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De la genética a la funcion: andlisis del efecto funcional de
variantes genéticas con potencial efecto patoldgico en
enfermedades neurodegenerativas.

Resumen

Una de las aproximaciones mas exitosas a la hora de determinar los mecanismos moleculares
implicados en la aparicion de enfermedades humanas se encuentra en la genética molecular. La
identificacidén de variantes con efectos patogénicos relacionadas con esas enfermedades suele servir
como punto de partida para desgranar los mecanismos moleculares que entran en juego.
Eventualmente, el conocimiento generado a partir de estos hallazgos genéticos puede dar lugar a
aproximaciones terapéuticas con ciertas probabilidades de éxito. Sin embargo, el salto entre genotipo
y fenotipo resulta muchas veces dificil de realizar. La mera identificacién de variantes no implica
comprender cémo juegan un papel, muchas veces determinante, en la aparicion de los fenotipos de
interés. El trabajo pretendid comenzar a explicar cdmo ciertas variantes sospechosas de dar lugar a
diversas enfermedades neurodegenerativas alteran la funcién de las proteinas en las que aparecen o
de los genes a los que afectan. Se estudiaron dos enfermedades concretas, la primera: atrofia éptica 5
asociada a ataxia y retraso en el desarrollo, con variantes identificadas en DNM1L (Dynamin 1 Like), y
en ACAD9 (Acyl-CoA Dehydrogenase Family Member 9). En segundo lugar, formas familiares de
esclerosis lateral amiotrofica (ELA), relacionadas con variantes en KIF5A (Kinesin Family Member 5A),
y SETX (Senataxin).

En cuanto a la metodologia, en OPAS5, el analisis del efecto funcional se realizé utilizando fibroblastos
obtenidos de los miembros de la familia, tanto de los pacientes de la enfermedad, portadores de
variantes, y de sus padres, cada uno de los cuales es portador de una variante en cada uno de los genes.
Como etapas iniciales del estudio, analizamos la expresion de estos genes mediante extraccién de
MRNA y RT-gPCR. Ademads, dado el papel de estos en la dindmica mitocondrial, mediante
inmunocitoquimica y microscopia de fluorescencia, se intentd observarla. Por otro lado, se estudiaron
las variantes observadas en KIF5A y en SETX, mediante la cuantificacion de la expresion del mRNA a
través de RT-qPCR y de la proteina del plasma sanguineo de los individuos afectados y sanos, a través
de Western blotting. Los resultados sugieren que existe una incorrecta oligomerizacién de DRP1 debido
a su variante, que no se obtienen unos datos coherentes del estudio de la variante en ACAD9 y que la
inmunocitoquimica de las estas proteinas tiene que ser mejorada. Sin embargo, todo apunta a que
puede haber una sinergia clara que produzca la atréfia dptica. Mientras que las variantes en KIF5A, la
intrénica es probablemente patogénica mientras que la missense seria benigna, y en SETX, la variante
nonsense afecta en gran medida a la expresion y cantidad de proteina. Este trabajo se relaciona con el
siguiente Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030: Salud y bienestar.

Palabras clave: analisis funcional, ataxia, esclerosis lateral amiotrofica, OPA5, variantes genéticas.
Autor: Marc Miravet Marti

Tutor experimental: Jordi Pérez i Tur

Tutor académico: Regina Nifioles Rodenes
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From genetics to function: analysis of the functional effect
of genetic variants with potential pathological effects in
neurodegenerative diseases.

Abstract

One of the most successful approaches to determining the molecular mechanisms involved in the
development of human diseases lies in molecular genetics. The identification of variants with
pathogenic effects related to these diseases often serves as a starting point for unraveling the
molecular mechanisms at play. Eventually, the knowledge generated from these genetic findings can
lead to therapeutic approaches with certain probabilities of success. However, bridging the gap
between genotype and phenotype is often challenging to accomplish. The mere identification of
variants does not imply understanding how they play a, often decisive, role in the occurrence of the
phenotypes of interest. The work aimed to begin explaining how certain variants suspected of causing
various neurodegenerative diseases alter the function of the proteins in which they appear or the genes
they affect. Two specific diseases were studied: optic atrophy 5 associated with ataxia and
developmental delay, with variants identified in DNMI1L (Dynamin 1 Like) and ACAD9 (Acyl-CoA
Dehydrogenase Family Member 9). Secondly, familial forms of amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
related to variants in KIF5A (Kinesin Family Member 5A) and SETX (Senataxin).

Regarding the methodology, in OPAS5, the analysis of functional effects was performed using fibroblasts
obtained from family members, including disease patients carrying variants and their parents, each of
whom is a carrier of a variant in each of the genes. As initial stages of the study, we analyzed the
expression of these genes through mRNA extraction and RT-gPCR. Additionally, given their role in
mitochondrial dynamics, attempts were made to observe it through immunocytochemistry and
fluorescence microscopy. On the other hand, the observed variants in KIF5A and SETX were studied by
quantifying mRNA expression through RT-gPCR and the plasma protein of affected and healthy
individuals through Western blotting. The results suggest that there is incorrect oligomerization of
DRP1 due to its variant. Coherent data from the study of the variant in ACAD9 and the
immunocytochemistry of these proteins need to be improved. However, everything points to a clear
synergy that produces optic atrophy. Regarding the variants in KIF5A, the intronic variant is likely
pathogenic, while the missense variant would be benign. In SETX, the nonsense variant greatly affects
protein expression and quantity. This work relates to the following Sustainable Development Goal
(SDG) of the 2030 Agenda: Good health and well-being.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, ataxia, functional analysis, genetic variants, OPA5.
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% GC: Porcentaje de guanina y citosina.

A: Adenina.

Aa/aa: aminodacido.

ACADSY/ACADS: Acil-CoA Deshidrogenase 9.

ATP: Adenosin-5’-trifosfato

C: Citosina.

cDNA: acido desoxiribonucleico complementario (complementary Desoxiribonucleic Acid).
DMSO: Dimetilsulféxido.

DNM1L: Dynamin 1-Like.

DRP1: Dynamin Related Protein 1.

ELA: Esclerosis Lateral Amiotrofica (ALS: Amyotrophic Lateral Sclerosis).

fs: cambio de pauta de lectura (frame shift).

FTD: Demencia frontotemporal (Frototemporal Dementia).

G: Guanina.

GTP: Guanosin-5’-trifosfato.

ICC: Inmunocitoquimica.

KIF5A/KIF5A: Kinesina 5A (Kinesin Family Member 5A)

LMN/UMNSs: neuronas motoras inferiores/superiors (Lower/Upper Motor Neurons).
MC: Medio de congelacion.

MCCF: Medio completo de cultivo de fibroblastos.

MCIA: Complejo de ensamblaje del Complejo | mitocondrial (Mitochondrial Complex | Assembly
Complex).

mMRNA: acido ribonucléico mensajero (messenger Ribonucleic Acid).
NMD: Nonsense-Mediated mRNA Decay.

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.

OPA: Atrofia dptica (Optic Atrophy).

pb: Pares de bases.

PFA: Paraformaldehido.

gPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative Polimerase Chain Reaction).
RGCs: Células ganglionares de la retina (Retinal Ganglion Cells).

RT: Retrotranscripcion.

SETX/SETX: Senataxina.

SNP: Single Nucleotide Polimorfism.

SPG10: Paraplegia espastica 10 (Spastic Paraplegy 10).

T: Timina.

Tm: Temperatura de fusién (melting temperature).
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1.- Introduccion

Un amplio nimero de patologias humanas se relaciona directamente con la constitucién genética
presente en el individuo afectado. Los descubrimientos genéticos de las ultimas décadas han ayudado
a entender los mecanismos moleculares defectuosos que entran en juego en muchas enfermedades.
Las afecciones cuyas raices son alteraciones en el cddigo genético humano representan un entorno al
80 % de las enfermedades raras descritas, afectando actualmente al 5 % de los recién nacidos en la
poblacién europea, y estando relacionadas en cerca del 70 % de las interrupciones de embarazo a nivel
global. Dependiendo de los cambios genéticos y de la regidon gendmica dénde se encuentren, pueden
acarrear un efecto mayor o menor en cierta enfermedad, y pueden aparecer tanto en el genoma
nuclear, como en el mitocondrial y en el metagenoma microbiano (Claussnitzer et al.; 2020; Roth &
Marson, 2021).

Las modificaciones que dan lugar a las bases genéticas de la enfermedad son muy variadas, y entre las
cuales se pueden encontrar: errores en el niumero y estructura de los cromosomas, variaciones
epigenéticas, cambios en un solo gen o en familias génicas, entre otros. (Claussnitzer et al.; 2020;
Jackson et al.; 2018). Para el estudio del efecto de estos cambios se emplea la genética molecular, una
rama exitosa y descendiente de la biologia molecular que se encarga principalmente de dilucidar la
variabilidad del material genético, asi como su expresién y regulacién tanto en procesos celulares cémo
sistémicos. Nuestra investigacion trata de obtener una conexidn directa entre la genética y la funcion
de los genes.

Las herramientas que proporciona la genética molecular estdn ayudando cada vez mas a definir los
mecanismos moleculares involucrados en diversas patologias que aldn no habian sido caracterizadas
previamente, e incluso pueden esclarecer nuevos métodos de tratamiento. Algunas de estas
aplicaciones son las tecnologias de Next-Generation Sequencing (NGS) y el genotipado masivo, que han
servido para recopilar mucha informacién sobre el genoma humano(Cheng & Geschwind, 2022). La
genética molecular se lleva usando durante muchos afos, por ejemplo, en la enfermedad
neurodegenerativa de Huntington’s Disease (HD) (OMIM#143100), para obtener una explicacion de la
patogénesis y la identificacion de genes relacionados (Gusella et al.; 1983)

El eje central de este estudio es el andlisis funcional de diversas variantes encontradas con efectos
potencialmente patoldgicos y que se relacionan directamente con la aparicion de enfermedades.
Concretamente, estos que estudiamos en este trabajo son de tipo neurodegenerativo,
caracterizandose por una pérdida progresiva del funcionamiento de ciertos tipos celulares neurales
gue debilita la mecdanica del sistema nervioso. Generalmente, tienen un amplio espectro sintomatico
clinico, y, aunque muchas veces se asocian a un acumulo de proteinas, muchas de estas
neurodegeneraciones se deben a deficiencias funcionales en los procesos basicos celulares que en
algunos casos llevan a la célula neuronal a la muerte. Por ello, muchas de estas enfermedades no son
solo deficiencias en un gen, sino que comprenden un gran espectro de locis los cuales tienen
importancia en la patogénesis (Checkoway et al.; 2011; Kovacs, 2019; Lill & Bertram, 2011)

1.1.- Estudio de variantes de una enfermedad rara caracterizada por atrofia dptica
y ataxia.

Hay una familia formada por dos padres sanos, y los dos hijos. Los descendientes presentan ambos un
cuadro sintomatolégico complejo asociado a un trastorno neuroldgico. El cuadro clinico de los
pacientes se presentaba desde edades muy tempranas, y los sintomas que acompafiaban la

1



enfermedad eran varios: ausencia de reflejos, una actividad cerebral leve diagnosticada por un
encefalograma lento, dificultades motoras para hablar correctamente (disartria), epilepsia, deterioro
cognitivo leve asociado a un retraso mental, paresia de la mirada conjugada por la dificultad del
movimiento ocular y dismetria en la prueba dedo-nariz debido a una baja sensibilidad posicional de los
miembros inferiores y algo mas leve en los superiores. Sin embargo, los sintomas mas destacables
fueron los siguientes tres.

El primero, el retraso en la capacidad motora, observable ya que hasta los 3 afios de vida no empezaron
a andar. El segundo, la ataxia progresiva, que se caracteriza por un mal funcionamiento del circuito
nervioso en el cerebelo, los ganglios basales y el cértex cerebral, que desencadena una
descoordinacién y un desbalance muscular en las extremidades y ojos (Akbar & Ashizawa, 2015).
Debido a esto, primeramente, fueron diagnosticados con Ataxia de Friederich (FRDA) [(Online
Mendelian Inheritance in Man) OMIM# 229300] una enfermedad rara de herencia autosdmica recesiva
(Blirk, 2017; Pavone et al.; 2017). Pero los analisis genéticos del gen de la Frataxina (FRDA1) dieron
negativo en la expansion de trinucledtido GAA como etiologia de la enfermedad, por lo que se descarté
esta posibilidad.

Y, por ultimo, una atrofia éptica bilateral. Esta es una afeccidon neuro-oftdlmica caracterizada por una
pérdida de la vision por degeneracidn de los nervios oculares, con defectos centrales y paracentrales y
una disminucién de la percepcion de los colores, que aparece en los primeros afios de vida. En esta
familia, un hermano desarrollé ceguera total y el otro una importante reduccién de la visién. Pero, esta
atrofia dptica resulta de gran relevancia ya que los sintomas previos multi-sistémicos estan
relacionados con este tipo de atrofias. Epidemiolégicamente, la prevalencia de la enfermedad ronda
en torno a 1/30000, por lo que es considerada una enfermedad rara (Lenaers et al.; 2012).

