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Resumen

El aborto espontaneo recurrente (AER) se define como dos o mas pérdidas
consecutivas de la gestacion antes de la semana 20 del desarrollo intrauterino. Esta
patologia afecta a aproximadamente entre el 1% y el 5% de las parejas. La etiologia
del AER se puede dividir en causas no-genéticas como genéticas. Sin embargo,
~50% de los casos se considera idiopatico. De manera analoga, la etiologia
molecular de la falla de implantacion recurrente (FIR), definida como la falla de la
implantacion en al menos 2 o mas ciclos consecutivos de fertilizacion in vitro, es
poco conocida. La etiologia molecular del AER y de la FIR estd asociada
potencialmente a variantes de secuencia en cientos de genes candidato que
participan en las cascadas moleculares fisiolégicas de la implantacion y durante
toda la gestacion. La aproximacion gen candidato, usando la secuenciacion de
Sanger, ha sido de utilidad para la descripcién de pocos genes implicados en el
AER. La secuenciacion de siguiente generaciéon (NGS) ha sido una herramienta
eficiente puesto que permite el estudio simultaneo de multiples genes relacionados

con enfermedades complejas.

En la primera parte de este trabajo de tesis se utilizd la aproximacion NGS-exoma
para identificar nuevos genes y mutaciones potencialmente implicadas en el
desarrollo del AER. Algunas de las mutaciones encontradas por este abordaje
fueron estudiadas mediante ensayos funcionales in vitro para determinar su posible
efecto deletéreo. La identificacion de la variante THBD p.Trp153Gly en mujeres
colombianas con AER y su validacion mediante ensayos funcionales in vitro sugiere,
por primera vez, una relacion directa entre formas mutantes de esta proteina y la
fisiopatologia del AER, considerandose como un posible marcador molecular para

el diagnéstico en pacientes colombianas con AER idiopatico.

En la segunda parte del presente trabajo de tesis identificamos y estudiamos
funcionalmente nuevas mutaciones de FOXD1, un gen relevante en la fisiologia
endometrial y placentaria, identificadas en pacientes FIR, AER, preeclampsia (PE)
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y retardo del crecimiento intrauterino (RCIU). Los ensayos funcionales in vitro
demostraron que las mutaciones FOXD1-p.His267Tyr y FOXD1-p.Arg57del.
modifican la transactivacion del promotor de C3, contribuyendo con el fenotipo.
FOXD1 podria considerarse en consecuencia un marcador molecular diagnéstico
para las pacientes con AER, FIR, RCIU y PE.

Por ultimo, ensayos por inmunoprecipitacion de la cromatina secuenciacién NGS
(ChlP-seq) permitieron determinar potenciales nuevos genes blanco directos de
FOXD1 (CTSC, CD86, CMA1 y TRPCG6) en un contexto placentario.

La informacion generada durante este trabajo de tesis aporta al conocimiento sobre
el origen genético del AER, la FIR, y el RCIU/PE. Estos resultados podrian ser de
utilidad para los especialistas clinicos en el contexto del desarrollo de la medicina

traslacional.



Summary

Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as the loss of two or more consecutive
and spontaneous miscarriages before the 20" week of gestation. This pathology
affects ~1% to 5% of the couples. The RPL aetiology is classified as non-genetics
and genetics. However, the 50% of the cases remains idiopathic. Similarly, the
aetiology of the recurrent implantation failure (RIF), defined as the implantation
failure in at least 2 or more consecutive cycles of in vitro fertilization (IVF), is poorly
understood. To note, the molecular RPL and RIF aetiology is potentially associated
with hundreds of genes which participate in the physiological molecular pathways
related to the implantation and gestation. The candidate gene approach using
Sanger sequencing has been useful to identify some genes associated with RPL.
However, the next generation sequencing (NGS) has been an effective tool to
overcome this limitation because it allows the simultaneous study of multiple genes

related to complex diseases.

In first part of this thesis, we used the NGS-exome approach to identify new genes
and mutation potentially implicated in the development of RPL. Some of the
mutations found by this approach were tested by functional in vitro assays to
determine their possible deleterious effect within the pathology. The identification of
the variant THBD p.Trp153Gly in Colombian women with RPL and its validation
through functional in vitro assays suggested, for the first time, a direct association
with the RPL pathophysiology. Therefore, it may be considered as a molecular
biomarker for the RPL diagnosis in Colombian patients.

In the second part of this thesis, we identified and studied the potential implication
of new FOXD1 mutations, a relevant gene in the endometrium and placenta
physiology, in patients with RIF, RPL, preeclampsia (PE) and intrauterine growth
restriction (IUGR). The functional in vitro assays demonstrated that FOXD1
p.His267Tyr and FOXD1 p.Arg57del mutations modify the C3 promoter

transactivation, thus contributing to the phenotype. Therefore, FOXD1 could be



considered a molecular biomarker for the diagnosis of RPL, RIF, PE and IUGR

patients.

The chromatin immunoprecipitation assays (ChlIP) allowed to determine new direct
FOXD1 target genes (CTSC, CD86, CMA1 y TRPCG6) within the placenta context.

The information generated during this thesis contributes to the general knowledge
about the origin and development of RPL, RIF, PE/IUGR. These results might be

useful for the clinical specialist in a context of translational medicine.



1. Introduccién general

El AER se define como dos 0 mas (tres 0 mas segun las guias europeas) abortos
espontaneos y consecutivos antes de la semana 20 de gestacion '-2. Esta patologia
afecta a aproximadamente entre el 1% y el 5% de las parejas 3-°. El AER constituye
un problema de salud publica por su prevalencia, y por los problemas sociales y

psicoldgicos que puede generar tanto en la mujer como en la pareja.

La etiologia del AER se puede dividir en causas no-genéticas como genéticas. Sin
embargo, el 50% de los casos se considera idiopatico. Varias causas no - genéticas
de AER se han descrito, las cuales pueden dividirse en diferentes grupos: asociadas
a las anomalias estructurales uterinas, a infecciones, a defectos endocrinolégicos,
a alteraciones en el sistema inmune y al sindrome antifosfolipido (SAF). Una de las
causas no - genéticas mas comunes del AER es el SAF (15% —20%) (Tabla 1), una
patologia autoinmune en la que se promueve un estado de hipercoagulabilidad que
genera la trombosis y el infarto de los vasos uterinos y placentarios 267. Ademas,
se ha demostrado que los autoanticuerpos generados en esta enfermedad
interfieren con la decidualizacion alterando el desarrollo y la funcionalidad del

trofoblasto 8°.

Alrededor del 1% al 5% de las mujeres con AER presentan anormalidades en la
morfologia uterina como el utero septado, el utero bicorne y los miomas. Estas
anomalias se consideran causales de la enfermedad puesto que no permiten la
implantacién adecuada del blastocisto al epitelio endometrial 21913, Las alteraciones
endocrinolégicas también pueden ocasionar la aparicion de AER (8% — 12%), como
en el caso de la hiperprolactinemia y los ovarios poliquisticos por resistencia a la

insulina 4-18, Otra de las etiologias de AER que se ha descrito, en el <5% de los

casos, es la disfuncion inmunoldgica.



Tabla 1. Etiologia y prevalencia en el AER

Etiologia Prevalencia (%)
e |diopatica 50
e Sindrome antifosfolipido 15-20
e Alteraciones endocrinoldgicas 8-12
e \Vaginosis bacteriana 15

e Cromosomopatias
e Alteraciones inmunoldgicas <t
e Anormalidades uterinas

e Trombofilias

Durante el periodo de gestacion debe haber una tolerancia materna hacia el feto en
crecimiento. Varios estudios demostraron que mujeres con un aumento en el
numero de uNK 'y de la respuesta inmune tipo Th1 presentaban una mayor tasa de
pérdidas de la gestacion (5%) en comparacion con el grupo de mujeres control
generando el rechazo del tejido endometrial hacia el embridon en crecimiento 1921,
En lo que respecta a la asociacidon entre las infecciones vaginales y el AER (15%)
son hoy en dia muy discutidas. Se ha reportado que la presencia de vaginosis
bacteriana durante el primer trimestre de gestacién aumenta el riesgo de AER y de
nacimiento prematuro pues genera un ambiente pro-inflamatorio que interfiere con

el adecuado proceso de implantacién 2225,

Las causas genéticas del AER, las cuales representan un 3% - 5% de los casos, se
han asociado principalmente a alteraciones cromosémicas como las aneuploidias
fetales, especialmente en el primer trimestre del embarazo 2627, Se han descrito
alteraciones citogenéticas como las trisomias (13, 14, 15, 16, 21 y 22), la
monosomia del cromosoma X y las traslocaciones no balanceadas 2628-35, La
inactivaciéon anormal del cromosoma X, que se genera durante la embriogénesis
temprana también se ha propuesto como una causa genética del AER 3. Se ha

sugerido que las causas de esta inactivacion preferencial sean mutaciones en el



gen XIST, las alteraciones cripticas del cromosoma X como traslocaciones o

microdeleciones y las fallas durante el proceso de impronta genética 37,

Los polimorfismos en el locus HLA-G se han propuesto adicionalmente como
factores de riesgo para el desarrollo de AER. Estudios demostraron que la presencia
de los alelos HLA-G*0104, HLA-G*0105N y HLA-G*01013 aumentaban
significativamente el riesgo de AER 383°. Mutaciones en genes asociados a defectos
trombofilicos como las variantes ¢.1691 G>A del Factor V de coagulacion (FV),
€.20210 G>A del Factor Il (protrombina) y la ¢.677 C>T en la enzima metilen-
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) se asociaron estadisticamente al AER en un
bajo porcentaje de los casos %4942, Recientemente, nuestro grupo describio las

mutaciones de FOXD1 como una causa importante del AER #3.

