0,1, porque se han detectado en nuestra poblacion control y/o
porque no cosegregan con la enfermedad en la familia.
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Tabla 3. Variantes identificadas en la secuenciacién de los genes codificantes para proteinas y miRNAs de la
region del cromosoma 21.

Gen dbSNP Posicién gendmica en Cr.212 MAF
ADAMTS1 rs416905 £.28217446A>G A=0.337
rs402007 £.28217320C>G C=0.337
15434857 g.28217178T>G T=0.338
15445784 §.28216692G>T G=0.348
rs409630 8.28216674G>C C=0.168
rs428785 8.28216595C>G C=0.338
rs436525 £.28212760G>A G=0.435
rs56251528 £.28210854C>T T=10.061
rs370850 g.28216066C>T C=0.339
rs422803 8.28216038C>A C=0.338
rs58586842/rs417301 g.28215987T>C T=0.34
rs57269482/rs3838077 §.28215837delC -=0.34
rs3838076 £.28215827_28215828insACA -=0.368
rs400852 £.28216059A>G G=0.213
ADAMTS5 rs55933916 §.28338423C>G G=0.111
15226794 §.28302355A>G A=0.224
rs151065 8.28296324A>G A=0.228
APP 1511299404 §.27543243delCP C=0.006
rs3737415 g.27348460T>G G=0.427
rs3737414 £.27348447A>G G=0.284
rs3737413 g.27348372A>G G=0.284
ATP5] rs3216073 £.27101900delT -=0.302
1573161764 §.27097053G>T T=0.231
BTG3 rs3833345 8.18966726_18966729delCAAA NA«
C21orf91 159653741 g.19191735T>C T=0.249
rs243556 £.19190427C>T C=0.133
151047978 g.19169155G>C C=0.300
rs2824493 £.19165942C>T T=0.293
CHODL 1566495770 £.19628810dupT NA-«
CXADR rs211964 g.18885546C>G G=0.135
CYYRI1 rs966410 g.27852724A>G G=0.426
GABPA rs17001334 £.27106656A>G G=0.154
1566996867 g.27124132G>T T=0.175
rs35919477 g.27137244delT NA«
1556048433 g.27141277_27141278insATT -=0.164
157276647 g.27141292A>G G=0.176
JAM?2 158133602 g.27056250A>G G=0.144
rs8134513 g.27086916C>A A=0.192
MRPL39 rs3989369 £.26978950A>G A=0.086
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Gen dbSNP Posicién gendmica en Cr.212 MAF

rs725493 £.26975995G>A G=0.239
rs140202502 8.26973663_26973664insTATACT -=0.24
rs1135618 £.26969703T>C T=0.238
rs13048408 8.26966317A>G G=0452
rs1057885 8.26965205T>C T=0.239
rs1135638 8.26965148G>A G=0.239
rs2829809 £.26965100C>A C=0.355
rs2829807 £.26961086T>C C=0471
rs2829806 £.26960189T>G G=0471
NCAM2 rs7510540 8.22370494A>G G=0425
rs34246223 8.22656410delT NA«
rs111713483 8.22658545_22658551del TTTGTGA TTTGTGA=0.19
rs232467 8.22696837C>G C=0.367
rs232518 g.2274618T>C C=0.398
rs2826833 £.22804674C>T T=0.463
rs762441 £.2283914G>C C=0.412
rs762442 £.22839295T>C C=0.440
rs898397 g.22839306T>C C=0.398
rs2250501 £.22840930A>C C=0412
rs2250508 2.22841123G>A A=0412
rs2017705 2.22881251A>G G=0.152
PRSS7 rs2824803 £.19770117T>C C=0.297
rs2824751 2.19713821C>T T=0.170
rs2824721 g.19670118G>A G=0.297
rs1540000 8.19666901T>A A=0.248
rs4395327 g.19666530T>C T=0.275
rs6517807 8.19666526C>T C=0.298
rs59972471 £.19651242_19651243delTT NA«
C21orf37 rs208893 2.18814243T>C T=0.449
rs5842640 2.18814247_1881424insT NA«
hsa-mir-548x rs6517825 g.20058298C>T C=0.023
hsa-mir-4759 rs233894 2.28326276G>A G=0.14

MAEF: Minor allele frequency, NA: Non available. "NCBI GRCh37.p13. PEl probando porta esta deleciéon en
homozigosis. <SNPs validados sin MAF anotada en bases de datos publicas; estos polimorfismos fueron

detectados en nuestra poblacion control, y por lo tanto, fueron descartados como variantes patoldgicas.

3.1.3 Ausencia de deleciones y/o duplicaciones patoldgicas en la region candidata del
cromosoma 21q21

Habiendo descartado la presencia de mutaciones patologicas en los exones de los genes
codificantes de proteinas y miRNAs, llevamos a cabo un estudio de hibridacion genémica
comparada (CGH, acréonimo en inglés) con el fin de identificar posibles deleciones y/o
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duplicaciones en la region candidata. El estudio se llevd a cabo a partir de gDNA
procedente de cuatro individuos de la f{CMT-129: dos enfermos (II:5 y III:5) y dos sanos
(I:6 y III:6), para poder analizar la segregacion. El estudio no reveld la presencia de
deleciones y/o duplicaciones en dicha region (Figura 4).

12,4 Mb

] .
< ra

Chr 21: 17.283.526-29.813.213

17M0 19Mb 21 Mb <1 XM 27 29p

Figura 4. Busqueda de deleciones y/o duplicaciones genémicas mediante CGH. El estudio de CGH se realizo
en DNAs de los individuos IL:5, II:6, III:5 y III:6 de la familia f{CMT-129, pertenecientes al mismo ntcleo
familiar para poder estudiar la segregacion de posibles deleciones/inserciones. La imagen corresponde a los
resultados obtenidos con el DNA del paciente III:5. En la parte superior se sefiala la regién candidata
estudiada en el cromosoma 21.

Hasta el momento se han descrito tinicamente tres genes responsables de neuropatias
recurrentes hereditarias que presentan un patrén de herencia autosémico dominante
(PMP22, SEPT9 y SCN9A). Estos genes fueron descartados como posibles responsables de
la neuropatia diagnosticada en el probando de la familia f{CMT-129. El conocimiento de la
funcion de estos genes, podria permitir el planteamiento a priori de una serie de
candidatos posicionales de acuerdo a una posible relacion funcional con alguno de estos
genes ya descritos. El gen PMP22 codifica para una proteina integral de membrana que es
el componente principal de la mielina en el sistema nervioso periférico (Jetten and Suter,
2000). SEPT9 es miembro de la familia de las septinas implicadas en diferentes funciones
celulares entre las que destaca su relevancia en el citoesqueleto (Mostowy and Cossart,
2012). SCN9Y9A codifica para un canal de sodio dependiente de voltaje, con un papel
importante en la sefalizacion de la nocicepcion (Cummins et al., 2007, Drenth and
Waxman, 2007). Partiendo de la base de esta informacion, de los genes codificantes de
proteinas conocidos contenidos en la region critica del cromosoma 21q21 (Tabla M9),
ninguno tiene una relacién funcional evidente con PMP22, SEPT9 o SCN9A. Sin embargo,
en el locus identificado hay genes con funciones relevantes en el sistema nervioso u otras
funciones que pueden permitir considerarlos como potenciales candidatos posicionales.
Cabe mencionar los genes NCAM2, CHODL, APP y GABPA.

NCAM?2 forma parte de la familia de las NCAM (neural cell adhesion molecules), que
estdin implicadas en importantes procesos celulares como migracion neuronal,
supervivencia celular, crecimiento de las neuritas, asi como en la formacién y plasticidad
de las sinapsis (Nielsen et al., 2009). En raton, Ncam2 se expresa de forma casi exclusiva en
tejido neuronal, predominantemente en el sistema sensorial olfativo (Alenius and Bohm,
1997, Yoshihara et al., 1997). NCAM2 interviene modulando el crecimiento de neuritas, la
guia axonal, la formacion sinaptica en el sistema olfativo y la formacion de haces
dendriticos en el cerebro (Ichinohe et al., 2003, Hamlin et al., 2004). En ratones deficientes
del gen Ncam2, se produce una alteracion de la organizacion compartimental de axones y
dendritas en el glomérulo olfatorio. Recientemente, estudiando el desarrollo de la médula
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espinal en ratones knock-out de Ncam2, se ha demostrado que Ncam2 regula la
proliferacién de células madre neuronales de la médula espinal, modulando a nivel post-
transcripcional el receptor ErbB2 (Deleyrolle et al, 2015). ErbB2 tiene un papel
fundamental en la biologia del nervio periférico, y de hecho, alteraciones en la ruta de
sefalizacion de Neuregulin-1/ErbB pueden conllevar defectos en el sistema nervioso
periférico (Woldeyesus et al., 1999, Newbern and Birchmeier, 2010, Gouttenoire et al.,
2013). En mamiferos, los transcritos de NCAM?2 se han encontrado en muchos otros tejidos
diferentes del cerebro (Paoloni-Giacobino et al.,, 1997), incluyendo el sistema nervioso
periférico (Reymond et al., 2002). Se ha relacionado a NCAM2 en varias enfermedades
neurologicas. Aunque NCAM?2 se encuentra fuera de la region gendmica denominada
region critica del Sindrome de Down (SD) del cromosoma 21 se ha propuesto a NCAM?2
como uno de los genes candidatos implicados en el desarrollo de SD; el aumento de
expresion de NCAM?2 como resultado de la trisomia del cromosoma 21 incrementaria su
dosis y podria tener efectos perjudiciales en el desarrollo (Paoloni-Giacobino et al., 1997,
Makino and McLysaght, 2010, Winther et al., 2012). Mediante estudios de asociacion se ha
propuesto este gen como candidato para el desarrollo de autismo o de la enfermedad de
Alzheimer (Han et al., 2010, Hussman et al., 2011). Recientemente se han identificado
deleciones que incluyen el gen NCAM?2 en pacientes con defectos en el neurodesarrollo
(Petit et al., 2015).

APP es una proteina transmembrana que estd ampliamente expresada en tejidos tanto
en desarrollo como en tejidos adultos (Lorent et al., 1995). Aunque el papel de APP en
neuropatologias humanas ha sido bien estudiado, su papel fisioldgico no es muy
conocido, si bien, parece estar implicado en el crecimiento de las neuritas, la adhesion
neuronal y la axonogénesis (Thinakaran and Koo, 2008). APP es conocido como el
precursor de los péptidos beta-amiloides implicados en la patogénesis de la enfermedad
de Alzheimer. Hay pocos datos que tengan en cuenta el papel de APP en el sistema
nervioso periférico. APP se expresa en axones sensitivos y motores (Nikolaev et al., 2009,
Caldwell et al., 2013). Después de una lesién en nervio periférico, APP aumenta su
expresion en DRG, y tras la reinervacion, la expresion de APP vuelve a su nivel basal
(Scott et al., 1991). Se ha demostrado que la sobreexpresion de APP previene el dolor
neuropatico y la muerte de motoneuronas después de una lesién en nervio periférico en
ratones (Kotulska et al., 2010). Estos resultados sugieren que APP podria desempefiar una
funcién reparadora en el sistema nervioso periférico.

GABP es un factor de transcripcion ubicuo implicado en la regulacion transcripcional
de genes que codifican proteinas involucradas en una variedad de procesos celulares,
como la diferenciacion de adipocitos, la respiracion mitocondrial, y la senalizaciéon
neuromuscular (Patton et al., 2006). También se le conoce como NRF2 (Nuclear respiratory
factor 2). Es un complejo formado por dos subunidades (alfa y beta) (LaMarco et al., 1991).
La subunidad alfa, codificada por el gen GABPA (NRF2A), contiene el dominio ETS de
unién al motivo 5-GGAA-3’ en el DNA. Se ha visto que GABP in vitro es capaz de regular
la expresion de proteinas neuromusculares como la utrofina, la acetilcolina esterasa y las
subunidades & y € (AChRe) del receptor de acetilcolina a través del motivo N-box (5'-
CCGGAA-3’) del promotor, aunque su funcion in vivo atin no es muy conocida (Duclert et
al., 1996, Chan et al., 1999, Khurana et al., 1999). En pacientes que sufren sindrome
miasténico congénito postsindptico (CMS, acréonimo en inglés; MIM 608931), se han
identificado mutaciones en el N-box del gen que codifica la AChRe implicando a GABP en
una funcion neuromuscular (Nichols et al., 1999, Ohno et al., 1999). La eliminacion de
Gabpa en ratones provoca letalidad embrionaria (Ristevski et al.,, 2004). El estudio de
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ratones knock-out condicionales indicaron que la expresion de Gabpa en el musculo
esquelético no es esencial para la formacidon de fibras musculares, el crecimiento de
axones de motoneuronas hacia el musculo, ni para la formacion de los AchRs
postsinapticos (Jaworski et al., 2007, O'Leary et al., 2007); sin embargo, la pérdida de
expresion de Gabpa da lugar a alteraciones en la morfologia y funcion de las uniones
neuromusculares en musculo esquelético (O'Leary et al., 2007). NRF1 junto con NRF2
(GABP), son responsables de la expresion de genes nucleares que rigen la funcion
respiratoria mitocondrial, también en neuronas (Ongwijitwat and Wong-Riley, 2005,
Scarpulla, 2008). De hecho, NRF2 acopla la actividad neuronal y el metabolismo
energético mediante la co-regulacidon transcripcional de todas las subunidades de la
citocromo ¢ oxidasa (COX), una enzima clave en la generacion de energia (Priya et al,,
2014). En pacientes con esclerosis multiple, una enfermedad desmielinizante inflamatoria
que provoca la neurodegeneracion del CNS, se ha demostrado la implicacion de la
desregulacion de este factor en la fisiopatologia, produciendo una disminucion en la
expresion de los genes que codifican las subunidades de la cadena de transporte de
electrones (Pandit et al., 2009)

Uno de los candidatos posicionales mas interesantes es el gen CHODL. Este gen
codifica la proteina condrolectina, una lectina de tipo C sin una funcién definida. Sin
embargo, se ha suscitado un gran interés sobre este gen debido a que tanto sus niveles de
expresioén como su splicing se ven afectados en modelos de atrofia muscular espinal (SMA,
acrénimo en inglés; MIM 253300) (Baumer et al., 2009); SMA se caracteriza por la pérdida
selectiva de neuronas motoras espinales debido a la reduccion de los niveles de proteina
SMN (survival motor neuron), como consecuencia de mutaciones en el gen SMN1. Estudios
recientes han demostrado la importancia que tiene CHODL in vivo para el crecimiento de
axones motores, y ademas, se ha visto que afecta tanto a la supervivencia celular como al
crecimiento neuronal en modelos in vitro e in vivo de SMA (Zhong et al., 2012, Sleigh et al.,
2014). De hecho, la sobreexpresion de Chodl rescata los defectos en el crecimiento de
neuronas motoras en modelos de SMA en pez zebra (Sleigh et al., 2014). La vinculacion de
la desregulacion de CHODL en la fisiopatologia de la degeneraciéon de neuronas motoras
en SMA hace que este gen sea un candidato prometedor a estar implicado en otras
enfermedades neuroldgicas.

En los pacientes de la f{CMT-129, la secuenciacion de las regiones exdnicas de los genes
potencialmente candidatos, asi como del resto de genes que se expresan en el sistema
nervioso periférico, revelaron gran cantidad de cambios descritos como polimorfismos,
pero no se detecté ningtin cambio potencialmente patoldgico. La secuenciacion del resto
de genes codificantes de proteinas dio lugar a los mismos resultados. Tampoco se
identificaron mutaciones en los genes codificantes de miRNAs contenidos en la regién
candidata. Se analizaron un total de 26 genes codificantes: 15 genes codificantes de
proteinas, y 11 genes codificantes de miRNA.

Recientemente se han superado las 100.000 mutaciones responsables de enfermedades
hereditarias encontradas en 3.700 genes diferentes incluidas en la Base de Datos de
Mutaciones en Genes Humanos (HGMD, acrénimo en inglés). La gran mayoria de éstas
corresponden a mutaciones en regiones codificantes (86%), mientras que el resto se
localizan en secuencias intrénicas (11%) o reguladoras (3%, promotor, secuencias no
traducidas o regiones flanqueantes) (Cooper et al., 2010). Es por ello que, a pesar de que se
han descartado las regiones codificantes de los genes estudiados en la region candidata, la
mutacion responsable de la neuropatia podria encontrarse en regiones intrénicas
profundas, por ejemplo en ISEs (intronic splicing enhancers) o en ISSs (intronic splicing
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silencers), que afectasen al procesamiento de los intrones; o en secuencias reguladoras, ya
sean en los propios promotores o incluso en enhancers o en silenciadores, que pueden ser
susceptibles de cambios patogénicos. Dathe y colaboradores describieron una
microduplicacién de 5,5 Kb que contiene una secuencia no codificante conservada y con
funcion enhancer demostrada, a 110 Kb del gen BMP2, que causa braquidactilia tipo 2A
(MIM 112600) (Dathe et al., 2009).

Las CNVs (copy number variations), también pueden ser responsables de patologias
(Beckmann et al., 2008, Cooper et al., 2010, Fanciulli et al., 2010, Lee and Scherer, 2010).
Son ejemplo de ello los casos ya mencionados anteriormente de la duplicacion o la
delecion de la region de 1,4 Mb de la region cromosomica 17p11.2-12 que incluye al gen
PMP22, responsable de CMT1A (Raeymaekers et al., 1991) o HNPP (Chance et al., 1993),
respectivamente. Sin embargo, se descartd la existencia de deleciones/duplicaciones en la
region candidata del cromosoma 21q21 mediante CGH.

Cabria destacar también que a pesar de que en la region hay relativamente pocos genes
codificantes de proteinas, hay gran cantidad de genes que se expresan y que dan lugar a
un producto no codificante, o que al menos no es codificante de un producto que pueda
tener una funcion conocida. Se conoce relativamente poco acerca de mutaciones en genes
no codificantes de proteinas. Se ha descrito en un gen con impronta (GNASAS) que da
lugar a un transcrito antisentido del locus GNAS, una presunta delecion patogénica que
causa pseudohipoparatiroidismo tipo 1B (MIM 603233) (Bastepe et al., 2005). Incluso se
han identificado mutaciones capaces de reactivar al pseudogén CRYGEP1 asociadas con la
formacién de cataratas hereditarias tipo Coppock (MIM 604307) (Brakenhoff et al., 1994,
Plotnikova et al., 2007).

Atendiendo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, las siguientes
aproximaciones dirigidas hacia la identificacion de la mutacion responsable de la
neuropatia diagnosticada en el probando de la familia f{CMT-129, deberian centrarse en
recurrir a una estrategia de secuenciacion masiva que cubra toda la regién, con el objetivo
de poder estudiar las regiones intréonicas profundas y los genes no codificantes anotados
en la region, que de otra forma seria casi inabordable.

En conclusion, el estudio genético realizado ha permitido acotar una regién de 12,39
Mb en el cromosoma 21q21 que contendria el locus responsable de una nueva forma
clinica de neuropatia recurrente hereditaria, y el cribado mutacional ha posibilitado
descartar mutaciones en las secuencias estudiadas de todos los genes codificantes de
proteinas y miRNAs contenidos en dicha region, asi como la presencia de deleciones y/o
duplicaciones.
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3.2 Familia f{CMT-266

3.2.1 Busqueda de la mutacidon responsable de la neuropatia en la fCMT-266
3.2.1.1 Identificacion de una region candidata en el cromosoma 17

Se llevo a cabo un estudio de cartografiado gendmico y un posterior analisis de
ligamiento con el fin de identificar regiones candidatas de contener la mutacion
responsable de la neuropatia presente en la f{CMT-266. La Tabla 4 recoge todas las
regiones con valores LOD (Z) > 2 identificadas en el estudio. De entre los resultados
destaca la region candidata localizada en el cromosoma 17, en la que varios SNPs
consecutivos alcanzan valores Z de 3,01 (Figura 5A) y que es la tinica regién con un pico
definido. Un segundo analisis mediante analisis de ligamiento no paramétrico (menos
potente pero mas permisivo con posibles errores en el estatus de algtin individuo) llevado
a cabo en colaboracién con el Dr. C. Rivolta (Department of Medical Genetics, University

of Lausanne, Suiza), no revel6 otras posibles regiones candidatas.

Tabla 4. Regiones con valores Z > 2 obtenidas en el analisis de ligamiento de la familia f{CMT-266.

Zmix SNPs flanqueantes Region (UCSC Hg19) Tamafio (pb) Genes en la region
(UCSQO)

2,31 rs1892543-rs2383626 chr1:187434767-187456405 21.639 No genes anotados

2,16 rs1327077 (inico)* chr1:199345057-199345057 * No genes anotados

2,68 rs10738555-rs6475390 chr9:19925073-20005757 80.685 No genes anotados

3,01 rs2787702 (Gnico)* chr10:63307475-63307475 * No genes anotados

2,07 rs4617924 (tinico)* chr17:114669-114669 * RPH3AL
YWHAE, CRK, MYOIC,
INPP5K, PITPNA,

3,01 15902966-157223663 chr17:1233635-1587639 354.005 SLC43A2, SCARFI,
RILP, PRPF8

2,79 1rs8067685-1s7359575 chr17:1707762-1874153 166.392 SMYD4, RPA, RTN4RL1

2,27 rs8080237 (tinico)* chr17:2719341-2719341 * RAP1GAP2

2,90 rs9303170-rs2318030 chr17:3210368-3285752 75.385 Pseudogén (OR3A4P)

2,18 rs16973309-1rs9889534 chr17:66795479-66808389 12.911 No genes anotados

2,45 rs2825882-rs2212530 chr21:21283010-21293970 10.961 No genes anotados

*En el caso de las regiones debidas a un tinico SNP, se buscaron posibles genes localizados cerca (50 Kb
alrededor). En un analisis posterior se confirmé que las regiones sefialadas en gris corresponden a una tmnica
region candidata, flanqueada por los marcadores rs902966-rs7359575.

A Cromosoma 17

LOD

1e+06 e+06
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Figura 5. Region candidata del cromosoma 17 en la familia {CMT-266. (A) Representacion de los valores LOD
correspondiente al ligamiento positivo identificado en el cromosoma 17 en la familia fCMT-266. (B)
Representacion detallada de la region candidata del cromosoma 17. En rojo se encuadra el pico de interés
donde se observan caidas puntuales del valor LOD.

Una visualizacion detallada de la region candidata identificada en el cromosoma 17
(Figura 5B) permite identificar caidas puntuales de los valores LOD debido a tres SNPs
(rs8074026, rs729873 'y 1s17821469). El andlisis de estos marcadores mediante
secuenciacion de Sanger en los miembros de la familia f{CMT-266 permitié determinar que
estas caidas se debian a errores de genotipado. Tras su correccion, se confirmo ligamiento
positivo para una region continua de 640 Kb del cromosoma 17 (17p13.3) comprendida
entre los marcadores rs902966-rs7359575 (chr17:1233635-1874153; hgl9), alcanzandose
valores maximos de Z de 3,01. El analisis del haplotipo construido con SNPs de la region
delimitada en el cromosoma 17 revelé que la enfermedad cosegrega con éste (Figura 6).
Todos los afectados son portadores del haplotipo representado con la barra de color negro
presente en la probando, estando ausente en los individuos sanos.
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familia f{CMT-266. Los genotipos inferidos se muestran entre paréntesis.

3.2.1.2 Identificacion de mutaciones candidatas mediante secuenciacion de
exoma en pacientes de la fCMT-266

La secuenciacion del exoma de cuatro pacientes de la f{CMT-266 (individuos II:2, II:7,
III:2 y III5) dio lugar a la identificacion de mas de 240.000 variantes nucleotidicas en cada
paciente, de las que alrededor de 47.000 son comunes en los cuatro pacientes (Tabla 5). En
el Anexo 3 se recogen los datos correspondientes a la cobertura y otros parametros
obtenidos en la secuenciacion de exoma.
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Tabla 5. Variantes identificadas mediante secuenciacién de exoma en pacientes de la {CMT-266.

II:2 11:7 II1:2 IIL:5 Comunes

3'UTR* 4672 5444 5555 4931 1079
5'UTR* 2361 2826 2851 2513 596
Inserciones/deleciones complejas 13 17 16 12 0
Downstream 25881 31774 32067 28060 5669
Sitios esenciales de splicing 128 170 145 172 42
Frameshift en regiones codificantes 282 326 351 313 83
Intergénicas 2238 3113 2609 2300 598
Intrénicas 75943 92948 92944 80164 14525
Transcrito NMD** 7842 8907 9513 8454 1708
Variante no sinénima 19274 20859 21613 20560 5311
Coddn parcial 3 1 2 2 0
Regiones reguladoras 498 718 595 538 108
Sitios de splicing 5127 5762 5906 5364 1298
Ganancia de codén de parada 143 178 132 152 42
Pérdida de codén de parada 33 43 32 38 19
Variante sinénima 21124 23536 24494 23312 5362
Upstream 18467 22756 22493 19955 4082
miRNA maduro 5 7 7 3 2
En gen no codificante 29591 35562 36136 30685 6412
Total 213625 254947 257461 227528 46936

*UTR= untranslated region; **NMD= nonsense mediated decay.

Si nos centramos tinicamente en aquellas variantes localizadas en regiones codificantes,

correspondientes a SNVs (single nucleotide variants) y pequenas indels, y que no sean
polimorfismos descritos en las bases de datos (dbSNP, 1000G, CNAG), se siguen
obteniendo cientos de variantes comunes en los cuatro pacientes (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de variantes SNVs y pequefias indels identificadas en regiones codificantes. Se indica si

estan en heterozigosis (Het) o en homozigosis (Hom) en cada individuo. Se indica el niimero de estas

variantes que son comunes en los cuatro individuos estudiados.

. Ausente en dbSNP,
Varlantes SNVs pequeiias 1000G, CNAG
1I:2 (het) 24302 21631 (89%) 2671(11%) 1753(7%)
I1:2 (hom) 16651 15080 (91%) 1571(9%) 363(2%)
IL.7 (het) 29165 25943 (89%) 3222(11%) 2455(8%)
I1:7 (hom) 20237 18265 (90%) 1972(10%) 480(2%)
III:2 (het) 29819 26634 (89%) 3185 (11%) 2202 (7%)
III:2 (hom) 19143 17232 (90%) 1911(10%) 381(2%)
IIL:5 (het) 26468 23779 (90%) 2689(10%) 1902(7%)
IIL:5 (hom) 16826 15300 (91%) 1526(9%) 308(2%)
Het comunes 2837 2719 (96%) 118(4%) 125(4%)
Hom comunes 6411 5945 (93%) 466(7%) 56(1%)

En la Tabla 7 se recogen las variantes candidatas seleccionadas obtenidas a partir de los
analisis bioinformaticos del CNAG y del BIER, obtenidos de forma independiente. El
resultado de cruzar la informacion de estas variantes con los genes localizados en
regiones candidatas de acuerdo a los datos de ligamiento (Tabla 4) se muestran en la

Figura 7A.
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Tabla 7. Variantes candidatas seleccionadas a partir de los analisis del CNAG y del BIER a partir de los datos

de exoma de la familia fCMT-266.

CNAG
Posicion genémica Cambio Gen Efecto
1:38425921-38425921 T/C SF3A3 SNV no sinénimo
1:55183366-55183366 C/A TTC4 SNV no sinénimo
1:79095370-79095370 T/G IFI144L SNV no sinénimo
1:155886568-155886568 A/C KIAA0907 SNV no sinénimo
2:11735466-11735466 G/A GREB1 SNV no sinénimo
2:20132182-20132182 T/G WDR35 SNV no sinénimo
3:49020756-49020756 G/C ARIH? SNV no sinénimo
5:108719205-108719205 C/A PJA2 SNV no sinénimo
8:18656768-18656768 C/G PSD3 SNV no sinénimo
9:35809551-35809551 A/C NPR2 SNV no sinénimo
10:96112756-96112756 A/C NOC3L SNV no sinénimo
11:10823550-10823550 G/A EIF4G2 SNV no sinénimo
11:120349051-120349051 A/C ARHGEF12 SNV no sinénimo
12:112516511-112516511 G/A NAA25 SNV no sinénimo
16:105391-105391 G/T SNRNP25 SNV no sinénimo
17:1715300-1715300 T/C SMYD4 SNV no sinénimo
19:815835-815835 G/A MIR3187 SNV no sinénimo
19:52023268-52023268 C/G SIGLEC6 SNV no sinénimo
BIER
Posicién genémica Cambio Gene Efecto
1:15894328-15894328 G/A DNAJC16 SNV no sinénimo
2:20132182-20132182 T/G WDR35 SNV no sinénimo
2:187505669-187505669 G/C ITGAV SNV no sinénimo
3:164907744-164907744 C/T SLITRK3 SNV no sinénimo
10:61829520-61829520 C/G ANK3 SNV no sinénimo
14:36207766-36207766 C/T RALGAPA1 SNV no sinénimo
17:1715300-1715300 T/C SMYD4 SNV no sinénimo
17:48736616-48736616 C/A ABCC3 SNV ganancia STOP
20:2575506-2575506 C/A TMC2 SNV ganancia STOP
A Regiones LOD>2 CNAG B o0k |
YWHAE HTr———w INPP5K |1 SCARF1[j| WDR81# RPAT 1l
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Figura 7. Variantes candidatas identificadas en la familia f{CMT-266. (A) Diagrama de intersecciéon de las
variantes candidatas identificadas mediante secuenciacion de exoma y procesamiento mediante dos
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plataformas bioinformaticas (CNAG y BIER) con los genes localizados en regiones con ligamiento positivo. (B)
Regioén candidata del cromosoma 17 que incluye el gen SMYD4 (sefialado en gris).

So6lo una dnica variante identificada mediante secuenciacion de exoma esté localizada
dentro de una de las regiones con ligamiento positivo, y que precisamente esta incluida en
la regién del cromosoma 17 (Figura 7B), sefialada anteriormente como principal
candidata. La variante identificada se localiza en la posiciéon gendmica chr17:1715300-
1715300 (Hgl9) y provoca el cambio nucleotidico T>C. Se trata de la mutacion
NM_052928.2:c.244A>G en el gen SMYD4, que causa el cambio no sinénimo de
aminoacido SMYD4 p.K82E. Se realizaron busquedas exhaustivas especificas para rescatar
otras posibles variantes de interés que pudieran estar incluidas en la misma region. Las
variantes adicionales rescatadas se encuentran listadas en el Anexo 4, pero todas ellas
fueron descartadas por ser polimorfismos benignos y/o por no cumplir con el patrén de
herencia esperado.

3.2.1.3 La mutacion en SMYD4 cosegrega con la enfermedad en la familia fCMT-
266

La secuenciacion por Sanger del gen SMYD4 en todos los individuos de la familia
fCMT-266 confirmo la existencia en heterozigosis de la mutacion NM_052928.2:c.244A>G
identificada mediante secuenciacion masiva, y ademas se comprobd que la mutacion
cosegrega con la enfermedad (Figura 8). La mutacion SMYD4 NM_052928.2:c.244A>G. no
ha sido identificada en 132 controles sanos procedentes del Banco de DNA de Salamanca
ni en ninguna de las bases de datos consultadas. Con todo ello, la mutacion en SMYD4 se
considerd como la mutacion candidata de ser responsable de la neuropatia hereditaria
presente en la fCMT-266.
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Figura 8. Andlisis de segregacion de la mutacion SMYD4 ¢.244A>G en la familia fCMT-266. Se acompafia del
electroferograma con la mutacion identificada en la probando (II:2).

3.2.2 SMYD#4, gen candidato de estar implicado en la neuropatia de la fCMT-266

SMYD4 pertenece a la familia de proteinas conocida como SMYD (SET and MYND
containing proteins), compuesta por cinco miembros en vertebrados (SMYD1-5) y que han
sido implicados en diversas funciones bioldgicas que van desde la regulacion del
desarrollo hasta cancer (Leinhart and Brown, 2011, Du et al., 2014, Spellmon et al., 2015).
Las proteinas SMYD se caracterizan por la presencia de los dominios SET y MYND. El
dominio SET es responsable de la actividad lisina metiltransferasa (KMT, acrénimo en
inglés); en las proteinas SMYD, este dominio estd interrumpido por un dominio MYND,
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implicado en interacciones entre proteinas y en el reclutamiento de cofactores. También es
caracteristica la presencia de un dominio post-SET rico en cisteinas. SMYD1-4 tienen un
dominio C-terminal (CTD, acrénimo en inglés) tipo TPR, que estd ausente en SMYD5.
Ademas, SMYD4 presenta un dominio TPR adicional en la regiéon amino terminal, y es
precisamente en este dominio TPR donde se localiza la mutacion SMYD4 p.K82E
identificada en los pacientes de la familia f{CMT-266. Los dominios TPR son importantes
en modular interacciones proteina-proteina. Aunque la actividad KMT no ha sido
demostrada en el caso especifico de SMYD4, las proteinas SMYD en general son capaces
de metilar histonas y proteinas no histonas, participando de muy diversas formas en la
regulacion celular, incluyendo remodelaciéon de la cromatina, regulacion de Ila
transcripcion, transduccion de sefiales asi como control del ciclo celular (Spellmon et al.,
2015).

Las proteinas SMYD pueden regular la remodelacion de la cromatina y la accesibilidad
de genes mediante la metilacion de histonas e interactuando con mediadores
transcripcionales. SMYD1-3 metilan residuos de lisina 4 de la histona H3 (H3K4), el cual
es un sitio de metilacion que promueve la activacion de la transcripcién (Hamamoto et al.,
2004, Tan et al., 2006, Abu-Farha et al., 2008, Sirinupong et al., 2010). Sin embargo, las
proteinas SMYD no tienen un efecto global sobre la metilacion H3K4, siendo selectiva de
regiones promotoras especificas (Cock-Rada et al., 2012, Medjkane et al., 2012). SMYD1 se
une directamente a la clase I y II de las desacetilasas de histonas (HDAC, acrénimo en
inglés) provocando represion transcripcional (Gottlieb et al., 2002). SMYD2 es capaz de
dimetilar en H3K36 in vitro y reprimir la transcripcion a través de la interaccion con el
complejo co-represor de desacetilasas de histonas Sin3A (Brown et al., 2006). Tanto
SMYD2 como SMYD3 interaccionan con la RNA polimerasa II y con la RNA helicasa
HELZ, lo que les permite regular la expresion génica facilitando la elongaciéon
transcripcional (Hamamoto et al., 2004, Diehl et al., 2010). De hecho, la sobreexpresion de
SMYD3 en células HEK293 es capaz de incrementar la expresion de oncogenes, genes
homeobox y genes del ciclo celular (Hamamoto et al.,, 2004). SMYD4 fue identificado
como supresor tumoral en cancer de mama (Hu et al., 2009), regulando la expresion del
gen PDGFRA (Hu et al., 2009). Un posible homologo de SMYD4 en D. melanogaster actia
como represor transcripcional, reclutando HDACs de clase I (Thompson and Travers,
2008). SMYDS5 se asocia con el complejo co-represor NCoR y regula la expresion de genes
proinflamatorios a través de la trimetilaciéon H4K20, incluyendo la represion del toll-like
receptor 4 (TLR4) en macrofagos (Stender et al., 2012).

Las proteinas SMYD catalizan la metilacién de varias proteinas no histonas. En ciclo
celular, SMYD2 metila a p53 y a Rb (Huang et al., 2006, Saddic et al., 2010, Cho et al.,
2012). SMYD2 media la represion de la actividad de p53 a través de su metilacion en la
lisina 370 (K370) (Huang et al., 2006). En respuesta a dafio del DNA, la metilacion de
PARP1 (K528) por SMYD2 regula su actividad de poli-ADP-ribosilar (Piao et al., 2014). En
sefalizacion intracelular, SMYD3 media la metilacion de dos importantes quinasas, como
MAP3K2 y VEGFRI1 (Kunizaki et al., 2007, Mazur et al., 2014). La metilacion de MAP3K2
(K260) por SMYD3 potencia la activacion de la sefializacion oncogénica de Ras (Mazur et
al., 2014). SMYD3 aumenta la capacidad enzimdatica de VEGFR1 mediante su metilacion,
favoreciendo la tumorigénesis (Kunizaki et al., 2007). Debido a su implicacidon en cancer,
se ha suscitado un interés especial en esta familia proteica, fundamentalmente en SMYD2
y SMYD3, y de hecho, las KMT se han convertido en nuevas dianas terapéuticas en cancer
(Wagner and Jung, 2012, Colon-Bolea and Crespo, 2014, Peserico et al., 2015).
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Las proteinas SMYD, especialmente SMYD1-3, son reguladores fundamentales del
desarrollo y funciéon del musculo esquelético y cardiaco (Du et al., 2014). SMYD1 es
necesario para el desarrollo cardiaco a través de la diferenciacion y maduracion de
cardiomiocitos (Gottlieb et al., 2002), y su expresion en corazon esta directamente dirigida
por MEF2 (Phan et al., 2005). SMYDI1 se expresa durante el desarrollo en pez zebra y se
requiere para un correcto desarrollo del musculo esquelético, organizacion de las
miofibrillas y contracciéon muscular (Tan et al., 2006), asi como para la sarcomerogénesis
(Just et al., 2011). Ademas de SMYD1, SMYD2 también se expresa en el musculo cardiaco
durante la cardiogénesis (Diehl et al., 2010) y ambas proteinas se expresan durante
desarrollo muscular en Xenopus laevis (Kawamura et al., 2008). Estudios de silenciamiento
en pez zebra han demostrado la importancia de SMYD2 en el correcto desarrollo del
musculo esquelético (Donlin et al., 2012), asi como el requerimiento de SMYD3 para un
desarrollo muscular normal, donde ademads, su silenciamiento da lugar a la expresion
anormal de marcadores de corazdén y factores de regulacion miogénica (Fujii et al., 2011).
Si bien son necesarios para procesos de desarrollo especificos, la desregulacion de
proteinas SMYD puede participar en el desarrollo de cancer (Leinhart and Brown, 2011,
Hamamoto et al., 2015). En comparacion con SMYD1-3, los miembros mas conocidos,
poco se sabe acerca de SMYD4 y SMYD5.

En cuanto a SMYD4, se sabe que juega un papel en la supresion de tumor en la
carcinogénesis de mama (Hu et al., 2009), ya que la pérdida de un alelo de SMYD4 en
células mamarias epiteliales resulta en tumorigénesis, mientras que su re-expresion causa
la supresion del crecimiento de las células tumorales. Ademas, SMYD4 a menudo se
elimina o se reprime en meduloblastoma, un tipo de tumor cerebral (Northcott et al,,
2009). Por otro lado, los estudios de silenciamiento de un posible homdlogo de SMYD4 en
D. melanogaster sugieren que es un modulador transcripcional implicado en desarrollo
muscular (Thompson and Travers, 2008).

A pesar de la importancia de las proteinas SMYD en el desarrollo y la funciéon
muscular, también se expresan en otros tejidos. Smyd2 se expresa en cerebro y en corazon
en embriones de raton (Brown et al., 2006). Tanto en ratones neonatos como adultos,
Smyd2 se expresa de manera amplia en una gran variedad de tejidos, incluyendo cerebro,
corazon, musculo esquelético, higado, rifién, timo, pulmoén, bazo u ovario (Brown et al.,
2006, Diehl et al., 2010), a diferencia de Smyd1, que se expresa de forma mas restringida en
timo, musculo cardiaco y esquelético (Hwang and Gottlieb, 1997, Brown et al., 2006, Diehl
et al., 2010). Smyd3 se expresa fundamentalmente en musculo esquelético (Hamamoto et
al., 2004) y timo (Brown et al., 2006), aunque también se detecta expresidon en otros tejidos
como cerebro, rindn y ovario (Brown et al., 2006), mientras que Smyd5 se expresa de forma
uniforme en los diferentes tejidos, incluyendo cerebro, corazon, musculo esquelético,
higado, rinén, pulmén o bazo (Diehl et al., 2010). En cuanto a la expresion de Smyd4,
unicamente se sabe que un posible homologo en D. melanogaster se expresa en mesodermo
(Thompson and Travers, 2008), pero se desconoce su patrén de expresion en mamiferos.

3.2.2.1 Smyd4 se expresa en sistema nervioso

Considerando que la familia {CMT-266 estd afectada de una neuropatia periférica
quisimos comprobar si SMYD4 se expresa en sistema nervioso, con especial interés en
determinar si esta presente en el PNS. Para ello, se analizd la expresion de Smyd4
mediante RT-PCR a partir de tejidos de ratéon adulto. Como se puede ver en la Figura 9A,
se detectd expresion de Smyd4 en todos los tejidos analizados, incluyendo el sistema
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nervioso central (cerebro y médula espinal) y periférico (nervio ciatico). Ademas,
mediante hibridacion in situ en cortes de embrion de raton (edad embrionaria E14.5) y
usando una sonda especifica para detectar la expresion de Smyd4, se observd una
expresion preponderante de Smyd4 en sistema nervioso (cerebro, médula y DRG), como se
aprecia en la Figura 9B. La existencia de expresion de SMYD4 en el sistema nervioso tanto
de ratén como de humano, se ve apoyada por la informacién contenida en las bases de
datos que contienen datos de expresion como Expression Atlas (EMBL-EBI), Mouse Genomes
Project (Wellcome Trust Sanger Institute) o Mouse Genome Informatics (The Jackson
Laboratory).
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Figura 9. Analisis de la expresion de Smyd4. (A) RT-PCR a partir de cDNA de los tejidos indicados
procedentes de ratén adulto usando oligonucleétidos especificos para amplificar Smyd4. Como control de
expresion se ha empleado el gen Gapdh. (B) Hibridaciéon in situ sobre cortes de embrién de ratén (E14.5)
usando una sonda especifica para detectar la expresion de Smyd4.

Una evidencia de que en humanos SMYD4 se expresa en el PNS, resulta del hecho de
que la CDS (acronimo del inglés coding DNA sequence) completa de SMYD4 obtenida para
generar la construccion pEGFP-SMYD4 (detallado en la secciéon correspondiente de
Material y métodos), fue clonada a partir de cDNA procedente de la linea de células de
Schwann humanas HEI-193. En humanos, dado que la delecion de SMYD4 se ha
relacionado con el desarrollo de meduloblastoma (Northcott et al., 2009, Lawlor and
Thiele, 2012), un tipo de tumor cerebral, hace pensar que posiblemente tenga un papel
relevante en sistema nervioso. Resulta de particular interés la presencia de expresion de
Smyd4 en DRG, ya que de acuerdo a la clinica que presenta la familia f{CMT-266, con crisis
recurrentes de eritromelalgia en algunos pacientes de la familia, es probable que el dafio
primario se produzca en ese tejido. Por tanto, la presencia de expresion de Smyd4 en el
PNS supone un apoyo adicional a la consideracion de que la mutacion en SMYD4 es una
buena candidata para ser la causante de la neuropatia periférica en la familia f{CMT-266.

En tejidos humanos y a nivel proteico, parece que su presencia también es ubicua
(Figura 10A). Se detecta SMYD4 en todos los tejidos analizados, incluyendo el sistema
nervioso central (cerebro), aunque hay diferencias en cuanto a abundancia y presencia de
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productos de diferente tamafio entre tejidos. Como se ha comentado en la introduccion,
no es excepcional que mutaciones en proteinas ubicuas puedan dar lugar a neuropatias
periféricas, como mutaciones en las aminoacil-tRNA sintetasas (Yao and Fox, 2013), o
incluso la neuropatia recurrente HNA causada por mutaciones en SEPT9 (Scott et al.,
2005, Mostowy and Cossart, 2012).

En humanos se han predicho y anotado en bases de datos al menos dos isoformas de
SMYD#4: la forma larga de 89 KDa, que contendria todos los dominios caracteristicos (TPR,
SET y MYND) y una forma corta de 62 KDa, que careceria del dominio TPR amino
terminal (Figura 10). Los diferentes tamafios observados, como las isoformas tejido-
especificas identificadas en cerebro y en musculo (Figura 10A), podrian deberse a
isoformas no descritas, aunque también podrian deberse a modificaciones post-
traduccionales de la proteina. En el caso de SMYD], se ha demostrado que se sumoiliza, y
que esta modificacion es importante para su translocacién al citoplasma durante la
miogénesis (Berkholz et al., 2014). Sin embargo, no se predicen posibles sumoilaciones en
el caso de la  proteina SMYD4  humana  (predictor = GPS-SUMO,
(http://sumosp.biocuckoo.org/)), aunque no habria que descartar otras posibles
modificaciones post-traduccionales, como el procesamiento proteolitico descrito para
SMYD3 (Silva et al., 2008).

A partir de extractos totales de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, mediante
WB se determind la existencia de las dos isoformas de SMYD4 (89 y 62 KDa) en células
derivadas de sistema nervioso humano (Figura 10B). Ademas se confirmé la especificidad
de estas bandas debido a la reduccion en sus niveles cuando se silencia de forma
transitoria la expresion de SMYD4 mediante transfeccion con siRNA especifico de SMYD4
(Figura 10B)
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Figura 10. Deteccion de SMYD4 en tejidos y células humanas. (A) WB de tejidos humanos usando el
anticuerpo anti-SMYD4 (Novus Biologicals). (B) Analisis de SMYD4 mediante WB en extractos totales de
células SH-SY5Y transfectadas con cantidades crecientes (100 o 200 pmol) de SMYD4 siRNA o con la mezcla
de transfeccién sin siRNA (Mock) como control. Como control de carga se detecté la actina. En la parte inferior
se puede ver un esquema con las dos isoformas predichas de SMYD4 en humanos.
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3.2.2.2 SMYD4 es una proteina fundamentalmente citoplasmatica

Habiendo caracterizado el patrén de expresion tisular de SMYD4, quisimos estudiar su
localizacion subcelular, para posteriormente evaluar si la mutacion SMYD4 p.K82E
pudiera alterarla. El andlisis in silico con programas de prediccidon de localizacion basados
en la secuencia de la proteina (PSORT II) sugerian que la proteina SMYD4 humana
(identificador Uniprot Q8IYR2) podria estar localizada fundamentalmente en nucleo (69,6
% de probabilidad) y citoplasma (13,0 %), y en menor medida en otras localizaciones
concretas (membrana plasmatica 8,7 %, vesiculas de secrecion 4,3 % y aparato de Golgi
4,3%).

El andlisis mediante WB de extractos de células SH-SY5Y, tras fraccionamiento
subcelular, demuestra que las dos isoformas predichas para SMYD4 estan presentes en el
citoplasma (Figura 11), aunque parece que puede haber otras isoformas adicionales en el

nucleo.
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Figura 11. Analisis de la distribucién subcelular de SMYD4 mediante WB en extractos tras fraccionamiento. Se
analizaron las fracciones total (T), citoplasmatica (Cit) y nuclear (Nuc) obtenidos a partir de células SH-SY5Y.
Como control de carga de la fraccion citoplasmatica se detecté la a-Tubulina, mientras que en la fraccién
nuclear se detectd la Lamina A/C.

El andlisis mediante microscopia de fluorescencia de células sobreexpresando la forma
larga (89 KDa) de SMYD4 como proteina de fusion con la proteina fluorescente GFP
(SMYD4-GFP) muestra que la proteina se localiza preferentemente en el citoplasma, y en
menor medida en el nudcleo, de células derivadas de diferentes tejidos (Figura 12). El
patron de SMYD4-GFP en las diferentes lineas es bastante similar.

SH-SY5Y c2C12 HeLa HEK293T

Figura 12. Localizacion subcelular de SMYD4-GFP sobreexpresada en células SH-SY5Y (neural), C2C12
(muscular), HeLa (epitelial) y HEK293T (embrionaria de rifién).

Hasta la fecha, en cuanto a SMYD4, unicamente Donlin y colaboradores, quienes
analizaron la distribucion subcelular de proteinas KMTs en células HEK293T, entre las
que se encontraban las proteinas de la familia SMYD (Donlin et al, 2012), habian
observado que SMYD4 sobreexpresada muestra un patréon fundamentalmente
citoplasmatico. Nosotros hemos confirmado dicho resultado, y ademas, hemos observado
el mismo patrén en lineas celulares derivadas de diferentes tejidos. Adicionalmente, la
proteina codificada por el gen CGI14122, un posible homdlogo de SMYD4 en D.
melanogaster, muestra un patron citoplasmadstico y nuclear en células S2, mientras que se
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observa un patrén puramente citoplasmatico en estadios tardios del embrién (Thompson
and Travers, 2008). Las proteinas SMYD1-3, los miembros mas estudiados de las SMYD,
son particularmente abundantes en el citoplasma (Du et al., 2014), lo que es consistente
con la falta de sefial de localizacion nuclear (NLS, acrénimo en inglés) y la presencia de la
sefnal de exportacion nuclear (NES, acronimo en inglés) en esta familia proteica (Donlin et
al., 2012). Sin embargo, también se ha descrito su localizacion nuclear (Sims et al., 2002,
Hamamoto et al., 2004), lo que sugiere que las proteinas SMYD pueden ser transportadas
al nticleo por asociacidon con otros factores, y por tanto, pueden tener funciones duales en
el ntcleo y citoplasma. Por ejemplo, Smydl muestra una localizacion nuclear en
mioblastos C2C12 in wvitro, mientras que se transloca al citoplasma durante la
diferenciacion a miotubos (Sims et al.,, 2002), y de hecho, se ha visto que la proteina
Smydl se localiza en la linea M sarcomérica en fibras diferenciadas de musculo
esquelético y cardiaco (Just et al., 2011, Li et al., 2011). Este patron subcelular tan dinamico
sugiere que Smydl, como ejemplo de un representante de la familia SMYD, puede
desempefiar multiples funciones dependiendo de su localizacion.

3.2.2.3 La mutacion p.K82E no afecta a la localizacion subcelular de SMYD4

Una vez establecido el patron subcelular de la proteina SMYD4 WT sobreexpresada,
quisimos determinar si la mutacion SMYD4 p.K82E pudiera alterar su localizacion.
Mediante microscopia de fluorescencia comparamos la localizacién citoplasmatica de
SMYD4-GFP WT y de la forma mutante p.K82E obtenida tras su sobreexpresion en células
HEK293T. Como se puede ver en el grafico de la Figura 13, no se observaron diferencias
en la distribucién subcelular debido a la mutacién p.K82E. En ambos casos se obtiene una
localizacion citoplasmatica del 79-80%. Por tanto, la mutacion p.K82E no altera la
localizacion subcelular de SMYD4. Los valores observados para la localizacion
citoplasmatica de SMYD4, tanto la forma WT como la mutante, son muy parecidos a los
encontrados por Donlin y colaboradores, quienes analizaron la distribucién subcelular de
proteinas KMTs en células HEK293T, entre las que se encontraban las proteinas de la
familia SMYD (Donlin et al., 2012). En el caso especifico de SMYD4, observaron una
localizacion citoplasmatica del 87% (rango 75-92%).

% Localizacion
citoplasmatica
79,95 79,39

WT  p.K82E

Figura 13. Distribucion subcelular de SMYD4-GFP WT y p.K82E. Células HEK293T fueron transfectadas con
pEGFP-SMYD4 WT o p.K82E. Se determino el % de sefial de fluorescencia citoplasmatica mediante Image J. Se
analizaron al menos 33 células transfectadas.

3.2.2.4 SMYD4 puede actuar como represor transcripcional

El homdlogo de SMYD4 propuesto en D. melanogaster puede actuar como represor
transcipcional mediante la interaccion y reclutamiento de HDAC de clase I (Thompson
and Travers, 2008). Ademas, se ha demostrado que otras proteinas SMYD en vertebrados,
como Smydl y Smyd2, tienen capacidad de funcionar como represores transcripcionales
(Gottlieb et al., 2002, Brown et al., 2006). Sin embargo, se desconoce si en vertebrados
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SMYD4 puede funcionar como tal. Por ello, nos planteamos estudiar mediante ensayo
luciferasa si la proteina SMYD4 humana es capaz de actuar como represor transcipcional
y si la mutacion p.K82E pudiera afectar dicha actividad.

La interaccion de GAL4-SMYD4 con los sitios de union a GAL4, situados entre los
sitios de union a LexA y el gen reportero luciferasa del plasmido pL8G5-Luc, produce una
disminucion de la expresion de la luciferasa, en comparacion cuando estan LexA-VP16 y
GAL4 sin SMYD4 (Figura 14A). Ademas, no se observa esta represion cuando se emplea
un plasmido sin los sitios de uniéon a GAL4 (pL8-Luc), lo que impide que se pueda unir
GAL4-SMYD4, confirmando la especificidad de la represién anteriormente observada
(Figura 14B). Cuando se introduce la forma mutante p.K82E (Figura 14A), se observa un
ligero incremento en la represion (disminuyen los niveles del reportero), aunque estas
diferencias no son estadisticamente significativas. Estos resultados demuestran por
primera vez que la proteina SMYD4 de vertebrados, tomando la proteina humana como
representante, es capaz de funcionar como represor transcripcional, y podria explicar
cdmo SMYD4 seria capaz de regular la expresion de ciertos genes, como por ejemplo, la
del platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRA) (Hu et al., 2009).

Por otro lado, estos resultados indican que la mutacion SMYD4 p.K82E no es capaz de
alterar significativamente su funcién como represor transcipcional, al menos en las
condiciones estudiadas. Seria interesante realizar experimentos similares actuando sobre
dianas génicas especificas de SMYD4. Por otro lado, y teniendo en cuenta que la proteina
SMYD4, tanto endodgena (Figura 11) como sobreexpresada (Figuras 12 y 13), tiene
preferencia por la localizacion citoplasmatica, es posible que realice funciones
extranucleares adicionales, como se ha puesto de manifiesto para otras SMYD en
vertebrados (Du et al., 2014, Spellmon et al., 2015). Pudiera ser que la mutacion SMYD4
p-K82E modifique alguna de estas funciones hasta ahora desconocidas.
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Figura 14. Medida de la represion transcripcional de SMYD4 mediante ensayo luciferasa. (A) Se transfectaron
células HeLa con el vector pL8G5-Luc junto con los vectores de expresion de mamiferos p.GAL4, p.LexA-
VP16, y p.GAL4-SMYD4 WT o el mutante p.K82E. La actividad luciferasa se normaliz6 frente a la eficiencia de
la transfeccién medida por los niveles del reportero renila cotransfectado en cada condiciéon. En (B) se
muestras los resultados obtenidos al emplear como control experimental el vector pL8-Luc que carece de sitios
de union a GAL4. Los resultados corresponden a cinco o a tres experimentos independientes, en los casos de
pL8G5-Luc o de pL8-Luc respectivamente, y se muestra la media de la activacion (en %) relativizada frente al
control con el activador transcripcional LexA-VP16 pero sin GAL4-SMYD4.
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3.2.2.5 SMYD4 interacciona con HSP90

Las proteinas SMYD, para ejercer su funcion interaccionan fisicamente con diversas
proteinas (Abu-Farha et al., 2008, Abu-Farha et al., 2011, Spellmon et al., 2015). Teniendo
en cuenta que la mutacion SMYD4 p.K82E se localiza en un dominio TPR, un dominio
implicado en interacciones proteina-proteina (D'Andrea and Regan, 2003), una posible
hipdtesis es que la mutacidén pudiera afectar a la interaccién con otras proteinas. Es por
ello, que quisimos identificar posibles interactores especificos de la proteina SMYD4
humana, hasta ahora desconocidos, para posteriormente analizar si la mutacion SMYD4
p.-K82E pudiera influir en la interaccion.

Se identificaron posibles interactores especificos mediante inmunoprecipitacion (Figura
15A) acoplada a cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (IP-LC-
MS/MS). En la Tabla 8 se resumen los posibles interactores de SMYD4 identificados en el
estudio.

Tabla 8. Posibles interactores identificados durante el estudio mediante IP-LC-MS/MS.