Mas concretamente, la atrofia dptica se caracteriza por ser una neuropatia que afecta al nervio 6ptico,
principalmente a las células ganglionares de la superficie interna de la retina (RGCs). Estas células,
pertenecientes al sistema nervioso central, no tienen la capacidad de regeneracion, y forman los 1,2
millones de fibras nerviosas del nervio dptico con sus axones altamente mielinizados. Oligodendrocitos
y astrocitos reactivos, ademds de mielinizar los axones, también emiten sefiales inhibitorias de
regeneracion. En cuanto a la patofisiologia, al haber una gliosis o degeneracién en las RGCs, también
habra un menor drenaje de sangre por los capilares neurovasculares progresivamente reducidos
(Amore et al.; 2021; Lenaers et al.; 2021; Toffoli et al.; n.d.). Todo ello, contribuye a una palidez del
disco éptico y una pérdida de la visidon, producida por falta de sinapsis retinogenicular.

No obstante, las atrofias épticas son un grupo muy heterogéneo que puede tener una etiologia muy
variada, como, por ejemplo: pueden ser neuropatias Opticas congénitas (sindrdmicas o no
sindrémicas); pueden surgir por una compresion extrinseca tumoral, o bien por tumores intrinsecos
del nervio 6ptico, deficiencias metabdlicas, alteraciones vasculares, o por algin traumatismo en la
zona. No obstante, el grado de la enfermedad no depende de la etiologia (Ahmad & Kanukollu, 2023).

En el caso que se va a estudiar, la causa de la enfermedad es de origen genético por lo que se trata de
una atrofia optica congénita aislada. Dentro de esta clasificaciéon encontramos las siguientes
enfermedades: atrofia dptica dominante o recesiva, neuropatia dptica hereditaria de Leber (LHON,
OMIM #535000) y la atrofia Optica hereditaria de Behr (OMIM #210000). La segunda de ellas se
caracteriza por tener variantes patoldgicas en el ADN mitocondrial, y se presenta con una pérdida de
vista dolorosa a la segunda o tercera década de vida (Shemesh et al.; 2023). En contraste, el sindrome
de Behr presenta una pérdida de vision muy temprana con degeneracién espinocerebral cuyos efectos
suelen ser sistémicos y terminar en ataxias y retrasos en el desarrollo (Bonneau et al.; 2014).



La atrofia dptica (OPA) hereditaria puede estar producida por variantes patogénicas en distintos genes
(Tabla 1), aunque el que mayormente se encuentra mutado es el OPA1, en el 75 % de los casos (Lenaers
et al.; 2021). En el sindrome de Behr, también se encuentran mutaciones en este gen, pero estas son
homocigotas o heterocigotas compuestas, resultado en un fenotipo mas severo (Bonneau et al.; 2014).

Tabla 1. Atrofias dpticas cuyas bases moleculares han sido definidas. Se puede obtener mas
informacidn en la base de datos OMIM junto con el numero y simbolo correspondiente. Las
atrofias dpticas con el simbolo # antes de los digitos, son aquellas cuyos fenotipos estan
definidos y se conoce su base molecular. En cuanto a la herencia las siglas son refrentes a:
autosdmica dominante (AD), autosdémica recesiva (AR) o ligada al cromosoma X (XL). La tabla
es una adaptacion de Toffoli et al. (n.d.).

Localizacion

Subtipo oMIM Herencia Gen mutado L.
cromosomica

OPA1 #165500 AD OPA1 3929
OPA3 con cataratas #165300 AD/AR OPA3 19913.32
OPA5 #610708 AD DNM1L 12p11.21
OPA7 #612989 AR TMEM126 A 11q14.1
OPA9 #616289 AR/AD ACO2 22q13.2

OPA10 con o sin ataxia, retraso
. #616732 AR RTN4IP1 6021
mental y convulsiones

OPA11 #617302 AR YME1I1 10p12.1

Como se observa en la Tabla 1, este tipo de atrofias dpticas son variadas, pero destaca sobre todo las
implicaciones mitocondriales que hay en las proteinas involucradas en las OPAs cuyas bases
moleculares son conocidas. Por ejemplo, la OPAl es una GTPasa mitocondrial de tipo dinamina
codificada por el genoma nuclear y que se dispone en la membrana interna, regulando la estabilidad,
el drenaje energético y la fusion mitocondrial (Frezza et al.; 2006). Por su parte, OPA3 es una proteina
gue se sitla en la membran externa mitocondrial y participa en el proceso de fragmentacion de la
mitocondria controlando la longitud del propio organulo (Ryu et al.; 2010). También, en el subtipo OPA9
encontramos mutada la ACO2, la aconitasa mitocondrial 2, la cual participa en el ciclo de Krebs
utilizando el citrato y el piruvato como sustratos (Charif et al.; 2021).

En la Tabla 1 no aparecen aquellas atrofias dpticas cuyas bases moleculares no han sido descritas
todavia aunque si se puede conocer el locus en el que se encuentre el defecto genético. Estas atrofias
Opticas son: OPA2 [OMIM %311050], OPA4 [OMIM %605293], OPA6 [OMIM %258500] y OPA8 [OMIM
%616648]. En este caso el simbolo % en la base de datos OMIM, significa que las bases moleculares de
estas enfermedades no estan definidas, pero si el fenotipo.

1.1.1.- Deteccion de las variantes potenciales

Con tal de esclarecer las bases de la enfermedad que padecian los hijos de la familia, previamente se
llevd a cabo un estudio genético de Whole Exome Sequencing (WES) de la familia. Esta una estrategia
eficiente para el estudio de enfermedades raras ya que parte de una hipdtesis a priori, en la que se
asume que la variante se encuentra en una zona del exoma, por lo que se analizé el exoma de los



indicviduos (Brown & Meloche, 2016). En este caso, se utilizé la tecnologia //lumina, mientras que para
la secuenciacién del genoma mitocondrial se utilizd Nanopre sequencing de Oxford Nanopore
Technologies. Ademas, se realizd una confirmacion de las variantes por Sanger, necesaria en este tipo
de estudios por su tasa de error. Tras un proceso de filtrado por herencia, una priorizacidn de variantes,
y analisis bioinformaticos de modelizacion proteica in silico y del posible impacto de las variantes en
splicing altrnativo, regulacidn, transcripcién, etc. Con este abordaje se pudieron obtener las variantes
mas posiblemente relacionadas con la enfermedad y que daban forma a la hipétesis principal que
podria explicar el fenotipo.

Variante en DNM1L

Primeramente, se detectd una variante potencialmente patogénica en el gen DNM1L (Mithocondrial
Dynamin 1 — Like), involucrado en la OPA5 (cdmo puede verse en la Tabla 1). Este gen codifica para la
proteina DRP1 (Dynamin Related Protein 1) la cual es una GTPasa de estructura homodimérica y con
capacidad de unién a microtubulos. La DRP1 cumple su funcién en la regulacién de la fusién y fisién
mitocondrial y peroxisomal, ademas de encontrarse involucrada en procesos de apoptosis y necrosis
(Kraus et al.; 2021; Smirnova et al.; 2001).

La variante consiste en un cambio de citosina (C) a timina (T) en la posicidon 305 de la secuencia
nucleotidica codificante (c.305C>T) y referenciada a laisoforma NM_005690.5. Se encuentra en el exén
5, que codifica para el dominio de uniéony catalisis de GTP (GTPasa) cdmo puede observarse en la Figura
1. La variante conlleva un efecto missense, no sinénimo y no conservativo produciendo un cambio
aminoacidico de treonina a metionina en la posicion 115 de la secuencia aminoacidica (p.Thr115Met).
Esta localizacion corresponde al dominio GTPasa de la proteina como puede observarse en la Figura 1.
Cabe destacar que este SNP (Single Nucleotide Polimorfism), fue previamente descrito por Hogarth et
al. (2018) siendo su referencia: rs201929226 (ClinVar). Esta variante se ha visto asociada a retrasos en
el crecimiento y problemas neuroldgicos. Ademas, ha sido predicha cémo deletérea por los predictores
PMut y SIFT. Por otra parte, deficiencias en DNM1L por otras mutaciones se han visto involucradas en
enfermedades como encefalopatias letales (Pan et al.; 2021; Yoon et al.; 2016), y otras afecciones
neuroldgicas (Vanstone et al.; 2016).

1 aa 736 aa

—{ GTPase Head — Middle —_— VD GED
N

L p.Thr115Met (¢.305C=T)

Figura 1. Representacién de los dominios estructurales de DRP1, donde GTPase Head es el
dominio GTPasa (/IPR001401), Middle es el dominio medio (/PRO00375), VD es el dominio
variable y GED es el dominio GTPasa efector (/PR003130). La variante se encuentra en el

dominio GTPase Head en el aa 115. Creado en BioRender.com.

Variante en ACAD9

Por otra parte, habia una segunda variante de interés situada en el gen ACAD9. Este gen codifica para
la proteina Acyl-CoA Dehydrogenase Family Member 9, la cual se localiza en la membrana interna
mitocondrial y cataliza un paso limitante en la beta-oxidacidon de Acyl-CoA. Ademas, estd formando
parte del complejo MCIA (Mitochondrial Complex | Assembly Complex) implicandose en la formacién
del complejo | (Ensenauer et al.; 2005; Nouws et al.; 2010).

La variante es una delecién del nucledtido timina (T) en la posicidn 359 de la secuencia nucleotidica
codificante (c.359delT), referenciada a NM_014049.5 (Figura 2). Concretamente, en el aminoacido



namero 120 se produce un cambio de pauta de lectura (frame shift, p.Phel20fs) pudiendo
desestructurar la secuencia correcta de la proteina, o bien, estableciendo un codén de parada
prematuro que fuera procesado por el Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) (mecanismo celular
que impide la expresion de proteinas truncadas o erréneas), entre otros posibles efectos. De hecho, el
predictor SIFT como Mutation Taster coinciden en su efecto patoldgico, ambos sefialando que causa
NMD.

Previamente se habia encontrado una variante similar cuyo cambio en la secuencia nucleotidica era
c.358delT, que provocaba el mismo frame shift. En este estudid se observd un fenotipo de
cardiomiopatia hipertréfica, con deficiencias en el funcionamiento del complejo | y en su mismo
ensamblaje (Fragaki et al.; 2017). Estas ultimas también se han encontrado relacionadas con problemas
neurodegenerativos (Giachin et al.; 2016). También se han reportado otros casos de mutaciones en
ACADS9 que producen deficiencias en la respiracion oxidativa, llegando en algunos casos a provocar la
letalidad (Leslie et al.; 2016).

1aa 621 aa

— MTS ACAD-N ACAD - M { ACAD-C.1 ‘—{ ACAD -C.2 }—
c

N

p.Phe120fs (c.359delT)

Figura 2. Dominios estructurales de ACAD9 y localizacion de la mutacion p.Phel20fs.
Mithocondrial Signal Peptide (MTS) es un sefializador intracelular de localizacién de la
proteina, y los dominios ACAD son dominio deshidrogenasas/oxidasas: N (N-terminal,
IPR013786), M (Middle, IPRO06091) y el C (C-terminal, dividido en C.1y C.2, IPRO09075).
Creado en BioRender.com.

1.1.2.- Genotipo familiar

Tras la secuenciacidon del exoma de los familiares, fueron descritas las variantes previas que se
distinguieron como potencialmente patoldgicas ambas conjuntamente por lo que se consideraron las
dos para este estudio. El genotipo del padre (codigo de muestra: 157SF), el de la madre (158SF), y el
de los hijos (159SF y 160SF), fue validado para las dos variantes del apartado 1.1.1. En la Tabla 2, la
siguiente, puede observarse el genotipo de cada uno de ellos y cuales presentan la enfermedad.

Tabla 2. Genotipo de la familia. Cuando aparecen las variantes se encuentran en heterocigosis
en los individuos, menos en los que no se encuentra la variante.

Variante en .
individ Codieo d t DNMLL Variante en ACAD9 F i
ndividuo odigo de muestra enotipo
& (c.359delT) P
(c.305C>T)
Padre 157SF Heterocigosis - Sano
Madre 158SF - Heterocigosis Sano
Hijo 1 159SF Heterocigosis Heterocigosis Enfermo
Hijo 2 160SF Heterocigosis Heterocigosis Enfermo




1.1.3.- Hipotesis principal

La principal idea que se barajaba era una sinergia en estrés oxidativo por parte de las dos variantes, ya
gue cuando estan las dos a la vez en heterocigosis es cuando se presenta la enfermedad. Esto se debe
a que en estudios previos donde la variante en DNM1L fue definida, las mitocondrias tenian una
arquitectura y crecimiento alterados, al igual que una alta produccién de ROS (especies reactivas del
oxigeno). También, se observaron altos niveles de y-H2AX (marcador de ruptura de ADN) y potencial
de membrana reducido, que son ambos marcadores representativos de estrés y disfuncidon
mitocondrial(Hogarth et al.; 2018). Por otra parte, la variante presente en ACAD9 es un cambio de
pauta de lectura el cual posiblemente cambie la estructura de la proteina, cree algin codon de parada
temprano o afecte directamente a la expresidon génica, disminuyendo la cantidad de ACADS9.
Deficiencias en esta proteina han sido asociadas a una actividad deficiente en el complejo |
mitocondrial, que se traducia en una produccién deficiente de ATP y un aumento de la produccidn de
superdéxido, probablemente al escapar prematuramente los electrones del complejo ante la deficiencia
de ACAD9 (Leipnitz et al.; 2018). Estos mecanismos moleculares alterados se han visto previamente
involucrados en atrofias Opticas y otras enfermedades neurodegenerativas en las cuales el
funcionamiento mitocondrial se veria mermado hasta dificultar la viabilidad de ciertas neuronas
(Maresca et al.; 2013).