Aproximadamente entre el 20% y el 25% de las parejas fértiles consiguen un
embarazo durante un Unico ciclo menstrual 44. Para tratar la infertilidad se
desarrollaron las técnicas de reproducciéon asistida (ART, Assisted Reproduction
Treatment), las cuales son menos eficientes que la reproduccion humana en
condiciones fisiologicas. Las tasas de implantacion son del 20% al 30% en ART y
tienden a disminuir después del tercer tratamiento fallido 4546, La falla de
implantacion recurrente (FIR) se define como la falla de la implantacién en al menos
2 o mas ciclos consecutivos de fertilizacion in vitro (FIV) o inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) en la que un embridon fresco o
congelado de alta calidad es transferido en cada ciclo con niveles séricos negativos
de B-HCG 4447-52,

La FIR se puede clasificar, dependiendo de su etiologia, en multifactorial,
endometrial o idiopatica (3%). Las causas de FIR multifactorial incluyen los factores
anatémicos uterinos (40%), los factores masculinos (40%), las alteraciones
cromosomicas del embrion, las alteraciones hormonales, infecciones, trombofilias y
algunos factores inmunoldgicos. Estas ultimas corresponden al 10% de los casos
(Tabla 2). La FIR idiopatica, que corresponde al 3% de los casos esta definida por
la ausencia de evidencia de alteraciones anatdmicas o histologicas en el
endometrio, anomalias en los factores masculinos o en los embriones 453,
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Tabla 2. Etiologia y prevalencia en la FIR

Etiologia Prevalencia (%)
¢ Alteraciones endometriales 40
¢ Factores masculinos 40

e Cromosomopatias del embrion
e Alteraciones hormonales

e Infecciones 10
e Trombofilias

e Alteraciones inmunoldgicas

e |diopatica 3

Es importante sefalar que la etiologia molecular del AER y de la FIR esta asociada
potencialmente a cientos de genes que participan en las cascadas moleculares
fisiologicas de la implantacion y durante toda la gestacion 254-%,

En el caso del AER, para la identificacion de nuevas moléculas potencialmente
etiolégicos de la enfermedad, se han usado varias aproximaciones como el analisis
de ligamiento genético, los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) y
la secuenciacion directa (Sanger) de genes candidato 5762,

La aproximacion gen candidato, usando la secuenciacion de Sanger, ha sido de
utilidad para la descripcion de algunos de los genes implicados en el AER. Sin
embargo, al tratarse de una patologia compleja, esta técnica no es costo-efectiva
para estudiar numerosos genes simultaneamente, sino que se enfoca en el estudio
de regiones gendmicas cortas 0 en un grupo pequefo de genes. La secuenciacion
de siguiente generacién (NGS) ha sido una herramienta efectiva para sobrepasar
algunas de estas limitaciones puesto que permite el estudio simultaneo de multiples

genes relacionados con enfermedades complejas 6365,

Es importante destacar que en un estudio reciente efectuado por abordajes de QTL,
de secuenciacion y por ensayos funcionales in vitro se describioé el gen FOXD1 que

codifica para un factor de transcripcion, como un actor fundamental en la



implantacion de roedores y de humanos, y potencialmente relevante en la fisiologia
placentaria 3. Sus mutaciones fueron demostradas como causales del AER. Sin
embargo, se conocen pocos genes blanco directos y se desconoce si las pacientes
con FIR y patologias placentarias (preeclampsia y retraso de crecimiento
intrauterino - RCIU). presentan mutaciones en FOXD1 que puedan estar asociadas

a la enfermedad.

En este proyecto de tesis se utilizd la aproximacion NGS-exoma para identificar
nuevos genes y mutaciones potencialmente implicadas en el desarrollo del AER
(Capitulo 1). Algunas de las mutaciones encontradas por este abordaje fueron
estudiadas mediante ensayos funcionales in vitro para determinar su posible efecto

deletéreo en la patologia del AER.

Identificamos y estudiamos ademas la potencial implicacién de nuevas mutaciones
de FOXD1 en pacientes colombianas con FIR, AER y, en pacientes francesas con
preeclampsia y RCIU (Capitulo 2). Algunas variantes fueron evaluadas por ensayos
funcionales in vitro buscando establecer nuevos marcadores moleculares que
puedan ayudar al diagnostico y al manejo de las mujeres afectadas. También se

realizaron ensayos para determinar nuevos genes blanco directos de FOXD1.



2. Capitulo I: Identificacion de nuevas
variantes potencialmente asociadas a
la etiologia del AER por NGS
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2.1 Introduccion

La implantacién en los mamiferos es el proceso mediante el cual el endometrio
permite el paso de nutrientes y oxigeno para el adecuado crecimiento del blastocisto
durante la gestacion. El proceso desde la fertilizacion hasta la implantacion se ha
conservado evolutivamente entre las diferentes especies de mamiferos %5. El
periodo de pre-implantacion es variable entre especies, por ejemplo, en los ratones
ocurre durante los 4 dias siguientes al coito, mientras que en los humanos ocurre 9
dias después . Es importante sefialar que la implantacion (y sus mecanismos) es
diferente entre algunas especies de mamiferos y se puede dividir en tres tipos:
extrinseca, central e intersticial. La implantacién excéntrica ocurre cuando el epitelio
luminal rodea al trofoblasto. Se presenta en mamiferos como los ratones. La
implantacion central sucede cuando el blastocisto crece hasta fusionarse con el
epitelio sin penetrarlo. Se presenta en los bovinos, el cerdo, las ovejas y los conejos.
Por ultimo, la implantacion intersticial ocurre cuando el trofoblasto pasa por el
epitelio hasta invadir al estroma uterino como ocurre en los humanos 9668 E|
proceso de implantacion en los humanos se puede dividir en 4 fases: la preparacion
del endometrio, la adhesién del blastocisto, la ruptura de la barrera epitelial y la

invasion del blastocisto.

La complejidad molecular del AER esta asociada a la potencial participacién de
cientos de genes pertenecientes a las diversas cascadas moleculares de la

implantacién (Figura 1 y Tabla 3) 25456,

A continuacion, se describiran algunos de los procesos fisioldgicos y las moléculas
relacionadas con la implantacion. Por su extension, solo se mencionaran algunas
de ellas. Posteriormente, se revisaran algunas de las aproximaciones que se han

usado para el estudio de las moléculas implicadas en la implantacion y el AER.
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Figura 1. Principales moléculas implicadas en el proceso de implantacion. (A) Las cascadas de sefalizacién de LIF y el estrégeno
durante la receptividad uterina. (B) La sefalizacion de las integrinas durante la implantacién y la expresion de quemoquinas en la
aposicion y la adhesion. (C) Las vias FasR/FasL y progesterona durante la apoptosis de las células endometriales. (D) Durante la
decidualizacion se sobre-expresan proteinas relacionadas con la homeostasis del flujo sanguineo como REN, AGT, IGF-1, TNF-q,
TGF-a/3, BMP-2, ACE, IHH, PDGF, (P)RR, TIMPs, PAI-1 y THBD. Tr: trofoblasto. EU: epitelio uterino.
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Funcion bioldgica

Mélecula
¢ Diferenciacion células estromales en deciduales
Progesterona ., ) ) ) )
¢ Expresidn IGFBP-1, |a prolactina, el factor tisular y citoquinas
¢ Proliferacion del endometrio y un aumento en la angiogénesis
Estrégeno ¢ Supervivencia celular

¢ Inhibicion de PTEN

[HH, MSX1, WNT5A, KLF5, cPLA2a,
LIF, FGF-ERK, STAT3, AKT, BCL-2,
IGF-|

« Diferenciacion, proliferacion y receptividad del epitelio

EGF, TGF-a, PDGF, FGF, MMPs, MIF

¢ Remodelacion tisular

Integrinas, OPN, HB-EGF, LIF, HER3,
HER4

¢ Formacion de pinopodos

L-selectina, mucinas, integrinas,
TGF-B, Fas-ligando, PPARy

¢ Adhesion del blastocisto al endometrio

COX2, ADM, WNT4, BMP2, IL-11,
HOXA10, HOXA11

o Decidualizacion

THBD, F5, FGA, FLT1, EPAS1, VEGF,
NOS2, PGF, JAK2, EPCR

¢ Coagulacion y angiogénesis

Citoquinas, IDO2, LIFR, TLR3

* Migracidon de monocitos y uNK
¢ Disminucion respuesta Thl
¢ Aumento respuesta Tregs

2.1.1 Aspectos moleculares de la implantacion y el AER

Durante la implantacion, las células endometriales sufren cambios morfoldgicos,
metabdlicos, bioquimicos y moleculares para que el tejido sea receptivo al
blastocisto. Estos cambios son controlados fundamentalmente por las hormonas
sexuales esteroideas: el estrogeno y la progesterona, las cuales son fundamentales
para la activacion de genes relacionados con los procesos de diferenciacion,
proliferacion y receptividad del epitelio %70, Durante el proceso de decidualizacion,
aumenta la expresion de numerosos genes como LIF, IGFBP-1, WNT4, HOXA10.
La expresién de citoquinas durante este proceso aumenta la migracion de las
células inmunes, como los monocitos y las células natural killer uterinas (UNK), hacia
el endometrio para permitir la receptividad y la tolerancia al blastocisto. Ademas, a

nivel inmunologico, disminuyen las moléculas de las vias de sefializacion asociadas

a una respuesta Th1 mientras que aumenta la de las células Tregs 7°-7".
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Ademas de los cambios morfolégicos celulares, durante las fases proliferativa y
secretora, se produce la expresién diferencial de un gran numero de genes que son
regulados por factores intrinsecos y extrinsecos de cada célula 788, E| estrogeno
durante la implantacion produce un engrosamiento (proliferacion) del endometrio,
un aumento en la angiogénesis, mejora de la supervivencia celular e inhibe la
expresion de genes apoptdticos como el homdlogo de la tensina (PTEN) 8.
Adicionalmente, se observa un aumento en la expresion de genes asociados a la
remodelacion tisular y a la angiogénesis como las metaloproteinasas (MMPs) y
VEGF 8284,

Los cambios ocurridos durante la decidualizacion son los que permiten
principalmente la receptividad del endometrio al blastocisto para iniciar el proceso
de implantacion. En esta fase, se produce un aumento en la expresion de los genes
que permiten la formacion de pinopodos para facilitar el proceso de invasion y la
adhesién del blastocisto, lo que promueve la produccion de integrinas, de la

osteopontina (OPN) y del factor inhibitorio de la leucemia (L/F), entre otros (Figura
1) 828586

Para que el proceso de adhesidn sea exitoso se genera una unién fuerte entre el
trofoectodermo (Trd) y las células deciduales, por lo que se necesita de la actividad
conjunta de numerosas moléculas (e.g. mucinas, integrinas, Fas-ligando) que
permiten la ruptura de la barrera epitelial 8. Ademas, se inicia la comunicacion
vascular entre el endometrio y el Trd, la cual es realizada por proteinas asociadas
a los procesos de coagulacién y angiogénesis como THBD y EPAS1. THBD es una
proteina fundamental para la implantacion puesto que actua en la activaciéon de la
proteina C, la cual a su vez genera un ambiente anticoagulante y anti-inflamatorio
(dominio tipo lectina) 8. En pacientes con AER, se han evidenciado
modificaciones en la funcion de esta proteina asociadas a alteraciones en la via de
la proteina C al igual que un estado de hipercoagulabilidad °°. Es importante precisar
que durante este trabajo de tesis se efectuaron experimentos relacionados con esta

proteina.
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2.1.2 Secuenciacion de Sanger y NGS de genes candidato del AER

La aproximacion gen candidato seguida de secuenciacion de Sanger ha sido de
mediana utilidad para la genotificacion de genes implicados en el AER. Al dia de
hoy, se ha estudiado un numero limitado de regiones codificantes de genes
involucrados en el proceso de implantacioén (e.g. JAK2, THBD, EPCR, AMN)) 61,6291,
Sin embargo, una cantidad considerable de genes y de variantes frecuentes (SNPs)
han sido asociados con el fenotipo. Unicamente un pequefio grupo de variantes ha

sido validado por ensayos funcionales (Tabla 4).