Ne© péptidos
(réplica 1/réplica 2)
Proteina ID. Uniprot Control SMYD4-GFP
SMYD4 Q8IYR2 0/0 138/89
GFP P42212 0/0 39/20
HSP90AA1 P07900 0/0 28/20
K1C13 P13646 0/0 14/16
LMNA P02545 0/0 2/1
YTHDEF2 Q9Y5A9 0/0 2/3
AGO1 Q9UL18 0/0 2/1
TXTP P53007 0/0 1/1
COF2 Q9Y281 0/0 1/1
HSP90AB1* P08238 13/8 47/26

* Posible interactor rescatado por cumplir el criterio establecido en la seccién correspondiente de Material y
métodos.

De entre los posibles interactores identificados, destaca la proteina HSP90 tanto por el
numero de péptidos identificados como porque ya ha sido previamente descrita de
interaccionar con las proteinas SMYD1-3 (Tan et al., 2006, Abu-Farha et al., 2011, Donlin et
al., 2012). Sin embargo, aunque se habia hipotetizado que posiblemente SMYD4 pudiera
interaccionar también con HSP90 (Abu-Farha et al., 2011, Voelkel et al., 2013), nunca antes
se habia demostrado. Confirmamos y caracterizamos la interaccion entre SMYD4 y HSP90
mediante coinmunoprecipitaciones dirigidas. Primeramente, inmunoprecipitando HSP90
enddgena y detectando SMYD4 enddgena en el coinmunoprecipitado (Figura 15B).
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Figura 15. Identificacion de posibles interactores de SMYD4 mediante IP-LC-MS/MS. En (A) se muestra un gel
de acrilamida tefido con azul de coomassie para visualizar las proteinas inmunoprecipitadas con el
anticuerpo anti-GFP en células SH-SY5Y transfectadas con SMYD4-GFP. Como control se emplearon células
no transfectadas. Los geles se cortaron y procesaron para un posterior analisis mediante LC-MS/MS para la
identificacion de las proteinas. En (B) se muestra la confirmacion de la interaccion de las proteinas endogenas
SMYD4 y HSP90 mediante coinmunoprecipitacion. Se inmunoprecipité HSP90 y se detect6 SMYD4 en el
coinmunoprecipitado. Como control se empled una condicién en la que no se adiciond el anticuerpo anti-
HSP90 (carril 1 de la IP). Como control de carga en el lisado total (TCL) se detecto la actina.

Ademas, los resultados de la inmunoprecipitacion de diferentes fragmentos de la
proteina HSP90, sugieren que SMYD4 se une mas fuertemente con el dominio N-terminal
de HSP90 (Figura 16).

TCL IP-HA
SMYD4-GFP + o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+
HA-HSP90 (1-724) -+ - - -+ -
HA-HSP90 (1-500) - + - - .
HA-HSP90 (250-724) - - -+ - - - -+ -
- - - - + . - - - +

HA-HSP90 (500-724)

IB: Anti-HA

.- ®

-

IB: Anti-GFP

IB: Anti-Actina

Figura 16. Caracterizacion de la interaccion entre SMYD4 y HSP90. (A) A partir de células HEK293T
transfectadas con SMYD4-GFP y con diferentes fragmentos de HA-HSP90, se llevd a cabo la
inmunoprecipitacion de los diferentes fragmentos de la HSP90-HA con anti-HA y deteccion de SMYD4-GFP
en el coinmunoprecipitado. Como control de carga en el lisado total (TCL) se detecto la actina.

La coinmunoprecipitacion reciproca, mediante inmunoprecipitaciéon de SMYD4-GFP
para detectar en el coinmunoprecipitado los diferentes fragmentos de la HSP90, muestra
resultados similares (Figura 17): SMYD4 parece interaccionar mas fuertemente con la
region N-terminal de HSP90. Este resultado contrasta con los obtenidos con otras
proteinas SMYD. En el caso de SMYD2 se ha demostrado que es la region C-terminal de
HSP90 la importante para la interaccion (Hamamoto et al., 2014), y que en SMYD2
interacciona con parte del dominio SET. Es posible que SMYD4 interaccione con HSP90 a
través de otros dominios. Recientemente se ha demostrado que SMYD3 es capaz de unirse
a través del dominio CTD tipo TPR con HSP90 (Brown et al., 2015), aunque previamente
se habia sugerido que la regiéon amino terminal de SMYD3 era importante en la
interaccion con HSP90 (Silva et al., 2008).
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Figura 17. Caracterizacién de la interaccion entre SMYD4 y HSP90 mediante coinmunoprecipitacion. A partir
de células HEK293T transfectadas con SMYD4-GFP y con diferentes fragmentos de HA-HSP90, se llev6 a cabo
la inmunoprecipitacion de SMYD4-GFP con anti-GFP y deteccién de diferentes fragmentos de la HSP90-HA
con anti-HA. Como control de carga en el lisado total (TCL) se detecté la actina. Mayores tiempos de
exposicion muestra la banda correspondiente a la interaccion con el fragmento de HA-HSP90 (250-724). El
asterisco marca la inespecificidad debida a las bolas de sefarosa residuales presentes en el inmunoprecipitado,
y que solapa en tamafio con HA-HSP90 (500-724), impidiendo su identificacion en el coinmunoprecipitado.

Ademas de la interaccion fisica demostrada mediante coinmunoprecipitaciones,
quisimos determinar si SMYD4 y HSP90 son capaces de colocalizar a nivel subcelular.
Como se puede ver en la Figura 18, SMYD4-GFP sobreexpresada en células SH-SY5Y es
capaz de colocalizar con HSP90 endogena a nivel citoplasmatico.

Figura 18. Colocalizacion entre SMYD4-GFP y HSP90. Mediante microscopia confocal se muestra la
colocalizacion de SMYD4-GFP (canal verde) sobreexpresada en células SH-SY5Y con la proteina HSP90
enddgena (canal rojo). Se empleé DAPI para la visualizacion del ntcleo (canal azul). En la parte inferior se
muestran magnificaciones de las imagenes. La barra corresponde a 10 um en las iméagenes superiores y a 6 um
en las magnificaciones de la parte inferior.

La proteina HSP90 interacciona y regula cientos de proteinas clientes (Pratt and Toft,
2003, Pratt et al., 2004). El tratamiento con geldanamicina (GA), un inhibidor especifico de
HSP90 (Garcia-Carbonero et al., 2013), altera la funcion y/o la estabilidad de sus proteinas
interactoras, pudiendo provocar su degradacién (Matts and Manjarrez, 2009). Es por ello
que quisimos analizar el efecto de la GA sobre la proteina SMYD4. Como se puede ver en
la Figura 19, empleando un anticuerpo especifico para reconocer la proteina SMYD4
enddgena (Figura 19A), el tratamiento con GA, a los diferentes tiempos y concentraciones
analizadas, provoca la disminucién de sus niveles proteicos (Figura 19B y C). Este
resultado supone un apoyo adicional a la relacion entre SMYD4 y la HSP90.
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Figura 19. Anadlisis del efecto de la geldanamicina sobre SMYD4. En A se muestra la especificidad del
anticuerpo anti SMYD4 (Abcam), que es capaz de detectar el silenciamiento transitorio debido a SMYD4
siRNA en células SH-SY5Y. (B) Se trataron células SH-SY5Y con geldanamicina 1 pM (2h) y 0,1 uM (18h).
Como control se emplearon células tratadas con DMSO, y como control de carga en los lisados se detecto la
proteina a-Tubulina. (C) Cuantificacion de los niveles de SMYD4 normalizados frente al control de carga y
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relativizados frente al control tratado con DMSO. Las cuantificaciones corresponden a cuatro experimentos
independientes.

Habiendo demostrado la interaccion entre SMYD4 y HSP90, quisimos comprobar
mediante coinmunoprecipitacion si la mutacion SMYD4 p.K82E pudiera afectar en la
unién normal. Como se puede ver en la Figura 20, la forma WT y la mutante p.K82E de
SMYD#4 interaccionan con la HSP90 de forma similar, por lo que la mutacién no alteraria
la interaccion.

TCL IP-GFP
HA-HSP90 + + + + + +
SMYD4-GFP WT - + - = +

SMYD4-GFP K82E -

+ - - +
IB: Anti-GFP o m
IB: Anti-HA ~ - -

IB: Anti-Actina | S S —

Figura 20. Estudio de interacciéon entre SMYD4 WT y p.K82E con HSP90. Extractos de células HEK293T
transfectadas con HA-HSP90 y con SMYD4 WT o p.K82E se emplearon para la inmunoprecipitacion de
SMYD4-GFP WT o p.K82E con anti-GFP y la posterior deteccion de la interaccién con la HSP90 mediante anti
HA. Como control de carga en el lisado (TCL) se detecto la actina.

Una estrategia util para comprender las funciones de las proteinas asi como para
determinar posibles mecanismos de accién es a través de la identificacién de interactores.
Se han llevado a cabo estudios de doble hibrido y/o de inmunoprecipitacion acoplada a
espectrometria de masas para identificar los interactores de las proteinas SMYD1, SMYD2,
SMYD3 o SMYD5 (Abu-Farha et al.,, 2008, Park et al., 2010, Abu-Farha et al.,, 2011,
Weimann et al., 2013). En su conjunto, las proteinas interactoras de las proteinas SMYD
pueden dividirse en tres grupos funcionales: (1) proteinas implicadas en la remodelacién
de la cromatina y la modificacion de histonas, (2) proteinas relacionadas con replicacion y
reparacion del DNA, y (3) chaperonas y co-chaperonas moleculares (Abu-Farha et al.,
2011). Hasta la fecha no se habia realizado ningun estudio protedmico para identificar
proteinas interactoras de SMYD4, y tan solo se conocian las proteinas dHDAC1, dHDAC3
y Ebi, un componente del complejo represor dHDAC3/SMRTER, como interactores del
posible homodlogo de SMYD4 en D. melanogaster (CG14122) (Thompson and Travers, 2008).

Nuestro estudio ha permitido la identificacion de varias proteinas que interaccionan
con SMYD4, de entre las que destaca la chaperona HSP90. Las proteinas SMYD1-3, pero
no SMYD?5, interaccionan con HSP90 y juegan un papel como reguladores de su funcién
(Tan et al., 2006, Abu-Farha et al., 2011, Donlin et al., 2012), y de hecho, se ha sugerido la
consideracion de las proteinas SMYD como co-chaperonas capaces de modular su
actividad (Du et al., 2014). Se ha visto que Smyd2 metila a HSP90, y que esta metilacion es
critica para la funcién de HSP90 estabilizando la proteina titina y para el mantenimiento y
funcion muscular (Donlin et al., 2012, Voelkel et al., 2013). Por otro lado, la interaccién con
HSP90 parece importante para la actividad KMT de las proteinas SMYD. Se ha
demostrado que la adicion de HSP90 potencia la capacidad de Smyd1-3 de metilar
histonas in vitro (Hamamoto et al., 2004, Tan et al., 2006, Abu-Farha et al., 2008). Si bien el
resultado obtenido tras el tratamiento con geldanamicina sugiere que la establidad de
SMYD4 requeriria de una correcta actividad de la HSP90, no sabemos cudl seria el papel
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de SMYD4 sobre la funcion de HSP90, aunque se sabe que no es capaz de metilarla
(Donlin et al., 2012).

La mutacion SMYD4 p.K82E esté localizada en el dominio TPR amino terminal de la
proteina. Se han descrito mutaciones en dominios TPR implicadas en enfermedades
mendelianas (Grizot et al.,, 2001, D'Andrea and Regan, 2003). Los dominios TPR son
importantes en interacciones entre proteinas, incluyendo la interaccién de otras proteinas
SMYD con la HSP90 (Brown et al., 2015). Pese a que no sabemos cudl es el dominio en
SMYD4 implicado en su interacciéon con HSP90, hemos descartado que la mutacion
SMYD4 p.K82E afecte esta interaccion, aunque no hemos determinado si pudiera afectar
de alguna manera a la funcionalidad de HSP90. La mutacion SMYD4 p.K82E podria
afectar la interaccion con otras proteinas. Aunque no hemos caracterizado la interaccion
con otros posibles interactores identificados en el estudio (Tabla 8), hay otros candidatos
interesantes, como COF2, aunque teniendo en cuenta el bajo numero de péptidos
identificados para los otros posibles interactores, habria que validarlos con estudios
adicionales. COF2 esta implicada en el mantenimiento del sarcomero muscular regulando
la dinamica de los filamentos de actina (Gurniak et al.,, 2014, Kremneva et al., 2014) .
Teniendo en cuenta el fenotipo puramente muscular observado en el ratéon knock-out de
Cof2 (Gurniak et al., 2014) y que mutaciones en este gen conducen a un tipo de miopatia
congénita conocida como miopatia nemalinica (Agrawal et al., 2007, Ockeloen et al., 2012),
es de esperar que la posible interaccion de SMYD4 con COF2 no tenga relevancia en
cuanto a la posible implicacion de SMYD4 en la neuropatia de la {CMT-266.

Otro posible escenario planteable es que la mutacion SMYD4 p.K82E pudiera generar
una ganancia de funciéon permitiendo la unién con nuevos interactores o incrementando
la afinidad por ciertas dianas, y para ello habria que encaminanrse hacia estudios
protedmicos comparativos entre la forma mutante respecto a la WT. Se desconoce si
SMYD4 posee actividad KMT, aunque al poseer dominio SET, es muy posible que pueda
actuar metilando dianas proteicas. Aunque la mutaciéon no se localiza en el dominio
implicado en dicha actividad, no hay que descartar que se viera afectada debido una
interaccion anormal con alguna de sus posibles dianas debido a la mutacion SMYD4
p-K82E.

Establecer el efecto de una mutaciéon dominante puede resultar complicado sobre todo
cuando no se conoce las funciones exactas de la proteina en cuestién. Por otro lado, nos
encontramos con la particularidad de que la manifestacion clinica en la familia f{CMT-266
se presenta de forma recurrente y episddica, por lo que es posible que el efecto deletéreo
de la mutacion se produzca ante ciertos estimulos o condiciones. Esta consideracion hace
pensar por ejemplo en la implicacion de proteinas de tipo heat shock proteins o incluso
canales que se regulen ante ciertos estimulos.

En resumen, los estudios celulares y moleculares obtenidos hasta el momento no
arrojan luz sobre el posible efecto de la mutacion SMYD4 p.K82E. Es por ello que se hace
necesario comprobar si SMYD4 pudiera desempefia algtin papel en el PNS.

3.2.3 Estudio del papel de SMYD4 en el sistema nervioso periférico

Con el propdsito de emplear el organismo modelo D. melanogaster donde estudiar la
posible funcion de SMYD4 en el PNS, en primer lugar llevamos a cabo un extenso estudio
filogenético de la familia de proteinas SMYD en metazoos, identificando cada uno de los
homologos de las proteinas SMYD en D. melanogaster y con especial interés en SMYD4.
Asi mismo, este estudio nos ha permitido comprender la evolucion de esta familia génica.
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3.2.3.1 Filogenia de la familia de las proteinas Smyd en metazoos

Las reconstrucciones filogenéticas de secuencias de proteinas Smyd procedentes de
especies animales mediante los métodos de Neighbour Joining (NJ) y Maximum Likelihood
(ML) dieron lugar a los mismos agrupamientos principales, que se muestran
esquematizados en el arbol comprimido de la Figura 21. En la Figura 22 se muestra el
arbol filogenético completo resultante del analisis mediante ML. En el Anexo 5 se
muestran los correspondientes arboles filogenéticos sin comprimir.

(51/76) .
[45 secuencias]

(95/76) [28 secuencias]

(100/100)

[2 secuencias]

(89/96) .
—— [15 secuencias]
(100/100)

A [18 secuencias]

(93/99)

Figura 21. Anadlisis filogenético de la familia de proteinas de las Smyd en animales. Se muestra el arbol
obtenido mediante el método maximum-likelihood (ML). Los numeros en las ramas indican el apoyo
obtenido mediante Bootstrap en ambos métodos (ML/NJ). Sobre las ramas comprimidas se muestra la clase de
la subfamilia agrupada (3, 4, 5 o A). Entre corchetes se indica el nimero de secuencias incluidas en cada rama
comprimida.

El primer hecho evidente es que la familia de proteinas SMYD definida en vertebrados
como Smyd1-5, no es la situacion tipica en todas las especies (Figura 22). Smyd1 sélo esta
presente en cordados, y Smyd2 en vertebrados, con duplicaciones adicionales de ambos
en D. rerio. Estos genes son muy similares a Smyd3, para el cual existe un representante en
todas las especies incluidas en el estudio. Ademas, en vertebrados s6lo hay un tnico gen
Smyd4 mientras que otras especies tienen al menos un gen adicional muy similar a Smyd4,
e incluso otras especies tienen varios. Finalmente hay un grupo artropodo especifico, que
contiene miembros de insectos y crustaceos, al que hemos denominado SmydA. Hay una
pequefia rama que agrupa una secuencia de anfioxo y otra de molusco. Los valores de
Boostrap, correspondientes a los arboles obtenidos mediante ML y NJ, de los grupos
Smyd3, Smyd5 y SmydA son muy robustos, mientras que los que apoyan el grupo de
Smyd4 son mas débiles (Figura 21). Existe una evidencia adicional que apoya los grupos
obtenidos. Aunque el alineamiento se realizd tinicamente con la regién que incluye los
dominios SET-MYND (detallado en la seccién correspondiente de Material y métodos),
los dominios no incluidos en el alineamiento reflejan una organizacion muy similar de
dominios dentro de cada uno de los cuatro grupos principales obtenidos (Figura 22). Por
tanto, teniendo en cuenta la informacion filogenética y la organizaciéon de dominios
proponemos la subdivision de la familia de las Smyd en cuatro clases: tres clases
presentes en todas las especies (Smyd3, Smyd4 y Smyd5), y una clase artrodo-especifica
(SmydA).
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Figura 22. Filogenia de la familia Smyd en metazoos. Se muestra la reconstruccion filogenética obtenida
mediante el método ML y los apoyos de Bootstrap de cada rama. Para cada secuencia se indica la especie, el
identificador de la secuencia proteica y los residuos incluidos en el alineamiento. Se muestra comprimida la
rama que contiene 12 secuencias de A. gambiae. Los corchetes agrupan las principales ramas con secuencias
que presentan una estructura de dominios caracteristico, que aparece ilustrado a su lado. Todas las secuencias
se caracterizan por tener un domino SET (caja negra indicada con S/ET) interrumpido por un dedo de Zn de
tipo MYND (M). Los dominios C-terminal tipo TPR y los dominios TPR N-terminal aparecen en gris claro
anotados como CTD y TPR respectivamente. Los dominios ricos en los aminoacidos Glu, Glu-Asp, o Glu-Asp-
Ser se indican en gris oscuro anotado como E. A la derecha se indican las clases de Smyd definidas en base a la
filogenia y a la organizacién de dominios.
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Clase Smyd3

Nuestros resultados confirman lo que ya se vio para vertebrados, que las proteinas
Smydl y Smyd2 son muy similares entre si, y que ambas son muy parecidas a Smyd3.
Smydl y Smyd2 son exclusivos de cordados y vertebrados respectivamente, y
probablemente procedan de duplicaciones sucesivas de Smyd3. Smyd3 seria el gen
ancestral y esta presente en todas las especies incluidas en el estudio. Ademas, D. rerio
habria sufrido duplicaciones adicionales de Smydl y de Smyd2. La clase de Smyd3
también incluye dos secuencias adicionales especificas de Branchiostoma que
probablemente surgieron a través de dos duplicaciones independientes de aquéllas que
dieron lugar a Smyd1 y Smyd2. Esta clase esta definida por la organizacion de dominios
ya descrita para Smyd1-3 (Sirinupong et al., 2010, Spellmon et al., 2015), con los dominios
SET y MYND en N-terminal y con un dominio tipo TPR en C-terminal.

Clase Smyd4

Esta es la clase méas compleja y extensa de la familia, y esta formada por tres grupos
principales. Los genes Smyd4 de vertebrados estdn contenidos en una rama que incluye
representantes de todas las especies excepto T. adhaerens, a la que hemos denominado
grupo Smyd4. Ademas, todas las especies excepto T. adhaerens y los cordados, tienen al
menos un segundo gen adicional similar a Smyd4 que hemos denominado grupo
Smyd4L. Por lo tanto, es probable que todos los animales tengan una segunda copia de
Smyd4 que se ha perdido en cordados, y que ademas se ha expandido a 2-4 copias en
artrépodos. El grupo que hemos denominado Smyd4l incluye genes adicionales
especificos de insectos, entre los que destacan las 12 secuencias del mosquito A. gambiae
probablemente fruto de una expansion linaje-especifica. En esta clase aparecen ademas
dos secuencias adicionales de la abeja A. mellifera. Todas las secuencias incluidas en la
clase de Smyd4 comparten una organizacion comun de dominios y que es idéntica a la de
Smyd4 de vertebrados, con un dominio TPR en N-terminal, seguido de los dominios SET
y MYND, y con un dominio tipo TPR en C-terminal.

Clase Smyd5

Smyd>5 es la clase mas tipica, con un tinico representante en todas las especies incluidas
en el estudio. Todas las secuencias de este grupo tienen una organizacién de dominios
comun, caracterizada por la ausencia del dominio C-terminal tipo TPR que esta presente
en las clases Smyd3 y Smyd4, y por la presencia de un tracto caracteristico en C-terminal.
En vertebrados el tracto estd conformado por repeticiones del aminoacido glutdmico,
mientras que en la mayoria de las especies esta compuesto por los aminodcidos glutamico
y aspartico, y en el caso de los mas basales (Placozoa y Cnidaria), de serina, aspartico y
glutamico.

Clase SmydA

Este grupo incluye secuencias artrodo-especificas. Podria haberse generado por una
serie de duplicaciones seguido de una rapida divergencia en el linaje de artropodos. La
region C-terminal es diferente al del resto de subfamilias de las Smyd.

Otras secuencias de Smyd

Dos secuencias (una de amfioxo y otra de molusco) son bastante divergentes, y por lo
tanto, es dificil establecer su origen. Si se afiaden secuencias de los moluscos Crassostrea
gigas 'y Aplysia californica, no incluidos en el andlisis anterior, aparecen secuencias que
agrupan en esta rama particular. Ademas de la divergencia en los dominios SET y MYND,
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presentan uno o dos dominios TPR en N-terminal, y adicionalmente presenta un dominio
MYND extra en C-terminal.

3.2.3.2 Relaciones evolutivas con otras proteinas SET y MYND de especies no
animales

Para intentar obtener mas informacion acerca del origen de las diferentes clases de
Smyd, extendimos la filogenia incluyendo secuencias Smyd de especies no animales.
Buscamos proteinas Smyd en dos especies unicelulares basales a los animales, el
coanoflagelado Monosiga brevicollis y el filasterea Capsaspora owczarzaki, donde hemos
identificado 3 y 4 secuencias respectivamente.

En Arabidopsis thaliana se habian definido 5 posibles proteinas Smyd: ATXR1, ATXR?2,
ATXR4, ASHR1 y ASHR2 (Zhang and Ma, 2012). A través de busquedas intensivas
unicamente hemos identificado las cuatro ultimas. Sin embargo, esto es consistente con
que ATXR1, que no contiene ningun Zn finger (Zhang and Ma, 2012), no sea realmente
una proteina Smyd. Por el contrario, identificamos adicionalmente la proteina TPR9 que si
cumple todos los criterios para ser una proteina SMYD, con sus dominios caracteristicos
SET y MYND. Se habia propuesto que los SMYD de animales y plantas se originaron a
partir de genes SET ancestrales, como los que dieron lugar a las proteinas SET5 y SET6 de
levadura, y que tinicamente tienen un dominio SET reconocible (Veerappan et al., 2008).
Por tanto, decidimos incluir las proteinas SET5 y SET6 de Saccharomyces cerevisize como
posibles outgroups.

Sorprendentemente, los arboles obtenidos mediante NJ y ML, resumidos en la Figura
23 (arboles sin comprimir mostrados en el Anexo 6), revelan que las clases de Smyd3 y
Smyd4 son anteriores a la aparicion de los metazoos. Dentro de la clase Smyd3
encontramos un representante tanto en A. thaliana como en los dos parientes unicelulares
de los metazoos (M. brevicollis y C. owczarzaki); mientras que en la clase Smyd4
encontramos representantes de A. thaliana y M. brevicollis. Ademas, estos agrupamientos
estan apoyados por la presencia y posicion de los otros dominios no incluidos en el
alineamiento, como son el dominio C-terminal tipo TPR presente en ellos, y el adicional
dominio TPR N-terminal en el caso de las Smyd4.

No hay representante de Smyd5 en A. thaliana, aunque si en M. brevicollis y C.
owczarzaki, indicando que probablemente esta clase se originé después de la division de
las plantas y los hongos, pero antes de la apariciéon de los metazoos. Estas dos nuevas
secuencias en la clase de Smyd5 también presentan el tracto caracteristico en C-terminal,
rico en los aminondcidos serina, aspartico y glutdmico, como en las especies basales de
animales. Una secuencia de C. owczarzaki agrupa en la rama atipica con secuencias de L.
gigantea y B. floridae, y como éstas, también contiene el dominio TPR adicional en N-
terminal, pero en cambio no presenta el dominio MYND adicional en C-terminal. El resto
de secuencias de A. thaliana, las de S. cerevisiase, y una de C. owczarzaki no presentan
dominios adicionales fuera de la region alineada. En el caso de las proteinas SET de S.
cerevisiae es sorprendente que no aparezcan como outgroups en el arbol. Sin embargo, si se
analizan en detalle las secuencias de estas proteinas se identifican posibles Zn fingers tipo
MYND (Calpena et al., 2015), lo que indicaria que no son proteinas solo SET. De hecho, al
menos la proteina SET5 de S. pombe se ha propuesto como una proteina SMYD (Wlodarski
et al.,, 2011, Green et al., 2012).

Q1
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Figura 23. Analisis filogenético de la familia de proteinas Smyd incluyendo especies no animales. Los
numeros en las ramas indican el apoyo obtenido mediante Bootstrap en ambos métodos (ML/N]). Sobre las
ramas comprimidas se muestra la clase de la subfamilia agrupada (3, 4, 5 0 A). Se muestran en color negro las
secuencias de especies no animales C. owczarzaki, M. brevicollis, la planta A. thaliana y la levadura S. cerevisiae,
apareciendo la secuencia precedida de “+” cuando se incluye en una de las ramas comprimidas.

Nuestros resultados sugieren una historia evolutiva que ilustramos en la Figura 24. El
agrupamiento de los arboles filogenéticos, asi como las organizaciones de los dominio
proteicos, apoyan la definicion de tres clases de genes Smyd que ya estaban presentes en el
ancestro de los metazoos: Smyd3, Smyd4 y Smyd5, y por lo menos dos de ellos, Smyd3 y
Smyd4 estaban ya presentes en etapas mas temprana de la evolucion en eucariotas, ya que
también tienen representantes en las plantas. La existencia de proteinas Smyd en
levaduras, tras el re-andlisis de las secuencias SET5 y SET6 de S. cerevisize (Wlodarski et
al.,, 2011, Calpena et al.,, 2015), asi como la presencia de la SET and MYND domain-
containing protein SET6 en S. pombe (Veerappan et al., 2008), sugieren que los genes Smyd

estan presentes en todos los eucariotas.
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Figura 24. Historia evolutiva propuesta para los genes Smyd en metazoos. El arbol esquematico muestra la
filogenia aceptada para los filos/subfilos representados en este trabajo. Partiendo de un ancestro original con
un set de genes Smyd, que incluye Smyd3, Smyd4 y Smyd5, indicamos con cuadros blancos los eventos mas
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probables de ganancia génica (+), duplicacion (Dup.) o expansion (Exp.); mientras que en cajas negras, se
indican los eventos mas probables de pérdida de genes (-).

Dentro de los metazoos, las clases Smyd3 y Smyd5 tienen un linaje relativamente
simple, ya que tienen un solo representante en cada especie, con la excepcion de la
expansion de Smyd3 en cordados para dar lugar a Smydl y Smyd2, y los dos genes
adicionales de la clase Smyd3 en B. floridae. Aunque las relaciones evolutivas entre los
cordados son controvertidas, recientes evidencias sugieren que los cefalocordados
divergieron primero (Satoh et al., 2014, Telford et al., 2015). Nuestros resultados serian
consistentes con este escenario (Figura 24), con el origen de Smyd1 en el ancestro comun
de los tunicados y los vertebrados, y de Smyd2 en los vertebrados. Ambos genes habrian
sufrido una segunda duplicacion en peces. La clase Smyd4 tiene una historia evolutiva
mas compleja. Esta clase se ha perdido en Placozoa, pero se ha duplicado en Eumetazoa,
dando lugar a los grupos Smyd4 y Smyd4L. En los artropodos ha habido una expansion
del grupo Smyd4L, con una duplicacion adicional, y la expansion en los insectos
(Smyd4l). Por ultimo, Smyd4L se perdio6 en el ancestro de los cordados, dejando el grupo
Smyd4 como su tnico representante de esta clase. Ademas de la expansion de la clase
Smyd4 en los insectos, los genomas de artropodos contienen una clase adicional de genes
Smyd, que hemos llamado SmydA. Estos genes no comparten dominios con otros genes
Smyd fuera del nticleo SET-MYND, y también muestran una alta divergencia dentro de
este nucleo. Se requieren mas estudios para determinar cuél es el origen de esta clase asi
como para entender por qué los artropodos han sufrido tal expansion.

Algunos de nuestros hallazgos estan apoyados por un estudio independiente (Bonasio
et al., 2010). En una comparacion gendémica de dos especies de hormigas, Camponotus
floridanus y Harpegnathos saltator, los autores construyeron dos filogenias con una seleccién
de especies de insectos y vertebrados que corresponden a lo que ellos denominaron como
las familias SMYD1-3 y SMYD4. Aunque dicho estudio no es tan exhaustivo como el
nuestro, ya que sus especies representan tinicamente dos filos y no incluyeron secuencias
de Smyd5, confirman algunas de nuestras conclusiones. Por ejemplo, el arbol muestra los
mismos tres grupos en su familia de SMYD4 (nuestra clase Smyd4), con el gen CG1868 de
D. melanogaster como el homologo mas cercano del SMYD4 humano (esto lo discutiremos
mas detalladamente en la siguiente seccion). Su reconstruccion filogenética de la familia
SMYD1-3, incluye dos grupos, uno que corresponderia a nuestra clase Smyd3 y otro
correspondiente al grupo SmydA, que contiene tres genes de cada especie de hormigas, y
varias de las secuencias de insectos que nosotros hemos identificado.

Como resultado de nuestra filogenia y clasificacion de los genes Smyd, se hace evidente
que algunas de las asignaciones existentes de los nombres de genes no pueden ser
compatibles. El trabajo de la comparacion gendémica de hormigas mencionado
anteriormente es un primer ejemplo (Bonasio et al, 2010). Los autores describen
diferencias en la expresion de un gen que llaman SMYD3 (Hsal 14941, Cflo_06803),
debido a su presencia en lo que incorrectamente identifican como una familia SMYD1-3.
De hecho, esos genes pertenecen al grupo SmydA, y los verdaderos ortélogos de Smyd3
serian Hsal_08938 y Cflo_10149, los genes que agrupan con el SMYD3 humano y buzidau
de D. melanosgaster. También hemos mencionado que un gen de D. melanogaster (CG14122)
habia sido identificado como el tinico homdlogo del SMYD4 humano (Thompson and
Travers, 2008); sin embargo, nuestros resultados muestran que en D. melanogaster hay al
menos cuatro representantes en la clase de Smyd4 que podrian considerarse homdlogos
de SMYD4 (lo discutiremos en la siguiente seccion). Estos dos ejemplos ponen de
manifiesto los riesgos de intentar clasificar los genes en ausencia de una filogenia



Capitulo I Resultados y linea argumental

rigurosa. Muy a menudo, y la familia de las proteinas SMYD ha sido un ejemplo de ello,
las familias y subfamilias de genes se definen en funcidon de los representantes que se
encuentran en las especies de vertebrados, asumiendo en general que los vertebrados
representan los genomas mas complejos entre los metazoos.

3.2.3.3 Catalogo completo y clasificacion de las proteinas Smyd en D.
melanogaster

En D. melanogaster hemos identificado al menos 15 proteinas Smyd, que aparecen
listadas y con su correspondiente grupo de Smyd asignado en la Tabla 9. Las proteinas
Smyd de los grupos Smyd3 (1 miembro), Smyd4 (4 miembros) y Smyd5 (1 miembro),
presentan una organizacion de dominios tipica de los grupos a los que pertenecen. Mas de
la mitad de las Smyd en D. melanogaster corresponden al grupo de SmydA (9 miembros).

Tabla 9. Listado de genes Smyd identificados en D. melanogaster.

Gen Nombre Grupo
CG13761 buzidau Smyd3
CG1868
CG14122 dSmyd4 Smyd4
CG7759
CG8378
CG3353 Smyd5
CG8503

CG9640

CG9642

CG11160
CG12119 SmydA
CG14590
CG18136
CG33548 msta
CG43129 / CG17086

Las relaciones entre las proteinas Smyd de cordados y sus posibles ortdlogos en D.
melanogaster parecen claras en el caso de los grupos de Smyd3 y de Smyd5. Sin embargo,
el caso del grupo de Smyd4, el grupo que mas nos interesa, es algo mas complejo debido a
la existencia de cuatro miembros del grupo de Smyd4 en D. melanogaster y un tnico
representante en cordados. Para tratar de clarificar las relaciones evolutivas de los
miembros del grupo de Smyd4, se llevaron a cabo analisis filogenéticos especificos con
secuencias unicamente de este grupo (Figura 25). Por otro lado, se llevé a cabo un estudio
filogenético adicional en el que se usaron Unicamente las regiones mas conservadas
seleccionadas mediante la herramienta GBlocks (Castresana, 2000), a partir del
alineamiento que incluyen los dominios SET, MYND y Post-SET de estas secuencias
(Anexo 7). Los resultados obtenidos (Figura 25) confirman lo que anteriormente habiamos
observado (Figura 22 y Tabla 9). El representante de D. melanogaster que agrupa con el
subgrupo denominado Smyd4, y que incluye las secuencias de cordados, es el
correspondiente al gen CG1868. Esto también se ve plasmado en los resultados del analisis
de las regiones mas conservadas (Anexo 7). Los genes CG7759 y CG14122 quedarian
incluidos en el subgrupo de Smyd4L, mientras que el CG8378 perteneceria al subgrupo
Smyd4l especifico de insectos (Figura 25).
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Dmelanogaster(CG14122) |
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Figura 25. Andlisis filogenético de los miembros del grupo de Smyd4. Por simplicidad, s6lo en las ramas
principales se muestran los apoyos obtenidos mediante Bootstrap (ML/N]) a partir de los dos métodos de

reconstruccion filogenética ML y NJ. Se sefalan en recuadros los miembros de Smyd4 de D. melanogaster y
resaltados en negrita los de cordados.

Teniendo en cuenta la presencia de diferentes subgrupos en Smyd4, posiblemente
debido a duplicaciones, resulta complicado establecer relaciones de ortologia de forma
inequivoca. Es por ello que probablemente lo mas riguroso seria considerar que en D.
melanogaster hay al menos cuatro homodlogos del gen SMYD4 humano, y que segun
nuestros resultados, el mds cercano podria ser CG1868. Pero en ninguin caso debe
considerarse que existe un unico homdlogo del gen SMYD4 humano en D. melanogaster,

como se habia considerado hasta ahora con el gen CG14122 (Thompson and Travers,
2008).

Qa1
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3.2.3.4 Caracterizacion funcional de los genes Smyd4 de Drosophila
melanogaster

La reconstruccion filogenética nos ha permitido conocer que los genes del grupo de
Smyd4 comparten un ancestro y una organizacion de dominios comun, pero no nos
informa de su relevancia funcional. Ademas, la presencia de cuatro copias de Smyd4 en
D. melanogaster podria deberse a diversos motivos, como a una necesidad de mantener
niveles de expresion, a una subdivision anatomica de su funcion o a una
subfuncionalizacion. Con el fin de ahondar en esta cuestion nos propusimos por un lado
estudiar sus patrones de expresidn, para saber si se expresan o no en los mismos tejidos, y
por otro lado, estudiar el efecto de silenciar especificamente estos genes, para saber si son
redundantes.

Para comparar el perfil transcripcional de los genes Smyd4 en D. melanogaster
empleamos dos aproximaciones complementarias. En primer lugar, comparamos la
informacion de déonde y cudndo se expresan estos genes a partir de datos de expresion
génica high-throughput de D. melanogaster disponibles (FlyAtlas y modENCODE). En
segundo lugar, llevamos a cabo hibridaciones in situ en embriones en desarrollo usando
sondas especificas para cada uno de los cuatro genes Smyd4 de D. melanogaster. Al
comparar los perfiles de expresion de los datos de high-throughput (Figura 26 A-D, A’-D’),
vemos que el perfil del gen CG1868 es muy parecido al del CG8378; y el del CG14122 al
del CG7759. Por tanto, por similitud podemos distinguir dos grupos con una modulacion
espacio-temporal caracteristica: CG1868 con CG8378, y CG14122 con CG7759.

Los resultados de los patrones de expresion obtenidos mediante hibridacion in situ
revelan los mismos grupos. En embriones en estadio de banda germinal extendida, los
genes CG1868 y CG8378 se expresan mas intensamente en los primordios del sistema
nervioso central cefdlico y del intestino posterior (Figura 26 3A”, B”), y en embriones en
estadio 16, la expresion es evidente en el CNS, en el intestino y en musculo somatico
derivado del mesodermo (Figura 26A’”, B”’). En cambio, los genes CG14122 y CG7759 se
expresan en mesodermo tanto en embriones en estadio de banda germinal extendida
(Figura 26C”, D) como en embriones de estadio 16 (Figura 26C"”’, D). El patrén de
expresion observado para el gen CG14122 confirma los resultados previamente descritos
(Thompson and Travers, 2008).

Anteriormente vimos que la clase Smyd4 ha sufrido una extensa expansién en las
especies de artropodos. Nuestros resultados parecen reflejar que se ha producido una
expansion y a un ritmo mas rapido de divergencia de los genes de artropodos dentro del
grupo Smyd4L, de manera que forman un subgrupo independiente con mas de un
representante; y un evento mas dramatico del mismo tipo en el origen del grupo de
Smyd4l. Si tenemos en cuenta los perfiles de expresion de estos genes en D. melanogaster,
es mas probable que Smyd4l se haya originado a partir de Smyd4, ya que comparten los
perfiles de expresion anatdmicos, temporales y del desarrollo.

Si prestamos atencion a las magnificaciones de la hibridacion in situ de Smyd4 en
embridén de ratén, como especie representativa de vertebrados, se detecta expresion
relativamente baja en mesodermo y en sistema digestivo (Figura 26E, F) y con mayor
intensidad en el sistema nervioso: médula espinal, DRG y cerebro (Figura 26F, G), como
ya habiamos comentado en anterioridad. Por lo tanto, el patrén general de expresion de
Smyd4 de ratén, parece mas reminiscente del observado para los genes CG1868 y CG8378
de entre los genes Smyd4 de D. melanogaster. Por lo que, en su conjunto, en base a los
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resultados de los estudios filogenéticos y de patrén de expresion, el gen CG1868 parece
ser el candidato a homologo mas cercano del gen SMYD4 humano.
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Figura 26. Perfil de expresion de los genes de la clase Smyd4 en D. melanogaster y en ratén. Se muestra el
estudio de expresién de los genes Smyd4 de D. melanogaster CG1868 (A-A""), CG8378 (B-B"”"), CG14122 (C-C"”")
y CG7759 (D-D’”"), y de M. musculus (E-G). En el caso de los genes de D. melanogaster se representan los datos
high-throughput del perfil de expresiéon anatéomico de FlyAtlas (A-D), que contiene los niveles de expresion de
cada gen en una coleccion de 25 tejidos de larva y adulto; y del perfil de expresion temporal de modENCODE
(A’-D’), correspondiente a los niveles de expresion en 30 tiempos diferentes a lo largo del desarrollo, desde la
fertilizacion hasta el individuo adulto. Los tejidos y los tiempos estan indicados en la seccién de Material y
métodos correspondiente. Para estos genes adicionalmente determinamos el patrén de expresion mediante
hibridacién in situ en embriones en estadio de banda germinal extendida (A”’-D”’), y en embriones en estadio
16 (A”’-D"”). Para comparar, se muestran magnificaciones de la hibridacion in situ en cortes de embrion de
raton de la expresion de Smyd4 mostrada en la Figura 9. Las magnificaciones corresponden con la zona
abdominal (E), el tronco doral (F) y la cabeza (G). Abreviaturas usadas para los tejidos donde se detecta
expresion empleando acrénimos del inglés: GP, gut primordium; CP, cephalic primordium of the central nervous
system; GT, gut; MS, mesoderm; CNS, central nervous system; SP, spinal cord; DRG, dorsal root ganglia; EN,
encephalon.

Se sabe muy poco sobre la proteina Smyd4 en vertebrados. En D. melanogaster, las
cuatro proteinas de la clase de Smyd4 presentan un patrén principalmente citoplasmatico
cuando se sobreexpresan en células S2 (Thompson and Travers, 2008). Teniendo en cuenta
que los genes Smyd4 de D. melanogaster en su conjunto se expresan en mesodermo y en
sistema nervioso, quisimos comparar el patron subcelular de la proteina SMYD4 humana

(hSMYD4-GFP) cuando se sobreexpresa especificamente en estos tejidos mediante el
sistema Gal4/UAS.

Cuando se expresa hSMYD4-GFP en neuronas, mediante el driver Elav-Gal4, se observa
un patrén predominantemente citoplasmatico (Figura 27A), similar al observado para las
proteinas Smyd4 de D. melanogaster en las células S2 (Thompson and Travers, 2008), y al
que habiamos obtenido nosotros al sobreexpresar hSMYD-GFP en diferentes lineas
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celulares de mamiferos (Figura 12). Sin embargo, cuando se expresa hSMYD4-GFP en
musculo, mediante el driver Mhc-Gal4, aparece en el nucleo de las células musculares,
pero adicionalmente en el citoplasma con un patrén bandeado tanto en tejido muscular de
larva (Figura 27B) como de mosca adulta (Figura 27C). El marcaje con Faloidina
fluorescente, que se une a la actina-F, permite determinar que hSMYD#4 se localiza en el
sarcomero muscular, donde se concentra en la linea M (banda H), pero también esta
presente en la linea Z (banda I) (Figura 27C).

A. Neuronas de mosca adulta

B. Musculo de larva

C. Musculo de mosca adulta

Figura 27. Localizacién de la proteina humana hSMYD4-GFP sobreexpresada en tejidos de mosca. Imagenes
de microscopia confocal de fluorescencia de la localizacién de hSMYD4-GFP (canal verde) sobreeexpresada
especificamente en neuronas mediante el driver Elav-Gal4 (A) o en musculo mediante el driver Mhc-Gal4 (B y
C). Los tejidos fueron marcados con DAPI (canal azul) para la visualizacién de los nticleos y en C también con
Faloidina conjugada con rodamina (canal rojo), que se une a la actina-F. (A) En secciones de criostato de la
cabeza de mosca, hSMYD4-Gal4 se localiza en el citoplasma de las neuronas. Se observa un patrén nuclear y
citoplasmatico bandeado de hSMYD4-GFP en tejido muscular de larva (B) y en criosecciones del musculo
indirecto de vuelo de mosca adulta (C), que corresponde con la linea M (flecha) y, en menor intensidad, con la
linea Z (punta de flecha)

La localizacion de proteinas SMYD en el sarcomero ha sido identificada con
anterioridad en vertebrados (Du et al., 2014), aunque nunca antes habia sido descrita para
SMYD4 en ningtin organismo. En musculo cardiaco y esquelético, Smyd1 es esencial para
la organizacion del sarcomero (Just et al., 2011), localizdndose en el ntcleo y en la linea M
sarcomérica (Just et al., 2011, Li et al., 2011), donde interacciona con la proteina Miosina y
regula su estabilidad junto las chaperonas Hsp90 y Unc45b (Li et al, 2013a).
Adicionalmente, Smyd2 y la Hsp90 metilada por Smyd2, forman un complejo con el
dominio N2A de la proteina sarcomérica titina en la banda I, favoreciendo su
estabilizacion tanto en musculo cardiaco como esquelético (Donlin et al., 2012, Voelkel et
al., 2013).

Aungque la localizacion observada para la proteina hSMYD4 en musculo se debe a una
expresion ectdpica, el resultado tiene dos importantes implicaciones. Por un lado, que la
proteina SMYD4 humana es capaz de interaccionar con proteinas sarcoméricas en D.
melanogaster, por lo que estos interactores deben ser proteinas suficientemente
conservadas y que probablemente alguna de ellas sean las equivalentes con las que
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interaccionan otras Smyd en el sarcomero en vertebrados. Y por otro lado, dado que
anteriormente hemos mostrado que Smyd4 en mamiferos se expresa en musculo, tanto a
nivel de transcrito como de proteina, es muy posible que también se localice en el
sarcomero, si bien, desconocemos si tendria un papel tan relevante en su organizaciéon
como el demostrado para Smyd1 y Smyd2 en vertebrados (Du et al., 2014).

En las proteinas SMYD la localizacién diferencial entre ntcleo y citoplasma parece
regulada por el tiempo en el desarrollo asi como por el tipo de tejido (Sims et al., 2002,
Thompson and Travers, 2008, Berkholz et al., 2014), poniendo en evidencia que no son
unicamente proteinas con funcidén de reguladores transcripcionales en el nucleo, y que la
diversidad de funciones que se han venido atribuyendo a esta familia de proteinas en
nucleo y/o citoplasma (Leinhart and Brown, 2011, Du et al., 2014), deben estar reguladas
de una forma espacio-temporal.

Con el fin de determinar la relevancia funcional de cada uno de los genes Smyd4 en D.
melanogaster, y para comprobar si son redundantes o no, llevamos a cabo el silenciamiento
de la expresion de cada uno de los cuatro genes de la clase Smyd4. El fundamento se basa
en que si estos genes son redundantes, la interferencia de cada gen individual no deberia
dar lugar a un fenotipo anormal. La expresion del RNAI para silenciar de forma ubicua y
temprana mediante el driver Act5c-Gal4, produce una fuerte reduccion de la viabilidad en
el caso de los genes CG1868 y CG14122; mientras que para los otros dos genes solo hay
una leve dismincion de la viabilidad, siendo mas evidente para CG7759 (Figura 28). Por
tanto, al menos los genes CG1868 y CG14122, no son redundantes, son esenciales para el
desarrollo normal de D. melanogaster, y corresponden a un representante de cada uno de
los dos grupos transcripcionales que anteriormente habiamos observado (Figura 26). La
letalidad debida al silenciamiento del gen CG14122 fue previamente descrita (Thompson
and Travers, 2008), aunque empleando otras lineas de moscas de RNAi, por lo que

nuestros resultados confirman sus observaciones.
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Figura 28. Estudio de viabilidad del silenciamiento de los genes Smyd4 en D. melanogaster. Mediante el sistema
Gal4/UAS se silencid la expresion de cada uno de los genes Smyd4 en toda la mosca, usando el driver Act5c-
Gal4; se cruzaron moscas ActSc-Gal4/Cyo;UAS-Dcer2 con diferentes lineas de mosca conteniendo en
homozigosis el RNAi especifico para cada gen Smyd4. En el grafico se muestra la media de la descendencia
observada (en %) a partir de dos cruces independientes, en los que se analizaron un total de 418, 464, 264 y 622
individuos en la descendencia de los cruces del RNAi de los genes CG1868, CG8378, CG14122 y CG7759
repectivamente. Las barras blancas corresponden a individuos que no portan el driver Act5c-Gal4 y que por
tanto no expresan el RNAi, mientras que las barras negras indican aquellos individuos que llevan el driver y
por tanto, en los que se produce el silenciamiento de los genes indicados. Si no se afectara a la viabilidad, se
esperaria en la descendencia que la mitad de las moscas nacidas fueran Cyo y la otra mitad no Cyo (que
expresasen el RNAi).

La multiplicidad de genes Smyd4 en D. melanogaster plantea la pregunta de por qué
tantos de ellos. Hemos comprobado que los patrones de expresion de los cuatro genes
estan altamente regulados y que no se superponen completamente, lo que en principio
descartaria que su expansion se deba Unicamente para asegurar altos niveles de
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expresion. Los experimentos de knock-down indican que no hay redundancia funcional
entre todos ellos, ya que el silenciamiento de los genes individuales siempre resulta en
alguna clase de fenotipo (ya sea afectando la viabilidad o provocando otros fenotipos,
como se vera en la siguiente seccion). En un andlisis de RNAi sistematico de todo el
genoma en Caenorhabditis elegans, se vio que el enmascaramiento de fenotipo por genes
duplicados era menos comun de lo esperado (Woods et al., 2013). Puede que la expansion
de la clase Smyd4 tenga un valor adaptativo en el linaje de los artropodos, y que las
diferentes copias de Smyd4 hayan sufrido una especializaciéon anatémica o molecular. Al
igual que se ha evidenciado para otros miembros de la familia Smyd en vertebrados
(Leinhart and Brown, 2011), es posible que la clase Smyd4 tenga un papel importante en el
control epigenético de la expresion génica. De hecho, en hormigas se han encontrado
diferencias en la expresion de genes Smyd en funcion de la casta y la etapa del desarrollo;
asi, por ejemplo, identificaron la sobreexpresion de un homologo de Smyd4 (Hsal_08142)
en hormigas obreras no reproductoras (Bonasio et al.,, 2010). Por otro lado, el gen
CG14122, uno de los homologos de SMYD4 en D. melanogaster, puede actuar como
represor transcipcional interaccionando con proteinas HDACs (Thompson and Travers,
2008). En su conjunto, los genes Smyd parecen tener un papel crucial en el control
transcripcional también en invertebrados, como bien se ha demostrado para el homdlogo
de SMYDS5 en D. melanogaster (CG3353) (Stender et al., 2012).

3.2.3.5 Los genes Smyd4 de D. melanogaster son importantes para el desarrollo
normal del PNS

En D. melanogaster, la retina es parte del sistema nervioso periférico y es ampliamente
empleada como modelo para estudiar neurodegeneracion (Hirth, 2010). Con el fin de
determinar si los genes Smyd4 en D. melanogaster tienen algin papel en el PNS, llevamos a
cabo el silenciamiento especifico de la expresion de cada uno de los diferentes genes
Smyd4 en el ojo de D. melanogaster, mediante el driver GMR-Gal4, para analizar la
morfologia externa del ojo en moscas jovenes, de menos de una semana de edad (Figura
29) y en moscas de cinco semanas de edad (Figura 30). En el control (fila superior de las
Figuras 29 y 30), se puede observar la morfologia externa normal del ojo compuesto, con
las lentes en forma de ctipula en una disposicion de mosaico hexagonal y con las quetas
interomatidiales. El silenciamiento especifico de cada uno de los genes Smyd4 afecta a la
apariencia externa del ojo, aunque el grado de afectacién varia en funcidén del gen
silenciado. El fenotipo mads fuerte se obtiene con el RNAi del gen CG1868, donde se
observa una gran desorganizacion en comparacién con el control, e incluso aparecen
eventos de fusion de omatidios, asi como la falta de quetas (tanto por desocupacion como
por inexistencia). El fenotipo mas sutil se observa en el RNAi del gen CG8378, con una
leve desorganizacion y con la presencia de omatidios no hexagonales. El fenotipo
observado tanto para el RNAi del CGI4122 como del CG7759 es intermedio a los
anteriores, con desorganizacion, omatidios irregulares, con pérdida de quetas e incluso
alguna presencia de quetas supernumerarias. Los fenotipos se ven ligeramente
potenciados en moscas de mayor edad (Figura 30) debido posiblemente a los efectos
adicionales del envejecimiento.
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Figura 29. Alteracién de la morfologia externa del ojo en moscas de menos de una semana debido al
silenciamiento de los genes Smyd4. Microscopia electrénica de barrido de la superficie del ojo de moscas que
sobreexpresan en ojo, mediante el driver GMR-Gal4, los RNAi de cada uno de los genes indicados. Como
control se ha empleado la sobreexpresién de GFP. Se muestran tres magnificaciones diferentes para cada uno
de los genotipos.
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Figura 30. Alteracion de la morfologia externa del ojo en moscas de cinco semanas debido al silenciamiento de
los genes Smyd4. Microscopia electrénica de barrido de la superficie del ojo de moscas que sobreexpresan en
ojo, mediante el driver GMR-Gal4, los RNAi de cada uno de los genes indicados. Como control se ha empleado
la sobreexpresion de GFP. Se muestran tres magnificaciones diferentes para cada uno de los genotipos.

Habiendo analizado el efecto sobre la superficie externa del ojo, quisimos comprobar
cudles son las consecuencias en la parte interna del ojo analizando cortes semifinos. Cada
omatidio estd conformado por neuronas fotorreceptoras y células accesorias. Los
fotorreceptores se caracterizan por sus rabddmeros y que son facilmente reconocibles
mediante microscopia a partir de cortes semifinos. En un ojo normal en D. melanogaster, en
cada plano de corte se identifican siete neuronas fotorreceptoras por omatidio (Figura 31).
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Sin embargo, tomando como referencia el gen CG1868 como representante de Smyd4, su
silenciamiento provoca pérdida de fotorreceptores y degeneracion de los omatidios
(Figura 31).

Control RNAi CG1868

ot

Figura 31. Andlisis de los omatidios. En la parte de la izquierda se muestra una representacion de un omatidio
(modificado de Katz y colaboradores (Katz and Minke, 2009)), en los que se identifican los rabdémeros de los
siete fotorreceptores presentes en cada plano de corte. A la derecha se observa una imagen correspondiente a
cortes semifinos de ojos de moscas de cinco semanas en los que se ha interferido en ojo, mediante el driver
GMR-Gal4, la expresion del gen CG1868. Como control se han empleado moscas wt (OrR).

Los resultados obtenidos sugieren que los genes Smyd4 son importantes para el
desarrollo normal del ojo de D. melanogaster, usado como modelo del PNS. Ademas, en
este tejido ninguno de los cuatro genes Smyd4 de D. melanogaster parecen dispensables, ya
que el silenciamiento de cada uno de ellos provoca alteraciones en la morfologia externa
del ojo. Teniendo en cuanta que la pérdida o alteracion de los rabddémeros refleja la
neurodegeneracion de las neuronas fotorreceptoras (Sang and Jackson, 2005), el fenotipo
observado evidencia el papel de Smyd4 en el PNS, al menos en D. melanogaster. Hasta la
fecha no se ha definido ningin papel de las proteinas Smyd en sistema nervioso, sin
embargo, existen evidencias que sugieren un posible papel en dicho tejido. En el
trabajo de Liu y colaboradores, en la linea de neuroblastoma de ratéon Neuro2a al inducir
su diferenciacién por gangliésidos mediante la sobreexpresion de GD3 sintasa, de entre
los diez genes que identificaron en los que aumentaba su expresidn, aparece el transcrito
denominado Ganglioside-induced differentiation-associated protein 4 (GDAP4), codificado por
el locus de Smyd4 (Liu et al., 1999). En este mismo estudio se identifico GDAPI, gen cuyas
mutaciones son responsables de varias formas de la neuropatia de CMT (Cuesta et al.,
2002, Claramunt et al., 2005). Ademas, el hecho de que la supresion de SMYD4 en
humanos esté relacionada con el desarrollo de un tipo de tumor cerebral denominado
meduloblastoma (Northcott et al., 2009), hace pensar que pueda desempenar alguna
funcion en dicho tejido. Ciertos hallazgos en SMYD5 también suponen una prueba de ello.
SMYDS5 fue inicialmente identificado como un gen de respuesta al 4cido retinoico (Shago
and Giguere, 1996), una molécula implicada, entre otras funciones, en el desarrollo,
regeneracion y mantenimiento del sistema nervioso (Maden, 2007). Alteraciones del
homologo de SMYDS5 en D. melanogaster (CG3353), produce defectos en el nimero de
neuronas de los denominados mushroom bodies, unas subestructuras del cerebro de D.
melanogaster esenciales para la memoria (Nicolai et al., 2003). Con todo, es posible que en
vertebrados, los genes SMYD también puedan tener un papel relevante en el sistema
nervioso.