1.2.- Variantes relacionadas con la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA)

El laboratorio fue contactado para realizar el andlisis funcional de diversas variantes encontradas en
familias con algin componente que padecia esclerosis lateral amiotréfica (ELA, [OMIM #105400]). La
enfermedad consta de una lenta y progresiva neurodegeneracién de las neuronas motoras con una
supervivencia de 2 a 4 afios tras su manifestacion, conllevando la muerte del paciente. La ELA es una
enfermedad prototipica dentro del extenso grupo de las causadas por fallos en las neuronas motoras.
El cuadro clinico general de esta conlleva una debilidad muscular, atrofia generalizada progresiva y
degeneracién en las columnas laterales del tracto corticoespinal (Verma, 2021).La epidemiologia de la
enfermedad describe una prevalencia que ronda entre 4,1 y 8,4 personas por cada 100000,
generalmente, pero suele variar entre continentes y paises. (Longinetti & Fang, 2019).

La neuropatogénesis de la enfermedad viene dada por la pérdida de las neuronas motoras inferiores
(LMN, del inglés lower motor neurons) también conocidas como las células de Betx de la ldmina V del
area 4 de Brodmann, y las neuronas motoras superiores (UMN, del inglés upper motor neurons) que
son las neuronas alpha motoras en el nldcleo motor del tornco encefalico y de las astas anteriores de
la médula espinal. Esta degeneracion axonal puede ser observada, por ejemplo, en el corpus callosum
o en el pedunculo cerebral en el caso de las UMNs, mientras que en caso de LMN, en los nervios
periféricos, produciendo una denervacién de los musculos. También, es caracteristica una gliosis, es
decir, una mayor produccién de células gliales y una proliferacidon inadecuada de las microglias(Grad et
al.; 2017; Lyon et al.; 2019). Ademas, en algunos casos se observan también elevado nimero de
inclusiones citoplasmaticas y algunos agregados proteicos, que relacionan esta enfermedad con otras
como las enfermedades de parkinson [OMIM #168601] y alzhéimer [OMIM #104300] (Jackson et al.;
1996).

Dependiendo del grado de degeneracidn en las LMNs y/o UMNSs, existen diversos subtipos de ELA. El
tipo clasico (Classical Amyotrophic Lateral Sclerosis) involucra los fallos de ambas clases celulares
neuronales. Otra categoria seria la atrofia muscular progresiva (Progressive Muscular Atrophy) donde
solo se verian involucradas las LMNs y que suele ser mas frecuente en hombres, diferencidndose de la
clasica por la apenas existencia de reflexos musculares y el indetectable dafio corticoespinal. Por otra



parte, el subtipo bulbar (Progressive bulbar palsy) se caracteriza por signos predominantes de debilidad
muscular en la zona bulbar (cara, garganta, etc.) causado por degeneracion de LMNs. Y, por ultimo, la
primaria (Primary Lateral Sclerosis), presentandose entorno al 2-4 % de los casos, dénde solo se
observa dafio en el tracto corticoespinal. Estas clases de ELA son de necesaria diferenciacion por la
prognosis especial de cada tipo, siendo la clasica la mas severa (Verma, 2021).

La etiologia de la enfermedad es bastante compleja, ya que todavia no se han definido las bases
moleculares concretas debido al gran nimero de genes que pueden estar implicados en |la patogénesis.
Por ello, hay gran variedad de procesos y mecanismos celulares que se han relacionado con la ELA,
como el procesado del RNA, el tréfico interno proteico, formacién del citoesqueleto y las dinamicas del
axon y la mitocondria (Tabla 3). Esto hace que estudiar la enfermedad sea un reto de comprensién ya
que el grado de complicacién genotipico y fenotipico es elevado. De entre los mdas de 50 genes cuyas
variantes patoldgicas han formado parte de genotipos de pacientes enfermos por ELA, destacan SOD1,
TARDBP, FUS y C90RF72, los mecanismos especificos en los cuales estan involucrados se pueden ver en
la Tabla 3 (Mejzini et al.; 2019).

Asi mismo, tampoco existe una herencia clara de la enfermedad sélo contando con un 10 % de casos
de ELA familiares (fALS), es decir, en los que existe algin otro familiar que la padezca o tenga un
fenotipo vinculado. En estos casos, los genes afectados suelen ser mas recurrentes, es decir, aparecen
en mayor porcentaje de enfermos. El resto (90-95 %) son esporadicos, en los que no se encuentra
ninguna aparicion previa de la enfermedad en la familia (sALS), y en el 92,6 % de los casos aparecen
genes involucrados cuyas funciones no habian sido vinculadas previamente a la enfermedad, o bien,
no son conocidas (Mejzini et al.; 2019).

Tabla 3. Los genes que mas se ven involucrados en la ELA, junto con las proteinas que codifican
y las funciones celulares que estas cumplen en situaciones normales. Ademas, se presentan los
diferentes porcentajes de las apariciones de mutaciones en estos genes en pacientes de fALS
(familiar) y sALS (esporadica) en Europa. También, el porcentaje de aparicion de mutaciones en
genes no tan recurrentes (otros) o desconocidos. Adaptada de la informacién descrita por
Mejzini y sus colaboradores en 2019.

Gen Proteina (en inglés) Funciones % fALS* % sALS*

L . Regulacidn del splicing alternativo,
TAR DNA-Binding Protein, D, .
TARDBP transporte de RNA, biogénesis de 4,2 0,8

43kd (TDP43) .
miRNA
Regulacion del splicing alternativo,
FUS Fused in sarcoma transporte de RNA, mantenimiento 2,8 0,3
de la integridad del genoma

. . Regulacion de la transcripcién y
Guanine nucleotide

C90RF72 splicing, movimiento endosomal, 33,7 5,1
exchange C9orf72 .
autofagia
Superoxide dismutase [Cu- . G
SoD1 7] Antioxidante citosdlico 14,8 1,2
Otros/Desconocidos 44,5 92,6

*Estos porcentajes solo son representantes del continente europeo.

En la Tabla 3, dentro de los genes Otros/Desconocidos, se encuentra un amplio repertorio de funciones
y nuevas variantes identificadas como patogénicas pero que todavia no se ha realizado el andlisis
funcional profundo sobre estas, aportando un grado mas de complejidad al estudio etiolégico de la



enfermedad. En este trabajo, se contemplan tres familias en las cuales se han descrito variantes
posiblemente patogénicas y que tienen algin miembro afectado por la esclerosis lateral amiotroéfica.
Por ello, se abordara el analisis funcional de cada una de las variantes descritas.

1.2.1.- Variantes descritas

Variantes en KIF5A

En las familias 70 y 42, presentes en la Figura 8, se encontraron variantes en el gen KIF5A. Este codifica
para la proteina KIF5A (Kinesin Family Member 5A) la cual esta involucrada en el transporte intracelular
de organulos a través de los microtubulos con hidrélisis de ATP (adenin-trifosfato). Cabe destacar que
mutaciones en KIF5A también se han asociado previamente con la parapareia espdstica autosdmica
dominante 10 (SPG10) [OMIM# 604187] (Carosi et al.; 2015) y con la mioclonia neonatal intratable
(NEIMY) [OMIM # 617235] (Duis et al.; 2016).

La primera variante, localizada en la familia 70, consiste en un cambio de T a C en una regién intrénica
del gen (c.2993-9T>G, Figura 3), 9 pares de bases antes que el inicio del exdn, y referenciada para la
isoforma NM_004984.4. Concretamente en el intrén 27 del gen, presente en todas las isoformas del
mMRNA, y que tras un estudio informatico se identific6 como posiblemente patogénica ya que afecta a
una secuencia consenso de splicing alternativo. Una variante parecida fue descrita por (Saez-Atienzar
et al.; 2020), el cambio ¢.2993-14T>G, presente en heterocigosis, alteraba un sitio consenso de splicing
y evitando la traduccion del exdn 27 perteneciente a la cola C-terminal de la proteina. En este caso, la
variante era claramente patogénica y estaba asociada a ALS y FTD, ya que varios miembros de la familia
estudiada contaban presentaban estos fenotipos.

La segunda variante, fue localizada en la familia 42, y consiste en un cambio de Ca T en la posicién 566
del ¢cDNA (c.566C>T) [NC_000012.12:57567189:C:T, rs140144799], referenciada para la isoforma
NM_004984. Este produce un cambio no sinébnimo (missense) y no conservativo en la posicion 189 de
la secuencia aminoacidica sustituyendo serina por leucina: p.S189L (Figura 3). Pero, precisamente, esta
variante no es predecida de ser patogénica, segin la informacién proporcionada por Varsome
(https://varsome.com/variant/hg38/rs140144799). La localizacién del cambio es en el dominio motor
de KIF5A, han sido previamente asociadas con ELA, SPG10 y Charcot-Marie-Tooth de tipo 2 (CMT2)
[OMIM # 118210] (Crimella et al.; 2012).

Taa 1032 aa

—{ Motor domain H Stalk domain H Tail domain }—

N c
p.S189L (c.566C>T)
Splicing donor site

Nucleotide sequence  ---------demra--- Exon 27
L €.2993-9C>T

Figura 3. Dominios estructurales de KIF5A y localizacién de las variantes descritas. El Motor
domain, que es el motivo catalizador que contiene la ATPasa (IPRO01752), el Stalk domain sirve
para la dimerizacién de las kinesinas, y el Tail domain, es el dominio C-terminal donde se carga

lo que se va a transportar. Creado en BioRender.com.

Variante en SETX

Otra variante encontrada en una paciente con ELA atipica con evolucidn lenta, en otra familia diferente,
se detectd en el gen SETX. Este gen codifica para la senataxina, la cual contiene un dominio helicasa
DNA/RNA en su extremo C-terminal, lo que sugiere que puede estar implicada en el procesamiento de
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DNA y RNA. Previamente, se ha asociado deficiencias en esta proteina con la esclerosis lateral
amiotrdfica de tipo 4, juvenil y autosémica dominante [OMIM #602433] (Kannan et al.; 2022); y con
una ataxia espinocerebral autosdmica recesiva con neuropatia axonal [OMIM #606002] (Duquette et
al.; 2005).

La variante que se describié fue un cambio nucleotidico de C a T en la secuencia codificante (c.331C>T)
y referenciada a la isoforma NM_001351527.2. La variante encontrada es sin sentido (nonsense) y
produciria un codén de parada prematuro. Posiblemente, la proteina no se traduciria entera, dejando
de ser funcional, o bien, se induciria el mecanismo de control de calidad RNA non-sense mediated
decay. Este coddn de stop reemplazaria una arginina (R) y en la posicidon 111 proteica ya no se afiadirian
mas aminoacidos: p.R111* (Figura 4). Normalmente, los sistemas de prediccidon bioinformaticos
conciben estos cambios cdmo patogénicos, pero aun asi deben ser estudiados.

No se tiene arbol de la familia, debido a que sélo se posee la informacién de que la persona afectada
es una mujer de 45 anos y de su hermana que no. De aqui procede la atipicidad de esta ELA, debido a
gue mutaciones en SETX que produzcan este fenotipo hacen que la enfermedad se presente antes,
normalmente, de los 25 afios.

1aa 2667 aa

—_ N-terminal domain —{ Helicase domain
N C
p.R111* (c.331C>T)

Figura 4. Dominios estructurales de SETX y localizacidn de la mutacién p.Argl11*. NLS es el
Nuclear Location Signal, mientras que Helicase domain, es el dominio de tipo: DNA2/NAM7-
like helicase (IPRO45055). El dominio N-termial es solamente de unién a otras proteinas.
Creado en BioRender.com.

2 .- Objetivos

Las variantes descritas previamente han sido detectadas, pero no se ha estudiado si su presencia puede
tener incumbencia en las enfermedades con las que han sido asociadas. El trabajo pretende esclarecer
el efecto funcional de estas variantes, predichas como potencialmente patoldgicas, sobre las familias
afectadas, corroborando al Objetivo de Desarrollo Sostenible: Salud y bienestar, de la Agenda 2030.

En primer lugar, se estudiara la atrofia éptica 5 asociada a ataxia y retraso del desarrollo, a través de
los fibroblastos proporcionados por la familia afectada. La intencidn es ver el efecto funcional y
patoldgico de estas variantes sobre las células, ya que, como se ha comentado anteriormente, cuando
actuan en sinergia se presenta el fenotipo de la enfermedad. Este estudio se realizard mediante
técnicas de RT-qPCR, para el analisis de la expresién génica, e inmunocitoquimica, con tal de visualizar
si hay algun defecto en la dindmica mitocondrial del paciente.

En segundo lugar, se estudiaran las variantes relacionadas con la ELA, se pretende averiguar si tienen
algun efecto patoldgico a través de las muestras de plasma sanguineo y RNA. El abordaje del estudio
en los tres casos serd el mismo, a través de RT-qPCR para observar la expresion de mRNA, y, western
blotting para semi-quantificar la expresidn proteica.



3.- Materiales y métodos.

3.1 Estudio de las variantes en DNM1Ly ACAD9

3.1.1.-Material bioldgico.