Se ha evidenciado que las pacientes con desoérdenes trombofilicos poseen una
mayor frecuencia de abortos espontaneos, en especial aquellas con policitemia vera
(22%) y trombocitemia esencial (31%) ':%2. Un estudio de la region codificante de
JAKZ2 por secuenciacion de Sanger demostré que la mayoria de pacientes (estudio
en 103 pacientes) con desordenes trombofilicos (65% de las pacientes con
policitemia vera y 23% con trombocitemia esencial) eran portadoras de un cambio
de una valina por una fenilalanina en la posicion 617 (p.Val617Phe), la cual podria
contribuir con la etiologia de AER -9 En un estudio de Mercier et al. (2007), de
casos y de controles en mujeres francesas con AER idiopatico, se demostré que el
cambio JAK2 p.Val617Phe se encontraba mas frecuentemente en pacientes con
AER (1,06%) que en controles (0,20%). Ademas, se evidencidé que estas mujeres
tenian un riesgo relativo cinco veces mayor de presentar el AER en comparacion
con los controles (OR: 5,33, Cl: 2,37 — 11,9, valor p <0,001) 61,

Otros genes potencialmente etiolégicos han sido estudiados mediante la
aproximacion gen candidato para determinar si variantes de secuencia podrian
estar asociadas a la patogénesis del AER. Por ejemplo, teniendo en cuenta los
modelos murinos de letalidad embrionaria temprana, Kaare et al. (2007) propusieron
la trombomodulina (THBD) y el receptor endotelial para la proteina C (EPCR) como
genes candidato ©°. Estos autores, buscaron variantes por secuenciacion directa en
toda la region codificante de estos dos genes que pudieran estar asociadas al AER.
De manera mas precisa, estudiaron 46 pacientes de origen caucasico con historia
de AER idiopatico.
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Tabla 4. Variantes asociadas al AER usando secuenciacion de Sanger

Numero de . Ensayo
Gen . cDNA/alelos Proteina Rs : M
pacientes funcional
JAK 3496 c.1849 G>A p.Val617Phe rs77375493 No
LIF 95 c.190 G>A p.Val64Met e No
CX3CR1 200 c.745 G>A p.Val249lle rs3732379 No
c.839 C>T p.Thr280Met rs3732378
IL1B 385 c.-598 T>C ———- rs16944 No
775
IL6 775 c.-634 G>C -——- rs1800796 No
TNFA 200 c.-418 G>A o rs361525 No
204 c.-1211 T>C rs1800629 No
60 c.-816 A>G rs1799889 No
PAI-1
308 c.*722 T>G rs7242 No
c.-989 A>G rs2227631 No
c.-1179 G>A rs1233335
100 Cc.*29-126 G>A rs915670 Si
HLA-G c.-788 C>A -——- rs114252012
78 *0105N -—- No
127 *01013 ———- Si
c.359 G>A p.Argl20His rs867500835
C4BPA 962 c.671 T>C p.11e224Thr rs116795518 Si
c.1268 G>A p.Gly423G rs116700161
C4BPB 962 c.694 A>G p.Thr232Ala rs141922788 Si
CD46 962 c.971 C>T p.Pro324Lleu rs41317833 Si

c.638 A>T p.Asn213lle -——-

c.49 A>G p.Thrl7Ala rs231775 Si
cria 300 c.*1384 G>A -—-- rs3087243 No
FAS 134 c.-1378 G>A -——- rs2234767 No
BAX 67 c.-179 A>G - rs751678403 No

c.26 G>A p.Arg9lys rs74422693

vos 200 c.817-26 A>G - rs1007311 N
145 c.894 T>G p.Glu298Asp rs1799983 ©
PROKR2 98 c.991 G>A p.Val331Met rs117106081 No
THBD 262|c.457 T>G p.Trp153Gly --—- No
F5 51 c.2627 C>T p.Ala876Val rs765295717 Si

c.2863 T>C p.Ser955Gly rs749384397
FGB 98 c.—455 G>A -—-= ——-= No

ANXAS5 243 c.-64 T>G -——- rs1050606 No
TAEI 36 c.505 G>A p.Alal69Thr rs3742264 No
c.*310 T>A - rs1087
ALPP 100 c.265 A>T p.lle89Leu rs13026692 Si
MTHFD 200 c.1958 G>A p.Arg653GIn rs2236225 No
MTR 136 c.2756 A>G p.Asp919Gly rs1805087 No
200
136 c.1286 A>C p.Glu429Ala rs1801131 No
MTHFR 156
200
136 c.665 C>T p.Ala222Val rs1801133 No
156
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Los autores encontraron dos variantes en el gen THBD (c.1418C>T y ¢.1728+
23 +40del) y cuatro en EPCR (c.323-20T>C, ¢.323-9 336dup, c.655A>G vy
c.717+16G>C). Sin embargo, todas las variantes encontradas presentaban
frecuencias similares tanto en los casos como en los controles por lo que se

concluyd que no participaban en la patogénesis de la enfermedad ©°.

Es importante recordar que cientos de genes son candidatos del AER idiopatico por
la complejidad molecular y la sutil regulacion de los procesos de implantacién y

placentacion.

En este marco, la aproximacion gen candidato/secuenciacion de Sanger ha sido
relativamente ineficiente porque permite el analisis de unicamente 700 pares de
bases en una sola reaccion. La secuenciacion de siguiente generacion (NGS) ha
sido una herramienta util para sobrepasar estas limitaciones pues permite estudiar
amplias regiones del genoma de manera simultanea. Ademas, el NGS permite
efectuar estudios de transcriptomica a nivel global (RNA-seq). Esta técnica ha
permitido identificar mutaciones causales de numerosas enfermedades

monogénicas y poligénicas 659-105,

En este contexto, la NGS podria considerarse una aproximacion potencialmente
eficiente para el estudio de genes que puedan estar involucrados en el desarrollo
del AER idiopatico. Nuestro grupo ha abordado con éxito el estudio de varias
enfermedades mono y poligénicas por técnicas NGS, y sera utilizada en el presente
trabajo de tesis 6%97.105-111 Hasta la fecha se han publicado 5 reportes (incluyendo
uno derivado del presente trabajo de tesis) que implementan la técnica de NGS
tanto para estudios genémicos como transcriptomicos en pacientes con AER (Tabla
5) 112-116_ Qiao et al., realizaron la secuenciacion de exoma en las pérdidas de la
gestacion en 4 familias afectadas por AER. Los autores encontraron variantes de
baja frecuencia en las regiones codificantes de los genes DYNC2H1 (p.Tyr2016Cys
y p.Asp2184Val) y ALOX15 (p.Tyr139Cys y p.Thr560Met). La aproximacion de NGS
también se ha utilizado en el AER para determinar niveles diferenciales de expresion
en los miRNAS y en el transcriptoma global entre las vellosidades coridnicas
placentarias y la decidua de pacientes con AER e individuas sanas ''3114, Algunos
17



Tabla 5. Genes asociados a AER encontrados por la técnica de NGS

regulados en
vellosidades

hsa-miR-100-5p
hsa-miR-146a-5p

Estudio Técnica NGS Muestra Resultado Proceso biolégico
S o DYNC2H1 p.;yr2201186£:2\>/sI Mantenir;ierflt_o y sintesis
ecuenciacion . e cilias
Qiao et al., 2016 exoma completo 4 familias P Tsp139C a
p.Tyr VS L.
ALOX15 Inflamacién
p.Thr560Met
ATE4 Proliferacion c_elulary
apoptosis
c3
GPX4 Inmunomodulacién
CD74
PHLDA2 Crecimiento placentario
ICAM1 Adhesion celular
51 sobre- LAPTM5 Hematopoyesis
regulados EGR1 Invasion del trofoblasto y
PDLIM1 proliferacién del
MAPK3 sincitiotrofoblasto
miR-3168
2 iR-12
" RNA-seqy miRNA- mues_tras de m! 60b Moduladores de los genes
Soberetal., 2016 vellosidades miR-193a-3p . ., . .,
seq . . de proliferacién e invasion
coriénicas miR-494
miR-142-3p
MT-RNR2
MTRNR2L9
MTRNR2L8 ., . .
Funcién mitocondrial
MTRNR2L10
MTRNR2L3
138 sub-
regulados MTRNR2L1
& SNORA38B
HNRPAO . L,
Spliceosomay funcién
RN7SK .
ribosomal
SCARNAS5
SSTR5-AS1
4 sobre- hsa—m!R—191—5p
hsa-miR-24-3p