3.2.3.6 La sobreexpresion de la proteina humana SMYD4 WT o la forma mutante
p-K82E, provoca la pérdida de fotorreceptores

Analizamos el efecto de la sobreexpresion de hSMYD4 WT o la forma mutante p.K82E
en el ojo de D. melanogaster utilizando la linea GMR-Gal4. Si tiene algun efecto adverso
sobre los fotorreceptores, se producird la degeneraciéon de este tipo neuronal, lo que
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permitira observar un niumero menor de fotorreceptores por omatidio en los ojos adultos.
Como se puede ver en la Figura 32, la sobreexpresion tanto de hSMYD4 como de la
proteina mutante p.K82E provoca la pérdida de fotorreceptores en comparacion con el
control. Este resultado sugiere que un exceso de funcion de SMYD4, como el producido
mediante su sobreexpresion, resulta perjudial en el ojo de D. melanogaster, produciendo
cierta neurodegeneracion. Sin embargo, no se observan diferencias cualitativas entre los
efectos producidos por la sobreexpresion de la forma mutante SMYD4 p.K82E respecto de
la forma WT.
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Figura 32. Analisis de fotorreceptores. Cortes semifinos de ojo de moscas adultas de 5 semanas que
sobreexpresa en ojo, mediante el driver GMR-Gal4, hSMYD4 WT o p.K82E. Como control se ha empleado la
sobreexpresion de GFP.

Las proteinas SMYD son reguladores fundamentales del desarrollo y funcién del
musculo esquelético y cardiaco (Du et al., 2014). Actualmente tienen una gran relevancia
en patologia por su implicacion en cancer., ya que su expresion se ha visto desregulada en
multiples tipos de cancer (Hu et al., 2009, Komatsu et al., 2009, Cho et al., 2012, Luo et al,,
2014, Mazur et al., 2014, Sakamoto et al., 2014). La expresién de SMYD2 est4 incrementada
en carcinoma de células escamosas de esofago (ESCC, acronimo en inglés) y en cancer
relacionados con p53, y su silenciamiento inhibe la proliferacion celular tumoral (Komatsu
et al., 2009, Cho et al., 2012, Sakamoto et al., 2014, Komatsu et al., 2015). SMYD3 esta
sobreexpresado en mds de 14 tipos de cancer, como cancer de mama, colon, prdstata,
pulmoén y de pancreas (Hamamoto et al., 2004, Hamamoto et al., 2006, Wang et al., 2008b,
Luo et al.,, 2009, Luo et al., 2010, O'Byrne et al., 2011, He et al., 2012, Liu et al., 2013, Dong
et al.,, 2014, Luo et al., 2014, Sponziello et al., 2014, Vieira et al., 2014). Su sobreexpresion se
correlaciona con un mal prondstico, y se ha demostrado que su represion inhibe el
crecimiento tumoral (Hamamoto et al., 2004, Chen et al., 2007, Luo et al., 2009, Luo et al.,
2010, He et al., 2012, Josse et al., 2012, Dong et al., 2014, Sponziello et al., 2014). Es por ello
que se han convertido en nuevas dianas terapéuticas (Wagner and Jung, 2012, Colon-
Bolea and Crespo, 2014, Peserico et al., 2015).

Ademas del cancer, se han relacionado proteinas SMYD en otros procesos patologicos.
Se ha identificado la sobreexpresion de SMYD1 en el sindrome del corazén izquierdo
hipoplasico (HLHS, acrénimo en inglés), un defecto cardiaco poco frecuente que se
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caracteriza por un menor desarrollo de las estructuras que conforman el lado izquierdo
del corazén (Gambetta et al., 2008). Recientemente se ha vinculado a SMYD3 en atrofia del
musculo esquelético (Proserpio et al., 2013). En modelos inducidos, tanto celular como
animal, de atrofia del musculo esquelético se detecta la sobeexpresidon especifica de
Smyd3, lo que produce la activacion de la expresion del gen de la miostatina que
desempefia un papel inhibitorio en el crecimiento del musculo esquelético; mientras que
ademas, la represion de Smyd3 previene la induccion de la atrofia muscular (Proserpio et
al., 2013).

Sin embargo, hasta la fecha no se ha relacionado ninguna proteina SMYD en
neuropatias. En la familia f{CMT-266, combinando estrategias genéticas complementarias
como son el cartografiado gendmico y el ligamiento genético junto con la secuenciacion
masiva, identificamos la mutacion SMYD4 p.K82E como principal candidata de ser
responsable de la neuropatia hereditaria. Hemos demostrado que SMYD4 se expresa,
tanto a nivel de mensajero como proteico, en sistema nervioso, incluyendo una fuerte
expresion en DRG de embriones de ratén. Ademads, hemos puesto en evidencia que
SMYD#4 tiene un papel relevante en el PNS de D. melanogaster, ya que su silenciamiento
conduce a la degeneracion de neuronas fotorreceptoras asi como a la desorganizacion de
los omatidios. El hecho de que la supresion de SMYD4 en humanos esté relacionada con
el desarrollo de un tipo de tumor cerebral denominado meduloblastoma (Northcott et al.,
2009), hace pensar que pudiera desempenar alguna funcion en sistema nervioso. Ademas,
ratones knock-out homozigoticos para el gen Smyd4 (Smyd4tmeEUCOMMWED = generados y
fenotipados por el consorcio internacional Mouse Genomes Project (datos incluidos
actualmente en el International Mouse Phenotyping Consortium), presentan un
comportamiento anormal en pruebas de campo abierto, exhibiendo una mayor distacia
recorrida en la periferia, un menor tiempo en reposo en el centro y con una mayor
velocidad media en el centro, lo que podria sugerir la presencia de alteraciones
neuroldgicas (http://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:2442796).

Desconocemos cuales son las consecuencias moleculares y celulares de la mutacion
SMYD4 p.K82E. Hemos descartado que la mutacion afecte de forma relevante a la
capacidad represora transcipcional de SMYD4 y a la interaccion con la HSP90; sin
embargo, no sabemos como puede influir en otras posibles funciones de SMYD4. Cada
vez mas se estan identificando nuevas funciones en las proteinas SMYD, algunas de ellas
inesperadas (Deuker and McMahon, 2014). Una de sus funciones mas destacadas que se
han descubierto recientemente en las proteinas SMYD es su papel en sefalizacién. No
s0lo pueden regular los niveles de expresion de importantes dianas implicadas en
sefializacion (Hamamoto et al., 2004, Hu et al., 2009), sino que ademas, recientemente se
ha evidenciado que pueden tener un papel central y directo en sefializacion (Hamamoto
et al., 2015), como es el caso de SMYD3, que es capaz de incrementar la sefalizacion de las
MAP kinasas (Deuker and McMahon, 2014, Mazur et al., 2014). La metilacion especifica
de la MAP3K2 en la lisina 260 por SMYD3, impide su unién con el complejo de la
fosfatasa PP2A, un regulador negativo clave de la ruta de las MAP kinasas, lo que
provoca la potenciacion del mddulo de sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK (Mazur et al.,
2014). También se ha demostrado la implicacion de proteinas SMYD en la modulaciéon
directa de receptores tirosina-kinasa (RTK), como la metilacién del vascular endothelial
growth factor receptor 1 (VEGFR1) por parte de SMYD3, que supone otro claro ejemplo
del papel central de las SMYD en sefializacion. SMYD3 potencia la actividad kinasa del
VEGFR1 a través de la metilacion en la posicion K831 localizada en su dominio tirosina-
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kinasa, incrementando asi la transduccion de sefales mediada por VEGFR1 (Kunizaki et
al., 2007).

Para el caso especifico de SMYD4, se ha demostrado que es capaz de regular los niveles
de expresion del RTK platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRA), aunque se
desconoce si puede actuar directamente a nivel proteico sobre dianas implicadas en
sefializacion. En este sentido, se ha visto que el gen CG1868, el homologo mas cercano de
SMYD4 que hemos propuesto en D. melanogaster, es capaz de regular la sehalizacién de
ERK (Friedman et al., 2011). En un estudio genémico funcional en D. melanogaster para
identificar genes implicados en la regulacion de la sefializacion RTK-Ras-ERK, se observo
que el silenciamiento de este gen homologo de SMYD4 provoca la disminucion de la
fosforilacion de ERK, y por tanto, una menor activacion de la ruta. Aunque este resultado
es fruto de un estudio a gran escala y requeriria una validacién adicional, teniendo en
cuenta la implicaciéon de otras SMYD en sefalizacion, como la de SMYD3 en la de
Ras/Raf/MEK/ERK (Mazur et al., 2014) asi como la capacidad de SMYD2 de inhibir la
transduccion de la sefial de la rutas de ERK y NF-«xB (Xu et al., 2015), es muy posible que
sea un efecto especifico relacionado con la funciéon de este homdlogo de SMYD4 en D.
melanogaster y que podria estar conservada hasta en SMYD4 de vertebrados.

Resulta tentador especular si la mutacion SMYD4 p.K82E podria influir de alguna
manera en alguna de las rutas de sefializacion que ya se han visto reguladas por proteinas
SMYD. Se sabe que la ruta de sefalizacion de ERK tiene un papel clave en el sistema
nervioso periférico, controlando la plasticidad de las células de Schwann asi como la
regeneracion del nervio periférico in vivo (Napoli et al., 2012). De hecho, se ha demostrado
que la ruta Raf/MEK/ERK dirige la desmielinizacién de los nervios periféricos y la
respuesta inflamatoria asociada, por lo que se ha propuesto la implicacion de la ruta de
ERK en neuropatias periféricas, particularmente en aquéllas en las que se observa tanto
desmielinizacion como inflamacion (Napoli et al., 2012). Por otro lado, es bien conocida la
importancia de ciertos RTK y sus rutas de sefializacion en la biologia del nervio periférico
asi como su implicacién en neuropatias periféricas, como es el caso de la ruta de ErbB en
la neuropatia de CMT (Chen et al., 2006, Lemke, 2006, Gouttenoire et al., 2013).

Otras de las funciones recientes de las SMYD son aquéllas relacionadas con su papel en
la regulacion de la inflamacién (Stender et al., 2012, De Arras et al., 2013, de Almeida
Nagata et al.,, 2015, Xu et al., 2015). Se ha identificado a SMYD5 como un regulador
negativo del programa genético de la respuesta inflamatoria tanto en D. melanogaster
como en vertebrados. Mediante su asociacion con el complejo co-represor NCoR, regula la
expresion de genes proinflamatorios a través de la trimetilacion H4K20, incluyendo la
represion del toll-like receptor 4 (TLR4) en macrofagos (Stender et al., 2012). También se ha
relacionado a Smyd2 como un regulador de la activacion de los macréfagos, a través de la
modulacién en la produccién de IL-6 y TNF-a (Xu et al., 2015). Parece que los miembros
de las SMYD podrian actuar en la respuesta inflamatoria a través de diferentes
mecanismos moleculares: en macroéfagos, la deplecion de SMYD5 resulta en una respuesta
transcripcional exagerada de genes de respuesta a TLR4, mientras que por el contrario, el
silenciamiento de cada uno de los otros miembros de los SMYD (SMYD1-4) causa una
supresion en la respuesta transcripcional a la activaciéon de TLR4 (Stender et al., 2012).
Ademas, recientemente se ha visto que SMYD3, a través del control epigenético de la
expresion de Foxp3, regula la generacion de células T reguladoras inducidas (iTreg) y la
produccion de IL-17 (de Almeida Nagata et al., 2015). De hecho, en ratones knock-out
condicionales para Smyd3 en células CD4*, se produce una respuesta proinflamatoria
exacerbada y una mayor patogénesis pulmonar tras la infeccion con el virus respiratorio
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sincitial (RSV, acrénimo en inglés) debido a una desregulacion en la produccion de
citokinas desencadenada por la falta de Smyd3 (de Almeida Nagata et al., 2015).

Existen neuropatias inflamatorias esporadicas, causadas por una respuesta inmune
anomala que afecta al sistema nervioso periférico, como por ejemplo la
polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP, acrénimo en inglés),
la forma mas comun de sindrome de Guillain-Barré (van den Berg et al., 2014, Ubogu,
2015). Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos patoldgicos, la AIDP esta
asociada a la infiltracion de macréfagos activados en las vainas de mielina, lo que produce
dafios en la mielina y desmielinizacion, aunque es probable que también estén implicados
otros mecanismos inmunologicos (van den Berg et al.,, 2014). En la mayoria de casos,
infecciones bacterianas o viricas preceden la aparicion de los primeros sintomas (van den
Berg et al., 2014).

También existen neuropatias esporadicas inducidas por infecciones viricas, como las
producidas por el virus de la varicela-Zoster, incluyendo procesos inflamatorios en el
DRG (Fox et al., 2001, Amlie-Lefond and Jubelt, 2009), pero también se han descrito
neuropatias debidas a infecciones por el virus Epstein-Barr, el virus de la hepatitis C o
incluso inducidas por el virus del herpes en pacientes infectados con el HIV (Gavin et al.,
1997, Suarez-Calvet et al., 2010, Biasiotta et al., 2014).

Hay proteinas SMYD capaces de interaccionar con proteinas viricas. Por ejemplo,
SMYD3 interacciona e influye en la localizacién subcelular de la proteina tax del virus
HTLV-1, una proteina capaz de modificar las rutas de sefializacidon asi como el ciclo
celular de las células infectadas (Yamamoto et al., 2011). Ademas, SMYD3 interacciona
con la proteina no estructural NS5A del virus de la hepatitis C, y de hecho, es capaz de
afectar a la produccidon de particulas del virus (Eberle et al., 2014). Por otro lado, la
infeccion de ciertos virus puede afectar a la expresion de genes SMYD. Por ejemplo, el
virus de la hepatitis X produce la sobreexpresion de SMYD3 (Yang et al., 2009), mientras
que el epitopo gp120/V3 del HIV-1 produce la sobreexpresion de SMYD4 (Morou et al.,
2011). Curiosamente, en este ultimo trabajo también se observo un fuerte incremento de la
expresion del gen SEPT9, gen implicado en la neuropatia hereditaria HNA (Morou et al.,
2011).

En algunas formas de neuropatia recurrente hereditaria, fundamentalmente en las
neuropatias de tipo HNA, las crisis se pueden desencadenar por ciertos tipos de estrés,
entre los que se incluyen las infecciones o las inmunizaciones (Chance, 2006). Dada la
clara relacion demostrada entre las proteinas SMYD con la respuesta inflamatoria, asi
como su posible relacion en procesos infecciosos, seria interesante investigar si la
mutacion SMYD4 p.K82E pudiera ser causante de una respuesta inflamatoria anormal en
el PNS que pudiera ser responsable de la neuropatia recurrente presente en la familia
fCMT-266.
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4. Discusion general del Capitulo I

En los ultimos afios se han venido realizando grandes avances relacionados con las
causas genéticas de neuropatias hereditarias en general, identificindose nuevos genes
implicados (Timmerman et al., 2014). Sin embargo, en el caso concreto de las neuropatias
recurrentes hereditarias se sigue conociendo muy poco acerca de sus bases genéticas. Hoy
en dia, en un numero notable de pacientes no se logra el diagndstico genético, siendo
especialmente evidente en los casos particulares de HNA y de eritromelalgia primaria. En
HNA, tinicamente se han descrito mutaciones patoldgicas en el gen SEPT9. En la cohorte
de HNA estudiada por Collie y colaboradores (Collie et al., 2010), tan solo identificaron
mutaciones en SEPT9 en el 55% (30/55) de los casos de HNA, y en al menos tres familias
no obtuvieron ligamiento con el locus 1725 de SEPT9. De hecho, en las diversas series
clinicas, hasta la fecha se ha demostrado que al menos cinco familias HNA no estan
ligadas al locus de SEPT9, por lo que se postula la existencia de otros genes implicados
(van Alfen et al., 2000, Kuhlenbaumer et al., 2001, Watts et al., 2001, Hannibal et al., 2009).
Por otro lado, mutaciones en el gen SCN9A son responsables de una baja proporcion de
los casos de eritromelalgia primaria: Drenth y colaboradores de entre los 15 casos de
eritromelalgia primaria, incluyendo seis casos esporadicos y nueve con antecedentes
familiares, identificaron mutaciones en SCN9A tinicamente en un paciente (Drenth et al.,
2008); se han observado resultados similares en otras series clinicas, por lo que se piensa
que deben haber otros genes implicados en eritromelalgia primaria (Drenth et al., 2008,
Klein et al., 2013b).

En las dos familias presentadas en el presente trabajo, f{CMT-129 y fCMT-266,
habiamos descartado las causas genéticas conocidas hasta la fecha de ser responsable de
este tipo de neuropatias.

Para el caso de la familia f{CMT-129, hemos identificado el locus 2121, que cosegrega
con la neuropatia en la familia, implicado en la enfermedad y que debe albergar la
mutacion causal. De identificarse otras familias en las que la neuropatia cosegregue con
marcadores de la region del cromosoma 21, se podria acotar mas la region y recurrir a
estrategias de secuenciacion masiva que permitan secuenciar todas la region para
identificar la mutacion.

En la familia f{CMT-266, a través de cartografiado gendémico y andlisis de ligamiento y
combinando con WES, hemos identificado la mutacion p.K82E en SMYD4 como principal
candidata de ser responsable de la neuropatia en esta familia. Para tener mayor apoyo de
la causalidad de esta mutacion, se requiere identificar mutaciones en dicho gen en otras
familias con un cuadro clinico similar al de la f{CMT-266. Hasta la fecha, hemos podido
analizar otras familias sin diagndstico genético afectadas por neuropatias recurrentes
hereditarias. Por un lado dos familias facilitadas por el grupo de investigacion del Dr.
Vincent Timmerman (Molecular Genetics Department, VIB, University of Antwerp,
Amberes, Bélgica), diagnosticadas de padecer HNA, negativas para mutaciones en SEPT9
y en las que incluso previamente se habia descartado ligamiento para el locus SEPT9.
Ademas, se han estudiado dos casos procedentes del Hospital Universitari i Politecnic La
Fe de Valencia, remitidos por el Dr. Juan Vilchez, con cuadros clinicos compatibles con
neuropatia de fibra fina y que han sido negativos para mutaciones en SCN9A. En todos
estos casos hemos realizado un rastreo mutacional en los exones y en las regiones
intrénicas flanqueantes de SMYD4, sin resultados positivos. Seguimos en contacto con
grupos de investigacion relacionados a la espera de disponer de otras familias con
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cuadros clinicos compatibles al observado en la familia f{CMT-266. También estamos en
contacto con grupos con series clinicas grandes de neuropatias hereditarias que disponen
de sus propias bases de datos de secuenciaciéon de exoma por si se identifican mutaciones
candidatas en el gen SMYD4.

La implementacion y las mejoras de tecnologias de secuenciacion masiva,
especialmente las de WES ha permitido un gran avance en la identificacion de nuevos
genes implicados en enfermedades mendelianas. Hasta febrero de 2015, se han
descubierto un total de 2.937 genes implicados en 4.163 enfermedades mendelianas
(Chong et al., 2015). A pesar de este avance sigue siendo una ardua tarea la identificacion
de wuna mutacion causal. Todavia se desconocen los genes implicados en
aproximadamente el 50% de todas las enfermedades mendelianas descritas, y muchas
mas condiciones genéticas permanecen todavia sin reconocer (Chong et al.,, 2015). En
muchas ocasiones las mutaciones pueden no estar localizadas en regiones exonicas que
serian imposibles de detectar mediante WES. Es por ello que poco a poco se tiende a
aplicar estrategias de WGS a medida que la tecnologia y los costes lo estan permitiendo.

Existe una tendencia creciente de establecer consorcios colaborativos internacionales en
los que se agrupan en bases de datos conjuntas los resultados de secuenciacion mediante
WES y WGS procedentes de multitud de pacientes con enfermedades hereditarias
relacionadas, donde facilmente se puedan comprobar variantes patologicas comunes en
familias con fenotipos clinicos similares, facilitando asi el descubrimiento de nuevos genes
implicados en enfermedades humanas que de otra forma seria casi imposible identificar
(Gonzalez et al., 2013, Gonzalez et al., 2015, Philippakis et al., 2015).

72



Capitulo I Conclusiones

5. Conclusiones del Capitulo I

1. En las familias fCMT-129 y fCMT-266, en las que previamente habiamos
descartado las posibles causas genéticas conocidas, y que por tanto constituyen nuevas
formas de neuropatias recurrentes hereditarias, hemos identificado nuevos loci no
relacionados con neuropatias hasta la fecha, en el cromosoma 21q21 en la f{CMT-129 y en
el cromosoma 17p13.3 en la {CMT-266.

2. En la familia f{CMT-129 hemos descartado mutaciones en los exones y en las
regiones intrénicas flanqueantes de todos los genes que codifican a proteinas y miRNAs
contenidos en la region candidata, asi como la presencia de grandes deleciones y/o
duplicaciones en dicha region. Por tanto, las bases moleculares precisas de esta nueva
forma de neuropatia recurrente hereditaria siguen sin conocerse.

3. En la familia fCMT-266 hemos identificado en la regién candidata la mutacion
novel SMYD4 p.K82E, y por tanto, proponemos dicha mutaciéon como la principal
candidata de ser responsable la neuropatia. Hasta la fecha no se habia relacionado este
gen con enfermedades hereditarias en general ni con neuropatias en particular.

4. Los estudios evolutivos de la familia de las proteinas Smyd en metazoos nos han
permitido subdividir la familia en tres clases principales: Smyd3, Smyd4, Smyd5, y con la
presencia adicional de la clase artropodo-especifica SmydA. Este estudio supone el primer
analisis filogenético exhaustivo de esta familia proteica y nos ha servido para identificar
en D. melanogaster la presencia de cuatro genes homdlogos del gen SMYD4 humano. Los
estudios de expresion asi como los estudios funcionales sugieren que, a pesar de la
multiplicidad de la clase Smyd4 en esta especie, no son redundantes y de hecho, dos de
estos genes homologos (CG1868 y CG14122) son esenciales para su viabilidad.

5. La expresion de SMYD4 estd presente en el sistema nervioso periférico en
mamiferos y los estudios especificos empleando el organismo modelo D. melanogaster
apoyan el hecho de que juegue un papel en este tejido. Mediante estudios funcionales
hemos demostrado que SMYD4 puede actuar como represor transcripcional, asi como
interactuar con la proteina HSP90 en el citoplasma. Desconocemos el efecto de la
mutacion SMYD4 p.K82E. Se requieren evidencias adicionales para confirmar la
causalidad de esta mutacion.
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BUSQUEDA DE MODIFICADORES GENETICOS EN LA NEUROPATIA DE
CHARCOT MARIE TOOTH CMT2K DEBIDA A MUTACIONES DOMINANTES
EN EL GEN GDAPI.
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1. Introduccion del Capitulo II

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth: clinica y clasificacion

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es el trastorno neuromuscular
hereditario mas frecuente. Fue inicialmente descrita en 1886 por Jean-Martin Charcot y
Pierre Marie en Francia, y Howard Henry Tooth, en Inglaterra, quienes simultdneamente
identificaron y describieron una nueva forma de atrofia muscular progresiva con caracter
familiar que denominaron "atrofia muscular peroneal”, lo que hoy conocemos por
enfermedad de CMT. Aunque la gravedad de los sintomas al igual que la progresién de
éstos es muy heterogénea, la enfermedad suele debutar durante la primera o segunda
década de la vida, y los pacientes suelen cursar con atrofia muscular distal progresiva en
las piernas, disminucion del reflejo osteotendinoso, deformidades en los pies, y marcha de
tipo equina. A medida que progresa la enfermedad, las manos y los antebrazos también se
pueden ver afectados. En general, CMT no es una enfermedad fatal, los pacientes tienen
una esperanza de vida normal, y aunque suelen requerir aparatos ortopédicos, el uso de
silla de ruedas es raro (Reilly et al., 2011). Sin embargo, las formas de inicio temprano
suelen predecir una enfermedad mads grave.

Se utiliza la escala CMTNS (acrénimo en inglés de CMT neuropathy score) para
cuantificar la discapacidad de los pacientes de CMT, y se divide en leve (CMTNS < 10),
moderada (CMTNS 11 a 20) y severa (CMTNS > 21). Los pardmetros empleados para
determinar el valor en la escala incluyen sintomas sensitivos y motores en piernas y
brazos, sensibilidad algésica, vibracion, fuerza en piernas y brazos, potenciales de accion
muscular compuesto (CMAPs, acrénimo en inglés) y potenciales de accidn sensitivos del
nervio (SNAPs, acronimo en inglés) (Shy et al., 2005). La sensibilidad de la escala CMTNS
ha sido mejorada con una segunda version denominada CMTNS2 (Murphy et al., 2011).

Atendiendo a los estudios electrofisioldgicos e histopatologicos, la enfermedad de
CMT se puede clasificar en tres grupos principales: (i) desmielinizante o tipo 1 (CMT1),
caracterizado por una velocidad de conduccion nerviosa (VCN) menor de 38 m/s y
defectos primarios en la célula de Schwann con proliferaciéon anémala de formaciones
mielinizantes con aspecto de “bulbo de cebolla”; (ii) axonal o tipo 2 (CMT2), en la que la
VCN se ve conservada o débilmente reducida (>38 m/s) y los defectos patoldgicos
evidencian una degeneracion cronica axonal; y (iii) una tercera forma intermedia (I-CMT),
caracterizada histologicamente por tener un fenotipo mixto entre CMT1 y CMT2, y con
una VCN entre 30-40 m/s (Pareyson et al., 2006, Barisic et al., 2008).

CMT se caracteriza por poseer una gran heterogeneidad genética, tanto por el nimero
de genes/loci implicados, como por el patréon de herencia que presenta, pudiendo ser
autosdmico dominante, autosdmico recesivo o ligado al cromosoma X (dominante o
recesivo), e incluso se ha descrito la implicacion de mutaciones en el gen mitocondrial
MT-ATP6A (Pitceathly et al., 2012). CMT también puede deberse a mutaciones de novo.
Hasta la fecha se han identificado mas de 60 genes/loci implicados en CMT (Tabla 12),
todos ellos relacionados con la biologia y mantenimiento de los nervios periféricos,
desempefiando funciones muy diversas, que pueden ir desde la compactacion y
mantenimiento de la mielina hasta transporte axonal, mantenimiento del citoesqueleto o
las funciones mitocondriales entre otras (Patzko and Shy, 2011, Rossor et al., 2013, Harel
and Lupski, 2014). A pesar de la heterogeneidad genética de CMT vy las diferentes
funciones que realizan las proteinas implicadas, el fenotipo clinico comin en la
enfermedad es la consecuencia de una degeneraciéon y lesion axonal de los nervios
periféricos, afectandose principalmente los nervios mas largos. Con todo, la clasificacion
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actual comprende diferentes subtipos de CMT teniendo en cuenta tanto los criterios
neurofisiologicos clasicos asi como los genes implicados y el patréon de herencia (Tabla 12;
http://neuromuscular.wustl.edu/index.html).

Tabla I2. Formas clinicas, patrén de herencia y gen asociado en la enfermedad de CMT

CMT & HMSN: Demyelinating
Dominant
CMT 1A: PMP-22; 17p12
CMT 1B: Py protein; 1923
CMT IC: LITAF; 16p13
CMT 1D: EGR2; 10g21
CMT 1E (Deafness)
PMP-22: 17p12
Py protein: 123
CMT 1F: NEFL; 8p21
CMT1: FBLNS; 14q32
HNPP
PMP-22 (Deletion or Point); 17p12
KARS: 1623
HMSN 3 (Dejerine-Sottas)
PMP-22; Py; 8g23; EGR2
Thermosensitive
PNS & CNS hvpomyelin: SOX10; 22q13
Sensory PN + Hearing loss: GJB3; 1p34
Hypomyelination: ARHGEF10; 8p23
CMT-DIF: GNB4; 3q26
HMSN: HARS; 5¢31
HMSN: PMP2; 8q21

Recessive: Also AR-CMTI1
CMT 4A: GDAP1; 8q21
CMT4B1: MTMR2; 11q22
CMT 4B2: SBF2; 11p15
CMT 4B3: SBF1; 22q13
CMT 4C: SH3TC2 (KIAA1985); 5q32
CMT 4D (Lom): NDRGI; 8q24
CMT 4E: EGR2; 10g21
CMT 4F: Periaxin; 19q13
HMSN-Russe (4G): HK1; 10q22
CMT 4H: FGD4; 12q12
CMT 4J: FIG4; 6q21
CMT4: SURF1; 9934
HMSN 3 (Dejerine-Sottas)
Pg: PMP-22; EGR2; Periaxin
HMSN + Juvenile glaucoma
Cataracts (CCFDN): CTDP1; 18qter
Cockayne's: 5
Congenital hypomyelinating
Py, PMP-22 & EGR-2
Farber lipogranulomatosis: ASAH; 8p22
CDGla: PMM2; 16p13
Krabbe: GALC; 14931
MLD: ARSA; 22q13
PMP- i i
Refsum's disease
Childhood: PHYH; 10pter-p11.2
Adolescent-Adult: PEX7; 6q22
Infant: PEX1; 7q21
PHARC: ABHD12; 20p11
HMSN +
CNS: Heterogeneous

Neurodegeneration: DNAJC3; 13¢32

mi 1

Xlinked
1 (Males): GIB1 (CX32); Xql3
P ey

CMT & HMSN: Axonal

Dominant

CMT 2A2: MFN2; 1p36
?CMT 2A1: KIF1B; 1p36
CMT 2B: RAB7; 3q21

CMT 2C: TRPV4; 12q24
CMT 2D: GARS; 7pl14
CMT 2E: NEFL; 8p21

CMT 2F/ Distal HMN: HSPB1; 7q11
CMT 2G: 12q12

CMT 2I: Py; 1922

CMT 2J: Py, 1922

CMT 2K: GDAPI; 8q21
CMT 2L: HSPBS; 12924
CMT 2M: DNM2; 19p13
CMT 2N: AARS; 16q22
CMT 20: DYNC1HI; 14932
CMT 2P: LRSAMI; 9¢33
CMT 2Q: DHTKDI:; 10p14
CMT 2T: DNAIB2; 2935
CMT 2U: MARS; 12q13
CMT 2V: NAGLU; 17q21
CMT 2: VCP; 9p13

CMT 2: TGF; 3q12

Giant axonal 2: DCAFS8; 1q22
HMSN-Proximal: TFG; 3q12
HMSN: HARS:; 5931

CMT2 + Pyramidal

HMSNS: 4q34

MEN2; 1p36

KIF5A: 12q13
HMSN + Optic atrophy
HMSN + fin

By

Connexin-31 (GIB3)

Eve + Ear dysfunction
HMSN6A (+ Optic): MFN2; 1p36
HSMN + Ulcero-mutilation
HSANI

SPTLC1: 9922

SPTLC2: 14¢24
HMSN: SPTLC3; 20p12
HSMN + Ataxia: IFRDI; 7q31
HMN 5B: BSCL2; 11q13
CFEOM3: TUBB3; 16924

Recessive

AR-CMT2

A: Lamin A/C; 1922

B: MED25; 19q13.3

E/Distal HMN: HSPB1; 7q11-g21

H/Pyramidal signs: 8q21.3

K/Hoarseness: GDAPI1; 8q21

P: LRSAM1: 9933

R: TRIM2; 4931

S: IGHMBP2; 1113

HSJI; 2935
Acrodystrophy: ATSV; 2q37
Andermann: KCC3; 15¢q13
Ataxia + Neuropathy: TDP1; 14g31
Early onset

Lethal Neonatal

Neuroaxonal dystrophy: PLA2G6; 22q13

Quvrier

Optic: MFN2; 1p36

CMT2R: TRIM2; 4q31

i

Severe: NEFL; 8p21
Giant axonal: Gigaxonin; 16923
Neuromyotonia: HINT1; 5q31
Optic neuropathy

& .

HMSN6B: SLC25A46; 5922
Syndromes: HM SN+

Childhood onset

CNS

Deafness

X-linked

Semi-Dominant
1: GIB1 (CX32); Xql13
6: PDK3; Xp22

Recessive
2: Xp22.2
3:7Xq26
4 (Cowchock): AIFM1; Xq26
5: PRPSI; Xq22
Sensory PN + Deaf: Xq23

Mitochondrial: MT-ATP6

CMT + Intermediate NCV
Dominant

CMT DIA: 10924
CMT DIB: DNM2:; 19p13
CMTDIC: YARS; 1p35
CMT DID: Py; 19422
CMT-DIE: INF2; 14932
CMT-DIF: GNB4; 3q26

CMT 2E: NEFL; 8p21

Hypomyelination: ARHGEF10; 8p23
Recessive

CMT RIA: GDAPI; 8g21.1

CMT RIB: KARS; 16¢23

CMT RIC: PLEKHGS; 1p36

CMT RID: COX6A1; 12q24

CMT XI: DRP2; Xq22

Ademas del hecho de que un mismo tipo de CMT puede deberse a mutaciones en
diferentes genes (por ejemplo, mutaciones en MFN2 o en RAB7 causan CMT2), también
hay que considerar que mutaciones en el mismo gen pueden conducir a diferentes formas
de CMT. Este es el caso del gen GDAP1 (ganglioside-induced differentiation-associated protein
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1). Las mutaciones en GDAP1, que constituyen unas de las causas mas frecuentes de CMT
en poblacidn espafnola (Sivera et al., 2013), causan diferentes formas de CMT (Tabla 12):
autosdmico recesivo desmielinizante (CMT4A, MIM 214400) (Baxter et al., 2002),
autosomico recesivo axonal (AR-CMT2K, MIM 607831) (Cuesta et al., 2002), autosdomico
recesivo intermedio (RI-CMTA, MIM 608340) (Nelis et al., 2002, Senderek et al., 2003), o
autosémico dominante axonal (CMT2K, MIM 607831) (Claramunt et al., 2005), mostrando
la complejidad alélica de las mutaciones en GDAPI. Al igual que pasa en otras
enfermedades mendelianes, las formas de CMT debidas a mutaciones recesivas en
GDAPI se caracterizan por ser mas graves que las dominantes. CMT2K, que se presenta
con un fenotipo clinico de leve a moderado, puede cursar con una gran variabilidad
intrafamiliar debido a la existencia de penetrancia incompleta y expresividad variable
(Sivera et al., 2010, Zimon et al., 2011, Manganelli et al., 2012). Asi, se conocen desde
portadores asintomaticos hasta enfermos con un cuadro clinico mas grave en una misma
familia, siendo todos ellos portadores de una misma mutacién dominante en GDAPI. Es
en este contexto donde se pone de manifiesto la existencia de modificadores genéticos que
pueden contribuir a las consecuencias fenotipicas de las mutaciones causales y justificar,
en mayor o menor grado, la variabilidad clinica observada.

Modificadores genéticos en CMT

A pesar de que la mayoria de los pacientes de CMT1A presentan la misma duplicacion
de la regidon cromosdmica 17p11.2, existe una amplia gama de grados de gravedad de la
enfermedad tanto dentro como entre las familias en términos de la edad de inicio,
debilidad y atrofia, VCN y sintomas sensitivos. Mientras que algunos pacientes pueden
tener importantes deformidades esqueléticas, con debilidad proximal severa y pueden
requerir el uso de silla de ruedas, otros pueden permanecer asintomaticos (Pareyson and
Marchesi, 2009). De hecho, en un estudio con 119 pacientes CMT1A se vio que
aproximadamente el 25% de los casos eran asintomaticos (Birouk et al., 1997). Se piensa
que la mayor parte de la variabilidad de la enfermedad en CMT1A se debe a factores
genéticos, con la influencia de modificadores genéticos, aunque la existencia de casos de
gemelos idénticos con fenotipos dispares indica que otros factores, como epigenéticos,
estocasticos y ambientales puedan también influir (Pareyson and Marchesi, 2009), e
incluso la combinacién con otras patologias, como la diabetes, puede empeorar el fenotipo
en CMT1A (Sheth et al., 2008).

Es precisamente en CMTIA donde se estan dedicando mas esfuerzos en la
identificacion de modificadores genéticos. Recientemente se ha propuesto el locus SH3TC2
como candidato a ser modificador de la severidad en CMT1A, ya que se han identificado
polimorfismos en SH3TC2, gen cuyas mutaciones recesivas son responsables de la forma
desmielinizante CMT4C, que se asocian significativamente con variabilidad fenotipica en
CMT1A (Brewer et al., 2014). En la tltima reunién de la Peripheral Nerve Society celebrada
en Quebec (Canada) en junio de 2015, se presentaron entre otros, los ultimos avances en
cuanto a modificadores genéticos en CMT1A: a partir del genotipado de 919 pacientes de
CMT1A procedentes de diez centros del Consorcio Internacional de Neuropatias (INC,
acrénimo en inglés) y de otros dos centros colaboradores se han comenzado estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS, acronimo en inglés), y se estan planificando
estudios basados en secuenciacion masiva para la identificacion de modificadores
genéticos en esta forma de CMT (Tao et al., 2015a, Tao et al., 2015b). En otras formas de
CMT1 las diferencias clinicas entre familias suelen deberse a distintas mutaciones que
varian en su patogenicidad, como es el caso de CMT1B debido a mutaciones en MPZ
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(Sanmaneechai et al., 2015), y aunque pueden haber algunos casos de variabilidad
intrafamiliar, no se ha profundizado en la posible existencia de modificadores.

También se ha postulado la existencia de modificadores genéticos en ciertas formas de
CMT2, donde aparecen claros ejemplos de la existencia de variabilidad intrafamiliar por
presentar penetrancia incompleta y/o expresividad variable, como en las formas debidas a
mutaciones dominantes en los genes BSCL2, GDAP1, MFN2 o TRPV4, o incluso recesivas
como en LMNA (Irobi et al., 2004, Tazir et al., 2004, Del Bo et al., 2008, Sivera et al., 2010,
Klein et al., 2011). Quizas uno de los casos mas llamativos viene dado por TRPV4 debido a
la variabilidad tan extrema que puede haber en una misma familia. En una de las familias
donde se identificaron mutaciones en TRPV4 como responsable de la forma CMT2C, se
puede ver la marcada diferencia de la gravedad de la enfermedad con un paciente
afectado por una debilidad leve y de aparicidon tardia, y la presencia de un fenotipo
mucho mads grave en su hija, con cuadriparesis severa e incluso insuficiencia respiratoria
(Figura I3) (Landoure et al., 2010).
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Figura I3. Variabilidad intrafamiliar en familia CMT2C. Figura extraida del trabajo de Landouré y
colaboradores, donde se pone de manifiesto la extrema variabilidad intrafamiliar en las formas de CMT
debidas a mutaciones dominantes en TRPV4, con la paciente F1.II1.2 con una leve debilidad y con una
aparicion tardia de la enfermedad, mientras su hija F1.IV.4 muestra un fenotipo mucho mas grave, con la
presencia de cuadriparesis severa e insuficiencia respiratoria (Landoure et al., 2010).

Como se ha comentado anteriormente, la variabilidad intrafamiliar es un rasgo
caracteristico de las formas CMT2K debidas a mutaciones dominantes de GDAP1 (Sivera
et al., 2010, Zimon et al.,, 2011, Manganelli et al., 2012). Se ha demostrado la causa de
mayor severidad en CMT2K en algunos casos aislados con efectos acumulativos debidos a
la combinacion en un mismo paciente de una mutacion dominante en GDAP1 junto con
otro alelo mutado en el propio GDAP1 (Ammar et al., 2003, Crimella et al., 2010), o junto a
la presencia adicional de mutaciéon en otro gen CMT como MFN2 (Vital et al., 2012,
Kostera-Pruszczyk et al., 2014), que es un gen funcionalmente relacionado con GDAP1 y
cuyas mutaciones son responsables de la forma CMT2A2. Sin embargo, hasta la fecha no
se conocen modificadores genéticos en CMT2K, pero tampoco en otras formas de CMT?2.

Se pueden seguir diferentes estrategias a la hora de identificar posibles modificadores
genéticos, como puede ser la busqueda de candidatos funcionales y/o posicionales, o
incluso mediante estudios de asociacidon, de ligamiento, globales mediante busquedas
sistematicas o mas dirigidos analizando genes o rutas candidatas (Genin et al., 2008, van
Ham et al, 2009), aunque algunas de ellas presentan limitaciones que impide su
aplicacion en CMT2K. En el caso de GWAS, no es posible su aplicacion dada la baja
causistica de esta forma de CMT. De hecho, en CMT1A, la forma mas frecuente de CMT,
aun estudiando 919 pacientes se ha visto que se requiere incrementar el tamafio de
muestra para mejorar el poder estadistico del estudio (Tao et al., 2015a). Los estudios de
ligamiento para identificar regiones candidatas en una tnica familia con variabilidad
intrafamiliar estdn condicionados a la disponibilidad de familias suficientemente grandes.
Por otro lado, hasta la fecha no existen modelos animales de CMT2K donde poder llevar a
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cabo screenings sistematicos. Asi, la busqueda de modificadores genéticos funcionalmente
relacionados, implicados en rutas en las que GDAP1 participe, es la estrategia mas
razonable y dirigida de identificar modificadores genéticos en CMT2K, por lo que para
ello se requiere conocer a fondo las funciones especificas de GDAP1.

Funciones de GDAP1

GDAP1 se identifico como uno de los diez genes que aumentaban su expresion en la
linea de neuroblastoma de raton Neuro2a al inducir su diferenciacién por gangliésidos
mediante la sobreexpresion de GD3 sintasa, de ahi su nombre ganglioside-induced
differentiation-associated protein 1 (Liu et al., 1999). Se expresa fundamentalmente en
neuronas, y en menor medida también en células de Schwann (Cuesta et al., 2002,
Niemann et al., 2005, Pedrola et al., 2005, Noack et al., 2012). GDAP1 es una proteina de
358 aminodcidos con una alta similitud de secuencia con proteinas glutation S-
transferasas (GST) (Cuesta et al., 2002, Marco et al., 2004). De hecho, mediante estudios
evolutivos y estructurales se vio que GDAP1 pertenece a una nueva clase de GST, con
representante hasta en D. melanogaster, que se caracteriza por la presencia del denominado
a4-a5 loop separando sus dos dominios GST, y un dominio transmembrana en la region
carboxilo terminal (Marco et al., 2004). GDAP1 se localiza en la mitocondria (Niemann et
al., 2005, Pedrola et al., 2005), quedando anclada en la membrana mitocondrial externa a
través del dominio carboxilo terminal, y con el resto de dominios en el citosol (Niemann
et al., 2005, Wagner et al., 2009), aunque recientemente se ha visto que también puede
localizarse en los peroxisomas (Huber et al., 2013).

Clasicamente GDAP1 se ha definido como una proteina reguladora de la red
mitocondrial. Su sobreexpresion provoca la fragmentacién mitocondrial (Niemann et al.,
2005, Pedrola et al., 2005, Noack et al., 2012). La falta de GDAP1 puede dar lugar a
mitocondrias mas elongadas (Niemann et al., 2005, Barneo-Munoz et al., 2015, Lopez Del
Amo et al., 2015), aunque hay cierta discrepancia al respecto (Pla-Martin et al., 2013,
Bolinches-Amoros, 2014). Su papel como factor de fision es dependiente de las proteinas
de fision mitocondrial DRP1 y FIS1. De hecho, GDAP1 interacciona fisicamente con FIS1
(Estela et al.,, 2011), pero también lo hace genéticamente, ya que GDAP1 es capaz de
complementar defectos que presenta el mutante fis1A, deficiente para el gen ortélogo de
FIS1 en la levadura S. cerevisiae (Estela et al., 2011). Las mutaciones en GDAP1
responsables de CMT afectan su funcionalidad en dindmica mitocondrial. Mientras que
las mutaciones recesivas en GDAPI estan asociadas con una disminucion en la capacidad
de fision (Niemann et al., 2009, Noack et al., 2012), las mutaciones dominantes causan un
bloqueo de la fusion mitocondrial (Niemann et al., 2009, Zimon et al., 2011), provocando
un dafio mitocondrial por aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS, acréonimo
en inglés), alteracion del potencial transmembrana mitocondrial (Aym) y mayor
susceptibilidad a apoptosis (Niemann et al., 2009).

También se ha visto que GDAP1 afecta a la dinamica y morfologia de los peroxisomas.
Mientras que su depleciéon da lugar a peroxisomas elongados, la sobreexpresién de
GDAP1 causa la fisiéon de peroxisomas en un proceso dependiente de DRP1 y MFF, por lo
que GDAP1 regula la fision mitocondrial y peroxisomal a través de un mecanismo similar
(Huber et al.,, 2013). Sin embargo, ninguna de las mutaciones missense afecta a su
funcionalidad en este organulo, y solo las formas truncadas de GDAP1 sin los dominios
de la region carboxilo terminal tienen alterada su capacidad como factor de fision
peroxisomal (Huber et al., 2013).
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A pesar de contar con dos dominios GST, GDAP1 no contiene actividad como enzima
GST y no es capaz de unir glutation (Pedrola et al., 2005, Shield et al., 2006). Sin embargo,
se ha relacionado el papel de GDAP1 en procesos redox (Noack et al., 2012, Niemann et
al., 2014, Lopez Del Amo et al., 2015), donde GDAP1 jugaria un papel protector frente al
estrés oxidativo (Noack et al.,, 2012, Niemann et al., 2014). La expresion de GDAP1 esta
regulada por los niveles de glutation, un antioxidante intracelular. Ademads, la
sobreexpresion de GDAP1 protege frente al estrés oxidativo inducido al deplecionar el
glutation, y esto se debe a su capacidad de incrementar los niveles de glutation pero
también por su capacidad de incrementar el Aym (Noack et al., 2012). Sin embargo, las
mutaciones recesivas en GDAP1 tienen abolida esta capacidad protectora, y ademas, el
silenciamiento de GDAP1 incrementa la susceptibilidad frente a la deplecion de glutation
(Noack et al., 2012). El papel protector de GDAP1 parece que se ha conservado en su
familia génica, ya que también se ha visto que la expresion de su paralogo GDAPI1L1
puede participar en la proteccion frente a la deplecion de glutation (Noack et al., 2012).
Ademads, GDAPI1L1, que so6lo se expresa en neuronas del CNS y con un patrén
fundamentalmente citosdlico, cambia su localizacion subcelular en respuesta a niveles
elevados de glutation oxidado, translocdindose desde el citosol a la mitocondria (Niemann
et al., 2014). In vivo, en el CNS de ratones knock-out de Gdap1l, Gdap1ll se transloca a la
fraccion mitocondrial para compensar la ausencia de Gdapl, por lo que tnicamente
aparecen signos de estrés oxidativo en el PNS (Niemann et al., 2014). Esto explicaria la
ausencia de patologia en el CNS debido a mutaciones o a la falta de GDAP1 tanto en
paciente como en modelos murinos debido a un posible mecanismo de compensacion por
parte de GDAPIL1 a nivel de este tejido (Niemann et al., 2014).

A través del a4-a5 loop, GDAP1 interacciona con proteinas del citoesqueleto como la
proteina (-tubulina, pero también con proteinas implicadas en el trafico vesicular, como
RABG6B y caytaxina, implicadas en transporte retrogrado y anterégrado respectivamente,
por lo que GDAP1 podria actuar regulando el trafico mitocondrial (Estela et al., 2011, Pla-
Martin et al.,, 2013). De hecho, la sobreexpresiéon de GDAP1 incrementa la motilidad
mitocondrial, un fenémeno que es ain mas pronunciado con las mutaciones dominantes,
quiénes ademas muestran una mayor interaccién con RAB6B y caytaxina (Pla-Martin et
al., 2013). Por otra parte, el déficit de GDAP1 afecta a la interconectividad mitocondrial
provocando también una distribucion mitocondrial andomala (Pla-Martin et al., 2013,
Barneo-Munoz et al., 2015). En neuronas procedentes de ratones knock-out de Gdap1 se han
visto defectos en las modificaciones post-traduccionales de los microtibulos, mostrando
una disminucion en la acetilacion de la a-tubulina, que explicarian posibles defectos en el
transporte axonal (Barneo-Munoz et al., 2015).

GDAP1 también influye en la relacion entre la mitocondria con otros organulos
celulares. GDAP1 se localiza en las membranas asociadas a mitocondrias (MAMs) (Pla-
Martin et al., 2013), unos subdominios especializados donde ocurre fisicamente la
comunicacion entre la mitocondria y el reticulo endoplasmatico. Estas estructuras son
cruciales para el correcto funcionamiento de la célula, desempenando papeles en la
regulacion de la homeostasis del calcio, en el metabolismo de lipidos, en la formacion de
peroxisomas, e incluso en dindmica y funciéon mitocondrial (Raturi and Simmen, 2013,
Vance, 2014). El silenciamiento de GDAPI afecta a la yuxtaposicion de la mitocondria con
el reticulo endoplasmatico, provocando la reducciéon de regiones de contacto entre ambos
organulos; mientras que la sobreexpresion de GDAP1 induce una mayor asociacién del
reticulo y la mitocondria (Pla-Martin et al., 2013). Curiosamente, las mutaciones recesivas,
pero no las dominantes, también mantienen esta capacidad (Pla-Martin et al., 2013). Asi,
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GDAP1 actuaria también como una proteina adaptadora de la red mitocondrial,
regulando su correcta distribucion e interaccion con otros componentes celulares,
principalmente el reticulo endoplasmatico, y que a su vez, esto puede influir en otros
procesos.

El déficit de GDAP1 afecta a la homeostasis de calcio (Pla-Martin et al., 2013, Barneo-
Munoz et al.,, 2015). Concretamente, la falta de GDAP1 produce una reduccién en la
entrada de calcio en la célula a través de un mecanismo conocido como SOCE (acronimo
en inglés de store-operated calcium entry), una via generalizada y conservada de entrada de
calcio que se activa tras el vaciado de calcio del reticulo endoplasmatico y que implica
también a la mitocondria (Putney, 2009). La reduccion en la actividad SOCE no se debe a
un defecto intrinseco en la captacion de calcio por parte de la mitocondria, sino a una
distribucién mitocondrial anémala tras la activacion del SOCE (Pla-Martin et al., 2013).
Ademas, se ha visto que las mutaciones en GDAP1 afectan a su papel en el SOCE (Pla-
Martin et al.,, 2014). Por lo tanto, defectos en GDAP1 conducen a anomalias en la
homeostasis del calcio, que participan en la fisiopatologia de la neuropatia (Pla-Martin et
al., 2013, Barneo-Munoz et al., 2015).

Las proteinas capaces de modular las funciones celulares en las que GDAP1 esta
implicada (dindmica mitocondrial, procesos redox, relacién reticulo-mitocondria,
homeostasis de calcio,...) podrian ser potenciales modificadores funcionales y/o genéticos
de CMT2K. Sin embargo, de entre las funciones celulares de GDAP1, destaca su
implicacion en la homeostasis del calcio, por el papel tan central que tienen sus rutas de
sefializacion en la regulacion celular. El calcio acttia como un mensajero critico para la
sefalizacion intracelular y extracelular, y de hecho, defectos en la homeostasis del calcio
pueden llegar a alterar cualquiera de los procesos funcionales en los que participa directa
o indirectamente GDAP1 (Hidalgo and Donoso, 2008, Jeyaraju et al., 2009, Kaufman and
Malhotra, 2014, Krebs et al., 2015). Ademas, alteraciones en la homeostasis del calcio son
un denominador comun en diferentes enfermedades neurodegenerativas (Marambaud et
al., 2009, Bolinches-Amoros, 2014).

Asi, proteinas implicadas directamente en la homeostasis del calcio y capaces de
modular esta via, serian las principales candidatas a ser modificadores de formas de CMT
causadas por mutaciones en GDAPI, y particularmente en las formas dominantes, ya que
éstas son las formas que se presentan con variabilidad intrafamiliar debido a penetrancia
incompleta y expresividad variable. Es interesante que algunas de las formas de CMT2
que se caracterizan por la presencia de variabilidad intrafamiliar, son causadas por
mutaciones dominantes en genes que se han relacionado con la homeostasis del calcio
(BSCL2, GDAP1, MFN2, TRPV4) (de Brito and Scorrano, 2008, Klein et al., 2011,
Singaravelu et al., 2011, Pla-Martin et al., 2013, Bi et al., 2014). Es posible que proteinas
reguladoras implicadas en la homeostasis del calcio puedan participar como
modificadores en todas estas formas de CMT2, que quizds posean susceptibilidad a la
influencia de modificadores relacionados con la sefializacion de la ruta de calcio.
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2. Hipotesis y objetivo del Capitulo II

Hipétesis

El factor predictivo mas realista de una enfermedad monogénica es la naturaleza de la
mutacion responsable. A menudo, la correlacion genotipo-fenotipo es dificil de establecer
debido entre otras causas, a factores genéticos que modulan el fenotipo. Las formas
clinicas de la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth causadas por mutaciones dominantes en
el gen GDAP1 (CMT2K) presentan una gran variabilidad intrafamiliar debido a la
presencia de penetrancia incompleta y expresividad variable, sugiriendo la influencia de
otros factores genéticos. Por tanto, es posible que en familias CMT2K, exista algtn
modificador genético que influya en el fenotipo clinico.

Objetivo

Identificar y caracterizar posibles modificadores genéticos de GDAP1 que puedan
explicar la variabilidad intrafamiliar observada en CMT2K.
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3. Resultados y linea argumental Capitulo II

3.1 JPH1 es un candidato a ser modificador de GDAP1

En el genoma humano, el gen GDAPI se localiza en el cromosoma 8q21.1 (chrS:
75.233.365-75.401.107; hebra +). A su lado, y con orientacién transcripcional opuesta,
encontramos el gen Junctophilin 1 (JPH1) (chr8: 75.146.935-75.233.563; hebra -), y al igual
que GDAP1, el silenciamiento de la expresién de JPH1 también causa defectos en el SOCE
(Hirata et al., 2006). Mediante un estudio genémico comparativo del locus de GDAP1 en
diferentes especies de vertebrados se puede comprobar que la relaciéon gendémica entre
GDAP1 y JPH1 se ha conservado en vertebrados: en todas las especies analizadas, GDAP1
siempre aparece acompafiado en el genoma junto al gen JPHI, cercanos y dispuestos en
orientaciones opuestas (Figura 36A). Pero ademas, nos encontramos el mismo escenario
cuando comparamos el locus de su pardlogo GDAPIL1; en humanos encontramos a su
lado el gen JPH2, e igualmente el cluster GDAP1L1-JPH2 se ha mantenido preservado en
vertebrados (Figura 36B).
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Figura 36. Loci gendmicos de GDAPI (A) y GDAPIL1 (B) en especies de vertebrados. Los ortélogos de GDAP1
(A) o GDAPILI (B) estan representados por flechas negras, mientras que los ortélogos de JPHI (A) o JPH2 (B)
estan representados por flechas blancas. Las flechas grises representan otros genes predichos. Se muestran los

nombres de las especies asi como los cromosomas de los loci representados. La barra de escala representa 25
Kb.
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Estos datos suponen una evidencia de que la duplicacion GDAP1-GDAP1L1 esta ligada
a la duplicacion JPH1-JPH2. El par GDAP1-ancestral-JPHI-ancestral se origin6 primero, y
después dio lugar a los dos pares duplicados en vertebrados, conformando un
“paralogén” altamente conservado. Los genes bacterianos relacionados funcionalmente
estdn organizados en operones. En genomas eucarioticos también hay ejemplos de
bloques de genes implicados en un mismo proceso (Lee and Sonnhammer, 2003, Hurst et
al., 2004, Davila Lopez et al., 2010, Serrano-Candelas et al., 2014). GDAP1, JPH1 y JPH2
participan en la homeostasis del calcio, y de hecho, el silenciamiento de la expresion de
éstos, da lugar a defectos en el SOCE (Hirata et al., 2006, Li et al., 2010, Pla-Martin et al.,
2013). Aunque no se conocen a fondo las funciones de GDAP1L], se ha visto que puede
compensar la pérdida de GDAP1 en el CNS (Niemann et al.,, 2014). Sin embargo, su
posible implicacion en la homeostasis del calcio no ha sido estudiada ni descrita hasta la
fecha. En vertebrados existen cuatro genes Junctophilin (JPH1-4) y codifican una familia de
proteinas del junctional membrane complex (JMC) (Takeshima et al., 2000). Las proteinas
JPH contribuyen a la formaciéon y al mantenimiento de las JMC en células excitables,
sirviendo de puente fisico entre la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmatico,
siendo estas estructuras fundamentales para el control de la homeostasis del calcio
intracelular (Hirata et al., 2006, Takeshima et al., 2015), y como se ha comentado, la
deficiencia de las JPH, conduce hacia defectos en el proceso del SOCE (Hirata et al., 2006,
Li et al., 2010). En su conjunto, los genes GDAP1 y JPH1 conforman un cluster conservado
de genes funcionalmente relacionados, por lo que JPH1 constituye un buen candidato
funcional y posicional como posible modificador de GDAPI.