En el estudio de estas variantes se trabajé con cinco lineas celulares de fibroblastos, estas son un tipo
celular que contribuye principalmente a la formaciéon y mantenimiento del tejido conectivo. Estas
células no estan involucradas directamente en la OPA5, dado que, esta enfermedad se basa en una
degeneracién neuronal. Sin embargo, y a pesar de no ser células neurales, expresan las dos proteinas
y sus variantes, por lo que igualmente podra analizarse el efecto que estas tendrdn en la dindmica
mitocondrial, como ya se ha hecho en estudios previos de estas dos proteinas (Nouws et al.; 2014,
Schmitt et al.; 2018). A los cuatro familiares se les realizaron las biopsias de piel, junto con un procesado
de estas, un establecimiento de los cultivos de fibroblastos y la conservacion de los crioviales, de 1mL
con 5-10° células, se realizé en el CIBERER Biobank (Banco de Muestras Bioldgicas de Enfermedades
Raras en Valencia, perteneciente al Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Raras).
Estos fibroblastos siguen el arbol genético presente en la Figura 5, los hijos padecen la enfermedad ya
gue tienen ambas variantes en heterocigosis, mientras que los padres solamente siendo portadores de
una de las dos variantes no padecen la enfermedad.

Leyenda:

[=] ® [] sero
1 1.2 - Enferme

157SF S 1585F
E é Variante en DNM1L
(.305C>T)

.1 1.2 Variante en ACAD9
159SF 160SF (€.359delT)

Figura 5. Arbol de la familia en la cual se van a estudiar las variantes en DNM1L y ACAD9, ya
que los hijos tienen posesidon de ambas y padecen los dos la enfermedad.

La ultima linea celular, es un control con fibroblastos normales (C1) que no poseen estas dos variantes
y que no se ven afectados por ninguna otra mutacion patoldgica. Estos son pertenecientes a una mujer
de 24 aios, y fueron extraidos de una zona de tejido muscular, sin concretarse ubicacidén exacta. La
extraccion, conservacién y adaptacion al cultivo primario de estos, se realizé en el Servicio de Medicina
Genética del Institut de Recerca Pediatrica al Hospital San Joan de Deu (Barcelona).

3.1.2.- Cultivo de fibroblastos.

El cultivo de los fibroblastos C1 se realizé en un laboratorio de cultivos de Bioseguridad 1, ya que se
encontraban testados negativamente en ciertos patégenos. Por el contrario, los fibroblastos de las
muestras de la familia tuvieron que ser cultivadas en un laboratorio de cultivos de Bioseguridad 2, ya
gue solamente se encontraban testadas negativamente para Micoplasma (segun el protocolo del
Ciberer Biobank: CBK-PE_012), por lo que las condiciones asépticas y los protocolos de manipulacion
de las muestras fueron mas estrictos. Sin embargo, por lo general, el cultivo de las células no se
diferencié en ninguna de las lineas siguiéndose las mismas pautas en los dos laboratorios. Se trabajaba
en condiciones pulcras para evitar la contaminacion de las muestras y de los aparatos y herramientas
de uso. Asi pues, se utilizaba siempre la campana de gases para estar en un ambiente con aire no
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contaminado, se realizaban constantes desinfecciones con Etanol al 70 %, y se efectuaban protocolos
de esterilizacidn con luz ultravioleta (UV) previos y posteriores al uso de las cabinas.

El medio de cultivo completo de fibroblastos (MCCF) esta formulado por DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Gibco), al 10 % en FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco), 1 % en antibidtico (Gibco Penicilina-
estreptomicina), 1 % en L-glutamina (Gibco) y 1 % de piruvato sddico (Gibco). Dependiendo de las
necesidades del medio de cultivo se realizaban las cantidades necesarias en el momento y en caso de
gue sobrara MCCF se guardaba en la nevera a 42C para un uso posterior del mismo.

Los crioviales contienen un medio diferente del MCCF, ya que para la conservacidn de las células se
utiliza un conservante denominado DMSO (dimetilsulféxido). EI medio de congelacion (MC) estaria
formado por DMEM al 10 % de FBS y 30 % de DMSO, este ultimo es una pieza fundamental en el MC
debido a que evita la formacién de cristales de hielo durante el proceso de congelacién. En el caso de
que se diera esta situacion, las células se destruirian perdiéndose asi gran parte de la muestra. Sin
embargo, el DMSO es téxico para las células por lo que se ha de eliminar con la maxima brevedad
posible tras la descongelacidn del criovial. Para ello, se diluia la muestra en mas MCCF y se centrifugaba
con tal de conseguir un pellet lleno de células. Con una bomba de vacio se elimina el medio presente,
en el que estara el DMSQ, y las células se resuspenden en MCCF (Figura 6).

Debido al considerable tamafio y ratio de crecimiento de los fibroblastos se decidieron cultivar en
frascos Roux de 75cm2 de area de tapdn con filtro, ademads de ser adecuado para el cultivo de células
adherentes. Para ello las células previas se diluian en un total de 30 mL de MCCF y se dejaban crecer
en el incubador a 372Cy 5 % CO,. El primer cambio de medio se realizaba a las 24h, por si todavia habia
presencia de DMSO (aunque estaria tan diluido que seria raro que afectara a las células).
Posteriormente, se realizaban cambio de medio cada 48h y se dejaba crecer. El estado de crecimiento
de las células se observaba con su confluencia, la cual es el porcentaje del area cubierta por estas
células adherentes. Cuando las células llegaban entorno a un 80-90 % de confluencia estaban listas
para un nuevo pase, o bien para ser usadas experimentalmente, o bien para guardar alicuotas
congeladas. Por el contrario, si se dejaban crecer mds, muchas de ellas no podrian crecer
eficientemente por impedimentos de espacio y ademas entrarian en juego mecanismos de apoptosis
y otras rutas de sefializacién que pueden afectar a lo que se quiere observar.

Cuando se adquiria la confluencia necesaria para avanzar a un siguiente estadio del experimento, se
efectuaba la tripsinizacién de la muestra con tal de desanclar los fibroblastos adheridos al frasco. La
tripsina es una enzima proteolitica que sirve de herramienta para la disociacién de contactos
intercelulares y la escisién de adhesiones a la superficie del recipiente. En este paso se efectuaba un
tratamiento con tripsina-EDTA 0,05 % comercial (Gibco) precalentada a 372C. Para un frasco Roux de
T75, se elimind el MCCF y se deposito la tripsina, dejandola actuar durante 1 minuto. Acto seguido, se
deshechd el medio de tripsinizacidn y se incubé 5 min a 372Cy 5 % CO, (Figura 6). Se resuspendieron
las células en el volumen que fue conveniente de MCCF, dependiendo del uso posterior de ellas.
Siguiendo el protocolo, se centrifugd la muestra, se elimind el MCCF con tal de evitar los resquicios de
tripsina en el medio, y se volvié a resuspender en el volumen conveniente.
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Figura 6. Flujo del cultivo de fibroblastos control y de pacientes. Se partia de un stock
congelado y tras su crecimiento habia tres vias, continuar con el cultivo, congelar las células y
obtener mas stock, o contar y plaquear las células para posteriores experimentos. La
tripsinizacién se realizaba cuando el fraso Roux llegaba a una confluencia de 80-90 %. Creado
en Biorender.com.

En el caso de continuar el crecimiento en frascos Roux, se debia realizar el pasaje de células a otro
frasco en una dilucidn mayor. Por lo tanto, segun los frascos que se quieran sembrar de fibroblastos y
el tiempo que se necesite de cultivo, la dilucidén de resuspension serd una u otra. Otra opcién seria
sembrar en placas, para asi tener un nimero mas controlado de fibroblastos en cada pocillo de la placa
para un proceso experimental posterior. A tal efecto, y tras la resuspension de fibroblastos se procedié
a un contaje celular haciendo uso del contador de células automatico Luna Il. Este contiene un
portaobjetos reutilizable donde se afiaden las células junto con Trypan Blue a 379.

En el caso de no seguir trabajando con las células, se pueden desechar y matar con la bomba de vacio
ya que el bidén de recolecta contiene Virkon, o bien se puede obtener un stock de congelacion. Con
este fin, tras la tripsinizacion, se resuspenderian las células en MCYy se introduciria en los crioviales de
1 mL necesarios, dependiendo de la concentracion a la cual se quieran guardar. Estos crioviales es
conveniente que pasen por una congelacion no tan drastica, por esto, la primera noche se depositan
en ultracongeladores que llegan a -802C, y al dia siguiente se pueden guardar indefinidamente en
tanques de nitrégeno liquido (-1962C).

3.1.3.- Extraccion de proteina

De la placa de 6 pocillos, tres de ellos se utilizaron para la extraccion de proteina de los fibroblastos.
Para ello se siguid el protocolo de extraccion tipico del laboratorio en el cual se lavan los pocillos dos
veces con PBS 1X (dilucién obtenida a partir de PBS 10X de Gibco, marca de ThermoFisher). Se aplica
una disolucién de 100 uL al 98 % del tampdn de lisis RIPA (50 mM TRIS-HCI, pH 7,4, con 150 mM Nacl,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1,2 % Triton X-100, 0,5 % acido desoxicdlico, y 0,1 % SDS) y al 2 % de Inhibidor
de Proteasas (Roche cOmplete™ Coéctel). Tras una incubacién de 5 minutos en hielo, con raspadores de
superficie se trata de recoger todos los fibroblastos posibles. Las muestras se sonican durante 45
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minutos y, posteriormente, se centrifugan para recolectar el sobrenadante donde estaran las proteinas
solubles de la muestra y se guarda a -609C.

3.2.3.- Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

La cuantificacion de proteina se llevd a cabo por el método Bradford. A través del kit comercial
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermofisher), se midié la cantidad de proteina extraida en las
muestras.

Figura 7. Curva patron de BSA para la cuantificacién de proteina mediante el método Bradford.

El kit lleva también unas muestras estandar de albumina (BSA) para realizar una curva patron dénde
interpolar los datos en la linea de tendencia, de ecuacién: y = 0,1516x — 0,0008 (Figura 7). Asi se
pudo determinar mds aproximadamente la cantidad de proteina de las muestras proteicas de los
fibroblastos.

3.1.4 - Extraccion de RNA

Los tres pocillos restantes se utilizaron para la extraccién de RNA transcriptémico de los fibroblastos. A
tal efecto, se utilizd el kit de extraccion mirVana™ miRNA lIsolation Kit (proveniente de Ambion™, de
ThermoFisher). Este protocolo se basa principalmente en una separacion por fenol-cloroformo y
retencién por columna del RNA total. Como pasos preeliminares, se limpio la bancada y herramientas
con RNAse-ExitusPlus™ (producto de PanReac AppliChem — ITW Reagents), para mantener una zona
limpia y evitar la contaminacidn por RNAsas, ya que destruiria el RNA presente en la muestra debido a
su gran sensibilidad a la degradacién. Con este fin, también se trabajé constantemente en condiciones
de baja temperatura (en hielo).

Primeramente, se lavaron las muestras dos veces con PBS 1X, eliminando el MCCF con la bomba de
vacio. Seguidamente, se desechd el PBS y se afiadié Lysis/Binding Solution al pocillo, soluciéon que
estabiliza el RNA e inactiva las RNAsas presentes. Tras la espera de unos minutos, con un raspador se
recogieron las células y se recolectaron en tubos Eppendorf. Estos tubos se sometieron a un vortex
vigoroso con tal de que se produjera una lisis completa y la muestra estuviera lo mas homogeneizada
posible. Tras conseguir este mix, se traté cada muestra con 4acido fenol-cloroformo con tal de separar
los lipidos y proteinas de los acidos nucleicos. Esto se debe a que el acido fenol-cloroformo es mas
denso que el agua o disolucidn acuosa, y, al ser hidrofébico, sera inmiscible con esta y atraera a los
lipidos de la muestra. Mientras que las proteinas se mantendran en la interfase de las dos partes y los
acidos nucleicos permaneceran en la fase acuosa.

La recoleccidn de la fase acuosa procurando no recoger parte de las otras fases asegura la posesion de
los acidos nucleicos totales. El paso de purificacion final se realizd, siguiendo el protocolo comercial del
kit, se procedié a los pasos de filtracion en columna con tal de que el RNA se quedara enlazado o
formando interacciones con el Filter Cartridge, que esta formado por fibras de vidrio. Posteriormente,
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se procedid a los pasos de lavados con las soluciones correspondientes proporcionadas por el kit.
Finalmente, el paso de elucién del RNA comprendia la adiciéon de agua libre de RNAsas (Promega
Corporation) que arrastrara los acidos adheridos al filtro. Guardado a -602C en ultracongeladores.

3.1.5.- Western Blot de las proteinas.

El analisis de las proteinas extraidas anteriormente se realizéd por Western Blot, técnica ampliamente
utilizada en los laboratorios de biologia molecular para el estudio de la presencia, ausencia, peso
molecular y/o semi-cuantificacion de proteinas. En este caso se estudié la presencia de las proteinas
gue contenian las variantes patoldgicas: ACAD9 y DNM1L.