. hsa-miR-1
18 tejidos de 5 sub- . L
L . hsa-miR-372 Proceso de apoptosis, ciclo
Secuenciacidn de deciduay regulados en . )
Wang et al., 2016 N . . hsa-miR-371a-5p celulary viade
RNA pequefios vellosidades vellosidades ) o
L. hsa-miR-376¢-3p sefializacién p53
coridnicas .
hsa-miR-486-5p
32 sobre- hsa-miR-516-5p
regulados en hsa-miR-517a-3
decidua hsa-miR-519a-3p
hsa-miR-519d
Cc3
661 sobre- ca
9tejidos de regulados en , L,
. C4BP Vias de coagulaciony
Huang et al., 2017 RNA-seq pacientes con FIR| FIR y 301 sobre-
DAF complemento
y 11 con AER regulados en DF
AER
SERPING1
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de los transcritos sobre-expresados en el tejido de las pacientes fueron ATF4, C3,
PHLDA?2, GPX4, ICAM1, SLC16A2, miR-3168, miR-142-3p, hsa-miR-191-5p, hsa-
miR-24-3p. Estos estan involucrados en la modulacién de la funcién inmunoldgica,
en el crecimiento placentario, en la invasion del trofoblasto y en la proliferacion del
sincitiotrofoblasto. Los genes que se encontraron sub-expresados estaban
involucrados principalmente en la apoptosis, en el ciclo celular y en las funciones
relacionadas con la mitocondria, spliceosoma y ribosoma (MT-RNR2, MTRNRZ2LS,
MTRNR2L8, SNORA38B, SCARNAS5, hsa- miR-1, hsa-miR-372, entre otros) 113114,
Un estudio adicional de transcriptémica se realizé usando el tejido endometrial de
pacientes con AER y FIR idiopatica ''®. Los autores encontraron transcritos
diferencialmente expresados en ambos grupos de pacientes, las cuales pertenecian
a las vias de coagulacion y del complemento, como C3, C4, C4BP, DAF, DF y
SERPING1 15,

En sintesis, la aproximacion de NGS es una herramienta eficiente para identificar
nuevos genes candidato de relevancia dentro del proceso de implantacion en AER.
Estos genes después, de su validacion funcional, podrian proponerse como
marcadores moleculares para el diagndstico y prondstico del AER. Los aspectos
antes mencionados fueron escritos, a manera de revision, y sometidos a la revista
Reproductive Science (IF: 2.5 — 2015) bajo el titulo “Classic and novel
sequencing methods to dissect recurrent pregnancy loss aetiology” (Ver

Anexo |).

2.2 Metodologia

En este capitulo del trabajo de tesis se realizé un abordaje experimental que

permitié responder a la siguiente pregunta de investigacion:

1- ¢Qué nuevos genes y mutaciones, identificados por NGS y validados

funcionalmente, podrian estar relacionados con la etiopatologia del AER?
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La secuenciacion de exoma por NGS (WES) es una técnica que permite estudiar
todas las regiones codificantes del genoma (exones). En este estudio, usamos la
aproximacion de WES con el objetivo de identificar las variantes candidatas en
genes que posiblemente estuvieran asociadas a la fisiopatologia del AER usando la
siguiente metodologia.

2.2.1 Inclusién de casos no-familiares de AER idiopatico y de controles

Se incluyeron en el estudio 49 pacientes afectadas por AER no familiar. Las
pacientes colombianas fueron remitidas de centros de reproduccidén asistida
asociados a la Universidad del Rosario, de las consultas privadas de gineco-
obstetras de Cecolfes y de los genetistas de Méderi y de la Universidad del Rosario
(n=6). Las muestras de las pacientes francesas, que hacen parte de un banco de
ADN de AER del Hospital de Nimes (Francia), fueron también incluidas (n=43) 7.
El criterio de inclusién de las pacientes se determind de acuerdo con la guia
americana para AER que definio la enfermedad como 2 o mas abortos espontaneos
y consecutivos antes de la semana 20 de gestacion. Se incluyeron las pacientes
que cumplian con este criterio y que tenian AER idiopatico. Los criterios de
exclusion fueron: pacientes con sindrome antifosfolipido, alteraciones en el cariotipo
materno, coagulopatias y anormalidades anatémicas en el utero. El grupo control
incluyé 100 mujeres de los mismos origenes étnicos de las pacientes, que tuvieran
al menos 2 hijos vivos y sin antecedentes de AER, enfermedad autoinmune,
coagulopatias o enfermedades ginecoldgicas. A las pacientes y a los controles se
les explicé los objetivos del estudio y previa firma del consentimiento informado, se
les tomd una muestra de sangre periférica para realizar la extraccion del ADN por
medio del método de salting-out. El diagrama de la metodologia usada para la
identificacion de nuevas variantes por WES se encuentra resumido en la Figura 2.
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Figura 2. Metodologia para la identificacion de nuevas variantes potencialmente
asociadas al AER y validacion funcional.

Creacion del subset de genes
candidato

[ |
Secuenciacién directa de Modelizacién 3D —

las variantes candidatas mETER f_uncmnal |n_V|tro Fragmentaciéon molecular
de las variantes candidatas orbital

2.2.2 Preparacion de la libreria y secuenciaciéon por NGS del exoma

Las muestras de las pacientes fueron enviadas a la plataforma internacional
Genotypic Technology Pvt. Ltd. en Bangalore, India. Para la preparacién de la
libreria, el ADN se fragmenté por medio enzimatico y la libreria se construyé usando
el protocolo para SureSelectXT Reagent Kit, HSQ (Catalog # G9611A). 200
nanogramos de ADN gendmico de cada muestra fue llevado a un volumen final de
50 pL con TE y se sonicé con el sistema Covaris S220 para fragmentar el ADN a
una longitud de 150 pb a 400 pb. El tamano de los fragmentos fue verificado con el
equipo Agilent HS Bioanalyzer Chip. La libreria de ADN gendmico fue construida
siguiendo el protocolo para el sistema “Target Enrichment for lllumina Paired-End

Sequencing Library manual’.



A los fragmentos se les repararon los extremos, se fosforilaron, se agregaron
adeninas en los extremos y se ligaron los adaptadores. Después de la ligacion, se
realizd6 una PCR de 10 ciclos para enriquecer los fragmentos ligados a los
adaptadores. La libreria preparada se hibridé siguiendo las instrucciones del
sistema Target Enrichment for lllumina Paired-End Sequencing Library manual. Los
fragmentos de la libreria hibridados fueron aislados por medio de captura magnética
usando perlas de estreptavidina. Las perlas con los fragmentos capturados fueron
resuspendidas en 15 yL de agua libre de nucleasas y se realizaron maximo 12 ciclos
de amplificaciéon por PCR de la libreria. La purificacién de los fragmentos se realizd
usando el sistema HighPrep PCR clean up. La libreria capturada fue cuantificada
usando el fluorometro Qubit y en el sistema Agilent High Sensitivity Bioanalyzer
Chip.

La libreria obtenida fue denaturada y secuenciada usando el equipo lllumina HiSeq
4000, que utiliza la tecnologia de secuenciacién por sintesis para fragmentos de
~150 pb. La libreria fue diluida, denaturada e hibridada con oligonucledtidos
inmovilizados sobre una superficie que fue usada como primers. Cada fragmento
hibridado sirvio como molde en el proceso de amplificacion en puente resultando en
grupos de 1000 copias clonales. La secuenciacion fue realizada por sintesis usando
4 nucledtidos fluorescentes. Durante cada ciclo de secuenciacion, un dNTP con el
fluorocromo fue agregado, luego junto con el bloqueador fueron clivados, y la
siguiente base complementaria fue agregada a la cadena de nucledtidos. Se

realizaron 150 ciclos que corresponden a 150 pb secuenciadas por cada fragmento.

2.2.3 Analisis bioinformatico y depuracion de los datos

Una vez completada la secuenciacion, los datos fueron extraidos de un servidor
usando el software lllumina pipeline para obtener los archivos FASTQ. Se realizo el
control de calidad de los datos usando los scripts de la empresa Genotypic. El
objetivo de este analisis fue remover los llamados de base indeseables del extremo
3’, los adaptadores de secuenciacion y los extremos 3'de baja calidad. Los datos

con alta calidad fueron alineados con las secuencias de referencia del genoma

22



humano GRCh37/hg19 con el programa BWA mem vy las variantes fueron
identificadas solo para las regiones que estaban presentes en la region blanco de
todo el exoma Sureselect-Exome-50Mb-hg19 _revA con las herramientas SAMtool
y Bcftool. Las variantes que pasaron el umbral minimo de cobertura de 30X y
tuvieron un puntaje de calidad minimo de Q30 (probabilidad de un llamado
incorrecto de base 1 en 1000) fueron reportadas. Estas se anotaron usando el
programa Variant Studio para obtener la localizacion (intronica/exonica/UTR), el
nombre del gen, la variante proteica, la funcion, el identificador dbSNP vy la

prediccidn de patogenicidad (SIFT y Polyphen) de cada variante.

2.2.4 Creacion del subset de genes candidato

La seleccion del subgrupo de genes candidato se realiz6 mediante una revision
sistematica de la literatura de genes que tuvieran una funcién importante dentro del
proceso de implantacién. Se usé la base de datos de PubMed y las palabras MeSH
Recurrent spontaneous abortion OR RSA OR implantation AND genetics. Se
incluyeron los articulos que mostraban asociacion estadisticamente significativa
entre variantes de genes candidato y el desarrollo de AER. También se incluyeron
los articulos con ensayos funcionales que demostraran que las variantes en los
genes candidatos tienen una implicacion funcional. Adicionalmente, se buscaron
modelos murinos KO en la base de datos del MGI del Jackson Laboratory

(http://www.informatics.jax.org/) que tuvieran fenotipos asociados a Abnormal

embryo attachment, Failure of embryo implantation, Impaired embryo implantation,
Abnormal spontaneous abortion rate, Abnormal decidualization, Abnormal
postimplantation uterine environment, Endometrium inflammation y Abnormal
uterine receptivity. Con estos resultados se realizé una lista en Excel de los genes
candidato y se determiné la funcién de cada uno usando las bases de datos de

GeneCards (http://www.genecards.org/), UniProt (https://www.uniprot.org/), NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) y Ensembl

(http://lwww.ensembl.org/index.html). También se determin6 la expresion tisular
(endometrio) de cada uno de los genes usando la herramienta de lllumina NextBio

(http://www.nextbio.com/b/nextbioCorp.nb) y la base de datos “The human protein

23


http://www.informatics.jax.org/
http://www.genecards.org/
https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.nextbio.com/b/nextbioCorp.nb

atlas” (https://www.proteinatlas.org/) . Se buscé la expresion y la funcion de cada
gen durante la gestacién usando la base de datos PubMed y las palabras MeSH
Pregnancy OR Gestation OR Embryo Implantation OR Decidualization AND
“‘nombre del gen o sus siglas”. Con esta metodologia se obtuvo una lista de 234
genes candidato de AER.