GDAP1 se expresa fundamentalmente en neuronas (Niemann et al., 2005, Pedrola et al.,
2005, Pedrola et al., 2008), mientras que JPHI estd presente principalmente en musculo
esquelético (Takeshima et al., 2000), aunque hasta la fecha no se ha caracterizado su
expresion en el PNS. Analizamos la expresion de Jphl a nivel de mRNA y de proteina en
el PNS y en otros tejidos procedentes de raton adulto, y adicionalmente analizamos su
expresion en cultivo primario de motoneuronas y de células de Schwann de raton. Jphl se
expresa en todos los tejidos y células analizados (Figura 37A), incluyendo el nervio
ciatico, asi como en los cultivos de motoneuronas y células de Schwann. Mediante WB
confirmamos la expresion de la proteina Jphl en tejidos musculares como se habia
descrito con anterioridad (Takeshima et al., 2000), pero ademds determinamos que
también esta presente en tejido neuronal (Figura 37B).
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Figura 37. Andlisis de la distribucion tisular de Jphl. (A) Analisis de la expresiéon del mRNA de Jphl mediante
RT-PCR a partir de cDNA de tejidos de ratén adulto, de células de Schwann (SW10) y de cultivo primario de
motoneurona (MN) de 24 o 48h post-siembra. Como control se analiz6 la expresion de Gapdh. (B) Analisis
mediante WB de Jphl en tejidos de ratén adulto. Como control de la deteccion se usaron extractos de células
SH-SY5Y transfectadas con pCAGIG-Jphl murino. Como control de carga se analiz6 la actina.

En mamiferos, hay una expresion tejido especifica de los cuatro genes JPH (Takeshima
et al., 2000, Nishi et al., 2003, Takeshima et al., 2015), pero existe cierto solapamiento en su
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expresion. Se ha descrito una expresion mayoritaria en musculo esquelético de JPH1, y en
menor medida también en corazén. JPH2 se expresa fundamentalmente en corazdn, pero
también se expresa de forma relevante en musculo esquelético, mientras que JPH3 y JPH4
comparten expresion en sistema nervioso. Mediante estudios de Northern blot a partir de
tejidos de raton adulto ya se habia detectado expresion de Jphl en cerebro de ratén
(Takeshima et al., 2000), aunque hasta la fecha no se habia determinado el posible papel
de JPH1 en sistema nervioso en general, y en PNS en particular. Nuestros datos confirman
que a nivel proteico la presencia de JPH1 es mayoritaria en musculo esquelético, pero
demostramos que también se expresa en tejido neuronal. Por tanto, Jphl estd presente en
sistema nervioso, donde coincidiria con Gdap1l y donde ambas proteinas podrian regular,
entre otros procesos, la homeostasis de calcio.

A nivel subcelular, GDAP1 se localiza en la membrana mitocondrial externa y
adicionalmente se encuentra en las zonas de contacto entre reticulo endopldsmico y la
mitocondria denominadas MAMs (Pla-Martin et al., 2013). JPH1 es una proteina que se
localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) y que ademads se asocia a la membrana
plasmatica (Takeshima et al., 2000, Takeshima et al., 2015). Recientemente hemos visto
que JPH1 también esta presente en las MAMs (Pla-Martin et al., 2015). Con todo, ambas
proteinas estan presentes en el PNS, y a nivel subcelular, a pesar de estar localizados en
diferentes organulos, coinciden en las MAMs lo que sugiere que ambas proteinas podrian
participar en la funciéon RE-mitocondria, donde podrian contribuir a la homeostasis del
calcio.

3.2 JPH1 rescata los defectos en el SOCE de células deficientes en GDAP1

Tras el vaciado de calcio de los depdsitos intracelulares, fundamentalmente del reticulo
endoplasmatico, se activa el mecanismo del SOCE para permitir la entrada de calcio en la
célula. En este proceso, la proteina sensora de calcio en el reticulo STIM1, tras detectar el
vaciado de calcio en el reticulo, oligomeriza en estructuras tipo puncta que migran hacia
las zonas de contacto entre la membrana plasmatica y el reticulo, donde activa a la
proteina ORAI1 formadora del poro del canal SOC, para permitir asi la entrada de calcio
(Luik et al., 2006, Lewis, 2007). La deficiencia tanto de GDAP1 como de JPH1 produce
defectos en el SOCE (Hirata et al., 2006, Pla-Martin et al., 2013). Teniendo en cuenta la
implicacion de ambas proteinas en el SOCE (Hirata et al., 2006, Ko et al., 2011, Pla-Martin
et al., 2013), con el fin estudiar la posible relacion entre GDAP1 y JPHI1, se plantearon
experimentos de rescate usando como modelo células SH-SY5Y deficientes en GDAP1
(GDAP1 KD), realizados en colaboracion con el Dr. David Pla. Estas células tienen un
defecto en el SOCE (Figura 38A, C), observandose una menor entrada de calcio en la
célula a través de este mecanismo, pero también hay defectos en la salida de calcio del
reticulo inducida por TG (Figura 38A, B), acorde con lo que anteriormente se habia
descrito (Pla-Martin et al., 2013). Sorprendentemente, la sobreexpresion de JPH1 en estas
células deficientes en GDAP1 es capaz de rescatar estos defectos, de la misma forma que
lo hace la re-expresion de GDAP1 (Figura 38). Estos resultados respaldan que JPH1 puede
comportarse como un modificador funcional de GDAP1.

89



Capitulo I1 Resultados y linea argumental
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Figura 38. JPHI rescata los defectos del SOCE presente en células con silenciamiento para GDAPI. (A)
Cambios en el cociente de fluorescencia de la sonda Fura-2 normalizado frente a los valores basales. Las
medidas reflejan las variaciones en la concentracion de calcio citosdlico. El vaciado de calcio del reticulo se
indujo mediante la adicién de TG 5 uM en medio libre de calcio, mientras que el SOCE se activ6 tras la adicién
de calcio 2 mM. Se analizaron células SH-SY5Y con silenciamiento del gen GDAPI (GDAP1 KD) transfectadas
con el vector bicistronico pCAGIG vacio (+GFP) o expresando la JPH1. Como control positivo del rescate se re-
introdujo la expresién de GDAP1 mediante transfeccion. En la parte inferior se muestra las cuantificaciones
del pico debido a la salida de calcio del reticulo debido a la adicién de TG (B) y del pico del SOCE (C). En las
cuantificaciones (B y C) se han incluido los valores de las células control SH-SY5Y pLKO-NT, que expresan un
RNAI no dirigido, y por tanto no producen silenciamiento de GDAPI, transfectadas con el vector pCAGIG
vacio (Células ctl +GFP). One-way ANOVA, test de Tukey, * P <0,05; ** P <0,01< *+* P < 0,001. Las barras de
error representan la SEM.

Los defectos en el SOCE en células deficientes en GDAP1 se deben a una distribucion
anomala de la red mitocondrial que impide el adecuado tamponamiento del calcio por
parte de la mitocondria durante el SOCE (Pla-Martin et al., 2013, Barneo-Munoz et al.,
2015). Por lo tanto, es posible que el rescate obtenido por la sobreexpresiéon de JPH1 se
debiera a algtin efecto de JPH1 sobre la distribucion o la funcion mitocondrial. De hecho,
el silenciamiento de Jph2 en cardiomiocitos derivados de células madre embrionarias
provoca la alteracion del estado mitocondrial debido a la afectacion de la yuxtaposicion
de la mitocondria con el reticulo endoplasmatico y a la homeostasis anormal del calcio
intracelular (Liang et al., 2012). Sin embargo, recientemente hemos visto que el rescate de
JPH1 es independiente de la mitocondria, puesto que éste se sigue produciendo aun en
presencia de los bloqueantes de la funcion mitocondrial antimicina A y oligomicina (Pla-
Martin et al., 2015). Una hipotesis alternativa que explicase el rescate por JPH1 de los
defectos del SOCE en las células GDAP1 KD, podria ser que la sobreexpresion de JPH1
favoreciera de alguna manera el propio mecanismo del SOCE. Existen estudios que
apoyan el hecho de que las JPH podrian facilitar el mecanismo del SOCE probablemente
estabilizando las uniones entre la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmatico en
células excitables (Hirata et al.,, 2006, Li et al., 2010, Takeshima et al., 2015). La propia
sobreexpresion de STIM1, la proteina activadora del SOCE, es capaz de rescatar defectos
en el SOCE de forma independiente a la mitocondria (Singaravelu et al., 2011), por lo que
es posible que el rescate de JPH1 en el SOCE en las células GDAP1 KD estuviera
relacionado de alguna manera también con la funciéon de STIM1. De hecho, recientemente
hemos visto que a nivel de localizacion subcelular, tras inducirse el mecanismo del SOCE
mediante el vaciado de calcio del reticulo endoplasmatico con TG, JPH1 forma estructuras
tipo puncta y colocaliza con STIM1 durante la activacion del mecanismo del SOCE (Pla-
Martin et al., 2015).
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3.3 Rastreo mutacional del gen JPH1 en familias CMT2K con la mutacion
dominante GDAP1 p.R120W

Habiendo demostrado la relacion genomica y funcional de GDAP1 y JPH1, asi como la
presencia de ambas proteinas en el PNS, y lo que es mas importante, sabiendo que JPH1
puede actuar como modificador funcional de GDAPI, planteamos la hipdtesis de que
variantes en el gen JPH1 pudieran ser responsables de la variabilidad clinica intrafamiliar
observada en familias CMT2K. Se estudiaron familias CMT2K portadoras de la misma
mutacion dominante GDAP1 p.R120W, evitando la variabilidad clinica debida a
diferentes mutaciones de GDAP1.

El rastreo mutacional de los exones codificantes de JPHI en 29 portadores de la
mutacion GDAP1 p.R120W pertenecientes a diez familias CMT2K no relacionadas,
permitié identificar dos variantes diferentes en JPHI: c.638G>C (p.R213P) en un paciente
de la familia f{CMT-408 (Figura 40), y c.1870G>C (p.D624H) en un paciente de la familia
fCMT-213 y en tres hermanos de la familia f{CMT-214. Ambas variantes estan anotadas
como SNPs en la dbSNP (NCBI). La variante c.638G>C (rs201314759; MAF [G] <0,01), es
probablemente dafiina segin los predictores bioinformaticos SIFT y PolyPhen-2. En las
bases de datos consultadas no se han detectado individuos homozigotos para el alelo
menos comun. La variante c.1870G>C (rs16938828; MAF [G] = 0,01) es probablemente
tolerada segtn los predictores. Se ha anotado un unico individuo homozigoto para la
variante de menos frecuencia y procede de poblaciéon Europea-Americana. Las proteinas
JPH se caracterizan por la presencia de ocho dominios MORN cerca de la regiéon N-
terminal por los que contactan con la membrana plasmatica, seguido de una larga hélice
alfa y un dominio transmembrana en el extremo C-terminal, por el que se ancla al reticulo
(Figura 39) (Nishi et al., 2000, Garbino et al., 2009). La variante JPH1 p.R213P se localiza
en la region de union entre los primeros seis dominios MORN vy los dos ultimos (Figura
39). La region de union en las JPH estd muy conservada en vertebrados, y se piensa que
puede servir de sitio de unién a proteinas accesorias (Garbino et al., 2009). De hecho, en
células musculares JPH1 interacciona a través de la region de uniéon con DHPR, un canal
de calcio dependiente de voltaje (Golini et al., 2011). Ademas, las mutaciones en JPH2 que
causan cardiopatia hipertrofica, estan situadas tanto en la regién de unién como en los
dominios MORN mas cercanos a ésta (Garbino et al., 2009, Landstrom et al., 2014), lo que
demuestra la importancia de esta region en las proteinas JPH. La variante p.D624H se
encuentra situada entre la region divergente y el dominio transmembrana (Figura 39).

Dominios Region Dominios
MORN I-VI | de union |MORN VH-Vy
MP h pr
Hélice
alfa
p.D624H

Region
divergente

Dominio

transmembrana RE

Figura 39. Esquema de la proteina JPHI. Se representa la localizacion de la proteina JPH1, anclada en la
membrana del reticulo (RE), a través del dominio transmembrana situada en la regién C-terminal, y
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contactando con la membrana plasmatica (MP) con los dominios MORN situados en la regién N-terminal. Se
indican los dominios presentes en la proteina, asi como la localizacién de las dos variantes (JPH1 p.R213P y
p-D624H) identificadas en el rastreo mutacional de JPHI en familias CMT2K portadoras de la mutacién
GDAP1 p.R120W.

3.4 El portador de la mutacion GDAP1 p.R120W junto con la variante JPH1
p-R213P presenta un cuadro clinico mas grave

La probando de la familia f{CMT-408 (Figura 40A, ID III:1), es portadora de la mutaciéon
GDAP1 p.R120W que ha heredado de su padre enfermo (ID II:4), y del cambio JPH1
p-R213P que ha heredado de su madre sana (ID II:5). A pesar de ser la paciente mas joven
de la familia, presenta un cuadro clinico mds grave en comparacién con el resto de
familiares enfermos portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W. La probando padece
una neuropatia sensitivo-motora moderada (9 en la escala CMTNS2, a los 29 afios de
edad), mientras que sus familiares portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W (Figura
40A), presentan un fenotipo muy leve (valores entre 1-3 en la escala CMTNS2), siendo
asintomatico el individuo ID II:1.

A fCMT-408 H——"=0

I S AN

I:1 :2 :3 1:4 II:5
GDAP1 p.R120W/+ p-R120W/+ ++ p-R120W/+ ++
JPH1 ++ ++ +/+ ++ p-R213P/+
B

p/£ 8)

Y 111:1 li:1 :2
@ ',\; ) ) GDAP1 p.R120W/+ H+
JPH1 p.R213P/+ p-R213P/+

Figura 40. Familia f{CMT-408. (A) Arbol genealdgico de la familia f{CMT-408. Todos los individuos afectados
portan la mutacién GDAP1 p.R120W, mientras que la probando (II:1), adicionalmente porta la variante JPH1
p-R213P. (B) MRI de los musculos de la pantorrilla de los pacientes II:4 y III:1, con presencia de sustitucién
grasa unicamente en la probando.

Los estudios de resonancia magnética (MRI, acronimo en inglés) de las extremidades
inferiores, llevados a cabo en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla bajo la
supervision del Dr. Celedonio Marquez, mostraron sustitucion grasa en los musculos de
la pantorrilla (soleus y gastrocnemius) de la probando (Figura 40B), pero no en el resto de
enfermos de la familia. El analisis histopatologico del nervio sural de la probando mostrd
una marcada reduccion de fibras mielinizadas, con una densidad de fibras de 3559/mm?
(valores normales de referencia 8000-13000/mm?) (Figura 41), y con gran presencia de
“bulbos de cebolla”, tanto clasicos como atipicos grandes con y sin axon (Figura 41). En
resumen, la probando presenta un cuadro clinico moderado que es muy diferente cuando
se compara con el resto de familiares portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W, que
son practicamente asintomaticos (Pla-Martin et al., 2015). Ademas, las portadoras en la
fCMT-408 de unicamente la variante JPH1 p.R213P (Figura 40, IDs II-5 y III-2) no
presentan ningun sintoma neuroldgico (Pla-Martin et al., 2015), y por lo tanto esta
variante por si sola no es capaz de provocar ninguna afectacion.
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Figura 41. Biopsia de nervio sural de la probando de la familia {CMT-408. (A, B) Secciones transversales
semifinas de la biopsia de nervio sural tefiidas con azul de toluidina, en las que se observa una importante
reduccioén en la cantidad de fibras mielinizadas, asi como la presencia de numerosos bulbos de cebolla tanto
clasicos (flechas), como grandes y atipicos (cabezas de flecha) sin axon (100x). (C, D) Imagenes de microscopia
electrénica, mostrando un bulbo de cebolla clasico con multiples capas concéntricas de procesos
citoplasmaticos de células de Schwann alrededor de un axén mielinizado (C). Bulbo de cebolla atipico (D) con
procesos irregulares de interdigitacién y ramificacion de célula de Schwann (flecha). La barra de escala
representa 10 pum.

Se han descrito casos aislados en los que la neuropatia se presenta con mayor gravedad
debido a la combinacion de mutaciones en GDAP1 y MFN2 (Cassereau et al., 2011, Vital et
al, 2012, Kostera-Pruszczyk et al, 2014). En la probando (Figura 40A, ID IIL1)
descartamos la posible presencia adicional de mutaciones en el gen MFN2 (Pla-Martin et
al., 2015). En su conjunto, la variante JPH1 p.R213P podria actuar como modificador y
participar en el fenotipo observado en la probando de la familia {CMT-408.

3.5 JPH1 p.R213P no rescata los defectos en el SOCE de las células
deficientes en GDAP1

Teniendo en cuenta los hallazgos del rastreo mutacional de JPH1, quisimos evaluar el
comportamiento de las variantes identificadas sobre el SOCE tanto en células SH-SY5Y
control como en células GDAP1 KD. La sobreexpresion tanto de JPH1 WT como de la
variante p.D624H en células control SH-SY5Y no tienen ningtn efecto sobre los niveles de
calcio basal, mientras que la expresion de JPH1 p.R213P produce su disminucion (Figura
42A). Por ello, todos los valores fueron normalizados al ratio basal para comparar las
respuestas de las diferentes variantes. Ninguna de las variantes de JPH1 produce
alteraciones ni en la salida de calcio inducida por TG ni en el SOCE (Figura 42B), lo que
sugiere que estas variantes de JPH1 no son capaces de producir alteraciones por si solas.
Anteriormente vimos que JPH1 es capaz de rescatar los defectos de las células GDAP1 KD
(Figura 38). Usando esta aproximacién experimental, quisimos evaluar la capacidad de
rescate de las variantes de JPHI1. La variante JPH1 p.D624H es capaz de rescatar los
defectos en el SOCE y en la salida de calcio por TG, al igual que lo hace JPH1 WT y la re-
expresion de GDAP1, mientras que la variante JPH1 p.R213P es incapaz de producir este
rescate (Figura 42C).
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Figura 42. JPH1 p.R213P no rescata los defectos del SOCE presente en células con silenciamiento para GDAPI.
(A) Analisis de los niveles del calcio citosdlico basal en células control SH-SY5Y sobreexpresando el vector
bicistronico pCAGIG vacio (+GFP) o con JPH1 WT, p.R213P o p.D624H. Cambios en el cociente de
fluorescencia de la sonda Fura-2 normalizado frente a los valores basales en células control SH-SY5Y (B) o en
células GDAP1 KD (C). Las medidas reflejan las variaciones en la concentracién de calcio citosoélico. El vaciado
de calcio del reticulo se indujo mediante la adicién de TG 5 uM en medio libre de calcio, mientras que el SOCE
se activo tras la adicion de calcio 2 mM. Se analiz6 el efecto de la sobreexpresién de las distintas formas de
JPH1. Como control positivo del rescate se expres6 GDAP1. Como control se analizaron células transfectadas
con el vector bicistrénico pCAGIG vacio. Se muestran las cuantificaciones del pico debido a la salida de calcio
del reticulo debido a la adicién de TG (C) y del pico del SOCE (B y C). One-way ANOVA, test de Tukey, * P <
0,05; ** P <0,01< *+* P < 0,001. Las barras de error representan la SEM.

Los resultados obtenidos podrian ser indicativos de una posible pérdida funcional de
JPH1 p.R213P. Sin embargo, los estudios de localizacion subcelular realizados
recientemente sugieren otro mecanismo que explicaria la falta de rescate de los defectos
en el SOCE en células GDAP1 KD por parte de JPH1 p.R213P (Pla-Martin et al., 2015).
Tras la induccion del mecanismo del SOCE con TG en células control SH-SY5Y, tanto
JPH1 WT como las formas p.R213P y p.D624H, forman estructuras tipo puncta y
colocalizan con STIM1 oligomerizado (Pla-Martin et al., 2015). Y este comportamiento es
idéntico para JPH1 WT y p.D624H en células GDAP1 KD (Pla-Martin et al., 2015). En
cambio, en células GDAP1 KD, JPH1 p.R213P afecta a la oligomerizacion de STIM1, la
proteina activadora del SOCE, y previene la migraciéon de JPH1 con STIM1 tras la
induccién del SOCE (Pla-Martin et al., 2015). Los defectos en la migraciéon de JPHI1
p-R213P asi como el efecto negativo sobre STIM1 se corrigen al re-expresar GDAP1 en las
células GDAP1 KD, y tampoco se observan en células control SH-SY5Y (Pla-Martin et al.,
2015). Por tanto, parece que ante la reduccion o ausencia de GDAP1, JPH1 p.R213P no es
capaz de migrar correctamente y afecta a la funcion de STIM1, lo que podria explicar por
qué JPH1 p.R213P no es capaz de rescatar los defectos en el SOCE presente en las células
GDAP1 KD. Por otro lado, la variante JPH1 p.D624H, que habia sido predicha como un
polimorfismo benigno, no altera la funciéon de JPH1 en ninguna de las condiciones
estudiadas.
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3.6 Defectos en el manejo del calcio debido a la combinacién de la mutacion
GDAP1 p.R120W y la variante JPH1 p.R213P

Considerando que en la probando de la f{CMT-408 se identificaron en heterozigosis y
en trans las mutaciones GDAP1 p.R120W y JPH1 p.R213P, quisimos comprobar cuadl es el
efecto en la homeostasis del calcio cuando se combinan en células SH-SY5Y. La presencia
de ambas mutaciones provoca defectos en el manejo del calcio, con un incremento en los
niveles basales de calcio y una disminucion drastica en el SOCE (Figura 43), lo que sugiere
que la combinacién de GDAP1 p.R120W y JPH1 p.R213P conduce a una elevacion de los
niveles citosolicos de calcio y una afectacion del SOCE.
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Figura 43. Defectos en el manejo del calcio debido a la combinacién de la mutaciéon GDAP1 p.R120W y la
variante JPH1 p.R213P. (A) Analisis de los niveles del calcio citosolico basal en células SH-SY5Y
sobreexpresando el plasmido bicistronico pCAGIG con JPH1 WT o p.R213P y GDAP1 WT o p.R120W como
proteina de fusién con mCherry. Como control se transfectaron los vectores vacios. (B) Cambios en el cociente
de fluorescencia de la sonda Fura-2 normalizado frente a los valores basales en células SH-SY5Y
sobreexpresando el plasmido bicistrénico pCAGIG con JPH1 WT o p.R213P y mCherry-GDAP1 WT o
p-R120W. Como control se transfectaron los vectores vacios. El vaciado de calcio del reticulo se indujo
mediante la adicion de TG 5 uM en medio libre de calcio, mientras que el SOCE se activo tras la adicion de
calcio 2 mM. (C) Cuantificaciones del pico del SOCE. One-way ANOVA, test de Tukey, * P <0,05; ** P <0,01<
**x P <0,001. Las barras de error representan la SEM.

La variante JPH1 p.R213P por si sola no produce ninguna alteracion en el SOCE, como
habiamos descartado al sobreexpresar en células SH-SY5Y (Figura 42B). De hecho esta
variante se encuentra en los familiares sanos II:5 y III:2 de la {CMT-408 (Figura 40B). Sin
embargo, JPH1 p.R213P es incapaz de rescatar los defectos del SOCE en las células
GDAP1 KD (Figura 40C), y ya habiamos comentado que en ausencia de GDAP1, JPH1
p-R213P muestra defectos en la migracion y afecta a la oligomerizacion de STIM1 (Pla-
Martin et al., 2015). Cuando se combinan JPH1 p.R213P y GDAP1 p.R120W, asemejando
la condicion genética de la probando de la f{CMT-408, se produce una alteracion en la
homeostasis del calcio. Este resultado va en linea con que el efecto de JPH1 p.R213P no se
debe a una pérdida de funcién, al igual que habiamos comentado con anterioridad.
Recientemente hemos visto que a nivel subcelular GDAP1 p.R120W induce una mayor
asociacion de JPH1 p.R213P con la mitocondria (Pla-Martin et al., 2015), lo que podria
participar en los defectos en el manejo del calcio que se observan. El mecanismo
molecular exacto por el cual la coexistencia de ambas mutaciones, GDAP1 p.R120W y
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JPH1 p.R213P, produce elevacion de los niveles citosdlicos de calcio y defectos en el SOCE
permanece por conocer. JPH1 p.R213P por si misma no produce ningun sintoma, pero
parece que podria actuar como un modificador negativo de la mutacion GDAP1 p.R120W,
dando lugar a un cuadro clinico mds severo. La ganancia de toxicidad debida a niveles
incrementados de calcio citosolico ha sido ampliamente descrito en neurodegeneracion,
siendo una ruta comun en la patogénesis de muchas enfermedades (Duchen, 2012),
incluyendo formas de CMT axonal, como la debida a mutaciones dominantes en el gen
TRPV4 (Klein et al., 2011).

Por otro lado, la variabilidad clinica observada en las familias f{CMT-213 y fCMT-214
(rangos en la escala CMTNS, 5-21) (Sivera et al., 2010), no puede ser explicada por la
influencia de la variante JPH1 p.D624H, predicha como un polimorfismo benigno y que
ademas, de acuerdo a los estudios funcionales no altera la funcién de JPH1. Estos datos
sugieren que otras variantes en JPH1 (por ejemplo variantes no exonicas) o incluso
cambios en otros genes puedan participar como modificadores en otras familias CMT2K.

Hasta ahora tinicamente nos habiamos centrado en variantes localizadas en regiones
codificantes del gen JPHI que provocasen cambio de aminodcido en la proteina. Sin
embargo, ya se habia especulado con anterioridad que la expresion alterada de las JPH
podria estar relacionada con algunos de los cambios fenotipicos asociados con ciertas
enfermedades musculares asi como del envejecimiento (Hirata et al., 2006). Cada vez hay
mas evidencias que sugieren que la desregulacion de JPH pueden inducir alteraciones
patoldgicas, al menos en tejido muscular (Takeshima et al., 2015). Ademas, se ha visto que
los niveles proteicos de JPH2 estan regulados a lo largo del tiempo (Chen et al., 2013), y la
alteracion en sus niveles esta implicada en diferentes tipos de cardiomiopatias tanto en
modelos animales como en pacientes (Minamisawa et al., 2004, Landstrom et al., 2011,
Beavers et al., 2014). Por todo ello, quisimos evaluar si en el sitema nervioso existe una
regulacion en la expresion de JPHI1, y si la regulacion de sus niveles podria tener
relevancia en el caso de neuropatias, y particularmente en CMT2K.

3.7  Regulacion de la expresion de JPH1 en el sistema nervioso periférico

Los niveles proteicos de Jphl en el nervio ciatico, y no tanto en la médula espinal, se
muestran regulados en el tiempo (Figura 44). La induccion de la expresion de Jphl en el
tiempo se ha observado con anterioridad en musculo esquelético, donde se detectaban
mayores niveles de proteina a partir de la edad post-natal P14 (Ito et al., 2001). También se
ha visto la regulacion de la expresion en el tiempo para otras JPH, como los niveles
proteicos de Jph2 en corazon (Chen et al.,, 2013), lo que sugiere la importancia de una
regulacion adecuada en los niveles de esta familia de proteinas en vertebrados. Ademas,
en invertebrados, como se puede comprobar en los niveles de expresién del homdlogo de
las JPH en D. melanogaster (Jp, CG4405), su expresion también esta regulada en el tiempo
(Anexo 8).
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Figura 44. Perfil de expresion temporal de la proteina Jphl en sistema nervioso. Analisis mediante WB de los
niveles proteicos de Jphl en médula espinal y nervio ciatico de ratones de diferentes edades embrionaria (E17)
y/o post-natales (P) indicados. Como control de carga se analizd la actina.

JPH1 no soélo esté regulada en el tiempo, sino que en neuronas su expresion parece que
también se modula respondiendo ante ciertos tipos de estrés celular: en células de
neuroblastoma SH-SY5Y se ha descrito el incremento en la expresion de JPH1 al tratar con
atrazina, un inductor de estrés mitocondrial (Koo et al., 2012). Recientemente habiamos
visto que a nivel subcelular, al producir el vaciado de calcio del reticulo endoplasmatico
con thapsigargina (TG), JPH1 respondia migrando y colocalizando en los puncta con
STIM1 (Pla-Martin et al., 2015), la proteina sensora de los niveles de calcio en el reticulo y
que junto al canal ORAI1 actian en la respuesta del SOCE. El tratamiento prolongado con
TG produce estrés de reticulo. Quisimos evaluar si, al igual que se ha descrito en el estrés
mitocondrial inducido por atrazina, la expresion de [PH1 también se viera regulada por el
estrés de reticulo. Efectivamente, como se puede ver en la Figura 45, los niveles de
expresion de JPHI en células SH-SY5Y se ven disminuidos tras la induccion de estrés de
reticulo por TG. Por tanto, la expresion de JPH1 se regula en el tiempo en el PNS, pero
también se regula en respuesta al estrés mitocondrial y de reticulo.
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Figura 45. Niveles de expresion tras la induccién de estrés de reticulo. Cuantificacion mediante qRT-PCR de
los niveles de expresion de GDAP1 y JPH1 en las células SH-SY5Y tratadas con TG 0,1 uM (barras negras)
durante 2 h (izquierda) o 18 h (derecha) para inducir estrés de reticulo. Como condicién control se trataron
células SH-SY5Y con el vehiculo DMSO (barras blancas) durante los mismos periodos de tiempo. Los niveles
de expresion se normalizaron frente a GAPDH y se relativizaron frente a los niveles de expresion obtenidos en
la condicién control con DMSO.

Previamente se habia sugerido un papel de GDAP1 en la respuesta frente al estrés
oxidativo (Noack et al., 2012, Niemann et al., 2014); su expresion puede estar regulada por
los niveles intracelulares de GSH, y ademdas GDAPI1 protege frente a la toxicidad
oxidativa inducida por glutamato (Noack et al., 2012). Por lo que resulta interesante el
incremento de expresion de GDAP1 observado tras inducir el estrés de reticulo, al menos
a las 4 h (Figura 45). Curiosamente, se habia descrito que MFN2, pero no otros genes
implicados también en dindmica mitocondrial (MFN1, OPA1, DRP1 y FIS1), también
responde incrementando su expresion tras inducir estrés de reticulo con TG, por lo menos
en fibroblastos (Ngoh et al., 2012). En ambos genes, a partir de datos de ChIP-Seq de
ENCODE contenidos en UCSC (Transcription Factor ChIP-seq from ENCODE (V2)), se ha
detectado en la regién adyacente a sus 5’-UTRs la union de la proteina ATF3, un factor de
transcripcion que se induce por estrés de reticulo y que actia como activador
transcriptional de genes de estrés (Jiang et al., 2004). Es posible que el incremento de los
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niveles de expresion de GDAP1 y MFN2 esté mediado por la induccion de ATF3, lo que
implicaria a estos genes directamente en la respuesta al estrés de reticulo. De hecho, se ha
demostrado que la falta de MFN2 induce estrés de reticulo (Ngoh et al., 2012), y que la
falta de GDAP1 promueve una mayor susceptibilidad a dicho estrés (Pla-Martin, 2012,
Bolinches-Amoros, 2014, Pla-Martin et al., 2014).

3.8 Los genes JPH tienen regiones 3’-UTR largas y que en el caso de JPH1
esta conservada en vertebrados

A lo largo del trabajo hemos demostrado la importancia de JPH1 como modificador en
CMT2K, pero también hemos evidenciado la existencia de una regulacion fina en la
expresion de JPHI tanto en el tiempo, como ante estrés de reticulo o mitocondrial.
Ademas, como hemos comentado anteriormente, la alteracion de los niveles de JPH puede
conllevar consecuencias patologicas (Takeshima et al., 2015), como los niveles alterados de
JPH2 participando en el desarrollo de cardiomiopatias (Beavers et al., 2014). Por todo ello,
planteamos la hipdtesis de que pudieran existir mutaciones o polimorfismos en regiones
reguladoras del gen JPHI1 que afectasen a la regulacion de sus niveles de expresion,
pudiendo participar de la modificacion clinica en familias CMT2K.

Se llevaron a cabo diferentes estrategias para identificar regiones genémicas altamente
conservadas en el gen JPHI que pudieran ser relevantes en la regulacion de su expresion
(Figura 46). A parte de las regiones exonicas codificantes, destaca la elevada conservacion
observada en la region 3'-UTR de JPH1 en vertebrados (Figura 46).
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Figura 46. Identificacion de regiones conservadas en el gen JPHI. En la parte superior se muestra la estructura
del gen JPH1 en el genoma humano, representado en orientacién 3’-5". Se indica con un asterisco la regién 3’-
UTR. (A) Datos de conservacion de JPH1 en vertebrados provenientes de los datos de PhyloP contenidos en
UCSC. (B) Regiones conservadas de JPHI identificadas mediante la herramienta ExactPlus, excluyendo los
exones codificantes y las regiones repetitivas. (C) Estudio genémico comparativo del gen JPHI humano
respecto del ortdlogo correspondiente en cada uno de los genomas de Macaca mulatta, Equus caballus, Mus
musculus y Gallus gallus, para identificar las regiones mas conservadas. En rosa se muestran las regiones
intrénicas, en azul oscuro los exones codificantes, y en azul claro las regiones UTR.

Un rasgo caracteristico de los genes JPH es la presencia de regiones 3’-UTR muy largas.
En mamiferos hay cuatro genes JPH, todos ellos con largas 3’-UTR (Figura 47, Anexo 9);
también se observan 3’-UTR largas en los genes JPH1 de vertebrados (Anexo 9) e incluso
en los ortélogos de invertebrados (Figura 47, Anexo 9), con longitudes de 0,8 Kb en C.
elegans, 1,8 Kb en D. melanogaster y hasta de 2,4 Kb en el caso del gen JPH1 humano. Estos
valores son muy superiores a las longitudes medias de las 3'-UTR de los genes en estas
especies, siendo de 200 nt en los casos de C. elegans y D. melanogaster y de 995 nt en
humanos (Retelska et al.,, 2006, Mangone et al., 2010). En su conjunto, se pone de
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manifiesto la existencia de regiones 3'-UTRs largas en los genes JPH y que esta region esta
muy conservada en el caso de JPHI en vertebrados, y que probablemente este hecho
responda a una estricta necesidad para su regulacion.

5 3
Hs JPHI Y Bl Y ————— 3'UTR ~2,4kb
- Hs [PH?2 —iY IR = 3'UTR ~1,8kb
'nl Hs JPH3 =8 a8 &— 3'UTR ~1,5kb
Hs JPHY — VIR VIl E—— 3'UTR ~1,6kb

“FT Dmjp W R Y UTR 1,8k
A Cefph VROV ES YUTR 08k

Figura 47. Los genes JPH contienen regiones 3’'UTR muy largas. Comparacion de la estructura de los genes de
las JPH de humanos (Hs), como representante de vertebrados, y de las especies de invertebrados D.
melanogaster (DM) y C. elegans (Ce). Se muestran con recuadros negros las regiones exonicas codificantes, y en
blanco las regiones UTR. Las regiones intrénicas no se han dibujado a escala. Se indican los tamafios de las
regiones 3’-UTR de cada gen.

Aquellos genes cuya expresion se regula temporal o espacialmente, suelen contener
regiones 3'-UTRs largas, ya que hay mayor nimero de sitios de unién a distintos miRNAs
y permite una regulacién mads robusta (Cheng et al., 2009). De hecho, se ha demostrado
que la expresion del gen JPH2, cuyas mutaciones son responsables de cardiopatias
hipertroficas hereditarias y que su expresion se reprime en diferentes modelos de
cardiomiopatias, estd regulada por el miRNA mir-24, y que esta regulacion tiene
relevancia clinica en el desarrollo de dichas patologias cardiacas (Xu et al., 2012, Li et al.,
2013b). En la regiéon 3’-UTR de JPHI, a partir de la informacion extraida de TargetScan
(Anexo 10), destaca la presencia de sitios conservados en vertebrados de uniéon a miRNAs
relacionados con funciones reguladoras en el sistema nervioso, como miR-144, miR-145 y
miR-214, relacionados recientemente en respuesta a dafo en nervio ciatico (Zhang et al.,
2011), o el miR-124, importante por su relacién con el sistema nervioso y con su
regeneracion (Cao et al., 2007, Wu et al., 2011, Nagata et al., 2014). Las regiones 3’-UTRs
no solo son importantes por ser dianas de miRNAs, sino que son fundamentales en el
control de la estabilidad del mRNA, de la tasa de su traduccion y hasta de su transporte
(Andreassi and Riccio, 2009, Barrett et al., 2012). Incluso se ha visto en neuronas que en
ciertos genes, las regiones 3’-UTR pueden influir en la estabilidad del mRNA en respuesta
a senales de calcio (Fukuchi and Tsuda, 2010).

En su conjunto, la region 3’-UTR del gen JPH1 pudiera ser una regién candidata donde
mutaciones o polimorfismos pudieran provocar variaciones en sus niveles de expresion y
que en combinacién con mutaciones dominantes de GDAP1, pudieran ser responsables de
la variabilidad intrafamiliar en familias CMT2K.

3.9 Rastreo mutacional de la region 3’-UTR del gen JPH1 en familias CMT2K
con la mutacion dominante GDAP1 p.R120W

De entre los hallazgos de la secuenciacion de las 2,4 Kb de la region 3’-UTR del gen
JPH1 en los enfermos portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W pertenecientes a la
serie clinica de familias CMT2K, destacan los cambios en heterozigosis
NM_020647.2:c.*670C>T (rs13277002; MAF [G] = 0,19) y NM_020647.2:c.*1962G>A
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(rs57375187; MAF [T] =0,05) identificados respectivamente en el probando de la f{CMT-408
y en el probando de la fCMT-420. La posicion correspondiente al polimorfismo
rs13277002, en el genoma humano de referencia ha sido anotada con el alelo de menor
frecuencia (rs13277002C). Por esta razdn, el cambio observado en el probando de la
familia fCMT-408 deberia ser NM_020647.2:c.*670T>C. El resto de individuos
secuenciados portan en homozigosis el alelo de mayor frecuencia rs13277002T.

De acuerdo con el predictor mirSNP (Liu et al., 2012) sobre el efecto de SNPs sobre
posibles sitios de union a miRNAs, ambos cambios podrian tener consecuencias. El
cambio ¢.*670T>C podria alterar el hipotético sitio de union del miR-1284 y/o reducir la
posible unién del miR-4536-5p. El cambio ¢.*1962G>A podria reducir la unién del miR-
330-3p y/o crear sitios de unién a miR-491-3p y miR-586. Sin embargo, no hay que olvidar
que estos cambios también podrian alterar la unién de proteinas o incluso modificar la
estructura secundaria del 3’-UTR en el mRNA.

En diferentes genes se han descrito variantes en regiones 3’-UTR que confieren riesgo a
desarrollar enfermedades, pero también este tipo de variantes pueden ser la causa
primaria de enfermedades mendelianas e incluso son capaces de actuar como
modificadores de la severidad del fenotipo clinico en enfermedades monogénicas (Wang
et al., 2008a, Delay et al., 2011, Liang et al., 2011, Papagregoriou et al., 2012, Akdeli et al.,
2014, Dusl et al., 2015, Haghnejad et al., 2015).

3.10 Los portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W junto con la variante
JPH1 ¢.*1962G>A presentan un cuadro clinico mas grave

El cambio c.*670T>C en la regién 3’-UTR identificado en la probando de la f{CMT-408
(Figura 40, ID III:1), ya que no se ha detectado en su padre (ID II-4), seguramente haya
sido transmitido por su madre sana (ID II-5), y por tanto, la variante estaria en cis con el
cambio JPH1 p.R213P, y podria ser candidato a actuar como modificador.

El cambio JPH1 c.*1962G>A identificado en el probando de la f{CMT-420 (Figura 48, ID
III:1), también estd presente en su hermano enfermo (ID III:2). Dado que el padre (ID II:1)
no lo presenta, probablemente los pacientes III:1 y III:2 lo hayan heredado de la madre
sana (ID II:2). El resto de familiares portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W no
presentan dicho cambio en la region 3’-UTR de JPHI1. Esta familia se caracteriza por la
presencia de una gran variabilidad intrafamiliar. Tanto el padre (ID II:1) como el tio (ID
I1:3) del probando son practicamente asintomaticos. Sin embargo, tanto el probando como
su hermano (III:1 y III:2, de 10 y 8 afios de edad respectivamente) cursan con un cuadro
clinico més grave, con aparicion muy temprana de los sintomas, mostrando importante
discapacidad, atrofia y necesitando ortesis. Hemos descartado la existencia de posibles
mutaciones en MFN2 como responsable de la clinica mas grave tanto en el probando de la
fCMT-420 (Figura 48, ID III:1) como en su hermano (ID III:2). Considerando que ambos
niflos comparten el cambio JPHI ¢.*1962G>A, estando ausente en el resto de familiares
enfermos practicamente asintomaticos, este cambio es un potencial candidato como
posible modificador negativo.
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Figura 48. Familia fCMT-420. Arbol genealdgico de la familia f{CMT-420. Todos los individuos afectados
portan la mutacion GDAP1 p.R120W, mientras que los pacientes III:1 y III:2 adicionalmente portan la variante
JPH1 c.*1962G>A.

3.11 La variante JPH1 c.*1962G>A afecta a los niveles de expresion

Se realizaron ensayos de tipo luciferasa para determinar el efecto de las variantes
candidatas identificadas en la region 3’-UTR de la JPH1 sobre sus niveles de expresion.
Como se puede ver en la Figura 49, la variante JPHI c¢.*670T>C no afecta de forma
relevante, sin embargo la variante JPHI c.*1962G>A produce un fuerte incremento de los
niveles de expresion obtenidos. Estos datos sugieren que la variante JPH1 ¢.*670T>C no
parece que contribuya como modificador del fenotipo en el probando de la f{CMT-408, y
en este individuo, la variante JPH1 p.R213P seria la variante con mayor influencia sobre el
propio JPH1. En cambio, para el caso de la variante JPHI ¢.*1962G>A podria ser
responsable de la alteracion de los niveles de expresion. Es posible que en presencia de un
dafio cronico en nervio ciatico debido a GDAP1 p.R120W, niveles desregulados de JPH1
puedan contribuir a una potenciacion de los efectos deletéreos, probablemente influyendo
sobre la homeostasis del calcio.
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Figura 49. Efecto sobre los niveles de expresion de las variantes identificadas en 3'UTR de JPHI1. Empleamos
el vector pMIR, que expresa luciferasa bajo el promotor CMV, donde clonamos en su 3’-UTR tres copias en
tandem de la secuencia que contiene cada variante a estudiar que se ha identificado en la 3’-UTR de JPHI. Las
construcciones generadas (pMIR-3x_rs13277002T, pMIR-3x_rs13277002C, pMIR-3x_rs57375187G o pMIR-
3x_rs57375187A) se transfectaron en células SH-SY5Y para evaluar el efecto de cada variante sobre los niveles
de expresion de luciferasa. Los valores de la actividad luciferasa se normalizaron con los niveles de la
actividad renila. Se muestran los resultados relativizados frente a los del alelo de mayor frecuencia para cada
polimorfismo (barras blancas). Las barras negras corresponden a los valores obtenidos con los alelos de menor
frecuencia de los polimorfismos rs13277002 y rs57375187, identificados en las familias f{CMT-408 y fCMT-420
respectivamente. En cada experimento se transfectaron tres pocillos por condicién y cada experimento se
realizé un minimo de tres veces independientes.
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Como se ha comentado anteriormente, se ha relacionado la desregulacion de JPH con
diferentes patologias, fundamentalmente del musculo esquelético y cardiaco (Takeshima
et al., 2015). En distrofia muscular se ha detectado la alteracion en los niveles proteicos de
JPH1 debido a procesos de proteolisis (Murphy et al, 2013); pero también la
desregulacion de la expresion de JPH2, asi como mutaciones en este gen, estd implicada
en disfuncién cardiaca asi como en diferentes tipos de cardiomiopatias tanto en modelos
animales como en pacientes (Minamisawa et al., 2004, Landstrom et al., 2011, Murphy et
al., 2013, Beavers et al., 2014). En el sistema nervioso, los niveles de JPH también tienen su
relevancia. Los ratones knock-out de Jph3, tanto heterozigotos como homozigotos,
muestran descoordinaciéon motora asi como una disfuncién motora progresiva, (Nishi et
al., 2002, Seixas et al., 2012), a pesar de seguir expresando Jph4 (Nishi et al., 2003);
mientras que los ratones doble knockt-out de Jph3 y Jph4 muestran ademas alteraciones de
la memoria debido a defectos en la plasticidad de neuronas del hipocampo (Moriguchi et
al., 2006). En humanos, las mutaciones dominantes en el gen JPH3, por la expansion
anormal de repeticiones de tripletes CAG/CTG en el ex6n alternativo 2A de este gen, son
responsables de la enfermedad de Huntington-like 2 (HDL2 MIM 606438) (Holmes et al.,
2001). La presencia del fenotipo motor en ratones knock-out de Jph3 en heterozigotos, asi
como la informacién obtenida a partir de estudios con los modelos murinos de HDL2 y de
muestras post-morten de cerebro de pacientes HDL2, han demostrado que en la
patogénesis de HDL2 contribuye principalmente la disminucion en los niveles proteicos
de JPH3 (Seixas et al., 2012, Rudnicki et al., 2014).

Hemos visto que JPH1 es un modificador genético y funcional de GDAP1, que esta
presente en el PNS, y que su expresion se regula tanto en el tiempo como ante el estrés de
reticulo o mitocondrial. La falta de GDAP1 produce una mayor susceptibilidad a estrés de
reticulo (Pla-Martin, 2012, Bolinches-Amoros, 2014, Pla-Martin et al., 2014), mientras que
las mutaciones dominantes causan un bloqueo de la fusién mitocondrial (Niemann et al.,
2009, Zimon et al., 2011), provocando un dafio mitocondrial por aumento de las especies
reactivas del oxigeno (ROS), alteraciéon del AYm y mayor susceptibilidad a apoptosis
(Niemann et al., 2009), e incluso también causan alteraciones en la homeostasis del calcio,
asi que es posible que adicionalmente se pueda inducir cierto estrés de reticulo (Pla-
Martin et al., 2014). La variante c.*1962G>A en la region 3’-UTR de JPHI, que conduce a
niveles alterados del transcrito de JPH1, por si sola no parece tener ningtn efecto, puesto
que probablemente esté presente en la madre sana de la f{CMT-420 (Figura 48, ID II:2). Sin
embargo, es posible que la presencia de niveles desregulados de JPHI actiie como un
modificador negativo en combinacién con un dafio crénico axonal debido a la mutacion
dominante GDAP1 p.R120W, como ocurre en el probando de la f{CMT-420 y en su
hermano, los pacientes con un cuadro clinico mas grave en la familia. Para tratar de
estudiar cudl es el efecto de la desregulacion de niveles de JPH1 sobre un dafio neural
debido a GDAP1, recurrimos al empleo de modelos animales.

3.12 La combinacion de alteraciones en Jp y Gdap1 potencia el dafio neural en

D. melanogaster
En D. melanogaster existen homologos tanto de JPH1 como de GDAPI. El gen Gdapl
(CG4623) de D. melanogaster es el homodlogo de los genes GDAP1 y GDAPL1 de
vertebrados (Marco et al., 2004, Lopez Del Amo et al., 2015), mientras el gen Junctophilin
(Jp, CG4405) es el de los genes JPH1-4 (Garbino et al., 2009). Recientemente se ha descrito
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como la falta o la sobreexpresion de Gdap1 en D. melanogaster, modelizando una pérdida o
una ganancia de funcidn respectivamente, produce neurodegeneracion de los
fotorreceptores (Lopez Del Amo et al., 2015). Quisimos estudiar los posibles efectos de la
desregulacién de Jp sobre el dafo neural presente en estos modelos de Gdap1.

En primer lugar analizamos el posible efecto de sobreexpresar o silenciar Jp
especificamente en el ojo de D. melanogaster mediante el driver GMR-Gal4. Como se puede
ver en la Figura 50, el silenciamiento de Jp mediante RNAi no tiene consecuencias sobre la
morfologia externa del ojo de D. melanogaster. Sin embargo, la sobreexpresion de Jp altera
la morfologia externa, produciendo desorganizacion de omatidios y presencia de quetas
interomatidiales supernumerarias. Ademds, el fenotipo observado se incrementa al
sobreexpresar mayores niveles de Jp (Figura 50). En el caso de Gdapl, ya se habia
demostrado que ni su interferencia ni su sobreexpresion conllevan alteraciones en la
morfologia externa del ojo (Lopez Del Amo et al., 2015).

Figuras 50. Efecto de la Junctophilina en la morfologia externa del ojo. Microscopia electrénica de barrido de
la superficie del ojo de moscas de menos de una semana (4-6 dias), con sobreexpresion (UAS-Jp) o
silenciamiento (RNAi-Jp) de la Junctophilina especificamente en ojo, mediante el driver GMR-Gal4. En el caso
de la sobreexpresion de la Juntophilina, se muestran los fenotipos de moscas con una copia (inserto en
heterozigosis) o dos copias (2x, inserto en homozigosis). Como control se ha empleado el driver GMR-Gal4 en
heterozigosis. Se muestran dos magnificaciones diferentes para cada uno de los genotipos.

Quisimos evaluar los posibles efectos sobre la morfologia externa del ojo cuando se
combinan alteraciones tanto de Jp como de Gdap1 en D. melanogaster. Como se puede ver
en la Figura 51, las distintas combinaciones de sobreexpresion y/o interferencia de Jp y
Gdap1, no producen modificaciones relevantes de la apariencia externa del ojo cuando se
compara con las alteraciones producidas por cada gen por separado. Sin embargo, la
neurodegeneracion de los fotorreceptores no siempre se ve reflejada en la morfologia
externa. De hecho, los modelos de sobreexpresion e interferencia de Gdapl en D.
melanogaster suponen un ejemplo de ello, ya que a pesar de presentar una evidente
neurodegeneracion de los fotorreceptores a nivel interno, no tiene consecuencias en la
morfologia externa del ojo (Lopez Del Amo et al., 2015).
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Figuras 51. Analisis de la morfologia externa del ojo al combinar la sobreexpresion y/o interferencia de Jp y
Gdap1. Microscopia electrénica de barrido de la superficie del ojo de moscas de menos de una semana (4-6
dias), con sobreexpresién (UAS-Jp) o silenciamiento (RNAi-Jp) de Jp en combinacién con sobreexpresion
(UAS-Gdapl) o silenciamiento (RNAi-Gdapl) de Gdapl, especificamente en ojo, mediante el driver GMR-
Gal4.

Por ello, quisimos evaluar los posibles efectos a nivel interno, determinando el nimero
de neuronas fotorreceptoras por omatidio en cada genotipo. En cada plano de corte
transversal del ojo de D. melanogaster, se identifican siete fotorreceptores por omatidio,
como se aprecia mayoritariamente en el control (Figura 52A, B), mientras que la
modificacion en los niveles de Jp provoca alteraciones en el numero de fotorreceptores por
omatidio (Figura 52A, B, C). La sobreexpresion de Jp causa una importante presencia de
omatidios con mas de siete fotorreceptores (Figura 52A, C), mientras que la falta de Jp
induce la pérdida de fotorreceptores (Figura 52A, D). Todo ello parece indicar la
importancia de unos niveles adecuados de Jp para un correcto desarrollo de los omatidios
y posiblemente para el correcto mantenimiento de la viabilidad neuronal.
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Figura 52. Efectos de Jp sobre el niumero de fotorreceptores. (A) Histograma del nimero de fotorreceptores
por omatidio de moscas de menos de una semana sobreexpresando Jp (UAS-Jp) o con silenciamiento de Jp
(RNAi-Jp) especificamente en ojo mediante el driver GMR-Gal4. Como control se han empleado moscas GMR-
Gal4 en heterozigosis. Los contajes se han realizado a partir de un minimo de tres individuos por genotipo.
Imagenes de microscopia electrénica de transmision de cortes ultrafinos de ojos de mosca control (B), con
sobreexpresion de Jp (B y C) o con silenciamiento de Jp (E). La barra representa 3 um.

Al igual que se habia descrito con anterioridad (Lopez Del Amo et al., 2015), la
alteracion de los niveles de Gdap1l produce la degeneracion de los fotorreceptores (Figura
53). Sin embargo, cuando se combinan en la misma mosca alteraciones en Jp y Gdapl, se
induce una mayor neurodegeneracion medida como un dréstico incremento en la
proporcion de omatidios con menos de siete fotorreceptores. Como se puede apreciar en
la Figura 53, la sobreexpresion de Jp en combinacién con la sobreexpresion o la
interferencia de Gdap1l da lugar a la presencia de mayor niumero de omatidios con menor
numero de fotorreceptores. Esta pérdida de fotorreceptores se hace ain mas evidente
cuando se combina el silenciamiento de Jp con alteraciones en Gdapl (Figura 53). La
degeneracion no sdlo se ve reflejada en la pérdida de fotorreceptores por omatidio, sino
que ademads, la apariencia y organizacion de los omatidios estd gravemente afectada en las
combinaciones (Figuras 53). De hecho, en las combinaciones con la interferencia de Jp se
induce la presencia de grandes estructuras de tipo vacuolar, siendo mas generalizada y
prominente en el caso de la combinacién del silenciamiento de Jp con la sobreexpresion de
Gdapl. Con todo, la combinacién de alteraciones en ambos genes potencia
considerablemente los dafios neurales producidos por cada gen por separado.
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Figura 53. La combinacion de alteraciones en los niveles de Jp y Gdap1 induce una mayor neurodegeneracion.
Mediante microscopia electronica de transmision a partir de cortes ultrafinos de ojos, se han analizado
omatidios de moscas de menos de una semana en las que se ha combinado la sobreexpresion y/o interferencia
de Jp y Gdapl. La expresion especifica en el ojo se ha llevado a cado empleando el driver GMR-Gal4. Como
controles se ha incluido la sobreexpresién o interferencia de cada gen por separado, asi como moscas con
tunicamente el driver GMR-Gal4 (Ctl). En la parte superior se muestra un histograma con las cuantificaciones
de la proporcién (en porcentaje) de omatidios con >7, 7, 6, o <6 fotorreceptores por omatidio de los genotipos
indicados, con imagenes representativas en la parte inferior. Los contajes se han realizado a partir de un
minimo de tres individuos por genotipo. La barra representa 2 um.