El proceso empezd con una SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrilamide Gel Electrophoresis). A
tal efecto, se formd el gel de poliacrilamida al 10 % con la ayuda de los materiales de la marca comercial
Bio Rad. Este gel contiene SDS el cual es un detergente cargado negativamente que desnaturaliza la
proteina uniéndose a las zonas hidrofdbicas de esta y haciendo que pierda su conformacién nativa a la
vez que estabiliza las cargas de esta. Asimismo, proporciona una ratio de carga-masa igual para todas
las proteinas, por lo que estas solo migraran gracias a su tamafo. Las muestras se cargaron tras la
adicién del tampdn de carga (loading buffer, 250mM Tris-HCl pH6,8; 40 % glicerol, 4 % SDS, 0,05 % azul
de bromofenol y 5 % B-mercaptoetanol) y una desnaturalizacion a 952C. Se dejé correr la electroforesis
durante dos horas a 100 V. El marcador molecular usado es el peqGOLD Marker V (Avantor).

El paso siguiente fue la transferencia himeda a una membrana de nitrocelulosa, mediante los
utensilios apropiados y siguiendo el protocolo de Bio Rad. La cubeta se llend con el tampdén de
transferencia 1X y se dejé correr durante dos horas a 80 V en una cdmara fria debido a que se calienta
mucho el tampdn. Tras comprobarse que la transferencia se habia completado, se tifié la membrana
con la disolucién de Ponceau (Sigma) para la comprobacidn de que la proteina estaba presente en la
membrana y no habia ocurrido ningln error en el proceso. Tras los lavados correspondientes con TBS
1X - Tween 20, la membrana se cortd en dos partes para el estudio de ambas proteinas, procurando
gue quedard un poco de marcador en cada una de las partes.

En el bloqueo de la membrana se opté por la aplicacidn de una disolucion al 1 % de leche en polvo en
TBST, la cual servird para bloquear las partes de la membrana que no han sido cubiertas u ocupados
tras la transferencia, para asi evitar luego la unidn inespecifica de los anticuerpos. Tras este y los
siguientes pasos del proceso se efectuaron lavados de las membranas con TBST.

A continuacion, se realizd la deteccidn de la proteina por marcaje indirecto, en el cual los anticuerpos
primarios (Tabla 4) se aplicaron junto con la disolucién de bloqueo previa a la disolucién recomendada
por el fabricante. Con tal de no consumir mas anticuerpo del necesario, debido a que sus precios son
bastante elevados, se hace uso de una prensa térmica para producir una bolsa pequefia donde se
introduce la membrana junto con 1 mL de disolucidon, dejandose overnight en movimiento y en camara
fria. Después de este paso, se aplicé el anticuerpo secundario (Tabla 4) en las mismas condiciones que
le anterior, pero una hora solamente. Este se une a las fracciones constantes de los anticuerpos
primarios y lleva enlazada la HRP (peroxidasa de rabano, en inglés: horseradish peroxidase), la cual con
la adicion del reactivo ECL Select Western Blor Reagent (Amersham) sobre la membrana y la catalisis
de la reaccion, produce luz. Esta quimioluminiscencia se detecté en el equipo Fujifilm LAS 3000 Imager,
dénde se captararon las imdgenes. Posteriormente, se analizaron las bandas por densitometria con la
aplicacién Imagel, comparandolas con detecciones de actina como marcador.

14



Tabla 4. Anticuerpos utilizados en western blotting para observar la presencia de las proteinas
ACAD9 y DRP1 en los fibroblastos. Los primarios son especificos de la proteina en cuestion,
mientras que los secundarios van dirigidos a la fraccién constante (Fc) de los anticuerpos

primarios.
. . 0 s , Marca .
N2 Tipo Anticuerpo Dilucién Inmunégeno . Referencia
comercial

Rabbit polyclonal anti- aa 50-150 de

1 Primario 't polycio 1/1000 Abcam ab220386
ACAD9 antibody ACAD9 humana
Mouse monoclonal anti- aa 1-710 de DRP1

2 Primario ! _ 1/1000 Abcam ab56788

DRP1 antibody [3B5] humana

Anti-Actin antibod Extremo C-
3 Primario y 1/1000 terminal de la Abcam ab136905

S12-|
[ ] Actina humana
. Mouse anti-rabbit IgG- . Santa Cruz
4  Secundario 1/5000 IgG de conejo . sc-2357
HRP Biotechnology
. Fragmento kappa Santa Cruz
5 Secundario m-1gGk BP-HRP 1/5000 3 . sc-516102
de raton Biotechnology

3.1.5.- Inmunocitoquimica.

Con tal de observar la dindmica mitocondrial y los cambios internos en la disposicion de las proteinas
se acudié a estudios de inmunocitoquimica (ICC) sobre los fibroblastos cultivados dirigidos a las
proteinas de interés ACAD9 y DRP1. La ICC se realizd sobre todas las muestras: los fibroblastos control,
y los de la familia. Se siguid el protocolo estandar proporcionado por la empresa Abcam, ya que los
anticuerpos a utilizar en este proceso son procedentes de esta marca.

Preparacion de la muestra

En un portaobjetos adaptado con doce pocillos delimitados por paredes de silicona se cultivaron
fibroblastos hasta obtener una confluencia del 60 % en cada uno de los pocillos. En ICC no es muy
recomendable que la confluencia sea alta debido a que, en este caso, las células estarian muy juntas y
puede ser que afectara en la deteccidon de la sefial o la interpretacion de las imagenes.

Preparacion de reactivos

En primer lugar, y antes de empezar, se prepararon los reactivos necesarios para que el protocolo fuera
fluido, sin ningun tipo de pardn irregular. Con este fin, se prepard una dilucién de PBS 1X desde un
stock comercial de PBS 10X (Gibco). Se prosiguid con la preparacién de PBS 1X al 4 % de
Paraformaldehido (PFA, Scharlau) el cual estaba en estado sdlido y requirié de un aumento del pH base
con NaOH (hidréxido sédico) para que se diluyera completamente, ademads de la cabina de gases ya
gue es un reactivo toxico. Continuadamente, se obtuvo el tampdn de exposicidon del antigeno (Antigen
Retrieval Buffer, ARB) el cual es una disolucién 100 mM de Tris (s6lido, Avantor), 5 % [peso/volumen]
de urea (Scharlau) y a un pH estable de 9,5 regulado con la adicion de HCI (acido clorhidrico). También
se realizd una disolucién de PBS 1X al 0,2 % de Triton X-100 (Panreac), de la cual se obtuvieron dos
disoluciones mas: la primera de PBST al 1 % de Bovine Serum Albumin (BSA, ThermoFisher) y
22,52mg/ml de glicina (Scharlau), y la segunda, solamente al 1 % de BSA.

Fijacion
La finalidad de este paso es parar por completo el metabolismo celular preservando intactos la
morfologia y estructura las células. Con tal fin, portaobjetos se traté 10 minutos con PBS 1X al 4 % PFA
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a temperatura ambiente. La fijaciéon con PFA es uno de los métodos mas empleados debido a que tiene
la habilidad de polimerizar y entrelazarse con subunidades y proteinas celulares adquiriendo en el
citoplasma una conformacidn de red entramada que conserva y estabiliza eficientemente la morfologia
y la dindmica celulares del momento. Ademas, esta polimerizacién bloquea la actividad enzimatica de
la célula impidiendo asi su viabilidad. A pesar de ser ampliamente utilizado en estos métodos, la
toxicidad del PFA hace que los pasos en los que se esta en contacto con el agente deban de realizarse
en la cdmara de gases o en un ambiente controlado (Burry, 2010; Cytochemistry et al.; 1985)

Recuperacion del antigeno

En el proceso de fijacidn se establecen muchas interacciones que acaban en cambios moleculares a
nivel de estructura proteica, lipidica, en acidos nucleicos y en carbohidratos. Por lo que la capacidad
antigénica de muchas de estas moléculas se pierde. La recuperacidn del antigeno se ha convertido en
un método esencial para ICC ya que, con la rotura de las conexiones formadas por el PFA, el
establecimiento de nuevos huecos, y la estabilizacidn, renaturacién y rehidratacion de las proteinas se
repararian los epitopos perdidos. Se ha demostrado que con este método se aumenta la sensibilidad y
especificidad en técnicas de inmunofluorescencia (Dabbs, 2008; D’Amico et al.; 2009; Krenacs et al.;
2010). Por ello, se utilizé6 Heat-Induced Antigen Retrieval, método por el cual el ARB se calentd a 95-
1002C con el microondas en una cubeta, introduciendo el portaobjetos dentro y manteniendo la
temperatura durante 10 minutos.

Permeabilizacion

Al ser las dos proteinas intracelulares, es imprescindible la permeabilizacidon de la membrana con tal
de mejorar la penetracién del anticuerpo en la célula. En este caso, se utilizé una disolucion de PBS 1X
al 0,2 % de Triton-X100, el cual es un detergente no idnico que disuelve los lipidos de las membranas,
disminuyendo la integridad de estas, pero facilitando la entrada de los anticuerpos (Jamur & Oliver,
2010).

Blogueo e inmunotincion

El bloqueo se realizd con PBST al 1 % de BSA y 22,52mg/ml de glicina, dejando actuar durante 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se introdujo el anticuerpo primario (Tabla 5) en su
disoluciéon correspondiente: PBST al 1 % BSA, y se mantuvo en camara himeda overnight. Al dia
siguiente, se traté el portaobjetos con el anticuerpo secundario (Tabla 5) en la misma disolucién que la
anterior, durante una hora a temperatura ambiente, pero en condiciones de oscuridad, para no danar
los fluoréforos.

Tincion DAPI

Con tal de tener una referencia para ubicar las células en el microscopio, se usé DAPI (ThermoFisher)
para la tincién de los nicleos celulares. Este se diluyd a una concentracién de 1/5000 en PBS 1X y se
incubé durante 15 minutos, en la camara de gases, debido a su toxicidad.

Tincion mitocondrial

Al ser proteinas que ejercen su funcién en la mitocondria, se quiso aplicar un marcador fluorescente
gue tifiese las mitocondrias para ubicarlas en la imagen y contrastar el posicionamiento proteico. A tal
efecto, se decidié usar MitoTracker™ Orange CMTMRos (ThermoFisherg).

Montaje del portaobjetos y observacion al microscopio

Para conservar la muestra y colocar el cubrobjetos, se hizo uso del liquido de montaje ProLong™ Glass
Antifade Mountant (ThermoFisher) el cual se incubé durante 24h en condiciones de sequedad hasta
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que se solidificara. Una vez estdva listo ya se pudo observar al microscopio, en este caso se utilizé un
microscopio confocal LSM 980 Airyscan 2 de |la marca Zeiss.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunocitoquimica para observar la presencia y posicién de
las proteinas ACAD9 y DRP1.

. . o , Marca .

Ne Tipo Anticuerpo Dilucién Inmunégeno . Referencia
comercial
. . Rabbit polyclonal anti- aa 50-150 de
1 Primario . 1/1000 Abcam ab220386
ACAD9 antibody ACAD9 humana
Mouse monoclonal
. . . . aa 1-710 de DRP1
2 Primario anti-DRP1 antibody 1/1000 Abcam ab56788
humana
[3B5]
Donkey anti-Mouse
IgG (H+L) Highly Cross- .
. Inmunoglobulina .
3 Secundario  Adsorbed Secondary 1/1000 3 Invitrogen A10037
. gamma de ratén
Antibody, Alexa Fluor®
568
Alexa Fluor® 488-
. . . Fc de IgG de Jackson
4  Secundario conjugated AffiniPure 1/1000 . 111545046
conejo InmunoResearch

Goat Anti-Rabbit IgG

3.2.- Estudio de las variantes en KIF5A y SETX

3.2.1.- Andlisis bioinformaticos de las variantes

Con tal de predecir las posibles consecuencias moleculares vy fisioldgicas de las variantes encontradas
en KIF5A y SETX, se llevaron a cabo diversos andlisis bioinformaticos. Los softwares que se utilizaron y
el motivo de su uso son los siguientes:

e Human Splicing Finder (HSF, https://hsf.genomnis.com): este software estudia el splicing del
pre-mRNA vy evalta los potenciales sitios 0 motivos de splicing alternativo ante variaciones
genodmicas.

e Mutation Taster (https://www.mutationtaster.org): analiza la secuencia de los transcritos del
gen en cuestion presentes en base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org/) y predice los

posibles efectos adversos de la variante de estudio. Proporciona un score sobre los posibles
cambios patoldgicos en la proteina.

e PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/): estudia variaciones missense en proteinas y
predice la probabilidad de afeccién y patogenicidad con un score.

3.2.2.- Materiales bioldgicos

Las dos variantes de KIF5A y la de SETX fueron estudiadas de la misma manera, por ello se va a explicar
conjuntamente el proceso. Las muestras de las diferentes familias fueron proporcionadas por el
biobanco presente en el Hospital Universitario La Fe (Valencia).

En la familia 70, como se observa en la Figura 8, se conoce que el individuo 11 fallecié por paralisis a la
edad de 35 afios, el individuo 112 fallecié con 76 afios diagnosticada de ELA tardia, el individuo 114
padecié algo parecido a II2 sin ser diagnosticado clinicamente, y el individuo IV.1 presenta la
enfermedad a los 33 afios. Las muestras de la familia 70, hay un total de 3 muestras de miembros de
la familia, pero por problemas de privacidad no se pudo saber cual de ellas pertenecia a cada miembro
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(NeuroELA 879, NeuroELA_880y NeuroELA_391). Y en la tercera familia, la afectada por la variante en
SETX, las muestras pertenecen a un padre que padece la enfermedad (NeuroELA_1066) y a dos hijos,
gue no la padecen (NeuroELA_1098 y NeuroELA_1100).