2.2.5 Analisis bioinformatico del subset de genes

El analisis bioinformatico del subset de genes candidato se realizé a partir de los
archivos con las variantes identificadas en la secuenciacion de exoma. Los archivos
del exoma de cada paciente en formato .xlsx se transformaron a archivos en formato
.Csv para poder ser analizados en el programa R. La programacion en R para el
filtrado de las variantes en los genes candidatos se realizé usando los siguientes

scripts:

- ConstructTable(folderName): con esta funcién se cred una tabla unica que
contenia toda la informacion de cada uno de los archivos que se encontraban
en la carpeta con formato .csv. De esta forma, el programa se optimiz6 para
funcionar con una tabla unificada que contenia la informacion de todas las
pacientes.

- FilterByConsequence(table): con esta funcion se filtraron las variantes
missense, nonsense, frameshift o0 que estaban en los sitios de splicing.

- FilterByGene(table, folderName, geneSubset = "genes.txt"): buscéd las
variantes que se encontraban en la lista del subset de genes. De esta forma,
se obtuvieron las variantes en los genes candidato.

- SaveTable(table, fileName): esta funcion generd una tabla en formato Excel
con las variantes encontradas en el subset de genes candidato para su

posterior analisis.

Utilizando la tabla de las variantes encontradas en el subset de genes candidato se
realizo un filtro manual de todas las variantes nuevas (Novel SNPs y Novel INDELSs).
A las variantes missense encontradas se les realizd un alineamiento multiple

(ClustalW) con secuencias proteicas de distintas especies para determinar si se
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encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente. Las variantes
missense que estaban en regiones conservadas entre especies y las variantes
nonsense, frameshift o que estaban en los sitios de splicing fueron escogidas para
su confirmacion, usando PCR y secuenciacion directa a partir del ADN de las
pacientes (ver mas adelante 2.2.6.1). Las variantes confirmadas se tamizaron en el

grupo control por PCR/secuenciacion directa.

Se realiz6 un andlisis estadistico comparativo usando el test y* para determinar si
habia enriquecimiento de las variantes con cambios en la proteina en el grupo de
genes candidato vs. todo el exoma 118119, | a significancia estadistica se definié

como un valor de p <0,05.

2.2.6 Analisis de las variantes candidatas
2.2.6.1 Secuenciacion directa de las variantes candidatas

Para la validacibn de las variantes identificadas por NGS, se efectuo
PCR/secuenciacion directa. Se disefiaron primers flanqueantes de cada una de las
variantes de interés. Se realizé una PCR para amplificar cada uno de los fragmentos
que contenian las variantes candidatas. Los amplicones fueron purificados
mediante exonucleasa | y fosfatasa alcalina. Se realizdé secuenciacion de Sanger
con los primers disefiados en el interior de cada amplicon usando el programa

Primer3  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). @ Se

efectué un tamizaje en el grupo control (n=100) con las variantes que fueron
confirmadas en cada paciente. Las variantes que no se encontraron dentro del
grupo control fueron seleccionadas como potenciales candidatas para la validacion

mediante estudios funcionales (ver mas adelante).

2.2.6.2 Analisis de fragmentacion molecular orbital (FMO) de la

estructura de proteinas con variantes candidatas

Se realizd un analisis de fragmentacion molecular orbital (FMO) de algunas
proteinas, mutantes, que tuvieran una estructura previamente cristalizada. Esto se

realizd para determinar si algunas de las variantes candidatas, encontradas por
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medio de NGS exoma en pacientes con AER, alteraban potencialmente las

estructuras proteicas 120-123,

Se usd la funcidn de swapaa del software UCSF Chimera para realizar las
sustituciones de los aminoacidos por las mutaciones en la estructura de la proteina
usando una libreria de rotameros. Se calcularon los puentes de hidrogeno con el
método de Poisson-Boltzmann usando el servidor H++ web server y el mismo pH
descrito en la cristalizacion. Se optimizaron los atomos de hidrogeno usando el
modelo “conductor-like screening model (COSMO)”. Para determinar el efecto de
las sustituciones de aminoacidos en la estructura de las proteinas, se realizaron los
célculos de FMO. Estos permitieron descomponer las interacciones energéticas en
términos de electrostatica, repulsion, transferencias de carga y dispersion. Se
escogieron las regiones cerca del sitio catalitico de cada proteina para ser
fragmentadas. Los residuos con un radio < 10A alrededor del residuo mutante
fueron incluidos en el analisis para disminuir los costos computacionales. Las
interacciones entre fragmentos 23kcal/mol fueron considerados como significativos
y se tuvieron en cuenta para la creacion del modelo de fragmentacion 3D. Los
resultados de este estudio se incluyeron en la publicacion “Novel genes and

mutations in patients affected by recurrent pregnancy loss” (Ver Anexo Il).

2.2.6.3 Secuenciacion de la regiéon codificante de THBD en
pacientes colombianas con AER

Se realizd un tamizaje para identificar si la variante encontrada por WES se
encontraba de manera frecuente en pacientes colombianas con AER. Ademas, se
realizo el tamizaje para identificar otras variantes en la region codificante de THBD
que pudieran tener un efecto deletéreo. Para el tamizaje de las variantes, se
incluyeron 233 y 29 pacientes francesas y colombianas, respectivamente, afectadas
por AER idiopatico no familiar. Las pacientes colombianas fueron remitidas de los
centros de reproduccion asociados a la Universidad del Rosario, de las consultas
privadas de gineco-obstetras de Cecolfes y de los genetistas de Mederi y de la
Universidad del Rosario. Las pacientes francesas hacen parte del banco de ADN de
pacientes con AER del Hospital de Nimes, Francia ''”. El criterio de inclusion de las
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pacientes se efectud de acuerdo con la guia americana para AER. Se incluyeron las
pacientes que cumplian con este criterio y que tenian AER idiopatico. El grupo
control incluia 165 mujeres colombianas que tuvieran al menos 2 hijos vivos y sin
antecedentes de AER, enfermedad autoinmune, coagulopatias o enfermedades
ginecoldgicas. Para el grupo control de origen caucasico se utilizaron las bases de
datos publicas de SNPs. A las pacientes y a los controles se les explico los objetivos
del estudio y previa firma del consentimiento informado, se les tomd una muestra
de sangre periférica para realizar la extraccion del ADN por medio del método de
salting-out. Para la PCR/secuenciacién directa se disefiaron primers flanqueantes
de la region codificante del gen THBD (monoexdnico). Se realizé una PCR para
amplificar el ORF completo del este gen. Los amplicones fueron purificados
mediante exonucleasa | y fosfatasa alcalina. Se realizdé secuenciacion de Sanger
usando primers disefiados en el interior del amplicén. Las secuencias se
compararon con la version wild type (WT) de THBD (ENSGO00000178726). Se
realizé un tamizaje en el grupo control con las variantes raras (frecuencia alélica
minima - MAF <1%) que fueron confirmadas en cada paciente. Las variantes que
no se encontraron dentro del grupo control fueron seleccionadas como potenciales

candidatas para la validacion mediante estudios funcionales (ver mas adelante).
2.2.6.4 Analisis bioinformatico de las variantes de THBD

Las frecuencias alélicas de las variantes candidatas obtenidas en pacientes
francesas con AER fueron comparadas con aquellas reportadas en la base de datos
de Ensembl. Las frecuencias alélicas de las variantes encontradas en pacientes
colombianas con AER fueron comparadas con el grupo control del mismo origen
étnico. Se realiz6é la prediccion de la potencial patogenicidad de las variantes
missense candidatas usando SIFT y PolyPhen. Adicionalmente, se realizé un
alineamiento multiple (ClustalW) con las secuencias proteicas de distintas especies
para determinar si se encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente
(Pan troglodytes, Sus scrofa, Canis lupus, Mus musculus, Gallus gallus y Xenopus
laevis). Se realizaron pruebas estadisticas de x*® para calcular potenciales

diferencias entre las frecuencias alélicas de casos y controles.
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2.2.6.5 Analisis funcional in vitro de las variantes candidatas

Las variantes de THBD (p.Trp153Gly) y de EPAS1 (p.Leu504Val y p.Tyr488Cys)
que se encontraron en regiones evolutivamente conservadas y que no se
encontraron en la poblacion control fueron escogidas para estudiarlas mediante
ensayos in vitro. Se escogieron principalmente estas variantes teniendo en cuenta
los dominios funcionales en los que se encontraban y la funcion de la proteina en el
contexto de la enfermedad. La metodologia para estas variantes se presentara a

continuacion.

2.2.6.5.1 Estudio de la expresiéon de THBD WT y mutante en células
THP-1

Células THP-1 no transfectadas fueron lisadas usando el buffer RIPA y un coctel
inhibidor de proteasas para determinar la expresion basal de THBD en esta linea
celular. El extracto de proteinas totales fue cuantificado utilizando el kit Pierce BCA
protein assay (Thermo Scientific). La expresion de la proteina se analizd por
electroforesis en un gel al 12% de poliacrilamida y se transfirid a una membrana de
nitrocelulosa. Esta se bloqued con leche al 5% y se incubd con una dilucién 1:500
del anticuerpo primario anti-THBD (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-13164).
Después de 5 lavados con PBS-Tween 0,1%, se incubd con una dilucion 1:5000 de
fosfatasa alcalina conjugada con el anticuerpo secundario anti-lgG de raton (Vector
Burlingame, CA). La expresion de THBD se reveld con el sistema de sustrato liquido
BCIP/NBT (Promega, Madison, USA). Se realizaron 3 réplicas biolégicas.