Tras demostrar que Jp es capaz de potenciar el fenotipo debido a Gdapl en D.
melanogaster, quisimos comprobar si la alteracion de Jp también podria tener
consecuencias sobre el fenotipo producido por otro gen CMT. Mutaciones en el gen MFN2
causan la forma CMT2A2 (Zuchner et al, 2004). Funcionalmente MFN2 presenta
numerosas similitudes con GDAP1. MFN2 se localiza en la membrana mitocondrial
externa, donde participa en dindmica mitocondrial, aunque con un papel mas directo y
actuando como un factor de fusién (Chen et al., 2003, Song et al., 2009). También se
localiza en las MAMs e influye en los contactos entre reticulo-mitocondria y
adicionalmente, la deplecion de MFN2 también afecta a la homeostasis de calcio (de Brito
and Scorrano, 2008, Filadi et al., 2015).

El gen Mfn (Marf, CG3869) de D. melanogaster es el homologo de los genes MFN1 y
MFN2 de vertebrados (Hwa et al., 2002). La sobreexpresion de Mfn en D. melanogaster,
provoca un fuerte fenotipo de ojo rugoso a nivel externo (Lopez Del Amo et al., 2015),
pero causando ademds una disminucion evidente de su tamafio (Figura 54D, G) en
comparacion con el control (Figura 54A, G). La combinacion de la sobreexpresion de Mfn
y Jp (Figura 54E, G), no da lugar a ninguna alteracién evidente del fenotipo de ojo debido
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a Mfn (Figura 54D, G). Sorprendentemente, la combinacion de la sobreexpresion de Mfn
con la interferencia de Jp provoca una clara potenciacion del fenotipo, aumentanto la
despigmentacion asi como disminuyendo el tamafio de ojo (Figura 54F, G), en
comparacion con el efecto resultante de sobreexpresar inicamente Mfn (Figura 54D, G).
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Figura 54. Efecto de Jp sobre el fenotipo externo del ojo debido a la sobreexpresion de Mfn. (A-F) Imdgenes
representativas del ojo de machos de menos de una semana de los genotipos indicados. Los elementos UAS y
RNAI indicados se han sobreexpresado especificamente en ojo mediante el driver GMR-Gal4. Como control se
han empleado moscas con tnicamente el driver GMR-Gal4. (G) Representacion de la media del area (pixeles al
cuadrado) de los ojos de un minimo de 20 machos por genotipo de menos de una semana (procedentes de al
menos dos cruces independientes) medido mediante Image J a partir de imagenes tomadas con los mismos
aumentos en una lupa con cdmara acoplada. Andlisis estadistico mediante ANOVA vy aplicando el test de
Tukey de comparaciéon multiple.

En su conjunto, demostramos que Jp es capaz de modificar el fenotipo debido a la
sobreexpresion de otro gen CMT, como es Mfn. GDAP1 y MFN2 comparten diversas
funciones celulares. Ambas son proteinas de la membrana mitocondrial externa, y
participan, aunque de diferente forma, en dindmica mitocondrial, en la relacion
mitocondria-reticulo, asi como en la homeostasis de calcio (Pareyson et al., 2015). De
hecho se ha demostrado su interaccién génica tanto en D. melanoster como en D. rerio
(Gonzaga-Jauregui et al., 2015, Lopez Del Amo et al., 2015), y en pacientes de CMT, la
coexistencia de mutaciones en ambos genes da lugar a cuadros clinicos mas graves
(Cassereau et al., 2011, Vital et al., 2012, Kostera-Pruszczyk et al., 2014).

CMT2A2, debida a mutaciones en MFN2, es clinicamente muy heterogénea, cursando
con cuadros clinicos leves hasta algunas formas graves. Puede presentarse como
neuropatia CMT2 cldsica, pero también puede dar lugar a formas mas complejas en las
que el CNS se puede ver también afectado (Bombelli et al., 2014, Stuppia et al., 2015). En
algunos casos parte de la heterogeinidad clinica, evidenciada con una gran variabilidad
interfamiliar, se explica con la diferente patogenicidad de las diferentes mutaciones en
MEN2 (Chung et al., 2006, Stuppia et al., 2015). Sin embargo, no en todos los casos se
puede establecer una clara relacion genotipo-fenotipo, ya que también se ha observado
variabilidad entre familias con la misma mutacion en MFN2 e incluso hay claros ejemplos
de variabilidad intrafamiliar (Lawson et al., 2005, Muglia et al., 2007, Del Bo et al., 2008,
Stuppia et al., 2015). Aunque se ha sugerido la existencia de modificadores genéticos,
hasta la fecha no se han descrito modificadores genéticos en pacientes CMT2A2 (Del Bo et
al., 2008). Al igual que se ha comentado para los casos de mutaciones en GDAPI, la
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presencia simultdnea de mutaciones en GDAP1 y MFN2 en pacientes aislados conduce a
cuadros clinicos mas graves.

Dada la estrecha relacion tanto genética como funcional de GDAP1 y MFN2, resulta
tentador pensar que puede haber modificadores genéticos comunes. En estre trabajo
hemos demostrado, a través de estudios de genémica comparativa, estudios funcionales,
asi como a partir de la informacién genética de pacientes CMT2K, que JPH1 es un claro
modificador tanto funcional como genético de GDAPl. Ademads, empleando D.
melanogaster como organismo modelo hemos aportado un apoyo adicional al papel de
JPH1 como modificador de GDAP1. El uso de este organismo modelo nos ha permitido
demostrar que Jp también puede modificar los fenotipos de otro gen CMT relacionado
con Gdapl, como es Mfn. Teniendo todo esto en cuenta, es posible que JPHI también
pueda ser un modificador genético de las formas debidas a mutaciones dominantes en
MFN?2. Por tanto, consideramos relevante hacer un estudio genético de JPH1 en los casos
de CMT2K y CMT2A2 en los que exista variabilidad intrafamiliar, y que ésta no se
explique con la presencia de mutaciones adicionales en los propios genes GDAP1 y MFN2.

A parte de las formas CMT2A2 y CMT2K, hay otras formas de CMT2 que se
caracterizan por la presencia de variabilidad intrafamiliar y que estan causadas por
mutaciones dominantes en genes que se han relacionado con la homeostasis del calcio,
como por ejemplo en BSCL2 y TRPV4 (Klein et al., 2011, Bi et al., 2014). El espectro clinico
de las mutaciones en el gen BSCL2, que codifica para la proteina seipina, es muy amplio
(Ito and Suzuki, 2009). Las mutaciones dominantes en BSCL2, suponen un claro ejemplo
de penetrancia incompleta y expresividad variable, ya que las mismas mutaciones pueden
dar lugar a CMT2, a la forma de neuropatia predominante motora HMN5B (MIM 600794),
0 a paraplegia espastica tipo Silver (SPG17; MIM 270685), incluso en una misma familia, y
que ademds, pueden haber portadores asintomaticos o afectados subclinicamente (Irobi et
al., 2004, Auer-Grumbach et al., 2005, Choi et al., 2013). Las mutaciones recesivas en
BSCL2 son responsables de la lipodistrofia congénita generalizada de tipo 2 (CGL2,
acrénimo en inglés; MIM 269700). Seipina es una proteina del reticulo endoplasmatico
implicada en el metabolismo lipidico. Las mutaciones dominantes en seipina afectan a su
plegamiento normal en el reticulo, provocando estrés de reticulo (Ito and Suzuki, 2009),
aunque también se producen defectos en el metabolismo de los lipid droplets (Tian et al.,
2011, Falk et al., 2014, Fan et al., 2015). Recientemente se ha visto que seipina interactiia
fisicamente con SERCA, una bomba de calcio en el reticulo endoplasmatico responsable
del transporte del calcio citosolico al lumen del reticulo (Bi et al., 2014). De hecho, seipina
es capaz de afectar a la actividad de SERCA, modulando la homeostasis del calcio
intracelular (Bi et al., 2014). Ademas, en D. melanogaster, el silenciamiento del receptor de
rianodina (RyR), un canal implicado en la salida de calcio del reticulo al citosol, rescata
parcialmente defectos del almacenamiento lipidico presente en mutantes de dSeipin, el
homdlogo de seipina en esta especie (Bi et al., 2014).

Las neuropatias debidas a mutaciones dominantes en TRPV4 son muy variables
fenotipicamente, y también suponen un claro ejemplo de expresividad variable y
penetrancia incompleta. Las mutaciones en el gen TRPV4 se han identificado en diferentes
neuropatias dominantes, siendo responsable de la forma CMT2C (MIM 606071), de la
atrofia muscular espinal escapuloperoneal (SPSMA, acrénimo en ingles; MIM 181405), y
de la atrofia muscular espinal congénita distal (HMN8 o CDSMA, acréonimo en inglés;
OMIM 600175) (Zimon et al., 2010, Echaniz-Laguna et al., 2014, Evangelista et al., 2015). El
grado de severidad puede ser muy variable, desde formas leves a graves, incluso dentro
de una misma familia, y es muy caracteristica la penetrancia incompleta, siendo habitual
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la presencia de portadores asintomaticos (Landoure et al., 2010, Zimon et al., 2010,
Aharoni et al., 2011, Berciano et al., 2011, Klein et al., 2011, Koutsis et al., 2015). TRPV4 es
un canal catidnico no selectivo, con mayor permeabilidad para el calcio, que se activa en
respuesta a estimulos tanto fisicos como quimicos (Plant and Strotmann, 2007). Las
mutaciones dominantes en TRPV4 responsables de las neuropatias causan una ganancia
de funcién que incrementa la actividad del canal, dando lugar a elevados niveles de calcio
intracelular, que resultan tdxicos para las neuronas (Landoure et al., 2010, Klein et al.,
2011). Recientemente, en la ultima reunion de la Peripheral Nerve Society celebrada en
Quebec (Canadd) en junio de 2015, el grupo liderado por el Dr. Thomas Lloyd describio
en modelos de D. melanogaster, que el silenciamiento de CaMKII, una kinasa dependiente
de calcio y de calmodulina que es fundamental en la sefializaciéon por calcio y en su
homeostasis, es capaz de suprimir fenotipos debidos a la sobreexpresion de la forma
mutante TRPV4 p.R269C responsable de la neuropatia en pacientes (Woolums et al.,
2015).

En las neuropatias debidas a mutaciones en los genes BSCL2 o en TRPV4 se ha
sugerido la existencia de modificadores genéticos (Irobi et al., 2004, Berciano et al., 2011,
Klein et al., 2011). Existe relaciéon funcional entre las proteinas JPH y las proteinas RYR y
CAMKII, que como hemos comentado, son capaces de modificar, al menos en D.
melanosgaster, los fenotipos de mutantes en BSCL2 y TRPV4, respectivamente. JPH1
interacciona fisicamente con RYR1 y adicionalmente, se ha visto que JPH2 interacciona
con RYR2 y participa regulando su establidad asi como su actividad (Phimister et al.,
2007, van Oort et al., 2011, Hill and Diwan, 2013). Parte de los fenotipos observados en los
ratones doble knock-out de Jph3 'y Jph4 se debe a CaMKII (Moriguchi et al., 2006, Moriguchi
et al., 2015). La falta de Jph3 y Jph4 provoca la hiperactivacion de CaMKII en neuronas
(Moriguchi et al., 2006, Moriguchi et al., 2015).

Hemos demostrado el papel de JPH1 como modificador funcional y genético de
GDAP1. Las variantes identificadas en [PH1 explican en parte la variabilidad intrafamiliar
presente en la f{CMT-408 y en la f{CMT-420. Sin embargo, la variabilidad clinica observada
en otras familias (por ejemplo las familias f{CMT-213 y f{CMT-214), no puede ser explicada
por mutaciones o polimorfismos en el gen JPHI. Por lo que deben existir otros genes
modificadores en CMT2K. GDAP1 interacciona fisicamente con RAB6B y caytaxina,
implicadas en transporte retrogrado y anterogrado respectivamente, a través de las que
GDAP1 podria regular el trafico mitocondrial (Pla-Martin et al., 2013). Estos interactores
podrian ser considerados posibles candidatos a modificadores. Las mutaciones
dominantes en GDAP1 tienen una mayor interaccion con estas proteinas (Pla-Martin et
al., 2013). Podrian existir polimorfismos en los genes RAB6B o caytaxina que afectasen a
sus niveles de expresion o incluso variantes en estas proteinas que influyeran en su
interaccion con GDAP1 y pudieran modificar los efectos sobre la motilidad, distribucion e
incluso morfologia mitocondrial.

Sin embargo, como se ha comentado a lo largo de este capitulo, aquellos genes capaces
de influir en la homeostasis de calcio, son posiblemente candidatos mas relevantes. De
entre las proteinas identificadas mediante ensayos de doble hibrido de interaccionar con
GDAP1 (Pla-Martin, 2012), destaca la proteina adenilato ciclasa 8 (AC8) codificada por el
gen ADCYS8, como posible candidato a modificador. Se trata de una adenilato ciclasa
unida a membrana que se expresa especificamente en sistema nervioso y que estd
regulada por calcio; responde selectivamente al SOCE (Martin et al., 2009), y de hecho,
interacciona fisicamente con ORAI1 (Willoughby et al., 2012), la proteina formadora del
poro de los canales SOC y que junto a STIM1 es la responsable de la entrada de calcio por
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el mecanismo del SOCE. La relacion entre ORAI1-AC8 permite coordinar las
sefializaciones de calcio y AMPc (Willoughby et al., 2012). Por tanto, AC8 es un potencial
candidato a ser modificador de GDAP1, y modular de alguna manera los efectos de
GDAP1 mutado sobre la homeostasis de calcio.

Ademas, mutaciones y/o polimorfismos que afectasen a los niveles y/o a la funcion de
RYR o CAMKII, implicados directamente en calcio, y que como hemos visto
anteriormente, son capaces de modificar, respectivamente, los fenotipos de mutantes de
BSCL2 y TRPV4 en D. melanogaster, y que ademads, estan relaciondos con las proteinas JPH,
podrian ser potenciales candidatos de actuar como modificadores genéticos en CMT2K,
pero también en estas otras formas de CMT2 debidas a mutaciones dominantes en genes
que se han relacionado con la homeostasis del calcio, como BSCL2, MFN2 y TRPV4.

3.13 Cribado mutacional de JPH1 en la serie de CMT sin diagndstico genético

Dado el papel de JPH1 como modificador en CMT2K quisimos comprobar si
mutaciones en el gen JPHI pudieran ser responsables de la neuropatia en pacientes CMT
sin diagndstico genético. Para ello se analizaron los exones codificantes de JPHI de 46
probandos en los que previamente se habian descartado mutaciones en los genes CMT
conocidos hasta la fecha (Sivera et al., 2013), y que por tanto, permanecen sin diagndstico
genético. El rastreo mutacional de JPH1 reveld tinicamente una variante novel en uno de
los pacientes. El resto de variantes identificadas en estos pacientes se descartaron como
causales por ser polimorfismos con una MAF > 0,1. La mutacion se identifico en
heterozigosis en el DNA 854 (fCMT-313) y se trata del cambio sinénimo JPH1 ¢.849C>T
(p.Gly283=) (Figura 55A). A nivel nucleotidico, segtin todos los predictores del splicing
consultados (NNSPLICE9, HSF y NetGene), la mutacién generaria un nuevo sitio
donador que podria ser reconocido durante el splicing, que provocaria la pérdida de parte
del exon 2 de JPH1. La mutacion se localiza en la dltima posicion de un codén que
codifica para el aminodcido glicina (GGC>GGT). El aminodcido glicina, estd codificado
por cualquiera de las combinaciones GGA, GGC, GGG o GGT; pero curiosamente, el
triplete GGT generado por la mutacion c.849C>T, es la tinica combinacién no presente en
el codéon correspondiente en el gen JPHI del genoma de las diferentes especies de
vertebrados analizados (Figura 55B). Para ahondar en los posibles efectos de la mutacién
c.849C>T sobre el splicing, se llevd a cabo un estudio de minigenes. Tanto en la forma WT
como en la forma mutante, aparece el producto normal esperado del correcto
procesamiento de los intrones y la presencia del exén 2 completo (Figura 55C). Sin
embargo, inicamente en la forma mutante aparece una banda adicional de menor tamafo
que se corresponde con el producto de un splicing aberrante debido a la mutacién (Figura
55C). La secuenciacion de las correspondientes bandas confirmaron las predicciones de
los programas informaticos, demostrando la afectacién del splicing. La mutacion genera
un nuevo sitio GT donador, provocando un splicing anormal que conlleva la pérdida en
pauta de 292 nt del exdén 2, lo que daria lugar a una proteina JPH1 sin dos de sus dominos
MORN (Figura 58D).
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Figura 55. La mutacion JPHI ¢.849C>T genera un nuevo sitio donador del splicing. (A) Electroferograma de la
mutacion en heterozigosis JPHI1 c.849C>T (sefialada con una flecha) identificada en el DNA 854 (fCMT-313).
(B) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de organismos vertebrados representativos de la region
donde se localiza la mutacién (indicada por la cabeza de flecha). La mutacion corresponde a la tltima posicién
del triplete que codifica para el aminoactido glicina (Gly). (C) Estudio de minigenes. Células HeLa fueron
transfectadas con el plasmido pSPL3 con la forma WT o mutante (c.849C>T) del exén 2 de la JPH1 y parte de
las regiones intrénicas flanqueantes. A las 24 h se obtuvo el cDNA que se empled como molde para amplificar
por PCR con los oligos SD6F y SA2R los productos del splicing. Como control se usé el plasmido pSPL3 vacio
(EV). Los productos de PCR se resolvieron en gel de agarosa. Como control de la amplificacion se detecto la
expresion de GAPDH. Los tamafios observados corresponden con los tamarfios esperados al amplificar el
producto del splicing normal (1023 pb) en los carriles pSPL3-JPH1-Ex2 WT y c.847C>T, y al del splicing
aberrante (731 pb) tnicamente identificado en la forma mutante ¢.847C>T (banda sefialada con la punta de
flecha). El producto observado con el vector vacio corresponde con el tamafio esperado de 263 pb. El
experimento se repiti6 dos veces independientes. Las bandas fueron purificadas y secuenciadas para
confirmar los productos del splicing obtenidos. (D) Prediccién a nivel de proteina de las conseciencias del
splicing aberrante debido a la mutacion JPH1 c.849C>T. Se poduciria un pérdida en pauta de parte del exén 2
de la JPHI, lo que generaria una proteina JPH1 sin dos de los dominios MORN.

Los dominios MORN de las proteinas JPH permiten su asociacion con la membrana
plasmatica. Ademas, las proteinas JPH interaccionan con otras proteinas a través de la
region de union (Golini et al., 2011), la zona que une los dominios MORN I-VI con los
dominios MORN VII-VIII. Ademas, las mutaciones en JPH2 que causan cardiopatia
hipertrdfica, se localizan tanto en la regién de unién como en los dominios MORN mas
cercanos a ésta (Garbino et al., 2009, Landstrom et al., 2014). Asi, la pérdida de dominios
MORN como consecuencia del splicing aberrante en JPH1 debido a la mutacion JPHI
c.849C>T (Figura 58C, D), podria afectar a su capacidad de asociacion con la membrana
plasmatica asi como alterar la unién con otras proteinas. Se podria plantear un escenario
hipotético en el que esta forma mutante de JPH1 podria actuar como dominante negativo
al perder por ejemplo, la interaccion con proteinas reguladoras.

Sin embargo, no se han podido obtener muestras de gDNA de otros miembros de la
familia f{CMT-313, por lo que no se ha podido llevar a cabo un estudio de segregacion que
permitiera conocer si dicha mutacion co-segrega con la enfermedad. Por lo tanto,
actualmente desconocemos la relevancia de dicha mutacidn, ya sea como mutacién causal
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o incluso como posible modificador del fenotipo. Recientemente se ha puesto de
manifiesto como la carga genética puede influir en el desarrollo de neuropatias (Gonzaga-
Jauregui et al., 2015), y esto podria ser reflejo de un escenario mas complejo en el que por
ejemplo, en este paciente la presencia de esta mutacion en JPHI en combinacién con otra
variante en otro gen, puedan ser las responsables de la neuropatia. Si bien, todo parece
indicar que mutaciones en el gen JPH1 no sean causa directa de CMT.
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3.14 Los genes JPH como modificadores de otras enfermedades neuroldgicas

Mutaciones dominantes en el gen JPH3, consistentes en la expansién anormal de
repeticiones de tripletes CAG/CTG en su exdn alternativo 2A, son responsables de la
enfermedad de Huntington-like 2 (HDL2, MIM 606438) (Holmes et al., 2001), una
fenocopia clinicamente indistinguible de la enfermedad de Huntington (HD, MIM
143100). HD esta causa por la expansion de repeticiones del trinucletido CAG en el gen
Htt que codifica para la proteina huntingtina. Se trata de una enfermedad autosémica
dominante que cursa con un trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado por
corea, distonia, problemas de coordinacidn, deterioro cognitivo, demencia y trastornos
conductivos. Los principales determinantes para que se desarrolle HD y de ctiando se
exprese son, respectivamente, la presencia y la longitud de la expansion en Htt, aunque la
precisa manifestacion de la enfermedad asi como sus tiempos exactos, son claramente
modificables por otros factores, incluyendo factores genéticos, y es por ello, que se han
dedicado muchos esfuerzos en identificar modificadores genéticos (Gusella and
MacDonald, 2009). Se ha demostrado que proteinas que interaccionan fisicamente con
huntingtina pueden ser modificadores genéticos en modelos animales de HD (Kaltenbach
et al., 2007). En uno de los screenings realizados, de entre las proteinas identificadas que
interactian con huntingtina, se identific6 la proteina JPH2 (Kaltenbach et al., 2007).
Teniendo en cuenta la elevada similitud de secuencia que comparten las cuatro proteinas
JPH en mamiferos, es posible que huntingtina pueda interaccionar también con las otras
JPH. Sin embargo, hasta la fecha no se ha conoce el posible papel de las proteinas JPH
como modificadores genéticos en HD. Teniendo en cuenta que mutaciones en JPH3 son
responsables de HDL2, y que en parte, esto se debe a la reduccion de sus niveles, y que al
menos JPH2 interacciona fisicamente con huntingtina, todo ello nos hizo plantearnos si las
proteinas JPH podrian actuar como modificadores genéticos de HD.

Para comprobar esta hipdtesis utilizamos el modelo de HD de D. melanogaster, en el
que la sobreexpresion del fragmento de la proteina huntingtina humana que contiene la
expansion  patologica de  poliglutaminas  (Htt-ex1-pQ93), conduce a wuna
neurodegeneraciéon progresiva (Pouladi et al, 2013), y lo combinamos con la
sobreexpresion o el silenciamiento de Jp. En D. melanogaster la sobreexpresion de Htt-ex1-
pQ93 en el ojo mediante el driver GMR-Gal4, inicialmente no produce ningun efecto en la
apariencia externa, como se aprecia en moscas de un dia post-eclosion (Figura 56A), en
concordancia con lo que se habia establecido con anterioridad (Steffan et al., 2001). Sin
embargo, la neurodegeneracion se va manifestando externamente en forma de una
despigmentacion gradual en el ojo, que se va incrementando a medida que avanza el
tiempo. A las cuatro semanas se puede ver una despigmentacion evidente debido a la
neurodegeneracion inducida por Htt-ex1-pQ93 (Figura 56D). Sorprendentemente, cuando
se combina la sobreexpresién de huntingtina mutada con el silenciamiento de Jp, se
observa una despigmentacion muy evidente ya desde el dia 1 post-eclosion (Figura 56C).
Y esta potenciacion del fenotipo se va haciendo mas evidente con el tiempo, con la
presencia de una fuerte despigmentacién del ojo a las cuatro semanas (Figura 56F), y que
es mucho mas pronunciada que la producida sdélo por Htt-ex1-pQ93 a la misma edad
(Figura 56D). Ademas, la combinacion con la sobreexpresion de Jp (Figura 56B, E), retrasa
en el tiempo la despigmentacion debida a Htt-ex1-pQ93, siendo mucho menos marcada
que la inducida tinicamente por Htt-ex1-pQ93. Al igual que en el control (Figura 56G), ni
la sobreexpresion (Figura 56H) ni el silenciamiento (Figura 56I) de Jp producen por si
mismos despigmentacién. Asi, demostramos que Jp es modificador genético en HD;
mientras que su sobreexpresién acttia como supresor, su silenciamiento actia como
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potenciador del fenotipo de neurodegeneracion causado por huntingtina mutada, al

menos en D. melanogaster.
i‘ I
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Figura 56. Los niveles de Jp modifican la neurodegeneracion inducida por Htt-ex1-pQ93 en el modelo de
Huntington en D. melanogaster. Se ha empleado la sobreexpresién del fragmento de la proteina humana
huntingtina (Htt) correspondiente al ex6n 1 con la repeticién patoldgica con 93 glutaminas (Q93), y se ha
combinado con la sobreexpresion (UAS-Jp) o silenciamiento (RNAi-Jp) de Jp especificamente en el ojo
mediante el driver GMR-Gal4, para estudiar el efecto sobre la neurodegeneracion debida a Htt-ex1-pQ93,
evaluando el grado de despigmentacion. Se muestran imagenes representativas del ojo de machos de un dia
(A-C) o de 4 semanas (D-I) de los genotipos indicados. Como controles se han empleado moscas con
tnicamente el driver GMR-Gal4 (G), pero también con solo la sobreexpresion (H) o el silenciamiento (I) de Jp.
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En mamiferos, las proteinas JPH mads representadas en cerebro son JPH3 y JPH4 (Nishi
et al., 2003), por lo que posiblemente éstas son las que pudieran influir como modificador
en HD. Ademas, nuestros resultados pueden tener también otras implicaciones, como que
las proteinas JPH puedan jugar algin papel en la patogénesis de HD. Las mutaciones en
JPH3 responsables de HDL2, provocan la disminucion en los niveles proteicos de JPH3, lo
que constituye uno de los principales mecanismos en la patogénesis de HDL2 (Seixas et
al., 2012, Rudnicki et al., 2014). Y este hecho se ve fortalecido por la presencia de fenotipo
motor en ratones knock-out de Jph3 en heterozigotos (Seixas et al., 2012, Rudnicki et al.,
2014). En la patogénesis de HD, existen evidencias de interacciones proteina-proteina
aberrantes; la proteina huntingtina mutada forma agregados que pueden secuestrar e
interferir con la funcion de las proteinas que une (Boutell et al., 1999, Nucifora et al., 2001,
Suhr et al., 2001, Kim and Kim, 2014). De hecho, el tratamiento con moléculas que
impiden la formacion de estos agregados de huntingtina mutada en modelos de HD en D.
melanogaster, inhiben la neurodegeneracion debida a huntingtina (Kazantsev et al., 2002).
Se ha visto que huntingtina es capaz de interaccionar con JPH2 (Kaltenbach et al., 2007),
por lo que posiblemente lo haga con otras JPH debido a su similitud. Por tanto, es posible
que en el CNS los agregados de huntingtina mutada secuestren, entre otras proteinas, a
JPH3 y que su pérdida de funcién contribuya en parte en el fenotipo de HD. La reduccién
de los niveles proteicos de JPH3 contribuye al fenotipo de HDL2 (Seixas et al., 2012,
Rudnicki et al., 2014), que es clinicamente indistinguible de HD.
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315 Los genes JPH como modificadores de rutas de senalizacion en D.
melanogaster

Anteriormente habiamos visto que en D. melanogaster la sobreexpresion de Jp,
empleando el driver GMR-Gal4 que se expresa en células post-mitoticas en el desarrollo
tardio del ojo, producia un incremento en el nimero de fotorreceptores por omatidio
(Figura 52), que podria ser indicativo de defectos de sefializaciéon (Sun and Artavanis-
Tsakonas, 1997). Quisimos analizar el efecto de alterar los niveles de Jp de forma ubicua y
desde el desarrollo temprano, empleando el driver Act5c-Gal4, de modo que los fenotipos
obtenidos nos pudieran permitir ahondar en el conocimiento de su funcién asi como en
las rutas en las que pueda participar Jp en D. melanogaster. El silenciamiento de Jp en todos
los tejidos desde el desarrollo temprano, resulta en letalidad (Figura 57A), lo que
demuestra lo esencial que es este gen para un correcto desarrollo. Sorprendentemente, la
sobreexpresion de Jp en toda la mosca, a pesar de no alcanzar excesivos niveles de
sobreexpresion (Figura 57B), da lugar a una multitud de fenotipos en diferentes tejidos
(Figura 57F-]), incluyendo el fenotipo de ojo rugoso similar al observado con GMR-Gal4.
En comparacion con el control (Figura 57C-E), al sobreexpresar Jp se observa un mayor
numero de quetas de la parte inferior del ojo (vibrisas) (Figura 57F), pero también de
microquetas en el notum (Figura 57G) e incluso se observan duplicaciones de macroquetas
en el scutellum (Figura 55I), y duplicaciones en las quetas en la esternopleura (Figura 57H).
Ademas, en el ala se observan engrosamientos de las venas (Figura 57]).
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Figura 57. Efectos de la alteraciéon de los niveles de Jp en D. melanogaster. (A) Estudio de viabilidad del
silenciamiento de Jp en toda la mosca mediante el driver Act5c-Gal4; para ello se cruzaron moscas ActSc-
Gal4/Cyo;UAS-Dcr2 con moscas RNAi-Jp/Cyo. Si no se afectara a la viabilidad, se esperaria un 66,7% de
moscas Cyo en la descendecia, mientras que un 33,3% de moscas serian no Cyo (que expresasen RNAi-Jp). Se
analizaron un total de 301 moscas nacidas a partir de dos cruces experimentales independientes. (B)
Cuantificacion de los niveles de expresion de Jp. Se realizaron qRT-PCRs a partir de moscas que
sobreexpresan Jp en toda la mosca (Act5c-Gal4/UAS-Jp). Los niveles de expresion se normalizaron frente a
Gapdh y se relativizaron frente a los niveles de Jp obtenidos en la mosca control (Cyo/UAS-]Jp), que no
sobreexpresa Jp. (F-J) Fenotipos debidos a la sobreexpresién de Jp en todos los tejidos mediante el driver
Act5c-Gal4. Como control se han empleado moscas con Act5c-Gal4 en heterozigosis (C-E). En las imagenes se
muestran defectos en el numero de quetas (flechas) de la parte inferior del ojo (vibrisas) (F), del notum (G), del
esternopleura (H), del scutellum (I), y también se muestra magnificacion del fenotipo tipo delta (cabezas de
flecha) en las venas de las alas (J).

Los fenotipos observados debidos a la sobreexpresion de Jp, como las duplicaciones de
quetas asi como los defectos en las venas son tipicos de alteraciones en la ruta de Notch.
Las duplicaciones de quetas suelen deberse a defectos en la inhibicion lateral, un proceso
critico para la determinacion del destino celular que esta gobernado por la ruta de Notch
(Fiuza and Arias, 2007, Fortini, 2009). Para ahondar en estos resultados y para evitar la
letalidad debido al silenciamiento de Jp en toda la mosca (Figura 57A), empleamos el
driver Rn-Gal4, que se expresa en ala, entre otros tejidos, a principios del tercer estadio
larvario (St Pierre et al., 2002), analizando posibles defectos en ala. Como se puede
apreciar en comparacion con el control (Figura 58A), la sobreexpresién de [p provoca el
engrosamiento de las venas, especialmente de las venas longitudinales L3 y L5, pero
también se oberva el ensanchamiento de la parte distal de todas las venas longitudinales
(Figura 58B), asi como un menor drea total del ala. Ademas, se produce un acortamiento
de la distancia entre las venas L4-L5 (Figura 58B). También se identifican defectos en la
especificacion celular con la presencia de quetas ectopicas del tipo de margen del ala en
las venas debido a la sobreexpresion de Jp (Figuras 58B, B’ y B”). Sin embargo, no se
observan fenotipos anormales evidentes en el ala al silenciar la expresion de Jp (Figura
58C).
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Figura 58. Fenotipos en ala debidos a la sobreexpresion de Jp. Imagenes de alas de D. melanogaster con
sobreexpresion (B) o silenciamiento (C) de Jp en el ala completa mediante el driver Rn-Gal4. Como control (Ctl)
se han empleados moscas con el driver Rn-Gal4 en heterozigosis (A). Las flechas sefialan las venas engrosadas,
mientras que las cabezas de flechas sefalan los ensanchamientos de la parte final de las venas del ala. Las
lineas de puntos representan la distancia entre las venas longitudinales L4 y L5, en el control (linea de puntos
negra) y con sobreexpresion de Jp (linea de puntos roja). (B’, B””) Magnificaciones del ala sobreexpresando Jp,
donde se muestran defectos en la especificacion celular con la presencia de quetas ectépicas del tipo de
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margen del ala en las venas del ala. En la parte inferior derecha se muestra la cuantificacion del area del ala
mediante Image J, procedente del analisis de un minimo de 10 individuos por genotipo. Analisis estadistico
mediante ANOVA y aplicando el test de Dunnett.

Estos resultados de los fenotipos de Jp en ala, se ven apoyados por observaciones
realizadas en dos trabajos independientes a partir de screenings de ganancia de funciéon de
genes, empleando diferentes colecciones de moscas transgénicas con inserciones que
permiten sobreexpresar de forma sistematica genes en D. melanogaster (Molnar et al., 2006,
Cruz et al., 2009). En ambos trabajos, donde pretendian identificar en D. melanogaster
genes implicados en el desarrollo del ala asi como en la formacion de las venas del ala, de
entre los listados de lineas transgénicas en las que observaron fenotipos anormales en ala,
hay dos lineas diferentes capaces de sobreexpresar Jp (Molnar et al., 2006, Cruz et al.,
2009). Sin embargo, en estas dos lineas transgénicas la sobreexpresion de Jp no es
exclusiva. En ambas lineas, un elemento P-GS esta insertado en la region upstream del gen
Jp. Dicho elemento contiene dos secuencias UAS, una en cada extremo del elemento y
dispuestas en orientaciones opuestas, que permitirian la sobreexpresion de los genes
localizados en ambas orientaciones desde la insercion; por lo que ademas del gen Jp se
podria sobreexpresar el gen CG3838 vecino de Jp en el genoma de D. melanogaster.
Nosotros hemos empleado una linea transgénica que permite sobreexpresar especifica y
exclusivamente Jp (detallado en la seccion correspondiente de Material y métodos). Asi,
nuestros resultados, apoyados por las observaciones independientes contenidas en estos
dos trabajos, demuestran que un exceso de funcion de Jp en ala provoca defectos en el
desarrollo normal de este tejido, fundamentalmente en las venas. En la formacién de las
venas partipan las rutas de sefializacion de Notch, EGFR y Dpp (De Celis, 2003, Molnar et
al., 2006), por lo que es posible que Jp pueda influir directa o indirectamente en alguna de
éstas. Ademas, anteriormente habiamos visto que la sobreexpresion de Jp en toda la
mosca y desde el desarrollo temprano, producia duplicaciones de quetas, que suelen
deberse a defectos en la inhibicion lateral, siendo la ruta de Notch el actor principal (Fiuza
and Arias, 2007, Fortini, 2009). Por tanto, todo apunta a que algunos de los fenotipos
producidos por Jp pudieran estar relacionados con alteraciones en la ruta de Notch,
aunque no podemos descartar la influencia de otras rutas de sefializacion.

3.16 Jp puede actuar como modificador de la ruta de Notch

El ojo de D. melanogaster ha sido ampliamente empleado para estudiar diferentes
componentes de la ruta de Notch (Sun and Artavanis-Tsakonas, 1996, 1997), e incluso se
ha utilizado para identificar modificadores de esta ruta de sefializacion (Shalaby et al.,
2009). Ademas, en este tejido hemos visto que tanto la sobreexpresion (a nivel externo e
interno) como la interferencia (a nivel interno) de Jp dan lugar a fenotipos. Para estudiar la
posible relacion de Jp con elementos de la ruta de Notch, usamos la sobreexpresién en ojo
de Serrate (Ser) y Delta, ambos ligandos de Notch, que dan lugar a fenotipos evidentes
alterando el tamafio de ojo y produciendo fenotipos de ojo rugoso en D. melanogaster (Sun
and Artavanis-Tsakonas, 1997, Gibson and Schubiger, 2000) (Figura 59), y lo combinamos
con la sobreexpresion o el silenciamiento de Jp. Como se puede ver en comparacion con el
control (Figura 594, ]), tanto la sobreexpresion de Ser (Figura 59D, ]) como de Delta
(Figura 59G, ]) producen una fuerte reduccion del area del ojo, mientras que ni la
sobreexpresion ni la interferencia de Jp afectan al tamafio del ojo por si mismas (Figura
59B, C, ]). Sorprendentemente, la sobreexpresion de Jp es capaz de modificar los fenotipos
debidos tanto a Ser como Delta (Figuras 59E y H en comparacion con 59D y G,
respectivamente). La sobreexpresion de Jp actuaria por un lado como supresor parcial del
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fenotipo producido por Ser incrementando el drea del ojo (Figura 59E, J); mientras que por
otro lado es capaz de potenciar el fenotipo debido a Delta, disminuyendo el area del ojo
(Figura 57H, J). En cambio, el silenciamiento de Jp no produce alteraciones evidentes de
los fenotipos externos debidos a la sobreexpresion de los ligandos de Notch (Figura 59F, 1,
]). Por tanto, demostramos que Jp, al menos su sobreexpresion, es capaz de interaccionar
genéticamente con los elementos de la ruta de Noch.
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Figura 59. Efecto de Jp sobre el fenotipo externo del ojo debido a la sobreexpresion de los ligandos de Nocth,
Serrate y Delta. Se muestran imagenes representativas del ojo de machos de menos de una semana de los
genotipos indicados. Los elementos UAS y/o RNAi se han sobreexpresado especificamente en el ojo mediante
el driver GMR-Gal4. Como control se han empleado moscas con tinicamente el driver GMR-Gal4 en herozigosis
(A). A la derecha se muestra la cuantificacién del area del ojo de los genotipos indicados (J). El area se
cuantificé mediante Image J y se analizaron un minimo de 20 individuos por genotipo. Analisis estadistico
mediante ANOVA vy aplicando el test de Tukey de comparacion multiple.

Al igual que ocurria con los fenotipos en ala, también existen observaciones
independientes a nuestros resultados que apoyan el papel de Jp como modificador de la
ruta de Notch. En el trabajo de Shalaby y colaboradores, donde realizaron un screening
para identificar genes modificadores de la ruta de Notch (Shalaby et al., 2009), de entre el
listado de lineas modificadoras, estd una linea transgénica con la insercién P[XP]d04563
capaz de sobreexpresar Jp. Sin embargo, esta insercion no permite la sobreexpresion
exclusiva de Jp debido a la presencia de otra secuencia UAS adicional en el elemento de
insercion. La sobreexpresion empleando dicho elemento, aparece en este trabajo como un
potenciador del fenotipo de ojo debido a la sobreexpresion de Delta (Shalaby et al., 2009),
uno de los ligandos de Notch que nosotros también hemos empleado. Para sobreexpesar
Jp, nosotros hemos empleado la linea transgénica que contiene la inserciéon P[XP]d04563,
la misma que la empleada por Shalaby y colaboradores (Shalaby et al., 2009); sin embargo,
nosotros previamente habiamos eliminado la secuencia UAS localizada en orientacion
opuesta a Jp mediante modificacion genomica; de este modo, inicamente mantiene un
UAS para sobreexpresar especifica y exclusivamente Jp (detallado en la secciéon
correspondiente de Material y métodos). Asi, nuestros resultados son una evidencia de
que los fenotipos se deben Uinicamente a la sobreexpresién de Jp, y por lo tanto, sus
observaciones apoyan nuestras evidencias de que Jp es capaz de actuar como modificador
genético de Notch, al menos en D. melanogaster.

La sefalizacion candnica de Notch comienza cuando el receptor Notch recibe un
estimulo de un ligando tipo DSL (Delta y Serrate en D. melanogaster) de una célula
adyacente, lo que induce un cleavage dependiente de una <y-secretasa en Notch,
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permitiendo la translocacion del dominio intracelular de Notch (NICD, acrénimo en
inglés) al nucleo, donde acttia como co-ativador transcripcional (de Celis, 2013). A pesar
de la aparente simplicidad de este mecanismo, una serie de procesos post-traduccionales
regulan la actividad de Notch durante su sintesis y secrecion, su activacion dependiente
de ligando en la superficie, su trafico endocitico, y su degradacion (Fortini, 2009).
Ademas, se puede producir una inhibicién en cis cuando se expresan en la misma célula
ligandos tipo DSL y el receptor (del Alamo et al., 2011), e incluso, Notch también puede
ser activado de forma no candnica, en un proceso independiente de los ligandos tipo DSL
(Hori et al., 2012).

La sobreexpresion de Jp modifica de forma contraria los fenotipos debidos a la
sobreexpresion de Delta y Ser en el ojo. Estos resultados son un ejemplo de la complejidad
de la propia ruta de Notch. Ademas, hay que considerar que la propia sobreexpresion de
un ligando de Notch, como es Delta, en el ojo da lugar tanto a fenotipos de ganancia como
de pérdida de funcion de Notch (Shalaby et al., 2009), debido probablemente a la
expresion diferencial de GMR-Gal4 en diferentes tipos celulares del ojo o a que distintos
tipos celulares responden de forma diferente a la sobreexpresion ectdpica de Delta
(Shalaby et al., 2009). También hay que tener en cuenta que niveles altos de los ligandos
de Notch pueden provocar inhibicién en cis (Becam et al., 2010, del Alamo et al., 2011).
Con todo, hemos demostrado que Jp, al menos su sobreexpresién, es capaz de
interaccionar genéticamente con elementos de la ruta de Noch, y considerando los
resultados anteriores, posiblemente los fenotipos que hemos observado debidos a la
sobreexpresion de Jp, incluyendo el incremento del ntiimero de fotorreceptores por
omatidio, las duplicaciones de las quetas, asi como los defectos en las venas del ala,
puedan deberse a alteraciones en la ruta de Notch. De hecho, fenotipos de este tipo se han
obervado debidos a genes implicados directamente en la ruta de Notch (Sun and
Artavanis-Tsakonas, 1997, Mummery-Widmer et al., 2009, Shalaby et al., 2009).

Hasta la fecha no se habian relacionado los genes JPH y la ruta de Notch, ni en
invertebrados ni en vertebrados. En D. melanogaster se han identificado diferentes genes
implicados en la regulacion de los niveles intracelulares de calcio capaces de modificar
fenotipos de Notch (Eid et al., 2008, Shalaby et al., 2009, van de Hoef et al., 2009), entre los
que destacan RyR y dStim, por la estrecha relacion entre sus respectivos homologos en
vertebrados con las proteinas JPH. En D. melanogaster, dStim (CG9126), el homologo de los
genes de mamiferos STIM1 y STIM2, es capaz de interaccionar genéticamente con la ruta
de Notch, actuando en la especificacion del destino celular y del patron tisular (Eid et al.,
2008). De hecho, la alteracion de los niveles de dStim provoca en D. melanogaster, al igual
que Jp, alteraciones en el desarrollo normal del ojo, en quetas del notum y en venas del ala
(Eid et al., 2008).

Es posible, por tanto, que proteinas implicadas en la regulacion de los niveles
intracelulares de calcio modulen la ruta de Notch, aunque desconocemos el mecanismo
molecular por el que ocurriria. En neuronas de ratones doble knock-out de los genes Jph3 y
Jph4, como consecuencia de la alteracion de los niveles de calcio, se produce una
desregulacion de las actividades de CaMKII y de calcineurina (Moriguchi et al., 2006,
Moriguchi et al., 2015). STIM1 es necesario para una correcta activacion de la ruta de
NFAT en diferentes tipos celulares en mamiferos (Oh-Hora et al., 2008, Hou et al., 2013,
Zhou et al., 2014). Aunque NFAT es especifico de vertebrados, existen genes que codifican
a calcineurina en invertebrados. De hecho, en un screening para identificar reguladores de
la ruta de NFAT en células de D. melanogaster, expresando la proteina NFAT de mamifero
fusionada a GFP, se identificaron varias proteinas implicadas directamente en la
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homeostasis del calcio, incluyendo a dStim, como reguladores de la translocacion nuclear
de NFAT y de su desfosforilacion (Gwack et al., 2006). En células de mamiferos se ha visto
que tanto CaMKII como calcineurina/NFAT pueden regular la ruta de Notch (Mamaeva et
al., 2009, Kasahara et al., 2013). Cada vez hay mas evidencias de la inter-relacion entre las
rutas calcineurin/NFAT y Notch (Mammucari et al., 2005, Zanotti et al., 2011, Kasahara et
al., 2013). El mecanismo molecular exacto por el que en D. melanogaster, la sobreexpresion
de Jp da lugar a fenotipos relacionados con alteraciones en la ruta de Notch, permanece
sin conocer, aunque como hemos comentado, probablemente tenga que ver con la
sefializacion del calcio. Ademas, no hay que descartar la implicacion de Jp en otras rutas
de sefializacion. En D. melanogaster, dStim interacciona genéticamente tanto con la ruta de
Notch como la de Wg (Eid et al., 2008). Dada la relacidon funcional de JPH con STIM1 en
mamiferos (Pla-Martin et al., 2015, Takeshima et al., 2015), asi como la similitud de los
fenotipos de sus respectivos homologos en D. melanogaster (Eid et al., 2008), es posible que
Jp también pueda modificar la ruta de Wg, al menos en invertebrados.

La ruta de Notch regula diferentes procesos del desarrollo, pero también se ha visto
que participa en el mantenimiento de tejidos adultos e incluso participa en mecanismos de
enfermedad (Sato et al., 2012). Los resultados obtenidos en esta ultima parte del trabajo,
abren nuevos interrogantes acerca de la funcién de los genes JPH en mamiferos: jexiste
relacién entre los genes JPH de mamiferos con la ruta de Notch? Y si es asi, ;la ruta de
Notch participa de alguna manera en los defectos en el desarrollo observados en los
ratones knock-out de los diferentes genes JPH? ;Tiene algo que ver la ruta de Notch en las
enfermedades causadas por las mutaciones en los genes JPH2 y/o JPH3, o incluso en el
papel modificador de JPH1 en CMT2K? Aunque puede resultar tentador especular sobre
estos aspectos, se requieren estudios especificos al respecto para poder clarificar estas
cuestiones.
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4. Conclusiones del Capitulo II

1. Hemos identificado y demostrado que JPH1 es un modificador genético y
funcional de GDAP1. Ambos genes constituyen un cluster conservados de genes
funcionalmente relacionados en vertebrados. La sobreexpresion de JPHI1 rescata los
defectos en el SOCE en las células deficientes en GDAP1. La mutacion JPH1 p.R213P,
identificada en un paciente CMT2K con un cuadro clinico mds grave que el resto de sus
familiares enfermos, en combinacion con la mutacion GDAP1 p.R120W provocan en
células de neuroblastoma un incremento en los niveles citoplasmaticos de calcio y
defectos en la respuesta del SOCE. JPH1 p.R213P actuaria como un modificador negativo
de la forma mutante dominante de GDAP1.

2. La alteracion de los niveles de JPH1 en pacientes CMT2K también puede influir en
las consecuencias fenotipicas de las mutaciones en GDAP1. Empleando modelos de D.
melanogaster hemos demostrado que la combinacion de alteraciones tanto en Jp como en
Gdapl incrementa el dafio neural, aportando mas apoyo al papel de JPH1 como
modificador de GDAP1.

3. Los hallazgos empleando el organismo modelo D. melanogaster nos han permitido,
a su vez, proponer a JPH1 como modificador de MFN2. Por ello, sugerimos la
secuenciaciéon de JPHI en los casos de variabilidad intrafamiliar en formas de CMT
debidas a mutaciones dominantes en GDAPI o MFN2. Es posible que JPHI pueda actuar
como modificador genético de otras formas de CMT debidas a mutaciones dominantes en
genes relacionados con la homeostasis de calcio.

4. Los genes JPH pueden tener un papel como modificadores de otras enfermedades
neuroldgicas. Hemos demostrado que Jp modifica la neurodegeneracion debida a Htt-ex1-
pQ93 en un modelo de la enfermedad de Huntington en D. melanogaster. Teniendo en
cuenta estos resultados, y que JPH2 es capaz de interaccionar fisicamente con Htt y que
mutaciones en JPH3 causan una forma clinicamente indistinguible de la enfermedad de
Huntington, es posible que la familia proteica de las JPH puedan participar en la
patogénesis de esta enfermedad neurodegenerativa.

5. Hemos identificado la implicacion de proteinas JPH en la ruta de sefializacion de
Notch usando modelos de D. melanogaster. La sobreexpresion de Jp conduce a fenotipos
tipicos asociados con alteraciones de la ruta de Notch, y Jp es capaz de modificar
fenotipos debidos a elementos de la propia ruta de Notch. Estos hallazgos amplian el
abanico de funciones en las que los genes JPH pueden estar implicados.
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1. Pacientes

1.1 fCMT-129
La familia fCMT-129 fue remitida por el Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario Nifio Jestis de Madrid, donde el probando fue diagnosticado de una
neuropatia recurrente hereditaria, con un patron probable de herencia autosomica
dominante (Figura M1). El debut clinico del probando fue a los 14 afios de edad, cuando
acudié a consulta por dolor y disminucién de fuerza en los miembros superiores tras
realizar un ejercicio fisico intenso. Desarrollé dolor progresivo en hombros, y prosiguio
con una disminuciéon de fuerza en miembros superiores, llegando a la incapacidad de
sujetar objetos, disestesias y parestesias en las manos, junto a alteraciones sensitivas. La
clinica se desarroll6 en el curso de una semana. El paciente mejord progresivamente, si
bien, ha sufrido episodios agudos coincidiendo con esfuerzo fisico repetido y mantenido,
de los que se recupera practicamente en su totalidad. Estudios electrofisiologicos
indicaron una lesién axonal del plexo braquial inferior con importante pérdida de axones
y con un bloqueo en la conduccién a dicho nivel revelando una neuropatia axonal
sensitivo-motora, con mayor afectacion en miembros superiores. Exploraciones
posteriores evidenciaron cambios en la conduccion nerviosa sensitiva y motora sugestivos
de desmielinizaciéon residual, lo que ha conducido a wuna neuropatia mixta

desmielinizante-axonal.

Los datos de la historia familiar, con varios familiares en la rama materna con
parestesias y debilidad recurrente en miembros (Figura M1), sugerian sobre todo una
neuropatia hereditaria con sensibilidad a la paralisis por presiéon (HNPP); pero el caso
indice con afectacidon hiperalgésica orientaba mas hacia una posible plexopatia braquial
aguda posiblemente familiar (HNA). Finalmente al descartar la posible implicacién de los
tres genes, PMP22, SEPT9 y SCN9A, hasta la fecha conocidos que conducen a neuropatias
con un cuadro clinico similar, se tratd ésta como una neuropatia recurrente hereditaria

novel.

fCMT-129 [}—1]—@
I:1 1:2
255

11:1 11:2 11:3 I:4 11:5 1:6 17 11:8 11:9 11:10

257 256 261 260 264 265 270 273 272

1:1 1:2 H:3 -4 1:5 1I:6 H:7 1:8 1:9 1] 10&
258 259 262 263 266 267 268 271 274 275

Figura M1. Arbol genealdgico de la familia f{CMT-129. Se tuvo disponibilidad de DNA de aquellos individuos
en los que se muestra un identificador numeérico.

1.2 fCMT-266
La familia fCMT-266 fue remitida por el Servicio de Neurologia del Hospital
Universitari i Politecnic La Fe de Valencia, donde la probando fue diagnosticada de una
neuropatia recurrente hereditaria, con un patron de herencia compatible con el de una
enfermedad monogénica autosomica dominante (Figura M2). Los individuos afectados en
esta familia pueden padecer: 1) episodios recurrentes de parestesias y disestesias focales
migratorias en extremidades: territorio de manos, antebrazo, pie, piernas o muslo; 2) crisis
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recurrentes de dolor y disestesias con distribucion polineuropatica en calcetin y guante, a
veces acompanadas de eritromelalgia; c) paralisis recurrentes mononeuropaticas (paralisis
cubital, peroneal, intercostal o toraco-abdominal); d) pardlisis recurrentes del plexo
lumbosacro. Es decir, el cuadro clinico puede adoptar diversas formas clinicas de
neuropatia: neuropatia sensitiva focal migratoria, polineuropatia sensitiva de fibra fina
(dolorosa) con o sin eritromalagia, pardlisis de nervio focales recurrentes, bien como
mononeuropatias o bien como plexopatia preferentemente lumbosacra. Al descartar la
implicacion del gen candidato SCN9A (polineuropatia de fibra fina y eritromelalgia), y de
otros genes relacionados con neuropatias recurrentes hereditarias (PMP22, SEPTY), se
considerd como una forma novel de neuropatia recurrente hereditaria.

fCMT-266 JE%=”

P

T—

11:4 I:3 7 I1:8 19
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Figura M2. Arbol genealdgico de la familia {CMT-266. Se tuvo disponibilidad de DNA de aquellos individuos
en los que se muestra un identificador numeérico.

1.3 Familias CMT2K
Hemos investigado una serie clinica caracterizada en profundidad de 29 pacientes
CMT2K portadores de la mutacion GDAP1 p.R120W (c.358C>T) pertenecientes a diez
familias no relacionadas (fCMT-53, f{CMT-119, f{CMT-213, f{CMT-214, f{CMT-234, fCMT-
372, {CMT-406, {CMT-408, fCMT-420 y fSGT-371). Dos de estas familias (Figura M3) se
caracterizan por la presencia de una notable variabilidad intrafamiliar en cuanto a la
gravedad y a la edad de aparicion de los sintomas.

A . B
———4% fCMT-408 fCMT-420
11 I1:2
11:1 :2 11:3 -4 I:5 - ot iu_s “:_4
SGT-90 SGT-91 SGT-92 SGT-58 | SGT-59 SGT-217 SGT-198
;: % . ﬁ O
1 2 n:1 m:2 m:3

SGT-04 SGT-60 SGT-209  SGT-226

Figura M3. Arbol genealdgico de la familia f{CMT-408 (A) y f{CMT-420 (B). Se tuvo disponibilidad de DNA de
aquellos individuos en los que se muestra un identificador numérico. Todos los enfermos de estas familias son
portadores de la mutacion autosémica dominante GDAP1 p.R120W.

14  Familias CMT sin diagndstico genético
Disponemos de una colecciéon de DNAs de 46 probandos pertenecientes a pacientes de
la serie clinica de CMT del Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia, en los que
previamente se habian descartado mutaciones en los genes CMT conocidos hasta la fecha
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(Sivera et al., 2013, Lupo et al., 2015), y que por tanto, permanecen sin diagndstico
genético. Se realiz¢ el rastreo mutacional de los exones codificantes del gen JPHI.

2. Material biologico
2.1 Cepas bacterianas

La bacteria Escherichia coli se ha empleado en los trabajos rutinarios de clonacion
molecular. La cepa DHb5a se utilizé como hospedador de los plasmidos. Se us6 la cepa
dam-/dcm- (C2925, New England Biolabs) para obtener plasmidos libres de metilacion
mediada por las metiltransferasas Dam o Dem. En la Tabla M1 se indican los genotipos de
las cepas bacterianas utilizadas.

Tabla M1. Cepas de Escherichia coli utilizadas.

Cepa Genotipo
DHb5a supE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, RecAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl
ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dem-6 hisG4 rfoD1
dam/dcm~ R(zgb210::Tn10) TetS endA1 rspL136 (StrR) dam13::Tn9 (CamR) xylA-5 mtl-1 thi-1
mcrB1 hsdR2

Las cepas se crecieron en general en medio completo LB (triptona 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L) a 37 °C en placas solidas o en medios liquidos con agitacion.
Para la seleccién de plasmidos se suplementaron estos medios con diferentes antibidticos
en funcién del marcador de resistencia presente en el plasmido: ampicilina (50 pg/ml en
placa o 100 ug/ml en medio liquido) o kanamicina (50 pg/ml.). La criopreservacion de las
cepas se hizo en viales con glicerol al 20% a una temperatura de -80°C.