En la familia 42 (Figura 8), solamente en la generacidn lll se encuentran individuos con problemas
previamente relacionados con defectos en KIF5A, como son la I3 que padece demencia
frontotemporal (FTD) y tiene 79 afios, y su hermana Ill1, de 71 afios, que padece ELA en su subtipo
progressive bulbar palsy. Se sabe que sus padre y madre, fallecieron a los 58 y 70 afios, por un ataque
al corazén y cancer de mama, respectivamente. Ademas, su abuela, por parte de madre, padecia
problemas mentales. Ninguno de estos fenotipos esta directamente relacionado con la ELA, pero puede
ser que fallecieran antes de que se presentaran los sintomas y signos correspondientes. las muestras
de la familia 42 corresponden a dos hermanas, la primera de ellas es la que padecié ELA
(NeuroELA_872), mientras que la hermana padece demencia frontotemporal, enfermedad altamente
correlacionada con la ELA (NeuroELA_873).

De todas ellas, se recibieron muestras tanto de RNA cémo de plasma sanguineo, a excepcién de
NeuroELA_391, en la cual, la extraccién de RNA no funciond y sélo se pudo obtener muestras del
plasma. Cabe destacar que el genotipo de las muestras y de los familiares no se nos fue proporcionado
por lo que solamente se trabajé con la idea de presencia o ausencia de enfermedad. Se intentd
conseguir muestras de ADN gendmico de los pacientes, para realizar el genotipado por secuenciacion
de ellos, pero tampoco fue posible debido a circunstancias temporales.

Familia 70 (KIF5A, c.2993-9T>G) Familia 42 (KIFSA, c.566C>T)
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Figura 8. Pedigries de las familias dénde fueron encontradas las dos variantes de KIF5A. Se
proporciona toda la informacién que consta de las enfermedades que padecieron los
individuos, con o sin relacién con ELA.

En el caso de la familia con variante en SETX, no se tiene un darbol genético detallado de la familia.
Solamente, se sabe que las muestras de RNA y de plasma sanguineo son de un padre que padece ELA
(NeuroELA_1066), y de sus dos hijos, todavia sin presentar sintomas en caso de tener la variante
(NeuroELA 1098 y NeuroELA_1100).
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Sin embargo, en ningunas de las familias se conoce el genotipo de los miembros muestrales ya que no
se recibid esa informacién en ningin momento. Pero, muchas de las variantes involucradas en ELA se
presentan en heterocigosis por lo que, es probable, que estas también estén en heterocigosis.

3.2.3.- Cromatografia de afinidad de las proteinas mayoritarias plasma sanguineo

Las muestras proteicas pertenecian al plasma sanguineo y este contiene ciertas proteinas que son
altamente abundantes, de cerca del 95 %. La presencia de estas en ciertos experimentos, como el
inmunoblotting, puede afectar a los resultados. Por ello y con tal de eliminar ese exceso, se uso el kit
de eliminacién de estas por cromatografia de afinidad a una resina: High-Select™ Top14 Abundant
Protein Depletion Mini Spin Columns (ThermoFisher).

3.2.4.- Western blotting

Se realizé un western blot de protocolo estandar, cdmo el explicado brevemente en el apartado 3.1.5.;
pero esta vez, para la deteccién de las proteinas KIF5A y SETX se utilizaron los anticuerpos presentes
en la Tabla 6. Las bandas se contrastaron por densitometria con la confirmacién de la presencia de
actina en el caso de KIF5A, mientras que se compard por densitometria con la tincién de Ponceau en
SETX. Los anticuerpos primarios provienen todos de conejo.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en western blotting para observar la presencia y intensidad de
las bandas de las proteinas KIF5A y SETX.

. . S . Marca -
N2 Tipo Anticuerpo Dilucién Inmunégeno i Referencia
comercial
Un fragmento
. . Anti-Senataxin antibody recombinante de
1 Primario 1/1000 Abcam ab300439
[EPR24137-74] SETX (no
especificado)
L . . Aa 508-800 de
2 Primario Anti-KIF5A antibody 1/1000 Abcam ab154378
KIFSA humana
. . . Extremo C-
) . Anti-Actin antibody .
3 Primario (512-1] 1/1000 terminal de la Abcam ab136905
Actina humana
. Mouse anti-rabbit IgG- . Santa Cruz
4  Secundario 1/5000 IgG de conejo . sc-2357
HRP Biotechnology

3.2.5.- Disefio de primers

Con tal de medir la expresion de ambos genes, a través de una RT-gPCR, se necesitaba del disefio de
primers (cebadores) para la reaccidn. La intencion era amplificar parte del cDNA correspondiente a los
genes, con tal de encontrar sefial validable, pero sin importar el tipo de mutacidn o variante presente.
Gracias a la base de datos UCSC Grenome Browser (https://genome.ucsc.edu/) proporcionada por la
University of California Santa Cruz, se consiguieron las secuencias RefSeq (altamente curadas) de los

genes e isoformas codificantes de los mismos, para analizarlas y obtener los primers. También, se contd
con la ayuda de la herramienta de disefio Primer-BLAST que ofrece gratuitamente el NCBI (National
Center for Biotechnology Information) Se siguieron los criterios de disefio recomendados por Rodriguez
et al.; 2015:
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e Con los primers se debia amplificar una zona constante en todas las isoformas de la proteina y
del mRNA.

e Laregion entre los dos primers y presente en el mRNA debia contener intrones grandes con tal
de poder, a posterior, diferenciar si habia contaminacidon por DNA gendmico, ya que, en este
casual, se verian alterarados los resultados.

e Tamarfio del amplicon entre 150 y 400 pares de bases (pb) para una buena eficiencia.

e Porcentaje de guaninay citosina (% GC) mayor que 20 y menor que 80. Aunque el rango 6ptimo
es entre 45y 65 % GC.

e La temperatura de melting (Tm, temperatura a la que el 50 % del primer y su region
complementaria estan hibridando) entre los 50 y 65 °C.

e Tamafo del primer entre 15y 30 pb.

e Que contuvieran una G o C en el extremo 3’ para asegurar el enlace estable con la su regién
correspondiente.

e Los primers, tanto el forward (F) como el reverse (R) no formaran hairpins consigo mismos, o
dimeros, comporbandose esta caracteristica con la aplicacidn bioinformatica GeneRunner.

Dado que en estudios previos del propio laboratorio ya se habia tratado con el gen KIF5A, ya existian
primers guardados en congelacion comprados a la empresa IDT (Integrated DNA Technologies) (Tabla
7). Fueron cotejados para la viabilidad del proceso y un par coincidieron con los requisitos por lo que
fueron aceptados. Mientras que los otros dos necesarios para el estudio de SETX fueron disefiados de
novo y comprados a la misma empresa (Tabla 7).

Tabla 7. Cebadores utilizados para medir la expresidn génica de KIF5A y SETX en las muestras
de los enfermos y familiares.

Gen a Amplicén
" P Nombre del primer Secuencia (5’-3’) Tm(2C) % GC
amplificar (pb)
he_KIF5A_X5-F CCTGGACAAAATTCGTGACCTTCT 70 45,8
KIF5A 293
he_KIF5A_x8-R CACTCCCTGCCAGGTCCACC 68 70
he_SETX_x12x13-R GAAACAGTGGCACAAGAATGG 62 47,6
SETX 290
He SETX_x10x11-F CCATTACGCATGACTGACG 58 52,6
3.2.6.- RT-gPCR

Del RNA que se tenia de los pacientes se utilizd, para obtener buena sefal en la gPCR, un minimo de 1
pg. Por lo que este se tratd con DNAsa | (Roche), el buffer que proporciona el mismo kit (DNAse |
recombinant RNAse-free, Roche), y un inhibidor de RNAsa, RiboLock (ThermoFisher). El motivo de este
paso previo es la eliminacion de la posible contaminaciéon de la muestra por DNA gendmico,
minimizando asi las posibilidades de sefial de amplificacién de este en la gPCR. Para la
retrotrancripcién, se hizo uso del NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (NZYTech). Por ello, se siguié el
protocolo del comerciante para obtener el cDNA y, posteriormente, degradar el RNA presente. En este
caso se utilizé el mix de SYBR®Green (Aligent Technologies) para la PCR y se llevé a cabo en el aparato
QuantStudio5 de ThermoFisher. Los datos obtenidos se analizaron a través del método AAC;, por
comparacioén a un control sano, y observar si la expresion variaba significativamente o no.
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4 - Resultados y discusion

4.2 .- Variantes en ACAD9y DNM 1L

4.2.1.- Puesta a punto de la inmunocitoquimica

En el primer experimento de inmunocitoquimica se tratd de detectar y localizar en la célula las dos
proteinas en cuestién, ACAD9 y DRP1. En la Figura 9.A se pueden observar las imagenes captadas por
el THUNDER Imager Tissue (Leica) con el objetivo de 20X. Las imagenes fueron sometidas a una
eliminacion del ruido de fondo, para un mayor contraste con el fondo negro de la imagen. Sin embargo,
las células se observaban lejanamente sin distinguirse bien en entramado mitocondrial y con este
mismo microscopio, el aumento de 40X, no conseguia una resolucidon adecuada. Con las imagenes
conseguidas se pudo valorar que, en el caso de la deteccion de DRP1, la inmunocitoquimica resulté ser
inespecifica, ya que no se distinguia bien la localizacién mitocondrial y la sefial obtenida provenia de
gran parte de la superficie celular. En el caso de la deteccidn de ACAD9, ocurrié algo semejante, aunque
en esta no era tanta inespecificidad. Por ejemplo, se observaba que la sefial fluorescente disminuia
cuanto mas se alejaba del nucleo, posiciones en las que se suelen ubicar las mitocondrias
normalmente, en una zona intermedia del citoplasma.

Con tal de ajustar la especificidad del inmunoensayo en DRP1, se probd a variar la concentracién de
anticuerpo primario en distintas muestras y ver cudl era la mas apropiada. En el mismo ensayo se probé
el MitoTracker Orange (Aparece en un falso color en la Figura 9.B) para contrastar la posicién del
anticuerpo con la localizacién de las mitocondrias. También, se hizo uso del microscopio confocal con
tal de mejorar la imagen y poder proporcionar un aumento mayor de hasta 63X. Los resultados no
fueron los esperados, por lo que algun punto del proceso falld. Primeramente, la sefial del MitoTracker
se propaga por toda la célula uniformemente, por lo que se puede suponer que la tincidn es
inespecifica. La tincién fue igual en todas las muestras, por lo que, no se debié a una muestra en
concreto. Probablemente no se aplicd en la concentracién adecuada, o bien, el tiempo de incubacién
protocolario fue corto.

En la deteccién de DRP1, vuelve a observarse una tincion de la célula, en lugar de las mitocondrias, que
es su localizacion habitual cdmo ya se habia comentado previamente. Por ello, se observa una sefial
inespecifica proveniente de la célula entera, incluso del propio nucleo. Tampoco se observa diferencia
entre la variacion de la concentracidn del anticuerpo primario, lo que sugiere que puede haber un
problema en la eficacia del anticuerpo secundario, o bien, una errénea distribucién del anticuerpo
primario por unién a otros epitopos que no corresponden a los de la proteina en cuestién. Cabe la
posibilidad de que las concentraciones de los anticuerpos primario y secundario no estén bien
emparejadas, con la probabilidad de que uno se vea mds descompensado y conlleve una deficiente
especificidad general. Ademas, el color del MitoTracker no fue el mejor posible ya que su espectro de
emision solapaba con el del Alexa Fluor 568, por lo que pudo haber incrementos en la sefial captada
por ambas.

Hay multiples factores que han podido afectar a la eficiencia de la inmunocitoquimica, y con ellos,
multiples soluciones a las que acudir segiin (Ward & Rehg, 2014). Por ejemplo, testar la calidad de los
anticuerpos en ensayos extremadamente pulcros o variar ciertos pasos del protocolo de ICC que sean
sospechosos de inadecuar la tincién, cdmo la temperatura del paso antigen retrieval, o el método de
fijacidn. Otra solucidn seria probar otros anticuerpos cuyas propiedades sean distintas, es decir, que
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sea diferente el inmundgeno, la especie en la que estad producido, su procesado de fabricacion, sus
caracteristicas estructurales, entre otros aspectos.

A

DAPI ACAD9

Solo DRP1

Solo ACAD9

1 pg/mL 0,5 pg/mL

1,5 pg/mL

Figura 9. Pruebas de inmunocitoquimica para la deteccién del posicionamiento de DRP1y
ACAD?9. (A) Imagenes de la deteccidn de las proteinas DRP1 (20X) y ACAD9 (40X), con los
anticuerpos de la Tabla 5. Los anticuerpos primarios se aplicaron a unas concentraciones de 2
ug/ml, al igual que los secundarios. EI DAPI comercial se diluyé a 1/5000 desde el stock. (B)
Imagenes al 63X de la deteccién de DRP1 variando las concentraciones de anticuerpo primario.
El DAPI comercial se diluyé a 1/5000 desde el stock, mientras que el MitoTracker se utilizé a
300 nM. El color del MitoTracker es un verde falso, ya que se buscaba obtener mayor contraste
en el Merge.
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Se ha visto en otros casos que los propios fibroblastos emiten autoflluorescencia facilmente detectable
por los microscopios, pudiendo alterar la deteccién de los antigenos y a la captacion y procesamiento
de la sefial (Aubin, 1979; Celik-Uzuner & O’Neill, 2021). Y existen métodos aplicables al protocolo de
ICC que se emplean para reducir esta autofluorescencia, cémo, por ejemplo, el tratamiento con
quenchers. Entre los mds usados por ser coste-efectivos se encuentran el trypan blue, una disolucién
de amonio con etanol y el Sudan Black B (SBB). Se decanté por la utilizacién del Sudan Black B, ya que
estudios previos habian comprobado su eficacia de reduccién de la autofluorescencia y mejora en la
resolucion en tejidos humanos (Oliveira et al.; 2010).