Para determinar la sobre-expresion de THBD en la membrana celular de la linea
THP-1, se realizo la transfeccion de estas células con 500 ng de la version WT y
mutante de THBD en pcDNA 3.1/Zeo (+) y con el reactivo Fugene (Promega,
Madison, WI, USA) en un medio libre de suero por 24 horas, en una caja de 24
pozos. Las células transfectadas fueron lavadas con PBS 1X. Luego de incubar con
el anticuerpo primario anti-THBD (Santa Cruz Biotechnology, Inc, sc-13164) por 1
hora a 4°C, se realizaron 2 lavados con PBS 1X y se incubd con el anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén conjugado con FITC. Para permeabilizar las células,
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se fijaron con paraformaldehido 1% por 30 minutos y se les adicion6 saponina por
30 minutos. Las células se lavaron con PBS 1X y se analizaron por citometria de
flujo utilizando el equipo BD FACSCanto™ |l. La prueba de Fischer se utilizé para
calcular las diferencias en las intensidades de fluorescencia entre las células
transfectadas con el ADN plasmidico THBD WT y mutante. Se realizaron 4 réplicas

bioldgicas por duplicado cada una.
2.2.6.5.2 Estudio de la localizacién subcelular de THBD WT y mutante

Se realizaron ensayos de localizacién subcelular por medio de proteinas marcadas
(GFP e inmunofluorescencia-IFl) de las versiones WT y mutante de THBD
(p.-Trp153Gly). EI ORF completo de THBD WT y mutante fueron clonados en el
plasmido pcDNA3.1-CT/GFP-TA para su localizacion subcelular mediante GFP.
Adicionalmente, se utilizaron los clonajes del ORF completo de THBD WT y mutante
en el plasmido pcDNA 3.1/Zeo (+) para efectuar experimentos de IFl. Para
determinar la localizacion subcelular por medio de GFP, se transfectaron células
CHO y COS-7 con el ADN plasmidico GFP de THBD WT o mutante por 24 horas.
Las células postransfeccidn fueron fijadas con paraformaldehido (4%) y lavadas con
PBS 1X. Se utilizé el liquido de montaje con DAPI UltraCruz® Mounting Medium
(sc-24941). Para determinar la localizacion subcelular por medio de IFI, se usaron
los clonajes efectuados en pcDNA 3.1/Zeo (+) (WT o mutante). Las células CHO,
COS-7 y THP-1 postransfeccion fueron fijjadas con paraformaldehido al 4%,
permeabilizadas con Triton 1X, bloqueadas con BSA 0,1% y lavadas con PBS 1X.
Se incubaron las células toda la noche con el anticuerpo primario anti-THBD (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, sc-13164). Después de 5 lavados, las células se incubaron
con el anticuerpo secundario anti- IgG de raton CFL594 generado en cabra (Santa
Cruz Biotechnology Inc., sc 362277) por 2 horas. Se utilizé el liquido de montaje con
DAPI UltraCruz® Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-24941). Se
identificaron los diferentes perfiles de localizaciéon subcelular y se realizé un conteo
celular para determinar potenciales diferencias estadisticamente significativas entre
los perfiles encontrados en las células transfectadas con el ADN plasmidico THBD

WT y mutante. La prueba de Fischer se utilizé para calcular las diferencias
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estadisticas entre los perfiles encontrados. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas por

triplicado cada una.

2.2.6.5.3 Estudio del efecto de la mutacion THBD-p.Trp153Gly en la
expresion de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina
HMGB1

Se realiz6 gPCR de las células transfectadas con la version THBD WT y mutante, y
estimuladas con la citoquina HMGB1 para determinar si la mutacion THBD-
p.Trp153Gly, encontrada en pacientes colombianas con AER, generaba un
ambiente pro-inflamatorio por potenciales alteraciones en la expresion de genes
corriente abajo de HMGB1. La transfeccion se realizd en la linea celular THP-1,
utilizando 500 ng de las construcciones efectuadas en pcDNA 3.1/Zeo (+) (WT o
mutante) y el reactivo Fugene (Promega, Madison, WI, USA) en un medio libre de
suero por 24 horas. Posteriormente, se realizo la estimulacion de las células con la
citoquina HMGB1 (Origene, cat#: TP720309) por 24 horas. Después de la
incubacion, se realizaron lavados con PBS 1X y se efectud la extraccion de ARN
total utilizando Trizol y el kit PureLink® RNA (Life technologies). La sintesis de ADNc
se realizé usando el kit SuperScript Il First-Strand (Life Technologies) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Con el ADNc obtenido, se efectué una RT-PCR
usando primers especificos para confirmar la expresién enddgena de los transcritos
de RAGE y GAPDH en esta linea celular. Ademas, se realiz6 la qPCR para
determinar cambios en la expresién de los siguientes genes que se encuentran
dentro de la cascada pro-inflamatoria corriente abajo de HMGB1: IL-8, CCL2,
NFKB1, TNF-a, IL-10, IL-18, GM-CSF, NOS2, VEGFA, PGF, FLT-1, JAK2, IKBKB,
MAPKS8, V-CAM1, MAP2K1 y STAT3. Se utilizé el gen GAPDH para la
normalizacion. Los primers fueron disefiados usando el software Primer3Plus %y
se us6 0,4 uM de cada primer para la reaccion de gPCR. El 1X SYBER Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y el QuantStudio 3 Real-Time PCR system
(Thermo Fisher Scientific) fueron utilizados para el ensayo de gPCR. Se realiz6 una
curva de melting para verificar la especificidad y la formacion de los dimeros de

primers. El analisis de expresion se realizé usando el método AACT. Se efectud una
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prueba de t-student para determinar diferencias estadisticas potencialmente

significativas (p < 0,05). Se realizaron 5 réplicas biolégicas por duplicado cada una.

2.2.6.5.4 Modelamiento in silico del efecto de la sustitucion
p-Trp153Gly en el dominio lectina de la proteina THBD

Se realizdé un BLASTYp utilizando la secuencia de aminoacidos del dominio lectina-
like de THBD (aminoacidos 19-170) y usando como referencia la base de datos de
estructuras del protein data bank (PDB). La estructura cristalografica con mayor
similitud fue el receptor de manosa CTLD3 humano - PDB ID: 5XTS 1?5, Con esta
estructura como plantilla, se modelé el dominio lectina de THBD1 utilizando el
servidor I-TASSER '%6-128_ E|l mejor modelo basado en homologia obtenido (WT) fue
usado como base para generar la estructura del domino mutante (MT, p.Trp153Gly)
con el algoritmo swapaa del programa UCSF Chimera '2°, utilizando la libreria de
rotdmeros de Dunbrack 3. Las estructuras WT y MT del dominio lectina fueron
refinadas con dinamica molecular en el programa NAMD 2.12 con el campo de
fuerza CHARMMS36, usando frontera periddica, un ensamble isotérmico e isobarico
(P=1 atm, T=300 K) y un modelo TIP3 de solvatacion '3'-133, Se procedié con una
minimizacién de 0,25 nanosegundos (ns), seguido de una dinamica de 1,0 ns y
finalizando con una minimizacién de 0,25 ns. La calidad de las estructuras fue

estimada usando los programas MolProbity y Qmean 134135,

Las estructuras refinadas para WT y MT fueron alineadas estructuralmente y
comparadas con el RMSD (root-mean-square deviation) usando el programa VMD
1.9.3 136, El volumen y area superficial de los modelos refinados fueron estimados
con el programa 3V, usando un radio de prueba de 1 A '¥7. Adicionalmente, se
estimo el pKa por residuo usando el programa PROPKA 38 A partir de estos
resultados, se utilizo el algoritmo APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) para
generar el potencial electrostatico para las estructuras analizadas'®®. Se calculd
para cada uno de los residuos la carga y el radio por atomo usando el programa
PDB2PQR "4,
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Se calculé el cambio de energia (kcal/mol) que causa la sustitucion p.Trp153Gly
usando los ultimos 7 ns (7000 frames, a partir de la estabilizacion de la trayectoria)
de una dinamica de 10 ns, a partir de las estructuras WT y MT refinadas. La
dinamica fue calculada usando el programa NAMD 2.12 con los mismos parametros
previamente descritos en el proceso de mejoramiento estructural. Se evalud la
energia para los modelos WT y MT con el plugin NAMD Energy 1.4 implementado
en el programa VMD 1.9.3. La diferencia en los valores de la moda y promedio de
la energia libre de las dos trayectorias fue utilizada como criterio para el cambio de
energia implicado en la mutaciéon p.Trp153Gly. Las distribuciones de energia
obtenidas fueron evaluadas con una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov,
y se realizd una prueba t -student para comparar las distribuciones de energia de
WT vs. MT usando el paquete stats del programa R 3.3.2.

2.2.6.5.5 Estudio genético y funcional de las variantes de EPAS1

2.2.6.5.5.1 Inclusién de pacientes no relacionados con AER

idiopatico y de controles

Se escogio el gen EPAS1 para el tamizaje de las variantes en los exones 10, 11y
12, ya que se encontraron en los experimentos de NGS mutaciones en 3 pacientes
francesas con AER. Ademas, EPAS1 es un factor de transcripcion fundamental
durante el proceso de decidualizacion. Para este tamizaje se incluyeron 224
pacientes francesas afectadas por AER idiopatico no familiar. Las pacientes
francesas hacen parte del banco de pacientes de AER del Hospital de Nimes,
Francia ''7. El criterio de inclusién de las pacientes se efectué de acuerdo con la
guia americana para AER. Se incluyeron las pacientes que cumplian con este
criterio y que tenian AER idiopatico. Para el grupo control se utilizo la base de datos
publica de SNPs Ensembil (https://www.ensembl.org/index.html). A las pacientes se

les explicé los objetivos del estudio y previa firma del consentimiento informado, se
les tomd una muestra de sangre periférica para realizar la extraccion del ADN por

medio del método de salting-out.
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2.2.6.5.5.2 Secuenciacion directa de los exones 10, 11 y 12 del gen
EPAS1

Se disenaron primers flanqueantes de la regidn codificante de los exones 10, 11y
12 de EPAS1. Estos exones codifican para el dominio de degradacion dependiente
de oxigeno (ODDD) y para el dominio de N-transactivacién de la proteina. Se realiz
una PCR para amplificar cada exon. Los amplicones fueron purificados mediante
exonucleasa | y fosfatasa alcalina. Se realizdé secuenciacion de Sanger usando
primers disefiados en el interior del amplicon. Las secuencias se compararon con la
version WT de EPAS1 (ENSG00000116016).