2.2 Lineas celulares inmortalizadas de mamiferos

La manipulacién de cultivos celulares se realizd en campana de flujo laminar y el
crecimiento de los cultivos celulares se llevo a cabo en un incubador humidificado con 5%
de CO: y a una temperatura de 37°C. Salvo algunas excepciones, todas las lineas se
cultivaron en medio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de FBS (siglas en
inglés de suero bovino fetal), 2 mM de glutamina, 100 U.I./mL de penicilina y 100 pg/mL
de estreptomicina (Invitrogen). Todas las lineas celulares utilizadas en el trabajo son de
adhesion y crecen formando una monocapa. Para su criopreservacion, las células se
resuspendieron en su correspondiente medio de cultivo, suplementando con un 20% de
FBS y un 10% de DMSO, sometiendo a una congelacion gradual hasta -80°C (en un
contenedor con isopropanol), para finalmente almacenar los criotubos en tanques de
nitrégeno liquido.

A continuacion se describen las lineas celulares de mamiferos utilizadas a lo largo del
trabajo:

-HeLa (ECACC no. 93021013): células epiteliales humanas derivadas de carcinoma
cervical.

-HEK293T (ATCC no. CRL-3216): linea celular embrionaria derivada de rifion humano.
-C2C12, células establecidas a partir de mioblasto de ratéon. Fueron amablemente cedidas
por la Dra. Ana Cristina Llorente Izquierdo (Instituto de Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols, Madrid).
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-HEI-193 (ATCC no. PTA-4544): células humanas de Schwannoma generadas a partir de
tumor derivado de células de Schwann.

-SW10 (ATCC no. CRL-2766): células de Schwann obtenidas a partir de cultivos primarios
de células de Schwann de raton.

-SH-SY5Y, (ATCC no. CRL-2266): células derivadas de neuroblastoma humano. Estas
células se cultivaron en medio DMEM-F12 (Sigma-Aldrich) suplementado con las mismas
concentraciones de FBS, glutamina y antibidticos anteriormente mencionadas. Ademas se
empleo el clon SH-SY5Y GDAP1-G4 con silenciamiento estable del gen GDAP1 mediante
RNAI, y el control pLKO.1-NT (Pla-Martin et al., 2013). Estos clones se cultivaron en
presencia de 2 mg/ml de puromicina (Sigma-Aldrich) para mantener la seleccion.

2.3  Lineas de D. melanogaster
Las diferentes lineas de moscas se han mantenido en incubadores a 18°C o 25°C, segtin
la necesidad en la rapidez de desarrollo y proliferacion, y usando tubos con comida
preparada a base de harina de maiz y de soja, azdcar, levadura y agar como espesante.
Para evitar contaminaciones se afiadié nipagin (metil p-oxibenzoato) como fungicida y
acido propidnico como bactericida. Todos los cruces experimentales se han mantenido a
25°C.

En todos los experimentos usando D. melanogaster se emple6 el método GAL4/UAS
(Brand and Perrimon, 1993) para dirigir la expresion de los genes a las regiones/tejidos de
interés. Se trata de un sistema de regulacion transcripcional basado en el activador
transcripcional GAL4 de la levadura Saccharomyces cerevisiae, por el que la proteina
activadora GAL4 se une a la secuencia reguladora UAS (del inglés, upstream activator
sequence), activando la transcripciéon del gen ubicado hacia la direccién 3° de dicha
secuencia. En la Figura M4 se muestra un esquema explicativo del sistema GAL4/UAS en
D. melanogaster.

Erhancer-trap GAL4 UAS—gene X

{
< ) Figura M4. Esquema del funcionamiento del sistema GAL4/UAS.
k‘ff Cruzando moscas en las que la expresion de GAL4 esta dirigida por
' I ’ % ' un promotor especifico con una linea que posee un gen de interés
—%”‘%q downstream de la secuencia UAS, se puede lograr en la progenie la
— ~JJ\J expresiéon de dicho gen bajo el patrén de expresion dirigido por el
e (AL “las el promotor de GAL4. Extraido de The art and design of genetic screens:
A o e Sctvaten Drosophila melanogaster (St Johnston, 2002).

La mayoria de las lineas de moscas provienen de repositorios como el Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC) de Indiana (http://flystocks.bio.indiana.edu/) en Estados
Unidos o el Vienna  Drosophila  Resource  Center ~(VDRC) de  Viena
(http://stockcenter.vdrc.at/) en Austria (Dietzl et al., 2007). Otras lineas han sido
amablemente cedidas por otros grupos de investigacion, e incluso algunas han sido
generadas en este trabajo. En las siguientes tablas (Tablas M2-5) se describe la procedencia
de las lineas empleadas, asi como sus caracteristicas basicas.
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Tabla M2. Lineas GAL4 empleadas. Se indica el patréon de expresion principal, el cromosoma donde se
localiza la insercion y la procedencia de la linea.

Linea Patron de expresion Cromosoma Origen

Act5c-GAL4 Ubicuo I BDSC (4414)

Mhc-GAL4 Muscular I BDSC

Twi-GAL4,Mef2-GAL4 Muscular II Dr. R. Artero

Elav-GAL4 Neural I BDSC (8765)

GMR-GAL4 Ojo I BDSC (1104)

GMR-GAL4 Ojo I Dra. R. Johnson

Rn-GAL4 Ala 111 Dr. Galindo

En-GAL4 Compartimento posterior 11 Dr. Galindo
Tabla M3. Lineas UAS.

Linea Cromosoma Origen

UAS-Dcr2 111 VDRC

UAS-GFP I BDSC (1521)

UAS-hSMYD4 WT Varias lineas Este trabajo

UAS-hSMYD4 K82E Varias lineas Este trabajo

UAS-hSMYD4-GFP WT Varias lineas Este trabajo

UAS-hSMYD4-GFP K82E Varias lineas Este trabajo

RNAi CG1868 II VDRC (106709,KK)

RNAi CG1868 I VDRC (25378,GD)

RNAi CG8378 11 VDRC (40705,GD)

RNAi CG8378 111 VDRC (40706,GD)

RNAi CG14122 111 VDRC (51782,GD)

RNAi CG14122 11 VDRC (51783,GD)

RNAi CG7759 I VDRC (100412,KK)

RNAi CG7759 I VDRC (21052,GD)

hsFLP,MKRS//TM6b 11 BDSC (279)

P(XP)Jp[d04563] I BDSC (19205)

UAS-Jp I Este trabajo

RNAIi Jp I VDRC (100555,KK)

RNAI dStim I VDRC (47073,GD)

UAS-Marf I Dr J. Chung

UAS-dGdap1 ILIIT Dr. I. Galindo

RNAi dGdap1 II Dr. I. Galindo

UAS-Htt-ex1-pQ93 II Dr. R. Artero

UAS-Serrate 111 Dra. S. Bray

UAS-Delta 11 Dr. T. Klein

Tabla M4. Linea salvaje y lineas con balanceadores.

Linea Cromosoma Origen

Oregon R (wild type) - Dr. J.Roote
If/Cyo,MKRS/TM6b IL111 Dr. Galindo
(lethal)/FM7,Wg*',Cyo LII Dra. R. Johnson

Tabla M5. Stocks adicionales generados para el trabajo.

Linea Cromosoma | Uso
RNAI Jp/Cyo,UAS-Dcr2 ILIIT Andlisis fenotipos RNAi del gen Jp
Act5¢c-GAL4/Cyo;UAS-Dcr2 ILIIT Analisis fenotipos lineas RNAi
Mhec-GAL4;UAS-Dcr2 ILIIT Andlisis fenotipos lineas RNAi
Elav-GAL4/Cyo;UAS-Dcr2 ILIIT Andlisis fenotipos lineas RNAi
GMR-GAL4;UAS-Dcr2 ILIIT Analisis fenotipos lineas RNAi
GMR-GAL4,UAS-Dcr2 I Anadlisis fenotipos lineas RNAi. Recombinante
generado por la Dra. R. Johnson
GMR-GAL4,UAS-Dcr2,UAS-Jp LII Estudio interacciones génicas del gen Jp
GMR-GAL4,UAS-Dcr2;RNAI Jp/Cyo LII Estudio interacciones génicas del gen Jp
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24 Anticuerpos
En la Tabla M6 se recogen los anticuerpos primarios empleados en este trabajo. En el
caso de la deteccion de la proteina SMYD4 se emplearon dos anticuerpos capaces de
detectar la proteina SMYD4 humana en WB que validamos tanto por su capacidad de
detectar la proteina humana sobreexpresada, como por detectar la disminucion de los
niveles proteicos de la proteina SMYD4 endogena tras tratamiento con SMYD4 siRNA
para silenciar de forma transitoria la expresion de este gen.

Tabla M6. Anticuerpos primarios empleados. Se muestran las caracteristicas de los anticuerpos asi como las
condiciones usadas para Western Blot (WB) y/o inmunofluorescencia (IF).

Anticuerpo Origen Casa comercial Dilucion
Anti HA Monoclonal de ratén | Sigma-Aldrich WB, 1:3000
Anti HA Policlonal de conejo Sigma-Aldrich WB, 1:3000
Anti GFP Monoclonal de ratén Santa cruz WB, 1:3000
Anti GFP Policlonal de conejo Rockland WB, 1:3000
Anti Lamina A/C Monoclonal de ratén Santa cruz WB, 1:3000
Anti a-Tubulina Monoclonal de ratén | Developmental Studies Hybridome Bank WB, 1:3000
Anti Actina Policlonal de conejo Sigma-Aldrich WB, 1:5000
Anti SMYD4 Monoclonal de ratén Abcam WB, 1:1000
Anti SMYD4 Policlonal de conejo Novus biologicals WB, 1:1000
. , WB, 1:5000
Anti HSP90 Monoclonal de ratén Santa cruz IF, 1:500
Anti JPH1 Monoclonal de raton | Abcam (ab57425) WB, 1:3000

3. Metodologia de Genética Humana

3.1 Cartografiado gendmico

El cartografiado gendmico se realizO mediante arrays de genotipado de SNPs
(Affymetrix GeneChip Human Mapping 500k Array Set) en la Unidad Central de
Investigacion (UCIM) de la Universitat de Valencia. El tratamiento de los datos obtenidos
con esta plataforma de genotipado y el posterior andlisis de ligamiento multipuntual se
realiz6 en colaboracion con el Departamento de Bioinformatica del Centro de
Investigacion Principe Felipe de Valencia (CIPF). Con el fin de garantizar un analisis
exhaustivo, se llevé a cabo un re-andlisis adicional con la ayuda del Dr. Carlo Rivolta
(Department of Medical Genetics, University of Lausanne, Suiza).

3.2 Cartografiado fino

El cartografiado fino se realizd en la Unidad de Genotipado de la Fundacion de
Investigacion Clinico de Valencia. Se estudiaron marcadores microsatélites localizados
dentro de las regiones candidatas y en sus regiones flanqueantes, con el fin de confirmar
la cosegregacion de la enfermedad y de identificar posibles fenomenos de recombinacion
para acotar dichas regiones. Los marcadores incluidos en el cartografiado fino para la
familia f{CMT-129 se muestran en la Tabla M7, mientras que en la Tabla M8 se muestran
los marcadores adicionales incluidos en el acotamiento posterior de la region candidata
del cromosoma 21. Los marcadores microsatélites se analizaron en un analizador genético
ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems). El listado de todos los genes que codifican para
proteina y miRNAs localizados en la region candidata identificada en el cromosoma 21
para la familia f{CMT-129 se muestran en la Tabla MO.
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Tabla M7. Marcadores microsatélites empleados en el cartografiado fino para la familia f{CMT-129.

Microsatélite Cromosoma Inicio Fin
D2S335 2q31.1 172566496 172566717
D252188 2q31.1 175604570 175604893
D25384 2q31.3 181502736 181503067
D2S364 2q31.3 183034533 183034924
D251361 2q32.1 186216697 186217009
D2S5152 2q32.1 188231596 188231993
D351580 3q28 188542793 188543136
D3S53530 3q28 189155639 189155916
D3S51314 3q28 190091875 190092240
D3S2747 3q28 190280369 190280680
D353043 3q28 190532557 190532760
D2151899 21q21.1 20067702 20067995
D2151441 21q21.1 22244879 22245413
D2151914 21q21.2 25622317 25622632

Tabla M8. Marcadores microsatélites adicionales incluidos en la region candidata del cromosoma 21
empleados en el cartografiado fino para la familia f{CMT-129.

Microsatélite Inicio Fin
D2151904 16510368 16510727
D21S1911 16140736 16141126
D2151432 17343307 17343705
D21S11 20554263 20554483
D2151437 21646683 21647003
D2151442 28818455 28818753
D2151258 28819681 28820061
D21S51265 29729157 29729268
D2151270 31706752 31707084

Tabla M9. Listado de los genes estudiados de la region candidata del cromosoma 21.

Nombre Ensembl ID Inicio(bp) Fin (bp) Hebra Tipo de gen*
C2101f37 ENSG00000232560 18811208 18821503 + P
CXADR ENSG00000154639 18884700 18965897 + P
BTG3 ENSG00000154640 18965971 18985265 - P
C210rf91 ENSG00000154642 19161284 19191703 - P
CHODL ENSG00000154645 19273580 19639690 + P
TMPRSS15 (PRSS7) ENSG00000154646 19641433 19858197 - P
NCAM2 ENSG00000154654 22370633 22915650 + P
MRPL39 ENSG00000154719 26957968 26979829 - P
JAM2 ENSG00000154721 27011584 27089874 + P
ATP5] ENSG00000154723 27088815 27107984 - P
GABPA ENSG00000154727 27106881 27144771 + P
APP ENSG00000142192 27252861 27543446 - P
CYYR1 ENSG00000166265 27838528 27945603 - P
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ADAMTS1 ENSG00000154734 28208606 28217728 - P

ADAMTS5 ENSG00000154736 28290231 28338832 - P
Nombre Ensembl ID / miRBase ID Inicio(bp) End (bp) Hebra Tipo de gen
hsa-mir-99a ENSG00000207638/ MI10000101 17911409 17911489 + M
hsa-let-7¢c ENSG00000199030/ MI0000064 17912148 17912231 +

hsa-mir-125b-2 ENSG00000207863/ MI10000470 17962557 17962645 + M
AP000745.1 ENSG00000221335 /- 19264028 19264116 + M
hsa-mir-548x ENSG00000265841/ M10014244 20058408 20058482 - M
AP001537.1 ENSG00000221041/ - 20076689 20076772 - M
AP001137.1 ENSG00000221210 / - 22770068 22770146 - M
hsa-mir-6130 -/M10021275 24451606 24451714 + M
hsa-mir-155 -/MI0000681 26946292 26946356 + M
AP001340.1 ENSG00000238660/ - 26711319 26711413 + M
hsa-mir-4759 ENSG00000266133/ M10017400 28326280 28326362 + M

*P= proteina; M= miRNA.

3.3  Anadlisis de ligamiento

El andlisis de ligamiento multipuntual se llevd a cabo empleando una adaptacion del
software MERLIN (Abecasis et al.,, 2002). Los valores LOD del analisis de ligamiento
bipuntual realizado tras el cartografiado fino, se estimaron mediante el programa MLINK
5.1 (Cottingham et al., 1993, Schaffer et al., 1994) del paquete estadistico LINKAGE
(Lathrop et al., 1984). Ambos andlisis se realizaron con la premisa de herencia autosémica
dominante y penetrancia completa, y empleando como mapa de marcadores el
ensamblaje GRCh37/hg19 del genoma humano.

34  Analisis de haplotipo
El haplotipo se construyé a partir del patron de segregacion de los marcadores. Para
determinar la fase de los mismos se aplicé el principio de maxima parsimonia, de forma
que se tomaron como mds probables aquéllos que precisaron menos sucesos de
recombinacion. Una vez establecidos los haplotipos y teniendo en cuenta un patron de
herencia dominante, se consideré como susceptible de contener el locus responsable de la
enfermedad, aquella region cromosdmica comun entre afectados y ausente entre sanos.

3.5 Seleccion de genes candidatos en el estudio genético en la fCMT-129

A partir de las bases de datos disponibles en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
Ensembl  (http://www.ensembl.org/) y miRBase (http://www.mirbase.org/) se
determinaron los genes contenidos en la regién candidata del cromosoma 21 para la
familia f{CMT-129. La priorizacién de los genes a estudiar se realizd segtin su posible
funcién y/o expresion en el sistema nervioso mediante el empleo de las herramientas
bioinformaticas Endeavour (Aerts et al, 2006, Tranchevent et al., 2008) y BioMart
(Ensembl). La herramienta Endeavour permite seleccionar genes potencialmente similares
a genes candidatos conocidos.

3.6 Analisis mutacional
Los genes a estudiar se secuenciaron usando oligonucleotidos especificos disefiados
para amplificar por PCR cada uno de los exones junto a sus regiones intrénicas
flanqueantes. En el Anexo I se incluyen todos los oligonucleétidos empleados para
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amplificar y secuenciar exones de genes humanos. Los productos de PCR se purificaron
usando High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) o GeneJet PCR purification Kit
(Fermentas) y se secuenciaron en un analizador genético ABI Prism 3130x]1 (Applied
Biosystems). El analisis de las secuencias se realizo empleando las herramientas
bioinformaticas Chromas 2 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html), que
permite la visualizacion de electroferogramas y Blast (NCBI), que permite realizar
alineamientos de secuencias.

3.7 Hibridacion gendémica comparada (CGH)

Con el fin de identificar posibles deleciones y/o duplicaciones en la region gendmica
candidata del cromosoma 21 en la familia f{CMT-129, se realiz6 una hibridaciéon gendémica
comparada (CGH), utilizando un array-CGH customizado, tipo Human Array CGH 4x44K
(AgilentTechnologies, p/n G4426A-29618), en el Servicio de Gendmica del CIPF. El disefo
de este array se realizd6 con una cobertura de alta resolucién con 34000 HD sondas
correspondientes a la regién chr 21:17,283,526-29,813,213 (UCSC hgl19), lo que supone
aproximadamente 1 sonda (de 60 nt cada sonda) por cada 365 pb de media. Para el
analisis se empled la plataforma Agilent Genomic Workbench 5.0 (Agilent Technologies).
Se establecié como criterio de posible alteracion en el nimero de copias del DNA aquellas
muestras que tuvieran un minimo de 2 sondas consecutivas alteradas. Ademas, dado que
en la familia f{CMT-129 se estudiaron un total de 4 familiares, de los cuales 2 eran
enfermos y los otros 2 sanos, para considerar como candidatas las posibles alteraciones,
debian ademds cosegregar con la enfermdad

3.8 Secuenciacion de exoma mediante Next Generation Sequencing

La secuenciacién de exoma se realizd en el Centro de Analisis Gendomico (CNAG) de
Barcelona. El enriquecimiento en secuencias exonicas se llevd a cabo usando el kit
SeqCapE v2.0 de Nimblegen. Para la secuenciaciéon masiva se empleo6 el secuenciador
[lumina HiSeq 2000. El analisis bioinformatico fue llevado a cabo por el CNAG siguiendo
su pipeline especifico. Con el fin de garantizar un analisis exhaustivo, también se llevé a
cabo un re-andlisis bioinformatico de los datos de exoma en la plataforma del BIER
(CIBERER) usando su propio pipeline recientemente descrito (Tort et al., 2013). Teniendo
en cuenta el modelo de herencia dominante propuesto para la neuropatia de la familia
fCMT-266, se priorizaron aquellas variantes en heterozigosis compartidas por los
pacientes analizados. Para seleccionar cambios candidatos potencialmente patogénicos, se
seleccionaron aquéllas que provocasen cambios no sindénimos, que provocasen pérdida o
ganancia de coddén de parada, o que afectasen a los sitios esenciales de splicing y se
eliminaron aquellas variantes anotadas en bases de datos (1000G, dbSNP, dbCNAG, EVS-
NHLBI) con un frecuencia >1%. En sucesivos filtrados mas estrictos se eliminaron todas
aquellas variantes descritas en dichas bases de datos, y aquéllas presentes en las bases de
datos con exomas de poblacion espafola, del BIER (http://bioinfo.cipf.es/apps-
beta/exome-server/beta/) y la recién creada base de datos “Spanish Population
Variability”  con  informacién  procedente ~de mas de 250 exomas

(http://spv.babelomics.org). Para aquéllas variantes candidatas no identificadas en las
diferentes bases de datos y que co-segregasen con la enfermedad en la familia estudiada,
se examind su presencia en poblacion espafiola sana adicional procedente del Banco
Nacional de DNA Carlos III situado en Salamanca mediante secuenciacion Sanger o
mediante dHPLC (del inglés Denaturing High Pressure Liquid Chromatography).
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4. Analisis filogenéticos y estudios de gendomica comparativa

4.1 Basqueda de homologos de la familia de proteinas Smyd, alineamientos de
secuencias y reconstruccion filogenética
Para la construccion de la filogenia de la familia de las proteinas Smyd en metazoos, se
seleccionaron especies que representan un amplio conjunto de los filos animales y de los
que hay un proyecto de genoma suficientemente informativo. De entre los animales mas
basales se incluyeron especies de un placozoo (Trichoplax adhaerens) y de dos cnidarios
(Hydra magnipapillata y Nematostella vectensis). De entre los organismos protdstomos, se
incluyeron especies pertenecientes a las ramas principales: Lophotrochozoa (el molusco
Lottia gigantea) y Ecdysozoa (el crustaceo Daphnia pulex, y los insectos Drosophila
melanogaster, Apis mellifera y Anopheles gambia). Como deuterdstomos representativos se
incluyeron un hemicordado (Saccoglossus kowalevskii), un urocordado (el tunicado Ciona
intestinalis), un cefalocordado (Branchiostoma floridae) y cuatro especies de vertebrados
(Homo sapiens, Gallus gallus, Xenopus tropicalis y Danio rerio) (Tabla M10). En un analisis
posterior se incluyeron especies no animales (Tabla M10).

Tabla M10. Especies incluidas en los estudios filogenéticos de la familia de proteinas SMYD.

Especies de metazoos

Trichoplax adhaerens

Metazoa; Placozoa

Hydra magnipapillata

Metazoa; Cnidaria; Hydrozoa

Nematostella vectensis

Metazoa; Cnidaria; Anthozoa

Lottia gigantea

Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca

Daphnia pulex
Drosophila melanogaster
Apis mellifera
Anopheles gambiae

Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda

Saccoglossus kowalevskii

Metazoa; Hemichordata; Enteropneusta

Ciona intestinalis

Metazoa; Chordata; Tunicata

Branchiostoma floridae

Metazoa; Chordata; Cephalochordata

Homo sapiens
Gallus gallus
Xenopus tropicalis
Danio rerio

Metazoa; Chordata; Vertebrata

Especies no metazoos

Saccharomyces cerevisiae

Fungi; Ascomycota; Saccharomycotina

Arabidopsis thaliana

Viridiplantae; Magnoliophyta; Brassicales

Capsaspora owczarzaki

Opisthokonta; Filasterea

Monosiga brevicollis

Opisthokonta; Choanoflagellida

Se realizaron busquedas sistematicas de proteinas Smyd en los organismos
seleccionados mediante BLASTP, usando como guery las proteinas SMYD humanas como
punto de partida. Posteriormente se refinaron las busquedas usando como query
miembros de SMYD de clados especificos. En organismos con una menor informacién
genomica, se realizaron TBLASTN adicionales. Solo aquéllas secuencias con alta similitud
(valor E < 107) continua en la region que contiene los dominios SET y MYND fueron
seleccionadas para generar el dataset de proteinas Smyd. El conjunto de secuencias
resultante se alineé mediante Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
Los alineamientos fueron editados en Jalview 2 (Waterhouse et al., 2009) para seleccionar
la regiéon continua que comprende los dominios SET, MYND y post-SET (tomando como
referencia la region que va de los aminoacidos 18-279 de la secuencia de SMYD1 humana,
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Uniprot ID Q8NBI12) y eliminando del alineamiento las regiones (extremos N y C
terminales) que quedan fuera de esta region seleccionada. Esta region seleccionada (core)
fue empleada para generar los arboles filogenéticos. Se realizaron estudios adicionales
incluyendo tnicamente las secuencias pertenecientes al grupo de las proteinas Smyd4,
empleando el core completo o seleccionado tinicamente las regiones mas conservadas
mediante el uso de GBlocks (Castresana, 2000). Todos los alineamientos de proteinas
SMYD generados en el estudio, siguiendo los procedimientos anteriormente detallados, se
encuentran disponibles en el siguiente link:

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0134106.

Para asegurarnos de que la topologia obtenida era consistente, se emplearon dos
métodos diferentes de reconstruccion filogenética: Maximum Likelihood (ML) y Neighbor
Joining (NJ), usando las rutinas disponibles en MEGA 6 (Tamura et al., 2013). En general,
los gaps fueron tratados usando la opcién partial deletion (cut-off: 65%). En el caso del
estudio de la subfamilia de Smyd4 en el que se usé GBlocks, los gaps fueron tratados con
la opcion pairwise deletion para NJ, mientras que para ML se consideraron todos los
sitios.

En el analisis mediante ML, el arbol inicial se realizé6 mediante NJ/BioN]J. Se uso el
modelo de sustitucion de aminoacidos de LG (Le and Gascuel, 2008), considerando una
distribucion discreta Gamma (G) de cinco categorias y se permitieron sitios invariables (I).
Este modelo de LG+G+I fue elegido porque fue el mejor modelo obtenido de acuerdo al
analisis comparativo de modelos para ML disponible en MEGA 6.

En el analisis mediante NJ, las distancias evolutivas fueron calculadas usando el
modelo de sustitucion de JTT (Jones et al., 1992). La tasa de variacion entre los sitios fue
modelada con una distribucion Gamma (G) de cinco categorias. La fiabilidad de las
reconstrucciones filogenéticas fue estimada mediante analisis de Bootstrap, con 500
réplicas para cada analisis.

4.2 Estudio gendmico comparativo del locus de GDAP1y GDAP1L1

Se compararon los contextos gendmicos de los genes GDAP1 y GDAPILI en los
siguientes representantes de vertebrados: Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus, Anolis
carolinensis, Xenopus tropicalis y Danio rerio. La informacion de la arquitectura gendmica y
de los posibles ortélogos fue obtenida de los genomas correspondientes contenidos en
NCBI. Los posibles ortologos seleccionados (Anexo II) fueron confirmados con busquedas
de BLAST y mediante la comparacion con los contextos gendmicos de los genes GDAP1 y
GDAPIL1 humanos.

4.3 Busqueda de regiones reguladoras conservadas en la familia génica de las
JPH en vertebrados.

La identificacion de regiones conservadas en el gen JPHI, se llevo a cabo usando los
datos de conservacion disponibles en UCSC (http://genome-euro.ucsc.edu/index.html) y
en VISTA (http://pipeline.lbl.gov/cgi-bin/gateway2). Adicionalmente se realiz6 un estudio
comparativo, similar al empleado por Brewer y colaboradores (Brewer et al., 2014), y que
se describe a continuacion: las secuencias gendmicas de los ortologos de gen JPHI
humano en ratdn, rata, perro, vaca y zarigiieya se descargaron de UCSC. Las secuencias
de DNA repetitivo fueron enmascaradas (mediante las opciones de formato en UCSC) y



Pacientes, materiales y métodos

las secuencias gendmicas se procesaron con el algoritmo de MultiPipMaker (Elnitski et al.,
2010) para su alineamiento. Se us6 como referencia la secuencia genémica del gen JPH1
humano y seleccionando las opciones de “Search both strands”y ‘Chaining’. El alineamiento
“acgt” obtenido mediante MultiPipMaker se us6 en el programa ExactPlus
(http://research.nhgri.nih.gov.sci-hub.org/exactplus/) ~ (Antonellis et al,  2006),
seleccionando los siguientes pardmetros: minimum length of exact match to seed = 5,
minimum number of species to seed = 6, minimum number of species to extend an alignment = 6.
Este analisis permite identificar regiones conservadas excluyendo las regiones repetitivas
y los exones codificantes. Ademas, se buscaron en las regiones 3’-UTR de los genes JPH
sitios conservados en vertebrados de uniéon a miRNAs mediante la herramienta
TargetScan (http://www.targetscan.org/), identificando miRNAs especificos de cada gen
JPH (JPH1-4) de vertebrados.

5. Métodos moleculares

Todos los reactivos y kits han sido usados segun las instrucciones del fabricante,
excepto cuando se especifique lo contrario. En general, los métodos moleculares han sido
extraidos del manual de clonaciéon molecular de Sambrook y colaboradores (Sambrook et
al., 1989).

5.1 Extraccién de acidos nucleicos

51.1 Extraccion de DNA
La extraccién de DNA plasmidico a partir de cultivos de E. coli, se realiz6 utilizando los
kits de extraccion High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche), cuando era a pequena escala
(minipreps), y PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Life Technologies) para extracciones a
mediana escala.

A continuacion se detalla el protocolo seguido para la obtenciéon de DNA genomico
(gDNA) a partir de individuos adultos de D. melanogaster:

-Recoleccion de 15-30 individuos anestesiados, transferir a tubo tipo “eppendorf” de 1,5
mL y congelar a -80°C (poniendo en hielo seco).

-Adicionar 200 pL del tampdn de lisis (Tris-HC1 100 mM pH 7,5, EDTA 100 mM, NaCl 100
mM y SDS al 1%) y homogeneizar mediante un homogeneizador de tejidos de tipo
desechable.

-Adicionar otros 200 pL del tampdn de lisis y continuar la homogeneizacion hasta que
solo quede la cuticula.

-Incubar 30 minutos a 65°C.

-Afiadir 800 pL de solucion LiCl/KAc (1 parte de Acetato de potasio 5 M y 2,5 partes de
LiCl 6 M) e incubar en hielo 10 minutos.

-Centrifugar a 10000 g durante 15 min a temperatura ambiente (TA).

-Transferir 1 mL del sobrenadante a un tubo nuevo, evitando coger los restos que
permanecen flotando.

-Afiadir 600 pL de isopropanol, mezclar bien y centrifugar a 10000 g durante 15 min a TA.
-Eliminar el sobrenadante por aspiracion, lavar el precipitado con etanol al 70 %.
Centrifugar 5 min, eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado al aire con el tubo
abierto.

-Resuspender el precipitado con 150 uL de Tris 10 mM (pH 7).
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El gDNA de los pacientes analizados se obtuvo a partir de sangre periférica. Para los
estudios de cartografiado genémico y para la secuenciacion de exoma, la extraccion de
gDNA se realizd segun el método clasico de digestion enzimatica con proteinasa K y
purificaciéon con una mezcla de fenol:cloroformo:isoamilico, seguido de precipitaciéon con
etanol (Kunkel et al., 1982).

5.1.2 Extraccién de RNA

La obtencion de RNA de células de mamifero en cultivo, se llevd acabo usando el kit
RNeasy Mini (Qiagen) de acuerdo a las especificaciones del producto, y con la opcion de
lisis facilitada por el paso del extracto celular a través de aguja con calibre 20G (0,9 mm de
didmetro) con una jeringa. Los tejidos de interés de ratén adulto (9 meses), fueron
congelados en nitrégeno liquido y el RNA se extrajo mediante el uso de Trizol, siguiendo
las indicaciones del producto.

A continuacién se detalla el protocolo seguido para la obtencion de RNA a partir de
individuos adultos de D. melanogaster:

-Homogeneizar 4-5 moscas por genotipo en 800 uL de Trizol

-Incubar el homogeneizado durante 5 min a TA.

-Anadir 160 uL de cloroformo, mezclar fuertemente durante 15 seg e incubar 3 min a TA.
-Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 4°C.

-Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y precipitar afadiendo 400 puL de isopropanol. -
-Incubar 10 min a TA.

-Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 4°C.

-Eliminar sobrenadante y lavar el precipitado de RNA con 1 mL de etanol al 75 %. -
Centrifugar durante 5 min.

-Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado al aire con el tubo abierto a TA
(aproximadamente 15 min).

-Resuspender el RNA con agua libre de RNasas. Incubar a 55°C (5-10 min) para favorecer
la resuspension.

5.1.3 Cuantificacion de los acidos nucleicos
Tras la extraccion de los 4cidos nucleicos se procedi6 a su cuantificacion y andlisis de
su pureza empleando un espectrofotémetro de tipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

5.2 Amplificacion de los acidos nucleicos

La amplificacion de 4cidos nucleicos se llevd a cabo mediante PCR usando
oligonucleo6tidos especificos. En las PCRs destinadas a amplificar regiones concretas a
partir de gDNA para su secuenciacion, se empled la enzima Taq DNA polimerasa de
Biotools, de acuerdo a las especificaciones de la casa comercial. En ciertas ocasiones,
fundamentalmente para amplificar fragmentos de gran tamano y/o para amplicones ricos
en GCs, se empleo la enzima Long PCR Enzyme Mix (Fermentas).

Para examinar la presencia de colonias positivas de E. coli con la construccion de
interés durante los procesos de clonacion, se llevd a cabo una variacién de la PCR
convencional, en la que se usaba como molde la propia colonia y empleando la Taqg DNA
polimerasa de Biotools.
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5.3  Vectores, clonaciones, subclonaciones y mutagénesis dirigida

5.3.1
En la Tabla M11 se listan los vectores empleados como esqueletos para las clonaciones

Vectores

y subclonaciones, asi como otros vectores empleados para sobreexpresion. En la seccion
de clonaciones se indicaran las construcciones o pldsmidos generadas en este trabajo a
partir de estos vectores, asi como un resumen de su obtencion mediante técnicas de

biologia molecular.

Tabla M11. Vectores de clonacién y de expresion empleados en este trabajo.

Nombre Origen Uso
Permite la clonacién directa de productos de PCR.
. Empleado como aso intermedio en algunas
PCR21-TOPO Invitrogen clor}:aciones y tambié}; utilizado para generar sindas
para hibridaciones in situ.
Permite sobreexpresar la proteina de interés fusionada
PEGFP-N1 a la etiqueta verde fluorescente GFP (etiqueta situada
Clontech en extremo C o N-terminal respectivamente) en células
PEGFP-C1 de mamiferos. Empleados para sobreexpresar SMYD4
y JPHL.
PCMV-Myc Permite sobreexpresar la proteina fusionada a etiqueta
CMV-HA Clontech Myc o HA respectivamente (etiqueta en extremo N-
P terminal) en células de mamiferos.
Permite sobreexpresar la proteina en células de
pcDNA3 Dr. D. Barettino mamiferos. Usado para generar la construccion
mCherry-GDAPI.
Vector bicistronico que permite sobreexpresar en
células de mamiferos la proteina de interés y la
PCAGIG Dra. N. Flames protel’r}a .GFP como proteinas independientes a partir
de un tnico transcrito. Empleado para sobreexpresar la
JPH1 humana (tanto WT como formas mutantes) y
murina.
Contiene un sitio de clonaciéon multiple (MCS,
acrénimo en inglés) tras la ORF de la luciferasa. Util
pMIR Dra. M.E. Armengod para clonar secuencias 3'UTR downstream de la
luciferasa y ver cdmo afectan a los niveles de expresion
mediante ensayo luciferasa.
Vector empleado para la generacién de minigenes
pSPL3 Dr. J.M. Millén hibfidos. Se utili%c'). para el ‘e.studio del efecto de
variantes nucleotidicas identificadas, candidatas a
tener alginun efecto sobre el splicing
Permite expresar la construccién de interés a expresar
PUASE Dr. 1. Galindo en D. ifie.lanogaster. Empleada para generar, las moscas
transgénicas que sobreexpresan la proteina SMYD4
humana.
pL8G5-Luc
pGS;i ALA-LHX Dr. Simon ]J. Rhodes | Usados en los estudios de represion transcripcional de
E;MZ SCALELHXS- 1 o) walter et al,, 2002). SMYD4.
pLexA-VP16
PRL-TK Dr. P. Sanz U.sado en los ensayf):,s de luciferasa para normalizar los
niveles de transfeccion.
pcDNA3-HSP90 HA Addgene (Plasmido 22487) Estudio interaccidn entre la proteina HSP90 y SMYD4.
pCAGGSneo-HA-
E;Izzg igiﬁggg Dr. Ryuji Hamamoto | Utilizados en los estudios de interaccion entre
HSP90 AB1[250-724] (Hamamoto et al., 2014). fragmentos de la proteina HSP90 y SMYD4.
HSP90 AB1[500-724]
pCMV-Mye-GDAPI Generados  previamente
pCMV-HA-GDAP1 en el laboratorio. (Pla- Empleados para generar las construcciones de
Formas WT . ' pCDNA3-mCherry-GDAP1
Martin et al., 2013).
p-R120W
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53.2 Clonaciones y subclonaciones
La obtenciéon de los insertos de DNA para su clonacién se realiz6 mediante
amplificaciéon por PCR para introducir los sitios de restriccién. En general se usaron la
enzima Pfu turbo DNA polimerasa (Agilent) y un programa de tiempos y temperaturas
adecuado para la extension y naturaleza génica del fragmento.

En el caso de las subclonaciones, siempre que fue posible se hizo directamente
mediante restriccion y ligacién, o modificando los extremos del inserto digerido para
generar extremos compatibles con los sitios del vector destino.

Para la preparacion del vector y del inserto, los fragmentos de DNA amplificados por
PCR y/o digeridos con la enzima de restriccién correspondiente, se purificaron utilizando
el High Pure PCR Product Purification Kit.

En los casos en los que se tuvo que aislar el fragmento de interés mediante separacion
electroforética en gel de agarosa, se corto la banda de interés y se purifico mediante el uso
del kit QIAEX II Gel Extraction (Qiagen). En algunos casos los vectores se trataron con la
fosfatasa alcalina FastAP (Fermentas) para desfosforilar los extremos 5" y evitar procesos
de religacion. Para la ligacion de los plasmidos se utilizo la T4 DNA ligasa (Fermentas). La
obtencion del clon de interés se realizo transformando el producto de ligacion en cepas de
E. coli DH5a electrocompetentes (preparadas de acuerdo con Sambrook y colaboradores
(Sambrook et al., 1989)) mediante electroporacion a 1.700 voltios.

Con el fin de identificar la presencia del inserto, posteriormente se analizaron las
posibles colonias positivas mediante PCR de colonia y/o andlisis de restriccion del
plasmido purificado.

53.3 Mutagénesis dirigida
La introduccion de mutaciones de interés en las construcciones se realizo mediante
mutagénesis dirigida por PCR. Para ello, se introdujeron las mutaciones de interés en los
oligonucledtidos cebadores empleados, y usando la enzima Pfu turbo DNA polimerasa
(Agilent). Las condiciones empleadas se establecieron en base al protocolo descrito en el
kit QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis (Agilent).

Las secuencias de todas las construcciones se confirmaron mediante secuenciacidon
automatica en un analizador genético ABI Prism 3130x] (Applied Biosystems).

En la Tabla M12 se muestran todas aquéllas construcciones generadas en el trabajo a
través de procesos de clonacion, subclonaciéon y/o mutagénesis dirigida. En el Anexo IV se
listan todos aquéllos oligonucledtidos empleados para generar dichas construcciones. Las
construcciones correspondientes a los vectores pSPL3 y pMIR se indican en los apartados
correspondientes a su utilizacion.

Tabla M12. Construcciones generadas en el trabajo.

Construccion Obtencién

Amplificacion de SMYD4 humano a partir de cDNA de la linea celular HEI-193, usando
p-EGFP-SMYD4 los oligos SMYD4_pEGFP_Xhol D y SMYD4 pEGFPN1_BamHI R. Clonacién en los
WTy p.K82E sitios Xhol/BamHI del vector pEGFP-N1. El mutante p.K82E se obtuvo mediante

mutagénesis dirigida usando los primers SMYD4_K82E_D y SMYD4_K82E_R.
Amplificacion de SMYD4 humano a partir de cONA de la linea celular HeLa, usando los
pCMV-HA-SMYD4 primers SMYD4_EcoRI_D y SMYD4_Xhol_R. Clonacién en sitios EcoRI/XhoRI del
vector pPCMV-HA.

Amplificaciéon de Smyd4 murino a partir de cDNA de la linea celular de SW10, usando
los oligos Mm_Smyd4_EcoRI_D y Mm_Smyd4_Xhol_R. Clonacién intermedia en el
vector pCR2.1-TOPO. Subclonacién en los sitios EcoRI/Xhol del vector pCMV-HA.

pCMV-HA-Smyd4  de
ratén
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p.GAL4-SMYD4
WT y p.K82E

Se paso el plasmido pcDNA3-GAL4-LHX3-LIM2 por la cepa de E. coli dam—/dcm— para
evitar metilacion en el sitio Xbal. Eliminacién del inserto mediante digestion EcoRI/Xbal
y purificacion del esqueleto pcDNA-GAL4 EcoRI/Xbal. Amplificacion de SMYD4
empleando como molde las construcciones p.EGFP-SMYD4 WT y p.K82E, y usando los
primers GAL4_SMYD4_EcoRI_D y GAL4_SMYD4_Xbal_R. Clonacién en el esqueleto
pcDNA3-GAL4 EcoRI/Xbal previamente generado.

pUASt-SMYD4
WT y p.K82E

Subclonacién en los sitios EcoRI/Xbal del vector pUASt de los insertos SMYD4 WT y
p-K82E procedentes de las construcciones p.GAL4-SMYD4 WT y p.K82E.

pUASt-SMYD4-GFP WT
y p-K82E

Subclonacion en los sitios Xhol/Xbal del vector pUASt de los insertos SMYD4-GFP WT y
p-K82E procedentes de las construcciones p.EGFP-SMYD4 WT y p.K82E. Paso previo de
los plasmidos de p.EGFP-SMYD4 por cepa de E. coli dam—/dcm— para evitar metilacion en
el sitio Xbal del vector.

pEGFP-N1-JPH1
pECFP-C1-JPH1
WT, p.R213P, p.D624H

Amplificaciéon de JPHI humano usando como molde el clon IMAGE: 9021744 pCR4-
TOPO-JPH1 (MHS1768-99865553, OpenBiosystems), usando los primers
JPH1_pEGFP_HindIlI_ D y JPHI_pEGFPN1_Sall R o JPHI1_pECFPC1_Sall R, y
clonacion en los sitios Hindlll/Sall de los vectores pEGFP-N1 o pECFP-CI,
respectivamente. Las variantes p.R213P y p.D624H fueron generadas mediante

mutagénesis dirigida empleando los oligonuclétidos JPH1_R213P_D y JPH1_R213P_R, o
D624H-JHP1-D y D624H-JPH1-R respectivamente.

Usando como molde el vector pCR4-TOPO JPH1 se generaron mediante mutagénesis
dirigidas las versiones mutantes p.R213P y p.D624H. Subclonacién en sitio EcoRI del
vector pCAGIG de las formas JPH1 WT, p.R213P y p.D624H.

Subclonacién en el sitio EcoRI del vector pCAGIG del inserto Jphl murino procedente
pCAGIG-]Jphl de ratén del clone IMAGE: 40129762 pCR4-TOPO-mouse Jphl (MMM1013-211691633,
OpenBiosystems).

Subclonacién en los sitios EcoRI/Notl del vector pCAGIG de los insertos GDAP1 WT o
p-R120W de los vectores pPCMV-Myc-GADP1 WT o p.R120W respectivamente.

La ORF que codifica para la etiqueta fluorescente mCherry fue amplificada por PCR (sin
codon de parada) usando los primers mCherry-BamHI-D y mCherry-EcoRI-R, y clonada
en los sitios BamHI/EcoRI del vector pcDNA3. Los insertos GDAP1 WT y p.R120W

pCAGIG-JPH1
WT, p.R213P, p.D624H

pCAGIG-GDAP1 WT y
p.R120W

pcDNA3-mCherry-

GDAP1
WT v 0.R120W (procedentes de las construcciones pCMV-Myc-GADP1 WT o p.R120W) fueron
yP subclonados en los sitios EcoRI/NotI del vector pcDNA3-mCherry generado, quedando
GDAP1 en la misma pauta que mCherry.
54  Transfeccion de células de mamifero

Las transfecciones transitorias de células de mamifero en cultivos, se realizaron usando
FuGene HD (Promega). Para la transfeccion de siRNA y para los ensayos en los que se
usaron las construcciones de pMIR se empled Lipofectamina 2000 (Life Technologies). En
todos los casos, la mezcla a transfectar se realizé en el medio libre de suero OPTI-MEM
(Life Technologies). En el caso de las transfecciones con Lipofectamina 2000, se cambid a
medio fresco transcurridas 4-6 h post-transfeccién, para minimizar la posible toxicidad
celular.

6. Generacion de moscas transgénicas

6.1
humano

Generacion de moscas transgénicas para la sobreexpresion de SMYD4

Para obtener moscas transgénicas que pudieran sobreexpresar la proteina humana
SMYD4 o la proteina de fusion SMYD4-GFP (tanto la versiéon WT como la forma mutante
p-K82E), se generaron las distintas construcciones clonadas en el vector pUASt (Tabla
M12). Este vector contiene elementos UAS upstream de la secuencia clonada, lo que
permite su expresion mediante el sistema GAL4/UAS (Brand and Perrimon, 1993),
anteriormente detallado.

Las construcciones generadas fueron enviadas a la empresa BestGene Inc. (EEUU) para
su microinyeccion en embriones de D. melanogaster. Se obtuvieron al menos 5 lineas para
cada transgén. Dado que la insercion del transgén en el genoma de D. melanogaster es un
proceso aleatorio, es preciso realizar cruces prueba para conocer la localizacion de la
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insercion, aprovechando estos cruces para balancear con un cromosoma balanceador. En
la Figura M6 se muestra el esquema de cruces seguidos para conocer la localizacion de la
insercion.

Ojos rojos . ‘\'7'/‘ ™ ,"_"" : Ojos vidriosos y blancos
Alasnormales o . . filik — Alas curvadas
Quetas normales oA pUASt N 1f MKRS ] i Quetas cortas
= W —————— Wo—— == altiples s ales
P d ) =7 7 Q T™6b | %v | Q Muiltiples quetas humerales
N &y g
AL Aok Al
F1 =] =) =
Si la insercion esta en el cromosoma X: Si la insercion esta en un autosoma:
¢ Ojos color naranja 2 y & Ojos color naranja
& Ojos color blanco /
PR B
Al ~If  MKRS If  MKRS il
/i W=, ; X W= ; —_— At
d = (pUASE?  ;pUASH? Cyo TMéb 9 =

-Si la insercion esta en el cromosoma 2: No aparecen individuos de ojos

2 naranjas junto con los dos marcadores de este cromosoma (If y Cyo)

-5i la insercion esta en el cromosoma 3: No aparecen individuos de ojos
naranjas junto con los dos marcadores de este cromosoma (MKRS y TMéb)

Figura M6. Esquema de los cruces necesarios para mapear las inserciones.

6.2 Generacion de linea para la sobreexpresion del gen Jp (CG4405)

Se consultaron las diferentes colecciones disponibles de D. melanogaster con elementos
transponibles insertados al azar en su genoma que contuvieran sitios UAS, con el fin de
disponer de una linea capaz de sobreexpresar de forma dirigida el gen Jp (CG4405). Los
elementos de insercion han sido ampliamente utilizado en D. melanogaster para dirigir la
sobreexpresion de los genes que flanquean el elemento o incluso para disrumpir genes
(Rorth et al., 1998, Bellen et al., 2011). En la coleccion de Exelixis (Harvard Medical School)
generada por Thibault y colaboradores (Thibault et al., 2004), esta disponible la linea
P(XP)Jp[d04563], que contiene el elemento XP insertado en la region contigua a la region
5-UTR del gen de la Jp (Figura M7). El elemento XP contiene 2 sitios UAS situados en los
extremos del elemento y con orientaciones opuestas, lo que permitiria la sobreexpresion
hacia ambos lados de la insercién (Figura M7A). Uno de los sitios UAS esta flanqueado
por sitios FRT (del inglés short flippase recognition target), lo que permite su eliminacién
mediante recombinacién homdloga mediada por la recombinasa Flipasa (FLP). El sistema
de recombinacion FLP-FRT es ampliamente empleado en la manipulacion genética de D.
melanogaster (Golic and Lindquist, 1989), y es andlogo al sistema Cre-Lox. En la Figura M8
se muestra el esquema de cruces seguidos para conseguir la linea en la que mediante
recombinacion homoéloga mediada por la FLP, se ha eliminado del genoma el sitio UAS
adicional del elemento XP.
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Figura M7. Linea de mosca para la sobreexpresion de Jp en D. melanogaster. (A) Se muestra el elemento XP
insertado en la region cercana a la regién 5-UTR del gen Jp (CG4405) en el genoma de D. melanogaster. Se
indican los tamafos esperados al amplificar con los oligonucléotidos JP-CG4405-FLPout-F/R (flechas en verde)
usados en el cribado por PCR a partir de gDNA de la linea con la insercién P(XP)Jp[d04563] o de la linea a la
que se ha eliminado el UAS adicional mediante la acciéon de la Flipasa (FLP). (B) Imagen de un gel de agarosa
obtenido al resolver los productos de PCR al amplificar la insercion (carriles Inserto) con los oligonucleétidos
JP-CG4405-FLPout-F/R usando gDNA de la linea con la insercién P(XP)Jp[d04563] (carril 2) o de la linea a la
que se ha eliminado el UAS adicional mediante la accion de la Flipasa (carril 3). En el carril 3 se puede ver que
el tamafio obvervado (1Kb) coincide con el tamafio esperado de eliminar el sitio UAS adicional. Control se ha
usado gDNA de mosca wt OrR (carril 1). Como control de amplificacion del gDNA se ha amplificado parte de
la region gendmica del gen Wy (carriles Ctl (Wg)) de D. melanogaster.

p w.+ MKRS hsFLP  w P{w[+mC]-XPlip[d04563] +
w'+ "~ TMéb =’ Pw[+mC|-XP}jp[d04563] +

Tratamientos de choque térmico (1h, bafio 37°C),
dias 5 y 6 post-puesta

¥, + _MKRS, hsFLP « w.__1f MKRS
w ’ P{w[+mC]=XP}jp[d04563]’ + m—‘ " Cyo’ TMéb

F2 W P{w[+mC]=XP|jp[d04563] _+ ~ w_ _If MKRS

w' Cyo " TMéb =" Cyo’ TMéb

Diferentes lineas a analizar:
Cribado por PCR (tamario)
Confirmacion por secuenciacion

Figura M8. Esquema de cruces seguidos para la generacion de la linea UAS-]Jp. Se parti6 de las lineas hsFLP
(Flipasa que se induce con tratamiento de choque térmico) y P(XP)Jp[d04563] (contiene el elemento XP
insertado en la region cercana al 5 UTR del gen Jp en el genoma de D. melanogaster).

La expresion de la FLP empleada estd dirigida por un promotor que se induce en
presencia de choque térmico. La induccién se llevo a cabo incubando el tubo durante 1 h
en un bano a 37°C los dias 5 y 6 post-puesta (Figura M8), para incrementar la eficiencia
del proceso, ya que para que el evento de recombinacion se pueda heredar a la
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descendencia, debe producirse en la linea germinal. Para garantizar que los sucesos
analizados sean fruto de recombinaciones germinales y no somaticas, se analizaron
directamente individuos procedentes de la descendencia de la F2.

La eliminacion del sitio UAS se comprobd mediante PCR a partir de gDNA de las
lineas analizadas procedentes de individuos de la descendencia de la F2. Se usaron el
oligonucleotido  JP-CG4405-FLPout-F  (5-TGCTGTGGTCCGTTCTCTTGGC-3") que
hibrida en la regién gendmica 5" antes de la insercion, y el oligonucledtido JP-CG4405-
FLPout-R (5-TCGGCTGCTGCTCTAAACGACG-3’), que hibrida dentro de la insercion,
en la region 3’ posterior a los sitios FRT. Adicionalmente la eliminacién se confirmé
mediante secuenciacion. En la Figura M7A se muestra un esquema donde se ilustra la
localizacion del elemento insertado en el genoma de D. melanogaster, asi como el cribado
por PCR realizado para identificar la linea de mosca a la que se ha eliminado el sitio UAS
adicional (Figura M7B).

7. Analisis de expresion de genes

En todos los métodos descritos en este apartado se ha trabajado en condiciones libre de
RNasas.

7.1 Obtencion del cDNA mediante retrotranscripcion, RT-PCR y qRT-PCR

La obtencion de cDNA para el andlisis de la expresion génica se hizo en general
partiendo de 1 ug de RNA total y usando la enzima retrotranscriptasa M-MLV
(Invitrogen). En el caso particular del cDNA generado a partir de RNA total de individuos
adultos de D. melanogaster, se empled el kit SuperMix cDNA qScript (Quanta Bioscience). El
cDNA obtenido se emple6 como molde para el estudio de la expresion génica mediante
RT-PCR y/o gqRT-PCR. En el Anexo V se listan todos los oligonucledtidos empleados en
estos analisis de expresion.

En aquéllos casos en los que se quiso determinar la expresion de un gen de forma
cualitativa, el cDNA procedente de los tejidos de interés se empleé como molde para
realizar una PCR convencional usando la DNA Taq polimerasa (Biotools) (RT-PCR). Los
productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 2%. Como control positivo se
empled la expresion del gen de expresion constitutiva GAPDH (tanto en células en
cultivo, tejidos murinos o en D. melanogaster), usando oligonucledtidos especificos para
cada organismo Anexo V).

El andlisis cuantitativo de la expresion génica se realizd mediante qRT-PCRs,
empleando para ello el sistema de SYBR Green Taq Mastermix (Quanta Biosciences) y el
equipo LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche).

En general, los oligonucledtidos empleados en las qRT-PCRs se disefiaron con la
herramienta Primer3 contenida en la seccion Assay Design Center disponible en la web de
Roche (http://lifescience.roche.com/). Todos los oligonucledtidos fueron sometidos a un
proceso de validacion mediante RT-PCR para confirmar su especificidad y que
produjeran un tnico amplicon. Junto a los datos de cada qRT-PCR en el LightCycler
también se obtuvieron las curvas de fusion (melting curves), para confirmar la presencia de
un Unico pico en cada amplicon. Los datos de la qRT-PCR se analizaron con el método de
Pffafl (Pfaffl, 2001). Este método requiere el calculo de la eficiencia de cada pareja de
oligonucleotidos. Las eficiencias se calcularon en cada qRT-PCR con el método de los Fit
Points. Los resultados se expresaron en términos de cambios de expresion comparados
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con el control experimental, y normalizados con el control de carga (gen de expresion
constitutiva).

7.2 Datos de expresion High-Throughput de D. melanogaster
Con el fin de comparar los perfiles de expresion de los genes Smyd4 de D. melanogaster,
se emplearon los datos de expresion High-Throughput disponibles en Flybase
(http://flybase.org/) que proceden de los consorcios FlyAtlas y modENCODE.

Los los datos del perfil de expresion anatomico de FlyAtlas (Chintapalli et al., 2007),
contiene los niveles de expresion de cada gen en una coleccion de 25 tejidos de larva y
adulto, y que en la Figura 26 corresponden con los siguientes tejidos y en este orden:
sistema nervioso central de larva, region anterior del intestino de larva, region posterior
del intestino de larva, tubos de Malpighi de larva, cuerpo graso de larva, glandula salivar
de larva, traquea de larva, carcasa de larva, cabeza de adulto, ojo de adulto, cerebro de
adulto, ganglio toracico-abdominal de adulto, crop de adulto, regidn anterior del intestino
de adulto, region posterior del intestino de adulto, tubos de Malpighi de adulto, cuerpo
graso de adulto, glandula salivar de adulto, corazén de adulto, espermateca (6rgano de
almacenamiento espermatico) de hembra virgen adulta, espermateca de hembra
inseminada adulta, ovario de adulto, testiculos de adulto, glandula accesoria de adulto,
carcasa de adulto.