En este caso, el siguiente paso seria realizar ensayos inmunocitoquimicos para definir cudl es la
concentracion en la que se puede conseguir la maxima eficiencia del MitoTracker en los fibroblastos y
en el protocolo que se estd siguiendo. Seguidamente, se comprobaria la actividad del Sudan Black B
como agente limitante de la autofluorescencia, y se estableceria el método de uso. Y se realizarian
pruebas de especificidad de anticuerpo secundario, tratando la muestra sélo con el mismo, para ver su
unién inespecifica en la célula y contrastar si es valido para seguir trabajando con él.

4.2.1.- Cuantificacion de la expresion génica y western blotting

La cuantificacion de la expresion génica de DNM1L se realizd en las muestras de la familia: 157F (Padre),
158F (Madre), 159F (Hijo 1) y 160F (Hijo 2). Los datos obtenidos se normalizaron con la expresién de
los fibroblastos control por el método AAC:. Los resultados de la Figura 10 sugieren que las expresiones
relativas de los fibroblastos familiares estdan entorno a los datos del fibroblasto control. Ademas, la
estadistica de la prueba T pareada sostiene que las variaciones no son significativas para una P > 0,05,
por lo que se podria asumir que la cantidad expresada es practicamente igual en todas las muestras.
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Figura 10. Expresién génica de DNM1L en los miembros de la familia cuyos hijos padecen
atrofia dptica 5. No se observa variacion significativa en la expresion de DNM1L entre las
muestras familiares y control, para P < 0,05. Los datos de la qPCR se normalizaron con GADPH.
El control es un individuo sano. La barra de error corresponde a la desviacidn estandar por los
triplicados.

La otra variante esta situada en el gen ACAD9, por ello, se cuantificd la expresidn génica de la misma
manera que la anterior variante. Los datos obtenidos también se normalizaron con los fibroblastos
sanos, usados como control. En este caso, el resultado es muy semejante al anterior ya que no se
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observa apenas diferencias en los datos, teniendo todas las muestras una expresion del gen parecida
(Figura 11). La prueba T pareada afirmd que no hay variaciones significativas pudiendo considerar que
la expresion es semejante en todas las muestras, es decir, expresan toda la misma cantidad. Sin
embargo, las predicciones bioinformdticas resultaban en que participaba el NMD en el control de
calidad por la transcripcidn de una secuencia gendmica aberrante y esto no se observa en la qPCR por
lo que no son resultados concluyentes.

Se estudio por western blotting la presencia y semi-cuantificacién de proteina en las muestras. En DRP1,
se puede observar en la Figura 12 cdmo no hay apenas variacion en la cantidad de proteina
monomérica entre la muestra control y los fibroblastos de los pacientes, sin embargo si que se puede
observar cierta disminucidn en cuanto a las bandas de DRP1 homotetramérica. Los portadores de la
variante en DNM 1L tienen menor cantidad del homocomplejo formado por DRP1. El hijo 160, tiene un
cociente igual al del control, ya que la deteccién de la actina en su carril fue deficiente, pero no dio
tiempo a repetir el western blot de la actina. En el caso de ACAD9, se observa algo diferente. Los padres
tienen algo de proteina mientras que los hijos no se observa presencia de proteina en los fibroblastos
(Figura 13). Sin embargo, el coceinte densitométrico del control es bastante mas elevado que el de los
padres. De esta manera, no se puede confiar realmente en los datos ya que el padre no tiene la variante
en ACAD9 por lo que deberia expresar la misma proteina que en el control. Ademas, los hijos al ser
heterocigotos en esta variante también deberian expresar al menos la mitad de proteina que el padre,
en el caso de verse afectada por el cambio nucleotidico. Estos resultados distan de ser concluyentes,
por lo que deberia repetirse el western blotting de ACADS9.
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Figura 11. Expresion génica de ACAD9 en los miembros de la familia cuyos hijos padecen
atrofia dptica 5. No se observa variacidn significativa en la expresion de ACAD9 entre las
muestras familiares y control, para P < 0,05. Los datos de la qPCR se normalizaron con GADPH.
El control es un individuo sano. La barra de error corresponde a la desviacién estandar por los
triplicados.
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Figura 12. Western blotting del plasma de los familiares de la variante situada en DRP1. El
control es un individuo sano. (A) Deteccidén de DRP1 y actina en proteinas de los fibroblastos
de los familiares. (B) Coeficiente densitométrico entre ambas proteinas, usando la actina como
marcador interno. No se observa apenas diferencia entre los cocientes densitométricos.
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Figura 13. Western blotting del plasma de los familiares de la variante situada en ACAD9. El
control es un individuo sano. (A) Deteccién de DRP1 y actina en proteinas de los fibroblastos
de los familiares. (B) Coeficiente densitométrico entre ambas proteinas, usando la actina como
marcador interno. No se observa apenas diferencia entre los cocientes densitométricos.

Los resultados generales del estudio sugieren a priori, que la variante en DNM1L no se ve afectada en
la expresion génica ni en la traduccidn. Sin embargo, si que se observa cierta variacién en la cantidad
del complejo formado por DRP1. Esta misma variante se ha visto que en homocigosis, pierde casi por
completo la presencia de los homotetrameros, lo que sugiere que el cambio aminoacidico afectaria en
la zona de unidén entre las proteinas y en su consiguiente oligomerizacién, a través del dominio GTPasa
(Hogarth et al.; 2018). Este mismo estudio probd que con deficiencias en la funcién de DRP1 disminuian
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la ratio de consumo de oxigeno, el contenido mitocondrial citoplasmatico, el potencial de membrana,
y aumentan, los niveles de ROS y el dafio en el DNA. Esto concuerda con la hipétesis principal del
estudio.

En el caso de ACAD9, su defecto se ha relacionado con cardiomiopatias severas y con ausencia del
complejo | mitocondrial, necesario para la respiraciéon oxidativa correcta. (Fragaki et al,;
2017)describieron una variante con la que se cambiaba el marco de lectura al mismo que en la variante
que se baraja en este estudio y la deteccién del complejo | se veia mermada, ya que ACAD9 esta
involucrada en su ensamblaje. Cuando ACADS9 esta afectado en homocigosis, surjen las cardiomiopatias
hipertréficas, pero en este caso al estar en heterocigosis, se puede suponer que aun cumplen su
funcidn, pero deficientemente. Por ello, al combinarse con defectos en la funcion de DRP1, ambas
conjuntas significarian demasiado dafio mitocondrial y manifestandose el fenotipo de atrofia dptica
con mayores sintomas. Esto tiene sentido ya que DNM1L afectado en heterocigosis es capaz de llevar
la funcién correctamente ya que el padre no tiene un fenotipo patogénico.

Ambas variantes reducirian los niveles de produccion de ATP y un normal ejercicio de la mitocondria.
También produciria altos niveles de ROS, la estructura mitocondrial aberrante podria afectar a un
metabolismo lento, y se aumentaria el dafio en el DNA. Todo esto conjuntamente sugiere que las
neuronas no consiguen generar y mantener el potencial de accién necesario para ser funcionales, por
lo que muchas de ellas no podran transmitir el impulso eléctrico, entrando en un proceso de
neurodegeneracion (Desler et al.; 2012).

El estudio continuaria con modelizaciones proteicas in silico de DRP1 y ACAD9 para visualizar el efecto
de las variantes en la estructura terciara y cuaternaria. También, para la valoracién de la actividad y
dafio mitocondrial se analizarian los niveles de ROS celulares, la dindmica mitocondrial en la
inmunocitoquimica, los niveles de ATP producidos por los fibroblastos, y estudios de viabilidad celular.
Mas alla, podria plantearse la idea de utilizar ratones o C. elegans knockout para comprobar los efectos
generales de la ausencia de estas proteinas en los tejidos neuronales.

4.2 .- Variantes en KIF5A

Se analizaron mediante bioinformatica las dos variantes presentes en KIF5A. La primera, situada en una
regidn intrdnica, conlleva la formacién de un nuevo sitio aceptor de splicing segun el analisis en HSF
(Figura 14). Esta nueva region polimorfica, con un score de prediccidon de 69,36, podria implicar un salto
del exdén 27 de KIF5A, cdmo ya se ha visto en otros casos similares. El software Mutation Taster predijo
que la variante podia tener efectos en el splicing alternativo y posiblemente en la estructura proteica,
la cual afectaria a la regidn globular del extremo C-terminal (Tail Domain).

En el caso de la variante c.566C>T, Mutation Transfer predijo que probablemente fuese patolégica por
un cambio missense en la proteina (p.S189L), la cual podria verse afectada en estructura y funcion. Con
un score de sustitucion aminoacidica de 145, la variante habia sido previamente definida siempre en
heterocigosis y sin ser descrita previamente cdmo patogénica. En cambio, al igual que la base de datos
Varsome, el analisis de la variacidn en la proteina a través de PolyPhen2 predice que es benigna con un
score de 0,051. Por lo que no queda claro si esta variante resulta patogénica o no.

La cuantificacién de la expresidn génica sélo se pudo realizar de la familia de los miembros 872 y 873,
debido a que las concentraciones de RNA de las muestras de 879 y 880 eran demasiado bajas por lo
gue imposibilitaron su estudio. Como se ha comentado previamente, la variante perteneciente a esta
familia es la ¢.2993-9T>G, una variante intrénica que podria estar afectando al splicing alternativo, y
con ello, a la pauta de lectura correcta del gen.
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Figura 14. Posible efecto en el splicing alternativo del pre-mRNA de KIF5A, predicho por el

software de analisis Human Splicing Finder. Las imagenes proceden del resultado de su

examen de la variante c.2993-9T>G.

El andlisis de la expresion por AAC: sugirid que apenas hay variacién entre la muestra control y la
muestra de los enfermos por lo que el gen no difiere en su expresion incluso con la variante descrita.
La prueba T pareada confirmd que no son significativas las diferencias por lo que se puede asumir que
los niveles de expresion son parecidos o iguales en los tres casos por lo que la variante no afecta a la
expresion (Figura 15, P < 0,05).
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Figura 15. Expresidn génica de KIF5A los miembros de la familia con la variante c.2993-9T>G.
No se observa variacidn significativa en la expresion de KIF5A entre las muestras, para P < 0,05.
Los datos de la gPCR se normalizaron con GADPH. El control es un individuo sano. La barra de

error corresponde a la desviacion estandar por los triplicados.

En la Figura 16, esta representado el western blotting que se realizé con las proteinas provenientes de
muestras de plasma sanguineo de los pacientes. En el caso de los miembros de la familia con la variante
€.2993-9T>G, se observa una banda muy clara en laimagen de la membrana. Con el calculo del cociente
de densitometria se observan diferencias significativas en la cantidad de proteina detectada en
comparacién con el control sano. Por lo tanto, hay una disminucién en la cantidad de proteina
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generada. Mientras que, en la segunda familia, relacionada con la variante c.566C>T, a pesar de que se
observa cierta disminucion en los calculos densitométricos, no se considerd que hubiese una gran
diferencia, ya que esas bajas variaciones pueden deberse a errores técnicos.
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Figura 16. Western blotting del plasma de los familiares de la variante ¢.2993-9T>G (872 y 873),
y la variante c.566C>T (879, 880 y 391), ambas en KIF5A. El control es un individuo sano. (A)
Deteccion de KIF5A y actina en el plasma de los familiares. (B) Coeficiente densitométrico
entre ambas proteinas, usando la actina como marcador interno.

En el caso de la variante ¢.2993-9T>G (familia 70) se ha visto que se produce menos proteina pero que
la expresidn génica no varia. Parece que hay un defecto en la traduccién de esta proteina, o bien, no
hay un correcto procesamiento post-traduccional que hace que la proteina sea degradada. Si que se
observa, que hay cierta cantidad de proteina, lo que significaria que la variante es heterocigota en estos
individuos, como es usual en muchas variantes de ELA. Probablemente, el alelo afectado produciria
una proteina con un Tail Domain aberrante, y posiblemente, no funcional. De ahi que los sistemas
involucrados en revisidn de la calidad proteica, como la proteasoma, activasen la destruccién y
eliminacion de la proteina.

Esta regidn intrdnica de KIF5A (previa al exon 27) donde estd situada la variante ya habia sido definida
cdmo un hot-spot mutable ya que estudios gendmicos han dado que en un rango pequeio colindante
al exdn 27 existen mutaciones altamente patoldgicas en estado de heterocigosis. Estas mutaciones
afectarian al splicing alternativo del propio exén (Figura 17), y se verian involucradas en una pérdida
de funcién de la proteina, al afectar en el dominio C-terminal. (Nicolas et al.; 2018).
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Figura 17. Posibles vias de splicing alternativo en las mutaciones en las regiones consenso
intronica colindantes al exén 27. En el caso de la variante ¢.2993-9T>G, podria estar
sucediendo lo mismo y por ello podria verse afectada la funcién de KIF5A. Adaptaciéon de
Nicolas et al.; 2018.