2.2.6.5.5.3 Analisis bioinformatico de las variantes de EPAS1

Se realiz6 la prediccion de la potencial patogenicidad de las variantes missense
candidatas usando SIFT y PolyPhen-2. Adicionalmente, se les realiz6 un
alineamiento multiple (ClustalW) con secuencias proteicas de distintas especies
para determinar si se encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente

(Mus musculus, Rattus norvegicus, Pan troglodytes, Equus caballus y Bos Taurus).

2.2.6.5.5.4 Estudio gen reportero (bajo condiciones de hipoxia)
de las mutaciones p.Leu504Val y p.Tyr488Cys de EPAS1

Para el estudio gen reportero bajo condiciones de hipoxia de las mutaciones EPAS1
se realizaron las construcciones del ORF completo de EPAST WT en pcDNA
3.1/Zeo (+). Esta construccion se us6 de molde para realizar las mutagénesis de las
posiciones ¢.1463A>G y c¢.1510C>G usando el Kit GeneArt® Site-Directed
Mutagenesis System (Thermo Fischer). Los promotores de los genes blanco
directos conocidos de EPAS1 (VEGF, INHA, EPO y PAI-1) fueron clonados en el
plasmido pGL4.22[luc2CP/Puro], el cual incluye la secuencia del gen reportero de
luciferasa (luc2CP - Photinus pyralis). Se us6 también un plasmido que contenia la
secuencia codificante de Renilla como normalizador de la transfeccion. Se realizo
una co-transfeccién en células COS-7 bajo condiciones de hipoxia quimica con 100

uM deferroxamina (DFO) con las 3 construcciones: la que contiene el ORF WT o
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mutante de EPAS1 (500 ng), la que incluye la secuencia de los promotores (700 ng)
y la que codifica para la Renilla (30 ng). La magnitud de Ila
transactivacion/transrepresion se analizd usando el sistema Dual-Luciferase
Reporter Assay (Promega, Madison, WI, USA). Previo al ensayo gen reportero, se

efectuaron varios ensayos de puesta a punto de la hipoxia.

2.3 Resultados

2.3.1 Secuenciacion NGS y de Sanger para la busqueda de nuevas

variantes de AER idiopatico y analisis bioinformatico

Los resultados de la secuenciacion del exoma en las pacientes colombianas y
francesas con AER idiopatico mostraron una profundidad de exploracién, para mas
del 85% de las variantes, de 30X en promedio. El total de las variantes encontradas
en todos los exomas fue 1,371,096 y de éstas, 15,944 estaban en el subset de
genes candidato (RPL-234) (Figura 3).

Figura 3. Filtrado bioinformatico de los datos de la secuenciacion del exoma. All-ex:
datos del exoma completo excluyendo los resultados RPL-234. RPL-234: subset de
genes candidato para AER. C+: variantes que involucran residuos estrictamente
conservados durante la evolucion.

13710% | 15944 '
24685 | 249

RPL-234  Genes
39 | 34




Usando el filtro de variantes nuevas (N_SNP) se encontraron 24,685 en todos los
exomas y 249 en el subset RPL-234. En el subset se identificaron 128 variantes en
51 genes candidato que presentaban cambios a nivel de la proteina: 127 missense
y 1 splice donor. El analisis estadistico comparativo (test x?) entre las variantes con
cambios en la proteina entre el grupo RPL-234 (51%) versus las de todo el exoma
(31,7%) mostré que el subset de genes RPL-234 estaba enriquecido por variantes
con cambios a nivel proteico (p=0,0005). Treinta y nueve variantes se encontraban
en regiones conservadas evolutivamente (C+) y de éstas, 27 fueron confirmadas
por medio de secuenciacion directa y consideradas candidatas en la etiologia del
AER (Figura 3, Tabla 6). Se usaron 4 programas bioinformaticos (SIFT, PolyPhen-
2, Mutation taster y MutPred) para predecir la potencial patogenicidad de las
variantes C+. El 27% de las variantes candidatas presentaban un puntaje
compatible con efectos potencialmente deletéreos en todos los programas: CDH1-
p.Val55Gly, THBD-p.Trp153Gly, FGA-p.Phe685Cys, BMP7-p.Arg150Cys, IDO2-
p.Phe180Cys, IDO2-p.Phe250Ser y MMP-10-p.Asp199Asn (Tabla 7).

Luego de la seleccion de las variantes y su verificacién por secuenciacion de Sanger
identificamos que 20 de las 49 pacientes presentaron mutaciones en genes
candidato del subset 234-RPL. ElI 80% de estas pacientes presentaron pérdidas
tempranas de la gestacion, 10% pérdidas tardias y el 10% restante ambos tipos de
abortos (Tabla 8). En las pacientes colombianas se identificaron 4 variantes en
genes candidato relevantes para la coagulacion, la remodelacion de la matriz
extracelular y la modulacién de la funcion inmunolégica. En las pacientes francesas
se identificaron 23 variantes en genes candidato relevantes en procesos biolégicos
como la adhesion celular trofoblasto-endometrio, la coagulacion, la angiogénesis, la
proliferacion celular, la diferenciacion, la migracion, la apoptosis y la activacién de
los receptores nucleares esteroideos (Tabla 6). Ninguna de las 27 variantes fue
encontrada en los grupos control respectivos (francesas y colombianas). Se
escogieron algunas de las variantes, como THBD p.Trp153Gly, EPAS1
p.Tyrd88Cys y EPAS1 p.Leu504Val para realizar estudios funcionales in vitro y

determinar su posible causalidad en la fisiopatologia del AER. Estas variantes
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fueron aquellas que se encontraban en regiones conservadas evolutivamente de la

proteina (ver mas adelante).

Tabla 6. Variantes nuevas identificadas en genes candidato mediante NGS y
confirmadas por secuenciacién directa en pacientes con AER.

Variante

Paciente  Gen Posicion o . Proceso hioldgico

o Posicion proteina

nucledtido
Pt-37  TRO €.2909G>A p.Gly970Asp
Pt-39  CDH11 ¢.13550G p.Alad52Gly Adhesion celular trofoblasto-endometrio
P20  CDHI C.164T>G p.Val55Gly
Ptd6  THBD CA5TT>6 p.Trp1536ly
Pt-22  F5 €.5932A5C p.Thr1978Pro g
Coagulacion
Pt-22  F5 .4619A5C p.Glu1540Ala
P16 FGA €.2054T>G n.Phe685Cys
Pt-45  MMPI10 .595G>A p. Asp199Asn
Pt-26  MMP9 ¢170T p.Probleu
Pt-28  COL6A3 €.68590>T p.Arg2287Trp Remodelacion de la matriz extracelular
Pt-29  ADAMTSI €.2068G>C p.Val690Leu
Pt-45  TNC ¢.4063G>A p.Val1355Met
Pt-35 LTI ¢.9530T p.Ser318Leu
P31  HII €.2435G>A p. Arg812Gln
Pt-5 EPAS1 ¢.15100G n.Leu504Val Angiogenesis
L gy ¢.1463056 0.Tyr488Cys
Pt-17
Pt-4 LIFR €.23380T p.Arg780Cys o . o,
Proliferacion celular, diferenciacion, migracion y

Pt-36  FGFR2 ¢.1088C>T n.Ala363val anoptoss
Pt19  BMP7 C448C5T p.Arg1500ys
Pt-19  AMN ¢.207G>A n.Met69lle Metaholismo
Pt-48 D02 ¢.749T>C p.Phe250Ser
Pt-5 ID02 €.5397>6 p.Phe180Cys
Pt-26  CRI c.4501A5G p.Thr1501Ala Modulacion de la funcién inmunoldgica
Pt-28  TIR3 €.2384C5T p.Ala795Val
Pt-20  TRAF3IP1 c4150T p.Argl39Trp
Pt-14  NCOA1 ¢.20117>6 p.Ser671Ala Activacion de los receptores nucleares esteroideos
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Tabla 7. Predictores de patogenicidad para las variantes candidatas confirmadas por secuenciacion de Sanger

Mutation taster
PhastCons

Proteina Variante

Polyphen

—_— Mutpred Total
Prediccion

PhyloP

TRO p-Gly970Asp Tolerada (0.07) Probablemente dafina (0.999) 1.224 0.019 Polimorfismo 0.379 1de 4
CDH11 p.Alad52Gly Tolerada (0.38) Benigna (0.197) 3.39 0.999 Causante de enfermedad 0.322 1de4
CDH1 p.Val55Gly Deletérea (0) Probablemente dafina (1) 3.938 1 Causante de enfermedad 0.821 4de 4
THBD p.-Trp153Gly Deletérea (0) Probablemente dafina (0.976) 3.847 0.987 Causante de enfermedad 0.716 4de4d
E5 p.Thr1978Pro Deletérea (0) Benigna (0.388) 3.052 1 Causante de enfermedad 0.889 3de4

p-Glu1540Ala Deletérea (0.02) Benigna (0.185) 2.084 0.221 Polimorfismo 0.455 1de 4
FGA p.Phe685Cys Deletérea (0) Probablemente dafiina (1) 5.158 1 Causante de enfermedad 0.960 4de4
MMP10 p. Asp199Asn  Deletérea (0) Probablemente dafina (0.992) 5.238 1 Causante de enfermedad 0.711 4de 4
MMP9 p.Pro6Leu Tolerada (0.4) Posiblemente dafina (0.824) 0.878 0.366 Polimorfismo 0.461 1de4
COL6A3 p.Arg2287Trp Deletérea (0.02) Probablemente dafiina (0.985) 1.479 0.003 Polimorfismo 0.517 3de4
ADAMTS1 p.Val690Leu Tolerada (0.1) Benigna (0.113) 4.077 1 Causante de enfermedad 0.547 2de 4
TNC p.-Val1355Met  Tolerada (0.06) Benigna (0.316) 1.239 0.843 Causante de enfermedad 0.674 2de4d
FLT1 p.Ser318Leu Tolerada (0.16) Posiblemente dafiina (0.794) 2.463 0.019 Polimorfismo 0.472 1de 4

p.Arg812GIn Tolerada (0.16) Benigna (0.407) 6.18 1 Causante de enfermedad 0.334 1de4
EPAS1 p-Tyr488Cys Tolerada (0.08) Posiblemente dafina (0.687) 3.174 1 Causante de enfermedad 0.254 2de4