Los datos del perfil de expresion temporal de modENCODE (Graveley et al.,, 2011),
contienen informacién sobre los niveles de expresion génoca en 30 tiempos diferente a lo
largo del desarrollo, desde la fertilizacion hasta el individuo adulto., y que en la Figura 26
corresponden con los siguientes estadios temporales y en este orden: embrion de 2-4h,
embrion de 4-6h, embridon de 6-8 horas, embridén de 8-10h, embridén de 10-12h, embridon de
12-14h, embrién de 14-16h, embrion de 16-18h, embrion de 18-20h, embrion de 20-22h,
embridn de 22-24h, larva L1, larva L2, larva L3 de 12h, larva L3 puff stage (PS) 1-2, larva L3
PS 3-6, larva L3 PS 7-9, prepupa blanca (WPP, del inglés white pre-pupa) nueva, prepupa
blanca 12h, prepupa blanca 14h, pupa 2d post-WPP, pupa 3d post-WPP, pupa 4d post-
WPP, macho adulto de 1 dia, macho adulto de 5 dias, macho adulto de 30 dias, hembra
adulta de 1 dia, hembra adulta de 5 dias, hembra adulta de 30 dias.

7.3 Hibridacion in situ de embriones de D. melanogaster
El patron de expresion de los genes Smyd4 en D. melanogaster se determind mediante
hibridaciones in situ en embriones. Las diferentes soluciones empleadas en este andlisis se
detallan en el Anexo III.

7.3.1 Generacion de las sondas de RNA para hibridaciones in situ de
embriones de D. melanogaster

Para la construccion de los pldsmidos usados para generar las sondas de RNA se
amplificaron por PCR las regiones génicas que contuvieran los exones de los genes de
interés, usando como molde gDNA de la cepa salvaje OrR de D. melanogaster. Los
oligonucleotidos empleados estan listados en el Anexo VI. Los productos de PCR fueron
clonados en el vector pCR2.1-TOPO siguiendo el protocolo del fabricante (Invitrogen). Se
seleccionaron las construcciones que contuvieran el inserto en orientacion opuesta
respecto del promotor T7 del vector, para poder generar sondas antisense que hibridasen
con los transcritos de los genes de interés. La orientacién se determind mediante PCR
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dirigida (usando uno de los oligonucléotidos empleados para amplificar los insertos y el
oligonucleotidos M13 forward o reverse especificos del vector) y se confirmé mediante
secuenciacion directa. Como control positivo de la técnica se usd una sonda antisense
generada especificamente frente al gen Wg, y como control negativo se emple6 la sonda
sense frente al mismo gen. En la Figura M9 se muestra un esquema del vector linealizado.

Para generar las sondas, los vectores fueron linealizados mediante digestion
enzimatica (HindlIIl, excepto en el caso de los vectores de Wg, en los que se us6 BamHI).
La linealizaciéon se confirmd en gel de agarosa. Los vectores linealizados fueron
purificados mediante precipitacion con el kit Pellet Paint (Novagen) y se usaron como
molde para la sintesis in vitro de las sondas de RNA marcadas con digoxigenina (DIG)-
UTP mediante el uso de la enzima T7 RNA polimerasa y el DIG RNA Labeling KIT (Roche).
Una vez se completd la reaccion, se llevd a cabo una reaccidon de hidrélisis mediante la
adicién del Tampon carbonato 2X e incubacién durante 15-20 min a 65°C. Este paso es
crucial para obtener fragmentos de las sondas mas pequefios y facilitar su acceso a los
diferentes tejidos de los embriones de D. melanogaster. Posteriormente se purifico
mediante precipitacion y se resuspendid en agua. Se confirmé en gel la hidrodlisis parcial
de las sondas. El rendimiento en la producciéon de las sondas se determind mediante
titulacion siguiendo el spot test detallado en el RNA Labeling Kit (Roche); para ello se
prepararon diluciones seriadas tanto de una sonda control de concentraciéon conocida,
como de las sondas preparadas. Se emplearon membranas de nylon positivamente
cargadas (Roche). La union del RNA a la membrana se facilité mediante tratamiento con
luz UV. La deteccion se hizo empleando el anticuerpo anti-DIG conjugado a una fosfatasa
alcalina del kit (Roche). En la Figura M9 se muestra uno de los spot tests realizados para
determinar la concentracion de las sondas.

A. Vector linealizado
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Figura M9. (A) Vector linealizado para la generacion de
sondas y (B) ejemplo del spot test para la titulacion de las

Wg-Antisense @ o

Wg-sense @ @ sondas.
7.3.2 Recoleccion, fijacion y procesamiento de los embriones de D.
melanogaster

Se recolectaron embriones de la cepa salvaje OrR de D. melanogaster de 0 a 16 h a partir
de placas de puesta (compuestas por agua, zumo de uva, nipagin y agar como espesante,
y suplementado con levadura) y se transfirieron a un tamiz dénde se les aplicaron los
siguientes tratamientos:

-Lavar abundantemente con agua para eliminar restos de levadura.
-Decorionizar con lejia al 50% durante 2 min.
-Eliminar la lejia y lavar abundantemente con agua hasta eliminar los restos.
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-Transferir los embriones a una mezcla 1:1 de heptano:paraformaldehido 4% (PFA).
Incubacion durante 20 min en agitador (balanceador oscilante).

-Eliminar la fase inferior, correspondiente al fijador (PFA) y afiadir el mismo volumen de
metanol 100%. Agitar vigorosamente (vortex) para desvitelinizar los embriones.

-Dejar reposar hasta que los embriones desvitelinizados caigan al fondo del tubo.
-Desechar la fase superior (heptano) y rellenar con metanol.

-Lavar con metanol (al menos un lavado).

-Almacenar a-20°C hasta su uso.

7.3.3 Hibridacion y deteccion
Una vez los embriones estan fijados, se procede con los pretratamientos y el protocolo
de hibridacion in situ que a continuacion se detalla. Si no se indica lo contrario, los
embriones se mantienen en agitacion durante los diferentes tratamientos.

-Rehidratar y fijar mediante incubaciones sucesivas en cada una de estas mezclas
decrecientes en el contenido de metanol:

7 partes metanol / 3 partes paraformaldehido 4%

5 partes metanol / 5 partes paraformaldehido 4%

3 partes metanol / 7 partes paraformaldehido 4%
-Incubar 20 min con paraformaldehido al 4%.
-Realizar 3 lavados de 2 min con PBT.
-Incubar con proteinasa K (50 pg/ml) durante 2 min en agitacion.
-Eliminar la proteinasa K y lavar dos veces durante 2 min con glicina 2 mg/mL en PBT
para detener la digestion.
-Lavar dos veces con PBT.
-Incubar durante 10 min con una mezcla 1:1 de PBT y soluciéon de hibridacion.
-Lavar con solucion de hibridacion durante 10 min.
-Prehibridar con solucion de hibridacion a 55°C en bafio durante 1h. Sin agitacion.
-Preparar la sonda (aproximadamente 200 ng) en solucion de hibridacion. Desnaturalizar
la sonda hirviendo durante 5 min. Enfriar inmediatamente en hielo.
-Hibridacion: incubar a 55°C los embriones con la sonda desnaturalizada (en soluciéon de
hibridacién) toda la noche y sin agitacion.
-Al dia siguiente, atemperar todo lo necesario a 55°C para los lavados.
-Retirar la sonda (guardar para su reutilizacion). Lavar en bafio a 55°C con agitaciéon
suave:
2 lavados de 20 min con solucién de hibridaciéon
20 min con 8 partes solucion hibridaciéon / 2 PBT
20 min con 6 partes solucién hibridacién / 4 PBT
20 min con 4 partes solucién hibridacién / 6 PBT
20 min con PBT
A partir de aqui todo a TA.
-Lavar durante 20 min con PBT.
-Incubar durante 2 h con anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa alcalina (Roche) a
una concentracion de 1:2000 diluido en PBT (no es necesario preabsorber este anticuerpo).
-Realizar 4 lavados de 15 min con PBT.
-Lavar 3 veces durante 5 min con solucion de detecciéon (tampoén para la fosfatasa
alcalina).
-Transferir los embriones a un recipiente en el que se puedan observar a la lupa, e incubar
con solucion de deteccion.
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-Para la deteccidn de la sefal se utiliz6 un método colorimétrico. El anticuerpo anti-DIG
estd conjugado al enzima fosfatasa alcalina, de manera que al afiadir el sustrato, basado en
NBT (Nitroblue tetrazolium chloride, Roche) y X-fosfato (BCIP, 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate, 4-toluidine Salt, Roche), se produce una reaccion de color.

-Preparar una mezcla de BCIP/NBT en solucion de deteccion (siguiendo recomendaciones
del kit de Roche).

-Incubar los embriones en esta mezcla en oscuridad y sin agitacion. El tiempo de aparicion
de la sefial es variable, por eso es conveniente comprobar periddicamente la reaccion.
-Lavar con PBT para detener la reaccion de color.

-Montar sobre portaobjetos con medio de montaje Aqua Polymount (Polysciences Inc.);
posteriormente afiadir con cuidado el cubreobjetos (evitando la aparicion de burbujas),
dejar secar al aire durante 1 h, y guardar en nevera hasta su visualizacién en el
microscopio.

7.4 Hibridacién in situ en cortes de embriones de raton

Para determinar el patron de expresion de Smyd4 en embriones de raton, se llevaron a
cabo hibridaciones in situ sobre cortes de criostato de embriones.

7.4.1 Generacion de las sondas de RNA para hibridaciones in situ en
cortes de embriones de raton

El disefio de oligonucledtidos para generar las sondas para la deteccion de Smyd4
mediante hibridacion in situ se siguié segun el protocolo “Technical white paper: in situ
hybridization” disponible en la web de Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org/).
Brevemente, se disenaron los oligonucle6tidos Mm-Smyd4_E10_Hyb-D y Mm-Smyd4_3UTR-
SP6_Hyb-R (disponibles en el Anexo VII), que permiten amplificar una region que contiene
parte de la secuencia 3’-CDS/3’-UTR del transcrito de Smyd4 murino. El oligonucledtido
reverso contiene la secuencia de wunién a la Sp6 RNA polimerasa (5'-
GCGATTTAGGTGACACTATAG-3') para permitir la sintesis in vitro de la sonda de RNA.
La amplificaciéon por PCR se realiz6 a partir de cDNA de cerebro de ratén adulto y
usando la Taqg DNA polimerasa (Biotools). Para obtener suficiente cantidad de partida, el
producto de PCR se clon¢ en el pCR2.1-TOPO. El constructo resultante se usé6 de molde
para amplificar con los oligonucleétidos Mm-Smyd4_E10_Hyb-D y Mm-Smyd4_3UTR-
SP6_Hyb-R. Se purificéd el producto de PCR mediante el protocolo de MinElute PCR
Purification kit (Qiagen). Este producto se usé6 como molde para la sintesis in vitro de la
sonda de RNA marcada con DIG con la Sp6 RNA polimerasa del DIG RNA Labeling KIT
(Roche). Una vez completada la reaccion, se purificd la sonda de RNA, se resuspendio6 en
agua y se le adicioné formamida. El producto se testd en gel de agarosa. Se guardo en -

80°C hasta su uso.

7.4.2 Prehibridacién, hibridacién, deteccion y montaje

Se emplearon secciones de 15 um obtenidas mediante criostato a partir de embriones
de E14.5 de edad de ratones C57BL/6]. Los cortes fueron amablemente cedidos por el
laboratorio de la Dra. Nuria Flames. Las diferentes soluciones empleadas en este analisis
se detallan en el Anexo III. A continuacion se detalla el protocolo seguido:

a) Prehibridacion: se lleva a cabo en un recipiente que permita cubrir los portaobjetos con
los cortes:
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-Lavar con PBS

-Fijar con paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min a TA.

-Lavar 3 veces (3 min cada) con PBS.

-Digerir con proteinasa K (10 pg/mL en PBS) durante 5 min a TA. Sin agitacion.
-Fijar con paraformaldehido al 4% en PBS durante 5 min a TA.

-Lavar 3 veces (5 min cada) con PBT.

-Incubar 10 min en la solucion de acetilacion a TA.

-Lavar 3 veces (5 min cada) con PBT.

b) Hibridacion: se lleva a cabo en cdmaras de incubacion. Aqui las soluciones se afiaden
con cuidado sobre los cortes situados en los portaobjetos.

-Anadir 500 pL de solucidon de hibridacion en los portaobjetos e incubar durante 1-2 h a
62°C. En la cAmara de incubacion afiadir SSC 5x, y formamida al 50%.

-Transcurrido ese tiempo, eliminar la solucién de hibridacién y afiadir la sonda de RNA
marcada con DIG, previamente desnaturalizada (80°C durante 5 min y después al hielo).
Normalmente se prueban dos diluciones de la sonda, preparadas sobre solucion de
hibridacion. Anadir 80 pL de solucion de hibridaciéon con la sonda marcada por
portaobjetos. Repartir uniformemente y afadir cubreobjetos, evitando que se formen
burbujas. Incubar toda la noche a 62°C en la cdmara de incubacion (con SSC 5x y
formamida al 50%).

c) Lavados y deteccion: los lavados se llevan a cabo en un recipiente que permita cubrir
los portaobjetos.

-Sumergir los portaobjetos en una solucion con SSC 0,5x, formamida al 50% y Tween al
0,1% durante 15 min a 62°C. Pasado ese tiempo, al coger los portaobjetos, los cubreobjetos
se pueden retirar facilmente.

-Lavar 3 veceslavados de 30 min cada a 62°C con nueva solucién de SSC 0,5x, formamida
al 50% y Tween al 0,1%.

-Lavar 3 veces con MABT durante 5 min a TA.

-Transferir los portaobjetos a cdmaras hiumedas (con papel de filtro humedecido con agua
destilada), y anadir 500 uL de solucion de bloqueo. Incubar durante 1h a TA.

-Preparar el anticuerpo anti-DIG (Roche) a una concentracion de 1:5000 en MABT con
suero de oveja al 1% y con bloqueo comercial (Roche) al 1%. Afadir 500 uL por
portaobjetos y dejar toda la noche a 4°C en cdmara humeda.

-Al dia siguiente hacer sucesivos con MABT. Los lavados se hacen en recipiente que
permita sumergir el portaobjetos. Se hacen 10 lavados de 20-30 min cada lavado con
MABT a TA y con agitacion suave.

-Lavar 3 veces con tampon Bl

-Para desarrollar la reaccion de color se emplea la mezcla de BCIP/NBT, al igual que se
explico anteriormente.

-Detener la reaccion sumergiendo en TE (pH 8).

d) Montar: para su visualizacion al microscopio.

-Fijar en paraformaldehido al 4%, sin agitacion.

-Lavar 3 veces con TE

-Lavar con agua.

-Realizar deshidrataciones seriadas: Etanol al 70%, 95% y 100%, durante 1 minuto en cada.
Después 2 pasos por xileno, 10 min cada.
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-Montar en medio DPX, colocando un cubreobjetos con cuidado de no introducir
burbujas.

8. Analisis de proteinas

Todos los procedimientos de obtencién de extractos y lisis se realizaron a 4°C. La
cuantificacidon de los extractos proteicos se realizé usando el kit BCA protein assay (Pierce,
Thermo-Scientific).

8.1 Preparacion de extractos proteicos totales a partir de células de mamifero
en cultivo
Para la obtencién de extractos proteicos de a partir de células en cultivos, éstas se
recogieron mediante raspado en tampodn PBS. En los casos en los que se usaron pocillos de
35 mm o menores (placas de 12 pocillos), las células se levantaron mediante tripsinizacion
(adicién de tripsina, incubacion durante 1-3 min a 37°C, e inactivacién con medio con
suero). Posteriormente se centrifugaron (1000g, 5 min, 4°C) y lavaron con PBS frio. El
precipitado celular resultante se resupendié en tampon de lisis (HEPES KOH 50 mM pH
7,2, NaCl 150 mM, MgCl> 1 mM, Triton X-100 al 1%, suplementado con inhibidores de
proteasas (Roche)), y se incubd durante 30 min a 4°C. Posteriormente el lisado se clarificd
mediante centrifugacion (15000 g, 20 min, 4°C), pasando el sobrenadante a tubo nuevo.

8.2  Deteccion de la proteina SMYD4 en tejidos humanos
Con el fin de caracterizar la expresion tisular de la proteina SMYD4 en tejidos
humanos, se emple6 la membrana comercial Human normal tissue Blot 1I (#1522, ProSci,
suministrada por Abynek), empleando el anticuerpo anti SMYD4 (Novus biologicals) y
siguiendo las instrucciones del fabricante (ProSci) para su andlisis mediante WB.

8.3 Preparacion de extractos proteicos a partir de tejidos de raton

Los tejidos de ratén adulto fueron homogeneizados en tampon de lisis (Tris-HCl 50
mM pH 7,4, MgCl: 0,5 mM, EDTA 5mM, Triton X-100 1%, DTT 1 mM, NaF 50 mM,
Na:VOs 1 mM, PMSF 0,1 mM y suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Roche)) usando un homogeneizador de tipo polytron. Antes de la homogeneizacion con el
polytron, los tejidos mads fibrosos, como musculo esquelético y cardiaco fueron
pulverizados en nitréogeno liquido con mortero. Los homogeneizados procedentes de
nervio ciatico y de DRG fueron sonicados (5 ciclos de pulsos de 10 seg de sonicacién (5
microns) con 50 seg de separacién entre pulsos) en hielo. Los homogeneizados se
clarificaron mediante centrifugacion (15000 g, 15 min, 4°C). Los lisados se resolvieron
mediante SDS-PAGE y WB.

8.4 Preparacion de extractos proteicos por fraccionamiento subcelular

Para separar las fracciones nuclear y citoplasmaticas, se llevé a cabo el fraccionamiento
subcelular siguiendo el método REAP (acréonimo en inglés de Rapid, Efficient And Practical)
descrito por Suzuki y colaboradores (Suzuki et al.,, 2010). Brevemente, las células se
recofieron mediante rascado en PBS frio, se centrifugaron (mediante spin de 10 seg en
centrifuga de mesa tipo Eppendorf table top microfuge), se elimind el sobrenadante y el
precipitado celular se resuspendié en NP-40 al 0,1% en PBS usando micropipeta p1000
con punta cortada. Se separd una fraccidn del lisado, correspondiente al lisado total (TCL)
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y se le afladi6 tampon de carga de proteinas. El resto del lisado se centrifugd (spin de 10
seg), y se separd0 una alicuota del sobrenadante, correspondiente a la fraccion
citoplasmatica, a la que se le ahadio tampon de carga de proteinas. Se elimind el resto del
sobrenadante, el precipitado se resuspendié en NP-40 al 0,1% en PBS y se centrifugo (spin
de 10 seg). Se elimino el sobrenadante, y el precipitado, correspondiente a la fraccion
nuclear, se resuspendid directamente en tampon de carga. A continuacion las fracciones
que contienen DNA, TCL y nuclear, se sonicaron (2 pulsos de 5 seg). Los extractos de las
diferentes fracciones obtenidas se hirvieron para su desnaturalizacion y se cargaron en
geles de SDS-PAGE para su andlisis mediante WB. Se utiliz6 la proteina alfa Tubulina
como marcador citoplasmatico y la proteina Lamina A/C como marcador nuclear.

8.5 Electroforesis, transferencia e inmunodeteccién mediante Western Blot

Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE usando geles de diferentes porcentajes
de poliacrilamida (8-12,5 %). Las muestras se diluyeron en tampén de carga de proteinas
(Tris HC1 45 mM pH 6,8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01 %, SDS 1 %, DTT 50 mM) y
se desnaturalizaron durante 5 min a 95°C, antes de ser cargadas en un sistema
electroforético Miniprotean Electrophoresis System (BioRad). La electroforesis se realizo a
100 voltios constantes y en un tampdn compuesto por glicina 0,192 M, Tris 25 mM, SDS
0,1%. La transferencia se realizé6 a una membrana de PVDF durante 2 h a 100 voltios
constantes a 4°C, y en tampdn compuesto por glicina 0,192 M, Tris 25 mM y metanol 20%.
Tras la transferencia, las membranas se tifieron en una solucidon de rojo Ponceau S, con el
fin de comprobar la eficacia de la transferencia. Posteriormente, las membranas se lavaron
con TBS-T (Tris HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%) y seguidamente se
incubaron en tampon de bloqueo (leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T), durante al
menos 1 h a temperatura ambiente. A continuacién se incubaron las membranas con los
anticuerpos primarios especificos correspondientes disueltos en la solucion de bloqueo,
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, tras 4 lavados de 10 min con TBS-T, las
membranas se incubaron durante 1 h con los correspondientes anticuerpos secundarios
conjugados con HRP. Finalmente, las proteinas se detectaron utilizando el reactivo de
quimioluminescencia ECL Plus (Amersham Biosciences). La imagen se obtuvo mediante
revelado de pelicula fotografica o mediante un lector electronico LAS-3000 (FUJIFILM), y
la densitometria se analiz6 con el programa IMAGE J. Todos los anticuerpos primarios
empleados para la inmunodeteccion de las proteinas se detallan en la Tabla M8.

8.6 Estudios de interaccion de proteinas mediante ensayo de
coinmunoprecipitacion
Las células sembradas en placas de 10 cm, fueron transfectadas con las construcciones
de interés a estudiar y tras 24-48h de expresion post-transfeccion, fueron procesadas. Las
células se lavaron con PBS se recogieron por rascado en PBS y se lisaron en 200 uL de
tampon de lisis (HEPES KOH 50 mM pH 7.2, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, Triton X-100 al
1%, suplementado con inhibidores de proteasas (Roche)) y en las condiciones
anteriormente detalladas. Tras clarificar el lisado, se tomaron alicuotas de 50 pL para
analizar por WB el lisado celular total (TCL, acrénimo en inglés). Para la
inmunoprecipitacion, al resto del lisado se le afadié tampon de lisis hasta completar un
volumen final de 200 uL y se le anadi6 el anticuerpo frente a la proteina/etiqueta que se
queria inmunoprecipitar. La mezcla de lisado con el anticuerpo se incubd con rotacién en
noria durante 4 h a 4°C. Para la inmunoprecipitacion se usaron 50 uL de bolas de sefarosa
recubiertas con proteina G (GE Healthcare). Antes de su uso, las bolas se lavaron al menos
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3 veces con tampodn de lavado (HEPES KOH 10 mM pH 7.2, NaCl 150 mM, MgCl: 1 mM,
Tritén X-100 0,2%), durante 5-10 min en noria a 4°C cada lavado, centrifugando 1 min a
1000 g a 4°C tras cada lavado para eliminar el sobrenadante. Tras los lavados, se afiadio la
mezcla de proteinas y anticuerpo a las bolas y se incubé toda la noche a 4°C con rotacion
en noria.

Pasado este tiempo, se centrifugd la mezcla, se elimind el sobrenadante y se lavo el
inmunoprecipitado con tampdn de lavado frio al menos 3 veces (5-10 min cada lavado,
con rotacion en noria a 4°C). Finalmente se elimind el sobrenadante, se resuspendio el
precipitado con tampdn de carga de proteinas 2x (Tris HC1 90 mM pH 6.8, glicerol 20%,
azul de bromofenol 0,02 %, SDS 2 %, DTT 100 mM) y se hirvid durante 5 min antes de
cargar las muestra en un gel SDS-PAGE para su analisis mediante WB.

8.7  Busqueda de interactores mediante inmunoprecipitacion seguido de
cromatografia liquida y espectrometria de masas
La identificacion de posibles interactores de SMYD4, se realizé mediante
inmunoprecipitacion y secuenciacion. Para ello, se sembraron células SH-SY5Y en placas
de 15 cm y se transfectaron con SMYD4-GFP. Como control se usaron células
transfectadas con el vector vacio. Tras 24 h de expresion post-transfeccion, se lavaraon las
células con PBS frio y se recogieron mediante rascado. Se lisaron en 250 uL de tampdn de
lisis (HEPES KOH 50 mM pH 7.2, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, Triton X-100 al 1%,
suplementado con inhibidores de proteasas (Roche)) como se ha explicado anteriormente.
Después de lavar las bolas de sefarosa recubiertas con proteina G (lavados con Tris-HCl
50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 0,2 %), se realiz6 una preincubacion del lisado
con las bolas de sefarosa para eliminar uniones inespecificas (30 min a 4°C). Tras esta
preincubacion, se centrifugd (1 min a 1000 g a 4°C) y el sobrenadante (lisado sin bolas de
sefarosa) se pasé a tubo nuevo. Se afiadié el anticuerpo anti-GFP (1:200) y se incub¢ a 4°C
durante 4 h en agitacion. Tras ese tiempo de incubacion, se afiadieron nuevas bolas de
sefarosa prelavadas y se dejo toda la noche a 4°C en agitaciéon. Al dia siguiente se
centrifugd la mezcla, se elimind el sobrenadante y se lavd el inmunoprecipitado con
tampon de lavado frio al menos 3 veces (5-10 min cada lavado, con rotacion en noria a
4°C). Finalmente se elimino el sobrenadante, se resuspendio el precipitado con tampdn de
carga de proteinas y se desnaturalizaron las muestras (100°C, 5 min).

Los inmunoprecipitados se resolvieron en gel SDS-PAGE de acrilamida al 10%. Una
vez finalizada la carrera, se realizd tincidon con azul de Coomassie (Biorad). A partir de
aqui, las muestras fueron procesadas por el servicio de Proteémica de la Universitat de
Valencia para su andlisis mediante ccromatografia liquida acoplada espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS).

La identificacion de proteinas se hizo usando el software MASCOT (Matrix-Science). Se
realizaron busquedas en NCBInr, considerando digestiones tripticas y permitiendo 1 corte
perdido. Se considero la carbamidometilacion en cisteinas como una modificacién fija y
oxidacion de las metioninas y desamidaciones de Asn y GIn como modificaciones
variables.

A continuacion se detalla el criterio seguido para la identificacion de posibles
interactores de SMYD4. De los listados de proteinas solo se consideraron aquéllas
proteinas identificadas con un unused score mayor que 1,3 (equivale a una confianza >
95%). Se llevaron a cabo 2 réplicas experimentales. Se consideraron una serie de criterios
seguidos en la identificacién de interactores de otras proteinas SMYD (Abu-Farha et al.,
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2011). Se consideraron como interactores aquellas proteinas identificadas en la condicion
con SMYD4 sobreexpresada y ausente en la condiciéon control. Ademas, se rescataron
como posibles proteinas interactoras aquéllas que tuvieran al menos 3 veces mas de
péptidos en la condiciéon con sobreexpresion de SMYD4 que en la condiciéon control.
Ademas, para que una proteina se mantuviera en la lista de interactores, debia aparecer
como interactor en las dos réplicas experimentales.

9. Microscopia

En este apartado se recogen los diferentes protocolos seguidos para la preparacion de
las muestras para su observacion y analisis mediante microscopia.

9.1 Microscopia de campo claro

9.11 Andlisis de fenotipos externos en individuos adultos de D.
melanogaster
En el caso de fenotipos externos (visualizacién del notum, esternopletura, tamafio o
pigmentacion de los ojos) en D. melanogaster, las moscas se anestesiaron y diseccionaron
para su visualizacion bajo una lupa tipo Olympus SZ60 stereomicroscope (Olympus,
Tokyo, Japan) al que se le acopld una camara Scopetek MDC200 Digital Camera
(Hangzhou Scopetek Opto-Electric Co., Hangzhou, China). El area de la retina o del ala de
moscas adultas se midid empleando la herramienta de seleccion Polygon del programa
Image] 1.47v software (NIH, Bethesda, MA, USA), a partir de al menos 10 individuos del
mismo sexo y edad para cada genotipo. Los estudios estadisticos asi como la generacién
de los graficos procedentes de estos estudios se obtuvieron empleando GraphPad Prism
5.0.

9.1.2 Preparacion de cuticulas de individuos adultos de D. melanogaster
para su visualizacion al microscopio
La composicion de los medios empleados se describe en el Anexo III. Las moscas
adultas de interés fueron recogidas y preservadas en medio SH. Para su procesamiento,
las moscas se lavaron en etanol 100%, posteriormente se lavaron con agua y se pasaron a
pocillos con agua para llevar a cabo su diseccidn. Las partes diseccionadas (cabeza, térax y
abdomen), se calentaron en NaOH 1 M durante 10 min a 65°C. Posteriormente se lavaron
con agua, se transfirieron a medio de Hoyer y se incubaron de nuevo durante 10 min a
65°C. Una vez transcurrido este tiempo, se pasaron a pocillos de diseccién con medio de
Hoyer para completar la diseccion, separando las patas junto con pleura por un lado, y las
alas junto con el notum por otro. El montaje de las muestras en portaobjetos se llevo a
cabo sobre gotas de medio de Hoyer. Se cubrié con un cubreobjetos, evitando la presencia
de burbujas. Se dejaron los portaobjetos con un peso encima y sobre una placa calefactora
durante unas horas. Posteriormente, se apagd la placa calefactora, manteniendo el peso
sobre las preparaciones, y se dejé durante toda la noche. Finalmente las muestras se
visualizaron en microscopio Leica DM6000.

9.13 Analisis microscopico de la estructura de la retina en ojo adulto
Este protocolo se realizo siguiendo las instrucciones descritas por Tomlinson y Ready
(Tomlinson and Ready, 1987), con ligeras modificaciones. Basicamente consiste en:
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-Dormir las moscas y cortar la cabeza. Mediante diseccién con bisturi, quitamos uno de
los ojos. De esta manera facilitamos la entrada del fijador. Transferir la cabeza a un tubo
con glutaraldehido 2% y paraformaldehido 2%, en tampdn fosfato 0,1 M recién
preparado. Dejar a temperatura mientras se van preparando el resto de cabezas.

-Fijar durante al menos 2h.

-Transcurrido este tiempo, afadir un volumen equivalente de tetradxido de osmio
(Polysciences) al 2% preparado en tampon fosfato 0,1 M, e incubar en hielo durante 30
min.

-Eliminar la mezcla de glutaraldehido, paraformaldehido y tetraéxido de osmio, y
sustituir por tetradxido de osmio al 2%. Incubar en hielo durante 2 h.

-Eliminar la solucion de osmio y proceder con la deshidratacion del tejido, aplicando una
serie de etanol a concentraciones crecientes. Concretamente se realizan lavados de 5 min
con etanol al 30%-50%-70% (los tres en hielo) y, a continuacion, con etanol al 90%-100%-
100% (a temperatura ambiente).

-Hacer dos lavados con 6xido de propileno de 10 min cada uno.

-Eliminar el 6xido de propileno y afadir una mezcla de 6xido de propileno y resina (1:1).
Incubar a temperatura ambiente toda la noche.

-Sustituir la mezcla de 6xido de propileno y resina por resina, e incubar a temperatura
ambiente durante al menos 4 h.

-Transcurrido este tiempo, colocar las cabezas en los moldes (Polysciences) a los que
previamente se les ha anadido resina. Rellenar totalmente los moldes con resina nueva y
orientar las cabezas intentando que el ojo quede orientado hacia el lateral del borde, para
poder hacer posteriormente cortes tangenciales.

-Incubar a 70°C en un horno durante toda la noche para que la resina polimerice.
-Desmoldar y preparar los ojos, eliminando el maximo de resina posible alrededor del ojo
con una cuchilla para posteriormente hacer secciones tangenciales semifinas de 1.5 um en
un ultramicrotomo con cuchilla de diamante.

Los cortes en el ultramicrotomo y el montaje para su visualizacion al microscopio optico
fueron realizados por el Servicio de microscopia electronica del CIPF.

9.2 Microscopia de fluorescencia

9.2.1 Inmunofluorescencia en células en cultivo
Las células se cultivaron en placas de 35 mm sobre cubres de vidrio. Tras ser
transfectadas con los plasmidos de interés, las células se fijaron con paraformaldheido al
4% en PBS durante 20 min a TA, seguido de 3 lavados con PBS. Las células fijadas, tras ser
permeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% en PBS durante 15 min. En algunos casos, tras la
fijacion con PFA 4%, se procedid a un tratamiento con metanol frio (-20°C) durante 10 min
a TA, produciendo una fijacién adicional y permeabilizando las células.

Las células fijadas y permeabilizadas se incubaron con tampoén de bloqueo (suero de
caballo al 5% o superbloqueo (5% de leche desnatada, 10 % de FBS, 0,5 % de BSA en PBS))
durante al menos 1 h a TA, y finalmente con los anticuerpos primarios en tampon de
bloqueo durante toda la noche a 4°C. Los diferentes anticuerpos primarios y sus
caracteristicas se describen en la Tabla M6. Al dia siguiente, las muestras se incubaron con
los anticuerpos secundarios adecuados conjugados con los fluoroforos Alexa Fluor 488,
546 0 633 (Invitrogen). Los anticuerpos se diluyeron en tampon de bloqueo y se incubaron
durante 1 h a TA en oscuridad. Tras sucesivos lavados con PBS, las muestras se montaron
con Fluoromont-G (Southern Biotech) o en DAPI Fluoromount-G (si se queria visualizar
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los nticleos marcados con DAPI) y las imagenes se tomaron en el microscopio Leica TCS
SP Confocal System. La deteccion de proteinas de fusion con GFP se realizd sin
anticuerpo, debido a la capacidad de la misma proteina GFP de emitir fluorescencia.

9.2.2 Analisis subcelular de SMYD4 WT y p. K82E mediante microscopia
de fluorescencia
Para comparar la localizaciéon subcelular entre la proteina SMYD4 WT y la forma
mutante p.K82E mediante microscopia de fluorescencia, se siguié el procedimiento
empleado por Donlin y colaboradores (Donlin et al, 2012), en el que estudiaron la
localizacion subcelular de proteinas KMTs, incluyendo las proteinas de la familia SMYD.
Para ello, se transfectaron las células con las construcciones de SMYD4 WT o p.K82E
fusionadas a GFP, se fijaron, se marcaron los ntcleos con DAPI y se prepararon las
muestras para su visualizacion al microscopio confocal. Mediante Image ], se substrajo la
sefal de fluorescencia correspondiente a la localizacion nuclear, para poder representar el
% de localizacion citoplasmatica, calculado como la intensidad media de la sefial de GFP
presente en el citoplasma dividido por la sefial total (sefial citoplasma y ntcleo) y
multiplicado por 100.

9.2.3 Preparacion de tejidos D. melanogaster para su anadlisis mediante
microscopia de fluorescencia

9.23.1 Montaje de tejido muscular de larva

Larvas de mosca fueron diseccionadas para exponer el tejido muscular en pocillos con
PBS. Las muestras se fijaron con PFA 4% en PBS en agitacion durante 10 min a TA. Se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBT. Se incubd con faloidina marcada con
rodamina (diluido 1:100 en PBT) durante 1 h a TA. Posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBT (15 min cada) a TA, se incub6 con DAPI (diluido 1:1000 en PBT) durante 10 min a
TA, se realizaron 3 lavados con PBT y se montaron las muestras en medio Aqua
Polymount (Polysciences Inc.).

9.2.3.2 Preparacion de térax de individuos adultos para
inmunodeteccidn de criosecciones en microscopio confocal
El protocolo seguido estd basado en el empleado por Llamusi y colaboradores (Llamusi
et al., 2013) , con algunas modificaciones. Moscas anestesiadas fueron diseccionadas bajo
la lupa, eliminando cabeza, alas, abdomen y patas. Para la fijacion del térax, se incubd con
PFA 4 %, Triton X-100 0,1% toda la noche a 4°C con agitacion suave. Pasado ese tiempo, se
elimind el fijador, y se crioprotegiod el tejido mediante incubacion en sacarosa al 30% en
agitacion durante 48 h a 4°C. Posteriormente se embebié en OCT y se congelo el bloque a -
80°C. Se realizaron secciones de 16 pum del eje antero-posterior con un criostato. Las
muestras se colocaron en portaobjetos de tipo superfrost y se congelaron a-20°C hasta su
uso.

Para realizar la inmunotincién, primeramente los portaobjetos con los cortes se dejaron
atemperar a TA durante 10 min. Se lavaron los cortes 2 veces con PBS para eliminar el
OCT, y luego con PBT. Se trat6 con tampdn de bloqueo (BSA 5%, Triton X-100 0,3% en
PBS) durante 45 min a TA. Posteriormente se afiadid el anticuerpo primario diluido PBT y
se incub6 toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las muestras 3 veces con PBT (5-
10 min cada lavado), se anadi6 el anticuerpo secundario y se incub6 durante 2 h a TA. A
continuacion se realizaron lavados con PBT y se incub6 con faloidina marcada con
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rodamina (1:100 en PBT) durante 1 h a TA en oscuridad. Pasado ese tiempo, se lavaron 3
veces (10 min cada) con PBT, se incub6é con DAPI (1:1000 en PBT durante 10 min), se
lavaron con PBS y se montaron con Fluoromount.

9.233 Preparacion de cabezas para inmunodeteccion de
criosecciones en microscopio confocal
Se siguiod el protocolo “cryofixation and inmunolabeling of eye sections for confocal
microscopy” descrito en el capitulo de libro elaborado por Misray y Knust (Mishra and
Knust, 2013) con algunas modificaciones. Las cabezas de moscas se fijaron con PFA 4 %,
Triton X-100 0,1% en PBS durante 30 min a TA en agitacion. Se lavaron 3 veces con PBS
(15 min cada lavado). Para la crioperservacion se realizaron incubaciones en
concentraciones crecientes de sacarosa. Primeramente se incubaron con sacarosa al 10 %
en PBS durante 2 h en agitacion a 4°C. Posteriormente se incubaron en sacarosa al 25 % en
PBS durante toda la noche en agitacion a 4°C. A continuacion se embebieron las cabezas
en OCT, varias cabezas por molde, y se congelaron a -80°C. Posteriormente se realizaron
cortes de 12 pm con criostato. Las muestras se procesaron para la inmunodeteccion y su
visualizacion en microscopio confocal como se ha comentado en el punto anterior, con la
salvedad de que no se anadio la faloidina.

9.3  Microscopia electronica

9.3.1 Microscopio electronico de barrido (SEM, de sus siglas en inglés)
Para el andlisis de la estructura externa de la retina de ojos adultos de D. melanogaster,
se ha empleado protocolo basado en el método del secado al punto critico (Wolff, 2000,
2011), para el cual se siguen los siguientes pasos:

-Fijar las moscas en una mezcla de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 8% en PBS
durante 2 h, afladiendo Triton X-100 hasta una concentracion final de 0,2% para reducir la
tensidn superficial y favorecer que las moscas queden completamente sumergidas en el
fijador.

-Eliminar el fijador y lavar con agua estéril.

-Deshidratar las moscas mediante incubaciones de 12 h en series crecientes de etanol (una
incubacién en etanol al 25%, 50% y 75% y dos en etanol absoluto)

-A continuacidn se procede con el secado al punto critico y sombreado en una mezcla de
oro-paladio, ambos procesados fueron realizados por el Servicio de Microscopia de la
Universitat de Valencia.

-Seguidamente, las muestras se observaron en el microscopio electrénico de barrido
Philips XL-30 ESEM.

9.3.2 Microscopio electrénico de transmision (TEM, de sus siglas en
inglés)

Para llevar a cabo el andlisis de la ultraestructura de la retina en ojo adulto mediante
TEM, se sigue el mismo procesamiento de las muestras que se ha detallado en el apartado
“Analisis microscopico de la estructura de la retina en ojo adulto” anteriormente
detallado, pero realizando cortes ultrafinos (80 nm), y tifiendo con acetato de uranilo por
el Servicio de microscopia electrénica del CIPF.

Las muestras de nervio sural de la paciente de la familia f{CMT-408 se obtuvieron en el
Servicio de Neurologia del Hospital Virgen del Rocio de Sevilla y se procesaron siguiendo
el protocolo habitual (Sevilla et al., 2003) por el Servicio de Patologia de ese mismo
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hospital. Se prepararon secciones semifinas tefiidas con azul de toluidina para su
evaluacion con un microscopio de luz visible. Para evaluar su ultraestructura, se
prepararon y procesaron secciones ultrafinas por el Servicio de microscopia electrénica
del CIPF para su analisis. Las muestras se analizaron en un microscopio electrénico de
transmision FEI Tecnai Spirit G2.

10. Ensayos funcionales
10.1 Tratamientos celulares

10.1.1 Efecto de la geldanamicina sobre los niveles proteicos de SMYD4

Para comprobar el efecto de la inhibicion de HSP90 sobre los niveles proteicos de
SMYD4, se empled la geldanamicina (GA) como inhibidor especifico de la HSP90 (Garcia-
Carbonero et al., 2013). Para ello se sembraron células SH-SY5Y en pocillos de 35 mm y se
trataron con GA 1 uM durante 2 h, o con GA 0,1 pM durante 18 h. Como control del
tratamiento se us6 DMSO, ya que la GA esta diluida en ese solvente. Pasado el tiempo de
tratamiento, las células se recogieron, se lisaron y se analizaron los niveles de SMYD4
mediante WB.

10.1.2 Efecto de la thapsigarguina sobre la expresion de GDAP1 y JPH1
Se analizd el efecto del estrés del reticulo endoplasmatico, inducido mediante
tratamientos prolongados con thapsigarguina (TG), sobre lo niveles de expresion de JPH1
y GDAP1. La TG es un inhibidor de la Ca?-ATPasa del reticulo endoplasmatico
(SERCA)(Thastrup et al., 1990, Lytton et al., 1991), que provoca un vaciado de calcio del
reticulo y un incremento en los niveles intracitosélicos de calcio; todo ello acaba causando
la generacién de estrés de reticulo (Price et al., 1992).

Las células SH-SY5Y se trataron con TG 0,1 uM durante 2 h y durante 18 h. Como
control se trataron las células con DMSO durante los mismos periodos de tiempos. Tras el
tiempo de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS y recogidas con un rascador.
Las células se centrifugaron a 1000 g durante 5 min a 4°C. Se elimin¢ el sobrenadante y se
congelé inmediatamente el precipitado celular con nitrédgeno liquido o hielo seco. Las
muestras se procesaron como se ha explicado anteriormente para su analisis mediante
qRT-PCR. Cada qRT-PCR se realizdé por triplicado (réplica de la técnica), y cada
experimento se repitid 3 veces independientes (réplica bioldgica).

10.2  Ensayos de tipo luciferasa

10.2.1 Estudios de represion transcripcional mediante ensayo luciferasa

Se llevaron a cabo estudios de luciferasa para determinar la posible represion
transcripcional debida a SMYD4, y para comprobar el efecto de la mutacion SMYD4
p-K82E sobre dicha funcion. Empleamos un sistema en el que la expresion del gen
reportero luciferasa es activada por la proteina de fusion LexA-VP16, que contiene el sitio
de unién a DNA de LexA unido al dominio activador de la proteina coactivadora virica
VP16. Se ha empleado este sistema para determinar la represidon transcripcional de
diversas proteinas (Showalter et al., 2002), pero también proteinas SMYD (Gottlieb et al.,
2002). En el sistema transcripcional utilizado, en el plasmido pL8G5-Luc antes de la ORF
de la luciferasa hay 8 sitios de union a LexA, donde se unira el activador transcripcional
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VP-16 fusionado a LexA, y 5 sitios de unién a GAL4, donde se unira la proteina GAL4 o
las proteinas de fusion con GAL4 (Gal4-SMYD4 WT o p.K82E). Como controles se
emplearon el vector pL8-Luc, que carece de sitios de unién a Gal4, y condiciones en las
que no se transfectaba con el activador transcripcional. En la Figura M10 se muestra un
esquema con los vectores luciferasa empleados.

Para el experimento, se sembraron células HeLa en pocillos de placas de tipo p24. En
cada pocillo se transfectaron con Lipofectamina 2000 las diferentes construcciones: LexA-
VP16 (125 ng), pL8G5 (150 ng), GAL4-SMYD4 WT o p.K82E (200 ng), pRL-TK (25 ng),
manteniendo constante la cantidad total de plasmido a transfectar (500 ng), usando para
ello vector vacio pGAL4 cuando fuera necesario. A las 24h de expresion post-transfeccion
se determinaron los niveles de expresion del reportero luciferasa usando el kit Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega). La sefial correspondiente a los niveles de la
luciferasa fueron normalizados frente a la sefial de renila, expresada por el vector pRL-TK.
Las mediciones se realizaron en placas multipocillos opacas en un luminémetro Wallac
Victor TM Multilabel Counter (Perkin Elmer)

VP16
LexA
PL8G5-Luc === 8x LexA 5x GAL4 |-> LUC |
—
pL8-Luc ===ef 8x LexA LUC |

Figura M10. Esquema de los plasmidos reporteros empleados para el ensayo de represion transcripcional.

10.2.2 Anadlisis de variantes en region 3’-UTR mediante ensayo luciferasa

Para estudiar las consecuencias funcionales de cambios nucleotidicos identificados en
la region 3’-UTR del gen JPHI sobre los niveles de expresion, se llevaron a cabo ensayos
luciferasa siguiendo el procedimiento establecido por Liang y colaboradores (Liang et al.,
2011). Para ello, se disefiaron oligonucleotidos conteniendo 3 copias en tandem de 17 pb
que incluyen la variante a estudiar y su entorno (8 pb a cada lado). En el disefo de los
oligonucleotidos se introdujeron los sitios de restriccion Spel y Mlul para su clonacion, y
un sitio BamHI para facilitar el rastreo de clones positivos para la insercion durante el
proceso de clonacion. En el Anexo VIII se listan los oligonuclétidos empleados. Para
generar cada construccion, se incubaron los dos oligonucledtidos correspondientes a las
dos hebras complementarias permitiendo su hibridacién. Se incubaron 3 min a 90°C y
después 30 min a 37°C. Las construcciones se clonaron en los sitios Spel/Mlul del sitio de
clonacion multiple localizado en la region 3’-UTR del constructo de la luciferasa del vector
PMIR. La identificacion de clones positivos se realizo mediante cribado por digestion con
la enzima BamHI, y se confirmaron mediante secuenciacion directa. De cada variante/SNP
se generaron 2 construcciones correspondientes a los 2 alelos (el de mayor y el de menor
frecuencia). En la Figura M11 se muestra un esquema de las construcciones generadas.
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Figura M11. Esquema del vector pMIR y de las construcciones generadas para el estudio funcional de las
variantes identificadas en regiones 3’-UTR.

El estudio funcional se realizé mediante ensayo luciferasa. Para ello, se sembraron
células SH-SY5Y en pocillos de placas de tipo p24 y se transfectaron mediante
Lipofectamina 2000 (Life Technologies) con las construcciones de pMIR (500 ng/pocillo) y
con el vector pRL-TK (50 ng/pocillo), que expresa la proteina renila, para normalizar la
transfeccion. Las mediciones de luciferasa se hicieron como se ha indicado en el punto
anterior (empleando el kit Promega y el luminometro). La sefial correspondiente a los
niveles de la luciferasa fueron normalizados frente a la sefial de renila. Los resultados se
relativizaron frente a los niveles normalizados del alelo de mayor frecuencia, y se
expresaron como media + SEM. Cada experimento se repitié al menos 3 veces
independientes, y en cada experimento se realizaron 3 réplicas correspondientes a
diferentes transfecciones.

10.3  Minigenes

Para estudiar los posible efectos de variantes nucleotidicas candidatas a alterar el
splicing, se llevaron a cabo ensayos funcionales mediante minigenes, siguiendo un
procedimiento analogo al empleado por Aparisi y colaboradores (Aparisi et al., 2013). El
fragmento de interés (WT o con la mutacién), formado por el exén e intrones adyacentes,
es clonado entre los dos exones SA y SD del vector de expresion pSPL3. Posteriormente,
se transfecta en células de mamifero y se comprueba el procesamiento del mRNA
generado, determinando si la variante estudiada afecta al splicing.

A partir del gDNA del paciente ID 854 con el cambio a estudiar en JPH1, se amplifico el
exon 2 de JPH1 y parte de los regiones intronicas flanqueantes usando los
oligonucleotidos Ex2-JPH1_EcoRI y Ex2-JPH1_EcoRV. El producto de PCR fue purificado
y digerido con EcoRI/EcoRV. El vector pSPL3 fue primeramente digerido con la enzima
Nhel, generando un extremo 5'-sobresaliente que se posteriormente rellené usando la
enzima Klenow (Roche) para convertirlo en un extremo romo. A continuacion el vector se
purifico y se digirié con la enzima EcoRI, lo que liber6 un fragmento no deseado del
vector, y el resto se empled para clonar el inserto mediante ligaciéon de los extremos
EcoRI/EcoRI cohesivos y EcoRV/Nhel-rellenado romos. Las construcciones se
secuenciaron (oligonucledtidos pSPL3seq F y R) para confirmar las clonaciones del alelo
WT y del alelo mutante. En el Anexo IX se recogen los oligonucléotidos empleados para
generar las construcciones, asi como el resto de oligonucledtidos empleados a lo largo del
ensayo. En la Figura M12, se esquematiza la construccion generada para el ensayo.
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Vector splice donor Vector splice acceptor

SD6-F {SA2-R
— P —

psL3 | }—- Exon2 }— |  psrL3 |

EcoRI EcoRV-Nhel
- 760 bp blunt-ended
106bp a 95 bp
—| JPH1 Exon2 | l_k_
IVS1 j 1vVs2

292 bp

Figura M12. Esquema del vector pSPL3 y de la construccién generada para el ensayo de minigenes.

Para la realizacion del ensayo de minigenes, se sembraron células HeLa en pocillos de 35
mm, se transfectaron con el vector pSPL3 vacio o con las construcciones generadas (2 ug
de plasmido/pocillo) y tras 24 h de expresion post-transfeccion, se extrajo el RNA, y se uso
de molde para generar cDNA. Usando los oligonucledtidos SD6-F y SA2-R, se
amplificaron los diferentes productos del splicing. Para su andlisis, los productos de PCR
se resolvieron en geles de agarosa al 1.5-2%. Para confirmar los productos obtenidos, se
purificaron y secuenciaron mediante secuenciacion directa.

10.4 Medidas de calcio citosolico

Estos estudios fueron realizados en colaboracién con el Dr. D. Pla. Las variaciones en
los niveles de calcio citosodlico en la células se midieron utilizando la sonda Fura-2 AM
(Molecular Probes, Invitrogen), siguiendo lo descrito por Ruiz y colaboradores (Ruiz et al.,
1998). La sonda Fura-2 AM permanece en el citosol celular y es capaz de unir calcio de
forma reversible. La sonda emite fluorescencia al ser excitada a distintas longitudes de
onda (A) dependiendo de si esta libre o unida a calcio. De esta forma se pueden establecer
los niveles citosélicos de calcio como el cociente de la fluorescencia emitida a 510 nm al
excitar alternativamente a 340 nm (A de excitacion de la sonda unida a calcio) y a 380 nm
(A de excitacion de la sonda libre).

Las células se sembraron en cubres de vidrio de 24 mm y se transfectaron con los
plasmido de interés. Para marcar las células con la sonda Fura-2 AM, las células se
incubaron con tampdén HCSS (NaCl 120 mM, MgClz 0,8 mM, HEPES 25 mM y KCl 5,4
mM, pH 7) suplementado con D-Glucosa 30 mM, Fura-2 AM 5 uM y &cido plurdnico
0,06% (p/v) durante 30 minutos a 37°C. Las células se lavaron durante 30 min con tampon
HCSS suplementado con D-Glucosa 30 mM y CaClz 2 mM. Para analizar el SOCE (del
inglés, Store Operated Calcium Entry), se provoco la salida de calcio del reticulo mediante
tratamiento con TG 5 mM en medio HCSS libre de calcio y se indujo el SOCE mediante la
adiciéon de CaCl2 2 mM. Se seleccionaron regiones de interés conteniendo células
transfectadas (GFP positivas en el caso de transfecciones unicas, o GFP y mCherry
positivas en el caso de las dobles transfecciones). Como controles se usaron células
transfectadas con los vectores vacios. Para comparar los efectos de las diferentes
proteinas, todos los valores se normalizaron al ratio basal. Se realizaron al menos 5
experimentos independientes en los que se analizaron en total mas de 50 células
transfectadas, usando el programa Metafluor de Leica desarrollado por Metamorph
(Universal Imaging).
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Anexos

Anexo 1. Andlisis de haplotipo de marcadores microsatélites localizados en el gen SCN9A (A) y SEPT9 (B) en
la familia f{CMT-129. La estrella (en B y C) sefiala la mutacién novel NM_001113493.1:c.-125C>T identificada
en los individuos II:9, III:9 y III:10 en el rastreo mutacional de SEPT9. En C se indica la localizaciéon de dicha
mutacion en la regién 5-UTR correspondiente al transcrito v2 (transcrito gamma). Los asteriscos sefialan la
localizaciéon de mutaciones patoldgicas responsables de HNA (Kuhlenbaumer et al., 2005).
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Anexo 2. Andlisis de haplotipo de marcadores microsatélites localizados en el gen SCN9A (A) y SEPT9 (B) en

la familia fCMT-266.
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Anexos

Anexo 3. Datos de cobertura y de alineamiento de las lecturas obtenidos mediante la secuenciaciéon de exoma
en la familia f{CMT-266

Representacion de la cobertura obtenida en las muestras 716 (442A), 718 (443A), 720 (444A) y 722 (445A) de la
familia f{CMT-266.
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Resumen de la estadistica de la cobertura en términos del C15 (porcentaje con al menos una cobertura de 15x),
asi como la media y la mediana obtenida para cada muestra. En la tabla inferior se muestra un resumen del
alineamiento de las lecturas obtenido.

C15 Media Mediana
Muestra 716 (442A) 79,5645 69,45072047 52
Muestra 718 (443A) 79,2043 73,14991694 53
Muestra 720 (444A) 73,4902 52,70931999 38
Muestra 722 (445A) 75,9245 59,8385211 43
DNA 716 DNA 718 DNA 720 DNA722
Lecturas alineadas una vez 66551048 71840108 51332410 57322651
(86,2317%) (85,402%) (85,663%) (84,8374%)
Lecturas alineadas multiples 8378693 9472509 6585451 7353560
veces (10,8565%) (11,2607%) (10,9897%) (10,8833%)
Lecturas no alineadas 716983 1085947 942980 1621941
(0,929011%) (1,29095%) (1,57364%) (2,40047%)
Lecturas ambiguas 1530294 1721384 1062831 1269494
(1,98284%) (2,04634%) (1,77364%) (1,87885%)
Lecturas con alineamiento 37172 39464 32230 25154
dividido (0,0481646%) (0,046914%) (0,0537851%) (0,0372279%)
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Anexo 4. Variantes rescatadas mediante analisis exhaustivo de la region chr17:1233635-1874153 (hg19) de los
datos de secuenciacién de exoma de la familia f{CMT-266. En la columna de genotipos se indica la presencia
(1) o ausencia (0) del cambio. El simbolo “-*
y por tanto esa variante ha sido rescatada por estar en otros individuos estudiados.

indica que no hay datos de esa region para el individuo indicado,

Posicion Cambio Gen Efecto dbSNP/1000g/EVS BIER Genotipos
716(0/1),
17:1715300- SNV no R R 718(0/1),
1715300 T/C SMYD4 sinénimo Desconocido Desconocido 7200/1),
722(0/1)
716(1/1),
17:1704296- SNV no 718(0/1),
1704296 C/A SMYD4 sindnimo 1s7224496 0,347 7201/1),
722(0/1)
716(0/1),
17:1657653- SNV no 718(1/1),
1657653 G/A SERPINF2 sindnimo rs1057335 0,093 7200/1),
722(1/1)
716(1/1),
17:1673276- SNV no 718(0/1),
1673276 C/T SERPINF1 sindnimo rs1136287 0,267 7200/1),
722(1/1)
716(1/1),
17:1686410- SNV no 718(1/1),
1686410 T/C SMYD4 sindnimo r$9902398 0,387 720(1/1),
722(1/1)
716(-/-),

: SNV No hay

17:1412603- G/T INPP5K ganancia rs20066179 frecuencia 718(-F),
1412603 STOP asociada 720(0/1),
722(0/1)
716(1/1),
17:1373518- SNV no 718(1/1),
1373518 T/C MYOi1C sindnimo rs$9905106 0,313 72001,
722(1/1)
716(-1-),
17:1373612- SNV no 718(1/1),
1373612 C/T MYOi1C sindnimo rs8081370 0,193 720(1/1),
722(1/1)

Como se puede apreciar, todas las variantes, a excepcion de la mutacion novel 17:1715300-1715300T>C en
SMYD4, han sido descritas en bases de datos. Ademas, todas ellas tienen alta frecuencia en la base de datos de
poblacién espariola, a excepcién de la mutacion novel en SMYD4 y la variante en INPP5K. (*) La variante en
INPP5K resulté ser un falso positivo puesto que no se detecté mediante secuenciacién Sanger.
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Anexo 5. Andlisis filogenético de la familia de proteinas Smyd de animales mediante ML y NJ.
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Anexo 6. Como el Anexo 5, pero incluyendo adicionalmente otras secuencias Smyd de especies no animales.
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Anexo 7. Anadlisis filogenético de los miembros del grupo de Smyd4 mediante ML (A) y NJ (B), realizado a
partir de regiones conservadas obtenidas mediante GBlocks. Los niimeros sobre las ramas indican el apoyo
obtenido mediante Bootstrap. Se sehalan en recuadros los miembros de Smyd4 de D. melanogaster y resaltados

en negrita los de cordados.
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Anexo 8. Expresion temporal del homologo de las JPH en D. melanogaster. Se muestra el perfil de expresion
temporal del gen Jp (CG4405) a lo largo del desarrollo obtenido a partir de los datos de expresién contenidos
en la base de datos modENCODE disponibles en Flybase (http://flybase.org/).
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Anexo 9. Longitud de las regiones 3’-UTR de genes JPH en especies representativas de mamiferos,

vertebrados e invertebrados.