La KIF5A es una kinesina que participa en el transporte axonal y dendritico de organulos mediante la
unién a en los neurofilamentos y el citoesqueleto neural. Defectos de unidn al cargamento producen
un déficit de movimiento y una distribucidn de los organulos erronea que contribuye a la aparicion de
ELA y otras enfermedades neurodegenerativas (Chevalier-Larsen & Holzbaur, 2006). Ademas, defectos
en la expresion de KIF5A, y por consiguiente, menor unidn y transporte organular, también han sido
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asociados a hiperfosforilaciones de los neurofilamentos y las proteinas precursoras amieloides en los
cuerpos neuronales, causantes de neurodegeneraciones, como la esclerosis multiple (Hares et al.;
2017). Sin embargo, existen otros estudios mas actuales en los cuales se vié que la pérdida de este
exon conllevaba una oligomerizacion de la proteina formando agregados. Estos tenian una ganancia de
actividad que inducia un mayor movimiento axonal y desorganizacién organular (Nakano et al.; 2022).

En el caso de la variante c.566C>T (familia 42), se observa presencia de proteina sin estar en cantidades
bajas en comparacién con el control sano. En este caso la variante esta en el dominio motor, tal vez
afectando a la unién a los neurofilamentos o haya algin cambio de conformacién que reduzca la
funcionalidad de KIF5A por deficiencias en la actividad catalitica ATPasa. Mutaciones en esta region se
asocian mas a fenotipos de SPG10 y CMT2. Esta variante no habia sido definida antes, pero los efectos
patoldgicos que puede acarrear no tenderdn a ser muy diferentes a los observados en SPG10 y CMT2.
En estos casos se observan pérdidas de funcién en la proteina desencadenando anormalidades
axonales y en organizacion citoplasmatica (Crimella et al.; 2012).

El estudio de las dos variantes continuaria con la modelizacién de la estructura tridimensional de KIF5A
in silico, ademas de la confirmacidn del splicing alternativo erréneo con una RT-PCR que amplificase la
zona del exdn 27 (en ¢.2993-9T>G) y la gPCR que no fue posible realizar por falta de RNA (en c.566C>T).
Estos aspectos se estudiarian en profundidad a partir de la obtencién de iPS (induced Pluripotency Stem
Cells), o bien de otros precursores neurales. Y, por ultimo, estudios de dindmica y transporte axonal y
dendritico en células neuronales.

4.3 - \Variante en SETX

El analisis bioinformatico sobre la variante ¢.331C>T en SETX, corrobord las sospechas de ser una
variante altamente patogénica. Mutation Transfer predijo que este cambio afectaria a la expresion
génica por el NMD, a la secuencia aminoacidica por el codén de parada prematuro y a la funcién de la
proteina. El score es de 6 sobre 215, es decir, la probabilidad de ser la causante de la enfermedad es
muy alta.
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Figura 18. Expresion génica de SETX en los miembros de la familia con la variante p.R111*. Se

observa una reduccion significativa de la expresion e mRNA de SETX en el paciente 1066, y en

un hijo, 1100. Los datos de la gPCR se normalizaron con GADPH. La barra de error corresponde
a la desviacion estandar por los triplicados.
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Los resultados de la qPCR se compararon con un control sano, el cual se sabia previamente que no
tenia la variante por lo que a priori la expresidon de SETX no deberia verse afectada. Cémo se puede
observar en la Figura 18, la expresidn génica de SETX por parte del padre (1066) y de los hijos (1098 y
1100) se ve afectada con la disminucién de esta hasta el punto de casi no producir como es el caso de
un hijo. Estadisticamente, la prueba T pareada resultd en que la diferencia en la expresidon entre la
muestra control y las muestras, es significativa para P < 0,05. Por lo que esta disminucion de la
expresién génica puede considerarse que afecte en todos los individuos. Aunque esto se tendria que
corroborar con el genotipado de los familiares.

p.R111* es una variante sin sentido, que establece un codén de parada prematuro. En muchos de estos
tipos de variantes se ha observado la actuacién de un mecanismo enddgeno celular el cual ejerce de
control de calidad y cantidad de mRNA. Este mecanismo se llama Nonsense-Mediated mRNA Decay
(NMD) y sirve para detectar mutaciones sin sentido en el mRNA, y eliminar que estos errores se
acumulen en el transcriptoma (Kurosaki et al.; 2019). Probablemente, el NMD entre en juego en la
disminucién de los niveles de mRNA en el gen de la senataxina.

La reduccion de la expresion del gen SETX significaria una bajada en la cantidad de proteina y esto es,
precisamente, visible en la Figura 19. Los familiares presentan menor cantidad de proteina que en el
control sano, alrededor de la mitad. Esto concuerda con la heterocigosis supuesta en la que se
encuentra el gen, ya que normalmente presentan estos genotipos los pacientes de fALS.
Probablemente, al no estar la proteina en una concentracion adecuada en la célula, no pueda cubrir
sus funciones al cien por cien. Esto se veria representado en una neurodegeneracion de las células
motoras superiores e inferiores, que dependeran mas de la funcionalidad de esta proteina. De ahi que
el fenotipo que aparece sea el de ELA, u otras enfermedades relacionadas, como ataxia o AOA2
(Grunseich et al.; 2020).

Cada vez se descubren mas variantes en la SETX cuyos portadores manifiestan un fenotipo neuropatico.
Normalmente, estas variantes suelen estar en heterocigosis en los pacientes por lo que sélo uno de los
dos alelos se veria afectado. (Grunseich et al.; 2020) ya definieron una variante heterocigota familiar
que mermaba la expresion génica de la senataxina y los portadores padecian ELA. Esta variante se
estudié mas en profundidad y se vio que se reducian los R-loops, los cuales son estructuras de DNA (no
de tipo B) que resguardan los hibridos de RNA-DNA durante la transcripcion. Su desregulacion, estd
directamente relacionada con inestabilidad gendmica, altos niveles de recombinacién, y dafio en el
DNA (Garcia-Muse & Aguilera, 2019). Por otra parte, la SETX se ha visto involucrada en el
mantenimiento de la plasticidad de las sinapsis neuro-musculares, y su defecto provoca la progresion
de la ELA en modelos de Drosophila melanogaster debido (Mushtaq et al.; 2016). Estos son sélo algunos
de los efectos que podrian estar ocurriendo en este paciente con ELA, pero hay muchas mas rutas
posiblemente implicadas en la fisiopatologia causada por esta variante.

El estudio de esta variante continuaria con la cuantificacién de la expresién génica y western blotting
del sefializador TGF-B, ya que resulta ser un biomarcador de la actividad de SETX debido a que esta
participa en rutas de regulacion de la citocina (Grunseich et al.; 2020). También, se realizaria el estudio
del mantenimiento y cantidad de los R-loops, principal mecanismo en el que se involucra SETX. Esto se
analizaria a través de inmunocitoquimica dirigida a los hibridos RNA-DNA con anticuerpos especificos.

30



0.4
SETX - - i 300 kDa ©
5
E 7 0.34
28
w c
s S 0.2-
Ponceau © P>
8=
c W
o »n 0.1
o
]
(8]
0.0 T
® . © () S » © > O
(9 O
© ¢ & & F o&* IR
(¢

Figura 19. Western blotting del plasma de los familiares de la variante p.R111* en SETX. El
control es un individuo sano. (A) Deteccidn de SETX en los miembros de la familia y tincién con
Ponceau de las proteinas en la membrana de nitrocelulosa. Esto es debido a que falté tiempo
para realizar el western blotting de la actina en las muestras de esta familia. (B) Coeficiente
densitométrico a partir de la tincidén en rojo con el colorante de Ponceau.
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5.- Conclusion

Las principales conclusiones de este estudio pueden resumirse brevemente en las siguientes:

1.

La puesta a punto de la inmunocitoquimica no se logré llevar a cabo completamente debido a
ciertos problemas. Estos se solventarian con distintas pruebas en las que se determinaran las
concentraciones necesarias de MitoTracker, anticuerpos primarios y anticuerpos secundarios,
ademds de un mejoramiento de la técnica con tratamientos de reduccion de la
autofluorescencia, entre otros. Asi pues, se podria observar si hay algin defecto en la dindmica
mitocondrial.

La variante ¢.305C>T (p.Thr115Met) localizada en el gen DNM1L no afectaria a la expresion
génica de este, pero si a la formacion de los homotetrdmeros proteicos que compone su
proteina DRP1. Estos complejos funcionan mas eficientemente que los mondmeros sueltos, es
por eso por lo que, probablemente, se observe una disminucidon en la presencia de los
complejos, y, por consiguiente, en la actividad de la dinamina.

La variante c.359delT (p.Phe120fs) en el gen ACAD9, parece que no disminuye la expresion de
este a pesar de que los predictores sugerian que se procesaba con NMD debido al frame shift
y el mRNA aberrante que se obtendria. Ademas, se observa es muy poca cantidad de proteina
en el western blotting, pero sin ser concluyente ya que el progenitor deberia tener la misma
cantidad de proteina que el control.

Los resultados en el estudio en DNM1L se acercan a la posibilidad de que se presente la
hipotesis principal de la sinergia por estrés oxidativo. Sin embargo, no se puede afirmar nada
ya que se necesitan obtener muchos mas datos y esclarecer los defectos que puedan formar
parte de la atrofia éptica 5 con ataxia y retraso en el desarrollo.

La variante ¢.2993-9T>G (intrénica) en el gen KIF5A fue predicha cdmo patogénica por su
implicacidon en errores en el splicing alternativo. La expresidn génica, a pesar de ser baja en
plasma, no tenia diferencias significativas con el control. En cambio, la cantidad de proteina
observada fue mucho menor en los familiares que tenian esta variante, hecho que puede estar
involucrado en la deficiencia de algunos mecanismos moleculares que previamente se han
visto relacionados con la ELA.

La variante c.566C>T (p.Ser189Leu) en el gen KIF5A se observé cantidad relativamente normal
de proteinay en los predictores predominé la definicién del cambio cémo benigno. Se deberian
realizar mas pruebas para valorar si existe una posible patogénesis desencadenada de esta
variante, ya que no esta del todo clara su implicacion en la ELA.

Los resultados de la variante c.331C>T (p.Argl11*) en el gen SETX cumplen con las predicciones
de ser una variante altamente patogénica, por el momento. La expresidn génica se ve reducida
significativamente, y la cantidad de proteina se ve mermada a la mitad, coincidiendo con la
heterocigosis de la variante.

Entre los diversos resultados conseguidos, no hay nada confirmado, solamente son sugerencias de lo

gue estara pasando en los hipotéticos escenarios. A tal efecto, se deberia seguir trabajando sobre las

variantes descritas para esclarecer mejor cudles son sus efectos y si forman parte del proceso

fisiopatoldgico. La genética molecular, junto con la biologia molecular, poseen las herramientas

necesarias para continuar con la investigacién en estos casos de enfermedades cuyas bases genéticas
y mecanismos moleculares no estan pulcramente definidos.
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ANEXO I: Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible de la agenda 2030.

Tabla Al-1. Grado de relacién con los Objetivos de Desarrollo Sostenible.

Objetivos de Desarrollo Sostenible Grado de relacién con el trabajo
Numero Nombre Alto Medio Bajo No
procede
1 Fin de la pobreza.
2 Hambre cero.
3 Salud y bienestar. X
4 Educacidn de calidad.
5 Igualdad de género.
6 Agua limpia y saneamiento.
7 Energia asequible y no contaminante.
8 Trabajo decente y crecimiento econémico.
9 Industria, innovacion e infraestructuras.
10 Reduccion de las desigualdades.
11 Ciudades y comunidades sostenibles.
12 Produccion y consumo responsables.
13 Accién por el clima.
14 Vida submarina.
15 Vida de ecosistemas terrestres.
16 Paz, justicia e instituciones sdlidas.
17 Alianzas para lograr objetivos.

Justifiacion:

El trabajo se alinea con el Objetivo de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2023: Salud y bienestar. Los
objetivos del trabajo son establecer el andlisis funcional de diversas variantes genéticas encontradas
en familias con algun miembro afectado por la enfermedad. Concretamente, estas enfermedades son,
en primer lugar, una enfermedad rara caracterizada por atrofia dptica, ataxia y retraso en el desarrollo;
y, en segundo lugar, la esclerosis lateral amiotrofica. El estudio funcional de estas variantes delimitaria
si, como se ha predicho, son patoldgicas y afectarian al organismo produciendo la enfermedad. Una
vez asociadas de este modo, se definirian las variantes y quedarian en la informacidn cientifica por si
vuelven a aparecer, al detectarse, se estableceria un diagndstico mas rapido de la enfermedad.
Ademas, podrian ser de uso fructifero en estudios futuros de biologia molecular en el disefio de nuevas
terapias para dianas especificas en estas enfermedades. Todo esto contribuye en mayor o menor
medida a la salud y el bienestar de las personas.

Marc Miravet Marti

Valencia, Julio 2023
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