3’_UTRI:::I{§££: H. sapiens M. mulatta  B. taurus  C. familiaris ~ R. norvegicus M. musculus
JPH1 2347 nt 2360 nt 2294 nt 2312 nt 2267 nt 2539 nt
JPH2 1821 nt 1809 nt 1793 nt 1703 nt 1617 nt 1833 nt
JPH3 1495 nt 1489 nt 1402 nt 1445 nt 1358 nt 1604 nt
JPH4 1599 nt 1596 nt 1595 nt 1590 nt 1474 nt 1486 nt
3,-UTRV‘$ t]e Il))IrIald‘(i)z H. sapiens M. musculus ~ G. gallus  X. tropicalis
JPH1 2347 nt 2539 nt 2368 nt 2187 nt
3’-U§15e‘i:e{olzfdi: D. melanogaster C. elegans
Jr 1861 nt 761 nt
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Anexo 10. Identificacién de sitios de union a miRNA conservados en vertebrados en la 3’-UTR de JPH1
humana mediante TargetScan. En la tabla se muestran aquellos miRNAs que se unen solo a la 3’-UTR en JPH1
0 en comun con otras JPH humanas. Se resaltan en negrita miRNAs importantes en el sistema nervioso. Se
muestra el diagrama de interseccién de los sitios de unién a miRNAs conservados en vertebrados de los 4
genes JPH en humanos.

JPH1 JPH1, JPH2 JPH1, JPH3 JPH1, JPH4 | JPH1, JPH2, JPH4
miR-
miR-34ac/34bc- miR- miR-
miR-145 15abc/16/16abc/195/3
22/424/497/1907 5p/449abc/449¢-5p | 205/205ab | 214/761/3619-5p
miR-21/590-5p miR-137/137ab miR-101/101ab miR-217
miR-218/218a miR-27abc/27a-3p
miR-144 miR-150/5127

miR-124/124ab/506
miR-10abc/10a-5p
miR-141/200a
miR-146ac/146b-5p
miR-499-5p
miR-143/1721/4770
miR-
93/93a/105/106a/291a
3p/294/295/302abcde/
372/373/428/519a/520
be/520acd-
3p/1378/1420ac
miR-203

miR-375

Como prueba de concepto del estudio se muestran los miRNAs predichos que se unen, de entre los cuatro
genes JPH en humanos, especificamente a la region 3’-UTR de JPH2, y que el sitio de unién esta conservado a
lo largo de vertebrados. Se indica en negrita la identificacion de miR-24, el tnico miRNA validado
experimentalmente de unirse a la regién 3-UTR de JPH2 y que es importante en el desarrollo de ciertas
cardiopatias.

JPH2
miR-25/32/92abc/363/363-3p/367
miR-24/24ab/24-3p
miR-96/507/1271
miR-29abcd
miR-133abc
miR-22/22-3p
let-7/98/4458/4500
miR-138/138ab
miR-7/7ab
miR-182
miR-125a-5p/125b-5p/351/670/4319
miR-9/9ab
miR-375
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Anexo I. Tabla con los oligonucléotidos empleados para amplificar y secuenciar los genes humanos de interés

durante los cribados mutacionales.

Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleotidos (5'-3) (5'-3)

SEPT9* SEPT9-1A CCGGTCGGTGCACTCCAG GCCGCAGGCACTCAGGTG

SEPT9 SEPT9-2A CTTCAAGTCACTGGGCGG CGCAGGCCTCGTCACAG

SEPT9 SEPT9-3A TGTTAATCATCCACCCGGAG CCCAGACCAGAATGAAGGG

SEPT9 SEPT9-1_partl ACTCATGCGTGTGTGGTAGG TCCACTTGGAGATGCTTAACTTAG

SEPT9 SEPT9-1_part2 CCCTTAAGCCCAAGGAAATC TGTTTGTGCTCCAAACTGAAG

SEPT9 SEPT9-1_part3 CACTTCGGGCCCTCTCTC AAATAAAGCCCCGAGTCCAG

SEPT9 SEPT9-4A_partl CCACATCCGCCCACATC CGACATGATGGCTGGTGG

SEPT9 SEPT9-4A_part2 CCTCCCCCATTCATTCAG ACTCCCGTCTCCCCTCAG

SEPT9 SEPT9-5A GTGATGTGGACAGGCAGC ACATCCGCTGGCCTCAG

SEPT9 SEPT9-2_partl AACATGCCGGAGTGTTCC ATGGTGATCTCCGTCCTCC

SEPT9 SEPT9-2_part2 ATCTCGTCCAAGCAGGTGG CAAGATTCTGTGGCAAAGCC

SEPT9 SEPT9-6A GAGGGGGAGAGGAAGAGAC GGACCATGGAAGGGAGAAG

SEPT9 SEPT9-7A_partl GCTTCACAAACCCTGTGTGG AACAATGCACACTGGAGCAG

SEPT9 SEPT9-7A_part2 ATGGGCTCAAGTTTCTGGG CTGTCTTCCCCAAACCCAAC

SEPT9 SEPT9-3 AGGCGCCTGTGTGTGAG AAGACCAAGCCCAAAGGC

SEPT9 SEPT9-4 CAGACCCTGCTGGTCTCTCC TGTCAGACTTTTGGTGGAAAAC

SEPT9 SEPT9-5A GTCAGGTGTGGGGTGTCTG TCTAGGGCTGACTCTGGGTG

SEPT9 SEPT9-6A CTGAGTCCTGGGAATGCAC AGTCCCAGGGGACAGAGG

SEPT9 SEPT9-7 TGTCGACACCTGCTTGGG AGGCCTGCAGCGTCTCC

SEPT9 SEPT9-8 ACACCAGTGGGTGGGTAGAG GCTTAAGGTCCTCCAAACCC

SEPT9 SEPT9-9 CCCAGGGGAGGGAATTG CCACAGGCTCTGGGTCAG

SEPT9 SEPT9-10 CCCTCAGACTCTGCTTTTGG AGGGGGCACCCACTCTGC

SEPT9 SEPT9-11_partl ACCCCCACAGGACGCACAT GCGGCCTCATCACTGACT

SEPT9 SEPT9-11_part2 CAGGAAACAAGGGAAGGGG GGGCTTGGAGTGGCTGG

SEPT9 SEPT9-11_part3 CATCACTCAGCCCCTACCC GCTCACGCCACTCTGACC

SEPT9 SEPT9-11_part4 AGTCTGGTGGAGGAGCTGAG GACAGAGGGTGAGGGGC

SEPT9 SEPT9-11_part5 CAGAGCCCATGGTAACGAAC TTGGCAAAAACATGGCAAG

SEPT9 SEPT9-11_part6 TGAGTGTGTGTGCATGGAAG CCGAGGCCCAAAGAACTG

SCNI9A** SCN9A-1 CCTTTCTTGGCAGGCAAAT AAGCCAACAGAAACTGACCA

SCN9A SCN9A-2 AGATGCGTTGATGACATTGG CCAGAGTCTTTCAAGGTGCAA

SCN9A SCN9A-3 TTCAAAGAGACAAAATAGTCTACAAGC CTGGCAGGAAAAGGAAAGG

SCN9A SCN9A-4 AAGTTATAAAGATTTACATGGTGGTTG ACCCCAGAGGTTTGCTGTTA

SCN9A SCN9A-5 GAAGCCCCAAACGTAGAAAA TCTTTCTTTCAAAAGATCAAAGTCA

SCN9A SCN9A-6 AGGTTACTTAAGGTCATTGATTTGA AAAAGAGAGCAATGTTTTTAGCA

SCN9A SCN9A-7 GGACCAGGCCTGAATTTGTA TGCAAACTGACTGAACATTCTTT

SCN9A SCN9A-8 TCCCCCTATAGAAGAAACCTTGA GAGTTTCCTCCATTCTCAAATAAA

SCN9A SCN9A-9 CAGATTTGCTCATGCCTGTC TCTAGCTGGAGAAGGCCAAG

SCN9A SCN9A-10 TCATTGTGTAAAGAAAACGATCA AAGACATTTTTCTCTAGCATTCTGC

SCN9A SCN9A-11 GCCAGTGGGTTCAGTGGTAT GCCATGCCTGAGCTATGTAA

SCN9A SCN9A-12 TTGAACCCAGCAATCTAGGC TGTGCCTATTTAAGGTTGACCA

SCN9A SCN9A-13 TTTCAATATTAGAATGCCTGACTGA TGAAATGACAATGATGACAACTAAAA

SCNI9A SCN9A-14 TGATGAGCACTGACAGGACA TGCAAAACCAAAGAAATACCC

SCN9A SCN9A-15 TGCTTTACCCTTTGAACAAAAA CATCACAAAATAATTTCCACAGAGA
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Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleétidos (5'-3) (5'-3")
SCN9A SCN9A-16 CCTGTCTCCCTATTTCTCTACCC TGCAATGTTAAGAAGAACTTATGACAA
SCN9A SCN9A-17 TTTTTCATAATACTTTGCATGAGTCTG | CGTTAAGACAAACCCCAGAA
SCN9A SCN9A-18 TGAGGGAGTATCACAGAAAGCA AGGTAAAACAACTTGCCATGA
SCN9A SCN9A-19 CAGCTGGCCCATGTCAATA TTCACAACACACAGTAAGAATAAATCC
SCN9A SCN9A-20 TGTTGAGTTGCTTTTAGTGAGTTT TCATAATTTCTACATACCCATTGTTTT
SCN9A SCN9A-21 TGTCTGCATGGCATTTCTTT AAGAATAACTTATATCCTTCGTCCAA
SCN9A SCN9A-22 CAGACAAAACTCTGTTTATGGCTATT TGAGTCCCAAGGGCTTCAT
SCN9A SCN9A-23 CCTCAACAATGCTATGGCTTC TTGTTTTCTGTGCAAAAATGAAT
SCN9A SCN9A-24 CTGTGTTTGGAGACCCATGTT TCCAGAAATTAAAGATGTGCATT
SCN9A SCN9A-25 ATTCCTCGACCAGGGGTAAA TTCAGCATATACTTCCTTGAGCA
SCN9A SCN9A-26A TTGAATTCATAAGAAATGAGTTGACA CAGTCGGGTGGCTTACTGTT
SCN9A SCN9A-26B GACCTTTGGCAACAGTATGATT TTTGGAAGGATTTGCAGACA
SCN9A SCN9A-26C ACCGGATCCATTGTCTTGA ACAGGCTGTAAACAATATATCAAAAA
C210RF37 C210rf37-1 TGTGTGTTCATTCTCTTCACCAC TGGATTACAGGTGTGAGCCAC
C210RF37 C2101f37-2 TTGTTACATGAGATGCTGGCTG TGACCAAGCAACATGGCTCC
C210RF37 C210rf37-3 TGCAGCCATGCCTAACAGC TCGGCAACATAGTGAGACC
C210RF37 C2101f37-4 ATCCAGTACCATAAATTCCAG TGTTCTAGGAACTATTTGGC
CXADR CXADR-1 CCTGGGACCAGGAGCGAG GCCCCTGTGCAATTCTGCC
CXADR CXADR-2 ATGTGCTGCTTCTGAATGGC CTCACCCAGACCATAAAGCCTG
CXADR CXADR-3 CTGTAGCAGCAGGTGTATCC GCTATCCAACATAGAAGTAC
CXADR CXADR-4 GTGAATTCTGAACCCAGAACC CTTCAGTGAGCCGTGATTGC
CXADR CXADR-5 TGGATTGTTTAATTTGGAGAGG GTCCTTAATACACACTTGCTGAC
CXADR CXADR-6 GCCTACCTTCAGTATCTATAC AAGAAAGATGCTTTGGGTGG
CXADR CXADR-7 ACCTAAATACAGGCTCTTATCC GGCTAGTAACACAATTTAGACC
BTG3 BTG3-1 TCGCGGTCGAGGGTCTGC AGCGAGCCTTCGACGTGG
BTG3 BTG3-2 AGGAGGTATATCTTACAGAGC ATGAAACACCTGTAGGCATGG
BTG3 BTG3-3 ATGCTCCTAGGTTCTCTACC TAAACCACCAGCTCCTGGC
BTG3 BTG3-4 ATTCTTGGCTGTCTGCAACC AACTGAGAGTGCCTGGTCC
BTG3 BTG3-5 TGTGATGATTCAATCTTTGCC AATCTCAAGTCAGAAACCTTGG
BTG3 BTG3-6 ATGTGATCTCAGTGTTGTGGG TTCTACAGTGTTCTCGTATCC
C210RFI1 C210RF91-1 ATCACAGGAGAACTCGAGG ACCCAAGTCCGTCTTTCCG
C210RF91 C210RF91-2 AGTGCAAGTATGGCGATGC TTCCCAGTCAACACTCATAC
C210RFI1 C210RF91-3 TAATTCACAGACTATCAGGG TTCCCAAATCTATGATTCCAC
C210RF91 C210RF91-4 TTGTGTTGGCAGTTAAGTGC AGATAAAGCCAGTGGTGTCC
C210RF91 C210RF91-5 AGAACAGAACTGTTTCCTTGG AGACTAGAGTATAATGATCTGC
C210RFI1 C210RF91-alt ACGGAAAGACGGACTTGGG ATGCGCCTCGCGAACTCG
CHODL CHODL-1 ATAAGACGGTGCCTGAGC TTACACCATGCAGGTTTCC
CHODL CHODL-2 AATAATTCAGTGGGAGAAGC TAAATGATTCTGCCTGTCC
CHODL CHODL-3 ATGTCAGAGTAGGACAGGC TGGACAGTTTGCTCTACAGC
CHODL CHODL-4 AAGGGAGAACATATCAACTCC TAGGACCATACTTAGTGAACC
CHODL CHODL-5 ACTGAAATGTCACTATGTGG TGCTTAATAAGTCCTGTAAGG
CHODL CHODL-6 TCTGAGATATCTCCCTTTGG ATGTCTCACTCCATTATTAGC
TMPRSS15 PRSS7-1 ATGTAGACAGGTGGTTGTTGC TACAGAGAAGTACATGAAGGC
TMPRSS15 PRSS7-2/3 TTGGAAGCTTGGAGTGTGG TTATGCTGTGCCACTTTGC
TMPRSS15 PRSS7-4 AAGTGACTACCTTACACAGG ATGTAAATGTGTCACCTCAGG
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Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleotidos (5'-3) (5'-3)
TMPRSS15 PRSS7-5 TCTAAATGGACACTAATAATGCG TGAGAACTCAGGCATTAGC
TMPRSS15 PRSS7-6 ATAAGTAAGAACCCCAGTGGC TCCTTTCTGTAGTGATCAAATGG
TMPRSS15 PRSS7-7 TGTATGAGTATTTGAACATGGC AACTACTGAAAGCAATAAGACG
TMPRSS15 PRSS7-8 TACATCATTGTGTTCATAACCG AAGGGAAAACATACCACTCC
TMPRSS15 PRSS7-9 AACTGATAGTTCAGTAGATGG AATTCCATCATAACATTAAAGC
TMPRSS15 PRSS7-10 ACTGAAGTATAAGCTGTATAAGG ACACTGCAGTACAACACATACC
TMPRSS15 PRSS7-11/12 TGAGCTCGAGTCTAGTGTCC TTGGGCAAGTAGAGAAAGTGAC
TMPRSS15 PRSS7-13 AGACAATATTGAATCTCTTGGG TGGAATTATAGCTGTGAGCC
TMPRSS15 PRSS7-14 ATTGTATTACTGATGATTTCCC TAGACATGATAGGCGTACC
TMPRSS15 PRSS7-15 AGAGAAATCACCAAGTGTGTTCC ATCAGCACAACATCTTGAGC
TMPRSS15 PRSS7-16 AGCCATGTAACATGTAGCC TGAAATTCTGTACACCTTTGC
TMPRSS15 PRSS7-17 AGCTGGTTCCACCTTGAGC ACACTGTAGAGTCCAAATGC
TMPRSS15 PRSS7-18 ATCTCATGAACTTATTCCTCC ATACAAAGGTTATTAACAGTGG
TMPRSS15 PRSS7-19 ACTGAAAGTCTAACTTATGGTC TAGCATTCAAATCTGACTGGC
TMPRSS15 PRSS7-20/21 TCGGCTTACAATTCAGTCTCC ATGTCATAAACAGCAGGATTTCC
TMPRSS515 PRSS7-22 AGTGAAACAGAGAGATTAGCAC TTCTCTCTACTCCCTAATCC
TMPRSS15 PRSS7-23 AAGTGCTGCTCTGAAATGCC AGATGTTGAAAGCATTCACAGG
TMPRSS15 PRSS7-24 ATCCATTTGGCACAATCCAC TCCAGTGCTCAGGTCTACC
TMPRSS15 PRSS7-25 TCTCTGTCTCCTTACTGAGG TACGAAACACTTAATTTCCATGC
TMPRSS15 PRSS7-Altl TGGAGATAATTGAATCATGGG TTGAATTCCTGAAACAAGCC
TMPRSS15 PRSS7-Alt2 ACTCCAAAGGATCAGATGC TGATATGAAGACTGAATGCC
NCAM2 NCAM2-1 AACCCGTGACTTCGAGCTCC TTCATTCTTCCTGCGCCTCC
NCAM2 NCAM2-2 ATCAGCGTTTGGACCATGTGG TGAGCCGAGATCACACTACCG
NCAM2 NCAM2-3 AAGATTCTCAGATTTCCAGTC AAGATACACTCTGGTAAAGC
NCAM2 NCAM2-4 TATAGTATCAATAGAGTCTGG AAGGGCAGTGAATTTGCCC
NCAM2 NCAM2-5 TAACAATTTAGAGCACTCTGG TTCTTCCTGGTATAGAAGAGG
NCAM2 NCAM2-6 TATAAATGGAGATGTGAAGG TTCCATAAGCCTGATAATGG
NCAM2 NCAM2-7 TAGCCATATAGTCATCAATGC TAGAATTTCACTCTGATCTTCC
NCAM2 NCAM2-8 TACTATAGTAGACTTAAACACCC TACAAGTTACTAGGTAAATTGG
NCAM2 NCAM2-9 AATGTTATATGTTTGGTCACC AATAACTGACTGAATGATTCC
NCAM2 NCAM2-10 TTGCAGTGAGCGGAGATTGC TTCATACACTCATCATTAATGAGC
NCAM2 NCAM2-11 TAGTCCTGTGGATATTACGG ATCCCACATGTAAATGAGACC
NCAM2 NCAM2-12 TAGTTCTCATAACACCATAAGC AACTATTCACTCTGTATTCGAG
NCAM2 NCAM2-13 AAGTACGTGGCTTGGAAAGC ATCAGACCATAAGTAAGAAGG
NCAM2 NCAM2-14 ATGTCAAATGGTAAATCCAGG ATGACTGTCAGGAATGGAAGG
NCAM2 NCAM2-15 TACTGGCTTCATTGACACAGC ATACCCTATGGCAAGAGCG
NCAM2 NCAM2-16 TTGAAACCAGGGAATAGGCG TACTCCTTTACCCTACAACGC
NCAM2 NCAM2-17 TTGGAGGAAGGTAGAATTGGG ATAAGTGAGCACTCCAAGCC
NCAM2 NCAM2-18 AAGGTACGTCTCCTTAAATACC ATGTGTACAAGCTATTCCAAGC
NCAM2 NCAM2-A1 ATTGCCTGACCATCATGGC AACCCAGCACAGGTCTGG
NCAM2 NCAM2-A2 TACTCATGTATGACTGATAGG ATGAGGTATATCTCCTAATGC
MRPL39 MRPL39-1 TCTCAGCCACTGAATCCCCAG ACTAAGAAACCCTCCTCCTTCC
MRPL39 MRPL39-2 ACGTATCTGGGCCAGCTCTG AGGGATTGCCATGGCCACAG
MRPL39 MRPL39-3 AGGACAGTCTGCAGAATCTTG GGATGCCACTGATAAGTTCTG
MRPL39 MRPL39-4 TTGGTCGAGGTAACGTCATG ACCTGCAAAGACTACTTCATG
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Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleétidos (5'-3) (5'-3")
MRPL39 MRPL39-5 AGAGCTCTGGCAAGCAGCTG TACTCTCATTCACATCCCTCTG
MRPL39 MRPL39-6 GGTCCAAAACTTCAGTTGTTGC GAGATCACAGAGGTCTCAGAC
MRPL39 MRPL39-7 TGAGAACAGTTTGGCAGAGTC GCTTCCATTTACCACCATAAC
MRPL39 MRPL39-8 GTGTTGCGTGACTCTTAAAG AAACTGGTATAAAATCAAGTCC
MRPL39 MRPL39-9 AGCAGCTATCCCCATGTAGC CACTGCTTTGACTATTGAGAC
MRPL39 MRPL39-10 AGGTTATCTGATAGCTGTCC CCCTTCATGTGCTAATGTTG
MRPL39 MRPL39-11 GCCAACTTGAGAAGCCTAG TTAGGTAGATGTACATTCCTC
JAM?2 JAM2-1 TGGCAGCCAGCTGAGAAG TTCACAAGAAACCCACGACC
JAM2 JAM2-2 TTTCTTGACTATTGCATCCC AAGGTAAGGCAGAGAATCC
JAM?2 JAM2-3 AAGGCTTCCAATTCATGGG ATGTCCGATCTCATTTGCC
JAM2 JAM2-4 AGGCGTGAGCCATCATGC TGCTGGCATGTTTATGGACC
JAM?2 JAM2-5 AATCACACCTCTTTACCTGG TTCGTGGTACAAGTGCTGC
JAM?2 JAM2-6 AAACTCCTTGAAGTCATGGC ATTTCCTGCTCCTTGCTCC
JAM2 JAM2-7 TAATGACTGCATCTGTCCG TTTGCCACCACTGCACTCC
JAM?2 JAM2-8 TTAGAAGGTATAAACGTCAGC TACAGCAATGCAAGAACAGC
JAM2 JAM2-9 TACATTTACGTGCACAAGGC AAGCTAACATCTACTTAGCTC
JAM2 JAM?2-10 AACAGAGCAAGATTCCATCTC TTGCAAATGTCGGACAAAGC
JAM?2 JAM2-altD TAGGCAAAGCTTCAGAGTACC AAGCAGCTGGAACTGCAGG
ATP5] ATP5]-1 AAGGCAACGGAGGCTCACG TAGTAAAGGTGAGAGGCAGCC
ATP5] ATP5]-2 AAGGGAACTGTGGTCAGG ATGAGCTCAGTGAAGGTC
ATP5] ATP5]-3 ATCTGTTGGAATGTGGTGG AACACTGTCATTCAGTTCTC
ATP5] ATP5]-4 AATGCATGGCTCATAGAAAGTG TCCAGTTCATCCAAGGTCTCC
ATP5] ATP5]J-Alt1 AGGCTACTTAGGCAGAACG TGACATGATCAGAAAGACTGG
ATP5] ATP5]- Alt4 TACCCACTTTATAGTATCGCTG TTCCACAGGTGGCTTTGTTCG
GABPA GABPA-1a TACACGTTCTGCCTAAGTAGC TTAGGCGAAGAAAAGATGGCG
GABPA GABPA-1b TCTAGGTGAGACAGAAGCC AACGGAAATGGGAGTCACAG
GABPA GABPA-2 ATTAGAGACATGAGCCACC AACCACATTAAGTCAGAGG
GABPA GABPA-3 ATGGCATACAGATTTTGAGG ATGCAGACTAAAATGTTGC
GABPA GABPA-4 AAGTTCTGTTTGGTACATCC AAGTAATGTAGACAACCATCG
GABPA GABPA-5 AATGATGTTTATAGGTAGGG TAGTGTCTTCTATGTCAAGC
GABPA GABPA-6 TTGATACAGTTCCAGCTGAGG TTGGATTCTAATGTTAGCCTGG
GABPA GABPA-7 AGTTTCAGTTCAGTGTTTTGG ATAAAGTACTTGTGTCGAGC
GABPA GABPA-8 TTGAAATTGTGGATTGAGGC TGGATTTGGCCATTGTTTCC
GABPA GABPA-9 ATGGCTGAGATTTAAACCACG ACTAACACTCAATTCATCTATGC
GABPA GABPA-10 ATTGCTATTGTGGCGGATGC ATGCATCAGACTGTACAGCC
APP APP-1 TTTCTAGAGCCTCAGCGTCC AAGACTTGGGTTAAGGTCTTGG
APP APP-2 AAAGGAGTGTTGAAGACCG TATGGTGAATCATTAGGAACC
APP APP-3 TGTACCTTACAGTGGAGGC ACAGTACAACACAGAGTGGC
APP APP-4 TAACATTCTAAAGGTAGTAGGG TTACGGATAGTAGCACTGGG
APP APP-5 AGTACCAAAGTGTAACCCATGC TAACAGCAGACTCTGATGGG
APP APP-6 TGCAGACCCACTGAGCTGG TGCCAAGCAGCATATACAAGG
APP APP-7 ACAGTGCATGCTCTGAGAGG TACTGCGGAGACTCTGAGC
APP APP-8 TGGACTCGTGCATTTCAGC AACATCTCAAGCTGTCTGGC
APP APP-9 TGCTGCACAGTGTCTCATGG AGCATGTTCACGGAGGATGC
APP APP-10 AAATGACTGTCAGTTCTCGG AAGAACAGCTGAAGTTCATGG
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Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleotidos (5'-3) (5'-3)
APP APP-11 TCAATGTTGGAATGACTATGC TTGTATGGCTTCCAGTTCCC
APP APP-12 ACAGTACGTTCACATGACCG TGGGATCCTGTCACCAACC
APP APP-13 TATCTACCTGCAGTGCTTGG TAAGGCTAGTAAGCTAGTTCC
APP APP-14 AAAGCAGTTGAAGTCTTGCC TTGGCAGTTTACATGCTTTGC
APP APP-15 TTGGGAGCCACGACTTACC AGTAAGTACAATTGAGAGAGGC
APP APP-16 AGCAGAAGCCTTACTTTCAGG ATGGTAATCCTATAGGCAAGC
APP APP-17 TAACCTCATCCAAATGTCCC AACCCAAGCATCATGGAAGC
APP APP-18 TGGGTGTTCTGCAATCTTGG TACTTGTGTTACAGCACAGC
APP APP-Alt TACCCAAGACAGAGTTCCG ACTGCACTGCATGGATGGC
CYYR CYYR1-1D TTCACTGTCACTCTTTGTCG AAGCGTCTGCAAAGGTCC
CYYR CYYR1-2D TACAGCTTAGAGTCTAATGGG AAGACATAACTGGACAACTGG
CYYR CYYR1-3D ACACTTGTCCTATAATCATGG TTGACCATCTAGAATGTTTCC
CYYR CYYR1-4D TTGCAGCCACAATTTATGTCC TTGGAGCAATTCTTTCCTGC
CYYR CYYRI-AItD AATGTGTCCCTTCTGACAGC TTGTAGTGAGTACATTCCAGG
ADAMTS1 ADAMTS1-1a TTTAGCACCAACGGAGCCG TCCGGCACCACTAGCTCC
ADAMTS1 ADAMTS1-1b AAGCTGGGCAGCGACATGG TTATGATCCTGCCTGCCAGC
ADAMTS1 ADAMTS1-2 TTGCTTTGACTGGTTAGGC TTGGTACAACGTAGACTCC
ADAMTS1 ADAMTS1-3 AATGTAGATGCTCCAAAGC ATATAACCTACAGACTCTCC
ADAMTS1 ADAMTS1-4 TTACAGGTGTGAGCCACC TTGGGAGCTACTCAACCG
ADAMTS1 ADAMTS1-5 TTCTGAAATGGGATCTACCC TTCCTGCTAGAGGACACGG
ADAMTS1 ADAMTS1-6/7 ATCCGTGTCCTCTAGCAGG AACTCAAAGCAGGCAGTTGC
ADAMTS1 ADAMTS1-8 ATGCATAATGTGTAGAGGG TTCCCAGACCTGTTGAAAGG
ADAMTS1 ADAMTS1-9 TAAATGGGCCTTTCAACAGG TACACCTCACTGGTTACTGG
ADAMTS1 ADAMTS1-Alt TTTGTGCGGGTTGCAACG AAGTCCTAAACTGGGCTGC
ADAMTSS ADAMTS5-1a TTGACTCAATCCTGCAAGC TGTAGACGTGCAGGATCC
ADAMTS5 ADAMTS5-1b AGCCACTGCTTCTATCGGG ACATCCACAGCTGCAGGAGG
ADAMTS5 ADAMTS5-2 TTCCAGAGAGGAACAGGTG AATTCCCAGTGGTACATCTG
ADAMTS5 ADAMTS5-3 AAGTGAACTCATCTACAATTAGG ACACAACTATTGTCTTAGAGGG
ADAMTS5 ADAMTS5-4 TACACTACAGATTCATGGGTG AAGCCTTCTGAGAACAGTGC
ADAMTSS ADAMTS5-5 TTCTAGTGCTGGAGTTGGG ATATTGGTGGAACTGTGCAG
ADAMTS5 ADAMTS5-6 TTGGTGAGTAAAGAGACTGTG AACTGTTTACGTCTGGCGTC
ADAMTS5 ADAMTS5-7 AATGGACTGTCCATACCAATC AGACCTCCTCATACAGATAGC
ADAMTS5 ADAMTS5-8 AACTGTGTGTTAAGAGAAGAC TTGGACTCCTGTTGACAATG
hsa-mir-99A hsa-mir-99A ATATGCATCCTTAGAACTCAGC TGTTGAGAATTGAAGCCTGCC
hsa-let-7¢ hsa-let-7¢ TGACCTATGCTGGAAACCC AAGATACTCATGACACATTACC
hsa-mir-125b-2 | hsa-mir-125b-2 TCGTGATTACTCAGCTCATCC AATACAAACGCTATTTCAGTGC

AP000745.1 AP000745.1 ACAGAAGAGATGCCACAGTTGG TGTCTTCCCAGTCCAGTCACC
hsa-mir-548x hsa-mir-548x ACTACCTCTATGACTGGTGC ATATTGCATCAACATTCTTGCC
AP001537.1 AP001537.1 TTTAACTGATTGGATGAAGCCC TCTATGAATGAAGAACCCATGG
AP001137.1 AP001137.1 TGATTAATGGACATTTGGGCTGG TCACCTCCTGAGAGCAGAGCG
hsa-mir-6130 hsa-mir-6130 TCTTAGCATGAAATCATCCAGG TGCTCAACATCATAATCATTAGG
hsa-mir-155 hsa-mir-155 TTTACTATATGCTGTCACTCC TTGAACATCCCAGTGACCAG
AP001340.1 AP001340.1 AGGGCTGCTCTATAGTCTTGC TCTTCTGTTTAATTCAGTAAGGC
hsa-mir-4759 hsa-mir-4759 ACATCTACTATTTAAACTCTACC AATAGAGGACTGAGTTGATTGC

SMYD4

SMYD4_E1

TCAGTTGGCCGACCATGG

ACGAATCGGGTCACTACTGC
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Gen Nombre Secuencia oligonucleétido directo Secuencia oligonucleétido reverso
oligonucleétidos (5'-3) (5'-3")
SMYD4 SMYD4_E2 TGGGATTACAGGTGTGAGC AGACATGGTGGCTCACGC
SMYD4 SMYD4_E3 TGAGGGCAATGGTTTAGAGC TATACCACTGTACTCCAGCC
SMYD4 SMYD4_E4 ACAGTCTTCAGTACTAGAGCC TGGAAGAAGCAGAGATGAAGG
SMYD4 SMYD4_Eb5a AGCATGTGGTTGTAATTGTTCC ATTCTGTCCTGTGGTAGAGC
SMYD4 SMYD4_E5b ATGTTTGAAGCACACTTTGGCC TCTCAAACACCTGCTCCATCG
SMYD4 SMYD4_E6 TGGAGCCATGACTCACACGG AGACAGGTGAAGTCACATGCC
SMYD4 SMYD4_E7 TCCAGACCCTCTGCTAAGC TCCTCCTAAACACTGATCACC
SMYD4 SMYD4_E8 TTAGAATTGCCGCCATTGCC TCCCATCAGTACTGAGTATCC
SMYD4 SMYD4_E9 ATTGGAACAGACATTGTGCG ACCCTCAGTTTACAGAGCG
SMYD4 SMYD4_E10 TGAGCCTTCACGTTCTGCG AGGCTACAGTGCAGTGGC
SMYD4 SMYD4_E11 TTCACGGTGTGTGAGTAGGC ACCTTAGCCTCCCAAAGTGC
JPH1 JPH1-1 AACCTGGGCTGTCCTCTCG TGGCGGGTTTCCGGACACG
JPH1 JPH1-2a TGGGTCAGATTTGACCTTGG ATGTAGGTTTCCGTGGTGG
JPH1 JPH1-2b TTCCATCTCGAGCAAGCG ATTTAGCGATGTCACTGGC
JPH1 JPH1-3 AAGGGCTAAGGCAATTCATGG ACTGCTGGGATTCAGGAAGC
JPH1 JPH1-4a AATGCAATTATCAGGGAAGCC TAGCCGTGATACTGAGAATGC
JPH1 JPH1-4b AAGGAGTGTGGCTGATGAGC ATCAAGATGCACAGTCACCC
JPH1 JPH1-5 TCTACACCTTTCCGAACTGC TTGAATCACATTCAGGCATAGC
JPH1 JPH1_E6a TTTGGCTATGCCTGAATGTG CCGCAGGTGGTAGATGACTATAC
JPH1 JPH1_E6b AGCAGCATCACTCACCAGTC CAGGAAAGGCAGAAAACTGAG
JPH1 JPH1_E6¢c TGCTATTAATAAACTGCTCTGCTC ACTGAGAGTGACGCAGGAAC
JPH1 JPH1_E6d GACCAATATGGAATAAAGAAGAAGG CCACCAAAGTATTCCACATAACTC
GDAP1 GDAP1-E1 GCCCTTCATAACCAGGGTCTC GCCCGATCCGCGCCACCCTCCG
GDAP1 GDAP1-E2 GGCTGCTTAGCGGTGTCCAGGG GGGAACACATAGTTGTGTTG
GDAP1 GDAP1-E3 GCTTTTGAGTGTAACAACTCATG GACCATGAGACATGCTAGGTC
GDAP1 GDAP1-E4 CAGGGTAAGCCCAAGGCAGAG GTAGAACATTTACTCCGTGCAG
GDAP1 GDAP1-E5 GGCTGAACTCTGTAAGAATTTG GACCTAAGAATGTTCCCATG
GDAP1 GDAP1-E6 GAGACCACTGATACCAGCTGG CAGAGAGCCACGGGCAATCAC
MFN2 MFN2-3 TGATTCTCCCCAAAGCATTCCG TCCCTGGGAGCAGAGATATACC
MFN2 MFN2-4 ATCTGGAGCTCAGCCTGTCG GCCTGGAACGTTCTGTGACC
MFN2 MFN2-5 GGCAACATTGCACTGAATAGG GTCACAACGGAGGACTTGCT
MFN2 MFN2-6 TAGCAGATGGGCAGCATTCC GCCTTCCAGTTTGGACCTCC
MFN2 MFN2-7/8 GTCCCAGGTCTGTTCTCAG ACTAGATCCAGGGGTGCAGG
MFN2 MFN2-9 GCCACCTACACTCACTCTGG CCTCAGCACGAGACAAAATG
MFN2 MFN2-10/11 TGCTGCCAAGTTGTTTCTGG TTGTCTCGGCAGCTCTCTCC
MFN2 MFN2-12 CTGGCATCCCCTCTTGCTCC TCTGTATTCTTGAAACAGGGCC
MFN2 MFN2-13/14 TGCTGCAGGAGTGAACTTTGG GCCTCCGCATCTGATCTTTGG
MFN2 MFN2-15 GTAGAGCCCTGTCTCCAAGG AGGCAGGGTACAGACTGACC
MFN2 MFN2-16 CCCAGACTAGGGCAACACTG AGCAGGAACCTAGCCCTCAG
MFN2 MFN2-17 AGATGGCCCTGGTAGTGATG GCCTAAAGGAAGTCCCCTGC
MFN2 MFN2-18 CTACTGTGGGTGGGCTAAGC CCTGGAGCCCTAACCTTTGG
MFN2 MFN2-19 CTGGCGGGTAGTCCTAATAC GGCTCAAAATGGTACGAGAC

(*) Oligonucleétidos para amplificar y secuenciar SEPT9 de acuerdo a Kuhlenbaumer y colaboradores (Kuhlenbaumer et al.,
2005); (**) Oligonucleétidos para amplificar y secuenciar SCN9A de acuerdo a Cox y colaboradores (Cox et al., 2006).
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Anexo II. Ortélogos de GDAP1/GDAP1L1y JPH1/JPH2 en los organismos vertebrados seleccionados

Genes ortdlogos de JPH1 y GDAP1 seleccionados

Cromosoma

Organismo (scaffold) Simbolo ID Simbolo ID
H.sapiens 8 JPH1 56704 GDAP1 54332
M.mulatta 8 JPH1 697014 GDAP1 697136
M.musculus 1 Jphl 57339 gdap1 14545
M.domestica 3 JPH1 100020412 GDAP1 100020374
G.gallus 2 JPH1 420190 GDAP1 420191
A.carolinensis 4 Jphl 100561435 | LOC100551932 | 100551932
X.tropicalis (NW004668239.1) Jphl 100145273 gdap1 100490264
T. rubripes (NW004072370.1) | LOC101065857 | 101065857 | LOC101066080 | 101066080
24 jphla 100147894 gdap1 553702
D.rerio
2 jphlb 556485
Genes ortdlogos de JPH2 y GDAPIL1 seleccionados
Organismo C:;Z?Z;’g;a Simbolo ID Simbolo ID
H.sapiens 20 JPH2 57158 GDAP1L1 78997
M.mulatta 10 JPH2 694158 GDAPI1L1 693773
M.musculus 2 Jph2 59091 Gdap1l1 228858
M.domestica 1 JPH2 100023726 GDAPI1L1 100023767
G.gallus 20 JPH2 770867 GDAP1L1 419201
A.carolinensis 4 LOC100562750 | 100562750 gdap1l1 100557423
X.tropicalis (NW004668245.1) jph2 100493044 gdap1l1 779687
T. rubripes (NW004072399.1) | LOC101080241 | 101080241 | LOC101061231 | 101061231
D.rerio 23 jph2 553333 gdap1l1 562163
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Anexo III. Soluciones y tampones de interés empleados a lo largo del trabajo.
-Soluciones empleadas en las hibridaciones in situ de embriones de D. melanogaster.
Tampon carbonato 2X:
Na2C0Os 120 mM, NaHCOs 80 mM, pH 10,2.

PBT:
BSA 0,1 %, Triton X-100 0,2% en PBS

Solucién de hibridacion:

50 % de formamida, SSC 5x (a partir de SSC 20x comercial), soluciéon Denharts 5x (a partir de Denharts 50x
comercial), 500 ug/mL de RNA de levadura y Tween al 0,1%.

Solucién de deteccién (tampdn para la fosfatasa alcalina)

NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM, Tris pH 9.5 100 mM, levamisol ImM. El levamisol solo es necesario en los
lavados previos al desarrollo del color y durante la reaccion de desarrollo del color.

-Soluciones empleadas en las hibridaciones in situ de cortes de embrion de raton.

PBT
Tween al 0,1 % en PBS

Solucién de acetilacién

0,25% de anhidrido acético en 0,1 M trietanolamina pH 8.0

Solucién de hibridacion

50 % de formamida, 10 % de dextran sulfato, 0,2% de tRNA, ), soluciéon Denharts 1x (a partir de Denharts
50x comercial), solucion de sales 1x (a partir del stock preparado 10x de solucion de sales).

Stock solucién de sales 10x

NaCl 2M, Tris 0,1 M, NaH2POs 50 mM, Na2HPOs 50 mM, EDTA 50 mM, pH 7,5
MABT

Acido maleico 0,1 M, NaOH 0,2M, NaCl 0,2M, Tween 0,01%, pH7,4

Solucién de bloqueo

10 % de bloqueo comercial (Roche), 10 % suero de oveja, preparado en MABT.
B1

Tris 0,1 M pH 9.5, NaCl 0,1 M, MgCl2 50 mM.

TE

Tris 1M pH 7.5, EDTA 0,5 M pH 8.

-Medios empleados en la preparacion de cuticulas de individuos adultos de D. melanogaster a para su
visualizacion al microscopio

Medio SH

Mezcla de glicerol:etanol en relacién 1:3.

Medio de Hoyer
50 mL de agua, 30 g de goma ardbiga (cristales, no polvo), 200 g de hidrato de cloral y 20 g de glicerol.
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Anexo IV. Tabla de oligonucléotidos empleados para generar las construcciones de interés durante los

procesos de clonacion, subclonacién y/o mutagénesis dirigida.

Nombre oligonucleétido Secuencia oligonucleotido (5'-3")

SMYD4_pEGFP_Xhol_D g9aaCTCGAGCtATGGATCTGCCTGTGGATGAATG

SMYD4_pEGFPN1_BamHI_R | gcgcGGATCCAATGCAGGCCCTACAGGG

SMYD4_K82E_D AACAAAAAATTTCAGGAGGAAGATTACACAGGAGC
SMYD4_K82E_R CAGCTCCTGTGTAATCTTCCTCCTGAAATTTTTTG
SMYD4_EcoRI_D ggaaGAATTCggATGGATCTGCCTGTGGATGAATG
SMYD4_Xhol_R gcgcCTCGAGaCTACAATGCAGGCCCTACAGG
Mm_Smyd4 EcoRI1_D ggaaGAATTCggATGGATCTACCGGTGGATGAATG
Mm_Smyd4_Xhol_R gcgcCTCGAGaCTACACCAAGGGCCCCACAG
GAL4_SMYD4_EcoRI1_D GGAATTCATGGATCTGCCTGTGGATG
GAL4_SMYD4_Xbal_R CGTCTAGACTACAATGCAGGCCCTACAG

JPH1_pEGFP_Hind111_D | ggaaAAGCTTCgATGACGGGCGGAAGGTTCG

JPH1_pEGFPN1_Sall_R atatCGTCGACTGAGTTAGAAAGTGAACAAAAAGAATGGCC

JPH1_pECFPC1_Sall_R atatCGTCGACTGTCAAGTTAGAAAGTGAACAAAAAGAATGGCC

JPH1_R213P_D CGGCCTCTTCCCGAGGGGCTCCC

JPH1_R213P_R GGGAGCCCCTCGGGAAGAGGCCG

D624H-JHP1-D AAGAATCCAGCAAGCAACCATTCATGCCCTGCTTTGG
D624H-JPH1-R TTCCAAAGCAGGGCATGAATGGTTGCTTGCTGGATTC
mCherry-BamHI-D aagagGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
mCherry-EcoRI-R aagagGAATTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
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Anexo V. Tabla de oligonucledtidos empleados en los analisis de expresion génica mediante RT-PCR y/o qRT-

PCR. Se indica frente a qué organismo (humanos, Hs; ratén, Mm; mosca, Dm) se ha disefio el oligonucleétido

especifico.
Nombre Organismo Secuencia oligonucledtido (5’-3")
JPH1-D(qPCR) Hs GACATCGCGAGAGCTGTG
JPH1-R(qPCR) Hs TTCCTGAAATCTCTGTTTGACG
STIM1-D(qPCR) Hs TCTGCATGACCTTCAGGAAA
STIM1-R(gPCR) Hs GATCTCATCGCGCAGCTT
ORAI1-D(qPCR) Hs GGACCTCGGCTCTGCTCT
ORAI1-R(qPCR) Hs CGGTGGGTAGTCGTGGTC
GDAP1-D(qPCR) Hs TGCAAAGAAGAAATGAAGAAACC
GDAP1-R(qPCR) Hs ATGTGACAGCGAGTGAGACG
gqRT-PCR_GADPH-D Hs CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC
qRT-PCR_GADPH-R Hs ACGACCAAATCCGTTGACTC
SMYD4_RTPCR_1D Mm TTCTTCAACCTGAGGATGAG
SMYD4_RTPCR_1R Mm TCTTTAAGACATGCTTCATAC
SMYD4_RTPCR_2R Mm ACTGATGGTCTGTCTTGCC
Mm_RT-PCR_E1D Mm TTCACTCCCGAAGTCTGTGC
Mm_RT-PCR_E10R Mm ACAGTGCACCAACAGGATCC
qRTPCR_mJph1-D Mm CAATTGAAGGTGCACAAAGG
qRTPCR_mJphl-R Mm AGCATCAGCTTTTGCTCTGG
qRTPCR_mJph2-D Mm GCTGGCTCCAGACTTCTACC
qRTPCR_mJph2-R Mm GCAAGCTCTCAGAGTTCTCCA
qRTPCR_mJph3-D Mm ACGGAGCCAAATACGAAGG
qRTPCR_mJph3-R Mm ATTGGCCCTGATACGTTCCT
qRTPCR_mJph4_v2D Mm TGCCTGACAGAAGAGGTTGA
qRTPCR_mJph4_v2R Mm AGGCTGAGGTCCAGCAAG
GAPDH-h.m.r/d Mm CATTGACCTCAACTACATGG
GAPDH-h.m.r/r Mm CAAAGTTGTCATGGATGACC
Jp-CG4405-qRT_D Dm GGCAAATCCCTTGCTGTATT
Jp-CG4405-qRT_R Dm AACGCCACGTTGAAAATCA
qRT-PCR_DmGapdh-D Dm GATCGGAATTAACGGATTTGG
qRT-PCR_DmGapdh-D Dm ACATCGATGAAGGGATCGTT

Anexo VI. Tabla de oligonucledtidos empleados para amplificar y clonar las regiones génicas de los genes de

interés usadas para la sintesis de sondas para la hibridacion in situ en embriones de D. melanogaster.

Nombre Secuencia oligonucleétido (5’-3")
CG14122-D TTGCGTGGACGTGCGTGATGC
CG14122-R TGTCCTTGTGAGGCAGTGCAGC
CG1868-D AACCTTCAAGTCATTGGCATCC
CG1868-R TGCTCGCTAGCCAGATAATCC
CG7759-D TGCAAGAGCGATGAGGAGCG
CG7759-R AATCCTTGAGATGCTGTTGGC
CG8378-D TGCAGGACTGGAAACTAATCG
CG8378-R ATAGTCGTCACCGTATTGCG
Wg-CG4889_D TCCAAGCGGAGATGCGACAGG
Wg-CG4889_R TAGTTTAACTAGCCAGCTAAGTGC

Anexo VII. Tabla de oligonucle6tidos empleados para amplificar y sintetizar las sondas para detectar la

expresion de Smyd4 mediante hibridacion in situ en cortes de embrion de raton.

Nombre Secuencia oligonucledtido (5’-3)
Mm-Smyd4_E10_Hyb-D AGTGCCTGAAGCTCTGAGTGCC
Mm-Smyd4_3UTR-SP6_Hyb-R GCGATTTAGGTGACACTATAGTGCCTGCAGATCAGTGACAACC
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Anexo VIII. Tabla de oligonucledtidos empleados para generar los constructos clonados en el vector pMIR
para realizar los estudios funcionales de las variantes identificada en la region 3’'UTR del gen JPH1.

Nombre Secuencia oligonucleétido (5’-3")
TTACTAGTGTGGATCCTAAAATGCGTAATGCTTGTTAAAATGCGTAATGCTTGTTAA
AATGCGTAATGCTITACGCGTTIT
AAACGCGTAAGCATTACGCATTTTAACAAGCATTACGCATTTTAACAAGCATTACG
CATTTTAGGATCCACACTAGTAA
TTACTAGTGTGGATCCTAAAATGCATAATGCTTGTTAAAATGCATAATGCTTGTTAA
AATGCATAATGCTTACGCGTTT
AAACGCGTAAGCATTATGCATTTTAACAAGCATTATGCATTTTAACAAGCATTATGC
ATTTTAGGATCCACACTAGTAA
TTACTAGTGTGGATCCAAATCTGATGTATAGTCGTAAATCTGATGTATAGTCGTAAA
TCTGATGTATAGTCACGCGTTT
AAACGCGTGACTATACATCAGATTTACGACTATACATCAGATTTACGACTATACATC
AGATTTGGATCCACACTAGTAA
TTACTAGTGTGGATCCAAATCTGACGTATAGTCGTAAATCTGACGTATAGTCGTAAA
TCTGACGTATAGTCACGCGTTT
AAACGCGTGACTATACGTCAGATTTACGACTATACGTCAGATTTACGACTATACGTC
AGATTTGGATCCACACTAGTAA

rs57375187G-F

rs57375187G-R

157375187 A-F

1s57375187A-R

rs13277002T-F

rs13277002T-R

rs13277002C-F

rs13277002C-R

Anexo IX. Tabla de oligonucleotidos empleados para el estudio del efecto de variantes nucleotidicas que

pudieran afectar al splicing mediante ensayo de minigenes.

Nombre Secuencia oligonucleétido (5'-3")
Ex2-JPH1_EcoRI aagagGAATTCAGATTTGACCTTGGGCAG
Ex2-JPH1_EcoRV aagagGATATCATTTAGCGATGTCACTGGC
pSPL3seq F CATGCTCCTTGGGATGTTGATG

pSPL3seq R ACTGTGCGTTACAATTTCTGG

SD6-F TCTGAGTCACCTGGACAACC

SA2-R ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC
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APENDICE

A continuacién se incluyen las publicaciones y manuscritos en preparacion de los trabajos
directamente relacionados con la tesis doctoral:

Capitulo I

A novel locus for a hereditary recurrent neuropathy on chromosome 21q21. Calpena E, Martinez-Rubio D, Arpa ], Garcia-
Pefias JJ, Montaner D, Dopazo J, Palau F, Espinés C. Neuromuscul Disord. 2014 Aug;24(8):660-5. doi:
10.1016/j.nmd.2014.04.004.

Evolutionary History of the Smyd Gene Family in Metazoans: A Framework to Identify the Orthologs of Human Smyd
Genes in Drosophila and Other Animal Species. Calpena E, Palau F, Espinés C, Galindo MI. PLoS One. 2015 Jul
31;10(7):e0134106. doi: 10.1371/journal.pone.0134106.

Manuscritos en preparacion:

Mutation in the SMYD4 gene as a candidate for a hereditary recurrent neuropathy. Calpena E, Martinez-Rubio D, Lupo V,
Montaner D, Dopazo J, Galindo MI, Palau F, Vilchez JJ, Espinds C. Manuscrito en preparacion.

Capitulo II

Junctophilin-1 is a modifier gene of GDAPI-related Charcot-Marie-Tooth disease. Pla-Martin D*, Calpena E*, Lupo V,
Maérquez C, Rivas E, Sivera R, Sevilla T, Palau F#, Espinés C#. Hum Mol Genet. 2015 Jan 1;24(1):213-29. doi:
10.1093/hmg/ddu440. (*,# equal contribution).

Manuscritos en preparacion

Junctophilin-1 expression levels modify the effects of GDAPI mutations in Charcot-Marie-Tooth disease. E. Calpena, V.
Lopez, T. Sevilla, F. Palau, M.I. Galindo, C. Espinds. Manuscrito en preparacion.

Phenotypic spectrum of the Drosophila Junctophilin gene. E. Calpena, V. Lopez, M. Chakraborty, B. Llamusi, R. Artero, C.
Espinés*, M.I. Galindo*. Manuscrito en preparacion.

A continuacion se incluyen otras publicaciones fruto de colaboraciones y aplicando conocimientos
y habilidades adquiridas en la presente tesis doctoral:

The EGR2 gene is involved in axonal Charcot-Marie-Tooth disease. Sevilla T, Sivera R, Martinez-Rubio D, Lupo V,
Chumillas MJ, Calpena E, Dopazo ], Vilchez J], Palau F, Espinés C. Eur ] Neurol. 2015 Jul 24. doi: 10.1111/ene.12782.

Complexity of the Hereditary Motor and Sensory Neuropathies: Clinical and Cellular Characterization of the MPZ p.D90E
Mutation. Lupo V, Pascual-Pascual SI, Sancho P, Calpena E, Gutiérrez-Molina M, Mateo-Martinez G, Espinds C, Arriola-
Pereda G. ] Child Neurol. 2015 Oct;30(11):1544-8. doi: 10.1177/0883073815571049.

New insights into the genetics of 5-oxoprolinase deficiency and further evidence that it is a benign biochemical condition.
Calpena E, Deshpande AA, Yap S, Kumar A, Manning NJ, Bachhawat AK, Espinés C. Eur ] Pediatr. 2015 Mar;174(3):407-11.
doi: 10.1007/s00431-014-2397-0.

Clinical, biochemical, molecular and therapeutic aspects of 2 new cases of 2-aminoadipic semialdehyde synthase deficiency.
Tondo M, Calpena E, Arriola G, Sanz P, Martorell L, Ormazabal A, Castejon E, Palacin M, Ugarte M, Espinos C, Perez B,
Perez-Duefias B, Pérez-Cerda C, Artuch R. Mol Genet Metab. 2013 Nov;110(3):231-6. doi: 10.1016/j.ymgme.2013.06.021. Epub
2013 Jul 6.

Sh3tc2 deficiency affects neuregulin-1/ErbB signaling. Gouttenoire EA, Lupo V, Calpena E, Bartesaghi L, Schiipfer F,
Médard JJ, Maurer F, Beckmann JS, Senderek ], Palau F, Espinds C, Chrast R. Glia. 2013 Jul;61(7):1041-51. doi:
10.1002/glia.22493. Epub 2013 Apr 2.

5-Oxoprolinuria in Heterozygous Patients for 5-Oxoprolinase (OPLAH) Missense Changes. Calpena E, Casado M, Martinez-
Rubio D, Nascimento A, Colomer ], Gargallo E, Garcia-Cazorla A, Palau F, Artuch R, Espinds C. JIMD Rep. 2013;7:123-8.
doi: 10.1007/8904_2012_166.

Autosomal recessive Charcot-Marie-Tooth neuropathy. Espinds C, Calpena E, Martinez-Rubio D, Lupo V. Adv Exp Med
Biol. 2012;724:61-75. doi: 10.1007/978-1-4614-0653-2_5. Review.
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