p.Leu504Val Deletérea (0) Probablemente dafina (0.979) 5.684 1 Causante de enfermedad 0.456 3de4
LIFR p.Arg780Cys Tolerada (0.07) Posiblemente dafiina (0.542) 1.265 0.899 Polimorfismo 0.577 2de 4
FGFR2 p.-Ala363Val Tolerada (0.34) Posiblemente dafina (0.492) 4.295 1 Causante de enfermedad 0.258 2de4
BMP7 p.Arg150Cys Deletérea (0) Probablemente dafina (0.952) 2.863 0.998 Causante de enfermedad 0.658 4de 4
AMN p-Met69lle Tolerada (0.05) Benigna (0.016) 2.147 0.98 Causante de enfermedad 0.614 2de4
IDO2 p.Phe180Cys Deletérea (0) Probablemente dafiina (1) 3.591 0.978 Causante de enfermedad 0.936 4de4

p.Phe250Ser Deletérea (0) Probablemente dafina (0.994) 2.707 1 Causante de enfermedad 0.795 4de 4
CR1 p.Thr1501Ala Tolerada (0.3) Benigna (0.076) -0.206 0 Polimorfismo 0.540 1de4
TLR3 p.Ala795Val Tolerada (0.14) Probablemente dafina (0.961) 4.188 1 Causante de enfermedad 0.716 3de4
TRAF3IP1 p.Arg139Trp Tolerada (0.07) Probablemente dafina (0.928) 0.261 0.006 Polimorfismo 0.603 2de4
NCOA1 p.Ser671Ala Tolerada (0.64) Benigna (0.041) 0.447 0.997 Polimorfismo 0.270 Ninguno
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas de las pacientes AER francesas y colombianas con
variantes nuevas identificadas en genes candidato mediante NGS y confirmadas
por secuenciacion directa.

Pérdidas tempranas | Pérdidas tardias (2 10
Origen Cédigo de | Numero total
(< 10 semanas de semanas de
étnico paciente de pérdidas
gestacion) gestacion)

Pt-4 3

Pt-5

Pt-11

Pt-14

Pt-16

Pt-17

Pt-19

Pt-20

FRANCIA Pt-22

Pt-26

Pt-28

Pt-29

Al W[ W W W W W W W Wl W w

Pt-31

Pt-35

Pt-36

Pt-37

Pt-39

Pt-45

W| Wl [ N | N | W W W W W W W W W W w w

COLOMBIA Pt-46

w| N| Wl b

Pt-48

IS
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2.3.2 Fragmentacion molecular orbital (FMO) de mutaciones en

proteinas candidatas

El analisis de FMO se realizé para determinar el efecto potencial que causaban las
mutaciones de FGA p.Phe685Cys (Figura 4) y MMP-10 p. Asp199Asn (Figura 5)
en la interaccién con los residuos cercanos de la estructura cristalizada de las
proteinas. Este analisis se realizd en estas proteinas porque eran las Unicas que
dentro de su estructura cristalizada incluian las mutaciones de interés. En la
estructura de FGA Phe®® corresponde al amino acido en la posicion Phef%. E|
analisis de FMO sugirié que el cambio por una Cys® produjo un efecto estructural
al desestabilizar las interacciones alrededor del sitio catalitico (Figura 4A, D). Dos
interacciones importantes se encontraron en la estructura de la proteina WT: un
puente de hidrégeno formado entre Phe®%6 y TyrS73| y una interaccion no clasica de
un puente de hidrégeno y un CH-1 entre Phe®®® y Arg6%°. También se evidenciaron
otras interacciones formadas por puentes de hidrogeno no clasicos entre Phe®%6,
Trp%8 y Pheb”’ (Figura 4B, E). La sustitucion por una Cys®% resultd en un cambio
significativo en la energia total de interaccion de 39,67 (WT) a -2,38 (MT) kcal/mol.
Adicionalmente, se perdieron 3 puentes de hidrogeno no clasicos (interacciones
CH-1r) y se generaron dos interacciones dominadas por efectos de repulsidon
conducentes a la desestabilizacion de la estructura de la proteina: interaccion del
grupo tiol de Cys®% con Tyré73 y con las cadenas laterales de Asn’®® (Figura 4C, F).

Un analisis similar realizado en la estructura cristalizada de MMP-10 WT identifico
3 interacciones mayores con el residuo Asp'®®: un puente de hidrogeno entre Asp'®®
y Lys'85, interacciones electrostaticas entre Asp'® y el ion zinc (Zn?*) coordinado
por 4 residuos (Bloque de Zn: His'®”, His'®, His'% y Asp'®%) y una interaccion
electrostatica entre Asp'®® y His'”® (Figura 5A, B, E). Al realizar el analisis de FMO
con la sustitucién Asn'® MT solo se identificé una interaccién y la pérdida de las
interacciones mayores antes mencionadas (Figura 5A, C, F) lo que se reflejé en el
cambio de la energia total de interaccion entre la estructura WT y MT (-108.45
kcal/mol WT vs. -11.98 kcal/mol MT) generando la potencial desestabilizacion de la

proteina. Estos resultados sugirieron que las mutaciones encontradas en estas dos
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proteinas en pacientes con AER podrian generar efectos patogénicos por
desestabilizacién de las estructuras proteicas debido a la pérdida de interacciones

energéticas con los residuos cercanos a los sitios de las mutaciones.

Los resultados antes mencionados fueron publicados en la revista PLOS One (IF:
2.8 — 2016) bajo el titulo “Novel genes and mutations in patients affected by
recurrent pregnancy loss” (Ver Anexo Il). Ademas, fueron presentados en la
modalidad de poster y presentacién oral en el “67th Annual Meeting of the
American Society of Human Genetics” y en el “3rd World Congress on

Recurrent Pregnancy Loss (WCRPL 2018)”, respectivamente.
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Figura 4. Resultados de FMO para FGA WT y mutante (p.Phe685Cys). A) amino
acidos interactuando con Phe®. Interacciones conservadas entre WT y MT
sombreadas en gris. B) Interacciones WT con Phe®®. C) Interacciones con Cys®66
(MT). Barras describen el tipo de interacciones: electrostaticas (verde), repulsion
(rojo), transferencia de carga (azul), dispersion (amarillo) y solvataciéon (cian).
Valores positivos son considerados desestabilizantes y los negativos estabilizantes.
D) Vista del sistema analizado. Cuadro rojo zona de la mutacién. E) Interacciones
WT con Phe®%6. F) Interacciones con Cys®¢ (MT). Las energias son expresadas en
kcal/mol.
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Tyr673sc.sc -21.80 53.19 -12.09 -265 -0.03 16.63 X - \
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Figura 5. Resultados de FMO para MMP-10 WT y mutante (p. Asp199Asn). A)
Amino acidos interactuando con Asp'®. Interacciones conservadas entre WT y MT
sombreadas en gris. B) Interacciones WT con Asp'®. C) Interacciones con Asn'%°
(MT). Barras describen el tipo de interacciones: electrostaticas (verde), repulsion
(rojo), transferencia de carga (azul), dispersion (amarillo) y solvataciéon (cian).
Valores positivos son considerados desestabilizantes y los negativos estabilizantes.
D) Vista del sistema analizado. Cuadro rojo zona de la mutacién. E) Interacciones
WT con Asp'®. F) Interacciones con Asn'®® (MT). Las energias son expresadas en
kcal/mol.

A D
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2.3.3 Secuenciacion directa y ensayos funcionales de las variantes de
THBD

2.3.3.1 Secuenciacion de la regiéon codificante de THBD en
pacientes colombianas con AER

Las 262 pacientes con AER se dividieron en subgrupos teniendo en cuenta el
numero de AER que habian presentado: el subgrupo G1 correspondia a pacientes
con 2 AER, el G2 a pacientes con 3 AER, el G3 a4 AER y el G4 a >4 AER.

El 59,9% de las pacientes (n=157) pertenecian al G1, mientras que el 33,2%
pertenecian al G2 y G3 (n=69 y n=18, respectivamente). El G4 lo conformaban 18
pacientes, representando el 6,9%. Los resultados de la secuenciacion directa de
toda la region codificante del gen THBD mostraron 2 variantes missense (¢.457 T>G
- p.Trp183Gly y c.1418 C>T- p.Ala473Val). La variante THBD c.457 T>G
(p.-Trp153Gly) fue encontrada unicamente en las pacientes colombianas y no habia
sido reportada previamente en las bases de datos publicas de SNPs. Para esta
variante se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre
los casos y los controles del mismo origen étnico (p=9 x 1076) (Tabla 9). La variante
THBD c.1418 C>T (p.Ala473Val) presentaba un MAF de 0,16 en la base de datos
de Ensembl. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,02)
entre el grupo de pacientes francesas con AER e individuos europeos reportados
en la base de datos de Ensembl. Entre las pacientes colombianas y el grupo control
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para esta variante la
cual se encontraba con mayor frecuencia en el G1 (Tabla 9). Estos resultados
sugieren que la variante THBD c.457 T>G (p.Trp153Gly) es especifica de la
poblacion colombiana y podria ser causal del AER en mujeres de este origen étnico.

Los resultados antes mencionados fueron publicados en la revista Reproductive
Biology and Endocrinology (IF: 2.8 — 2016) bajo el titulo “THBD sequence

variants potentially related to recurrent pregnancy loss.” (Ver Anexo lil).
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Tabla 9. Secuenciacion del ORF de THBD en pacientes con AERy FIR e individuos control

Pacientes con AER francesas
European

, o , Frecuencia alélica Frecuenciaalélica Conservacion
ADN  Proteina  Cigocidad () RS GrupoAER Pacientes controls  MAF ValorP SIFT PolyPhen ,
(casos) (controles) evolutiva
(Ensembl)
Homocigoto (3) G1: 65,6%
CHI8OT pAlad73Val Heterocigoto (29) 51042579 G2:25% 32233 113503 016 C:0%2  T.008 C:080 T:020 002  Tolerado(0,42) Beningno(0) Si
63: 9,4%
Pacientes con AER colombianas
, L , Colombian Frecuenciaalélica Frecuenciaalélica Conservacion
ADN  Proteina  Cigosidad (n) Rs  GrupoAER Pacientes MAF ValorP SIFT PolyPhen ,
Controls (casos) (controles) evolutiva
Homocigoto (3) GL% '
; , Probablemente ,
¢.457TG p.Trp1536ly Heterocigoto (1) - GR5% 49 0/165 - T08 GO T1 GO 0000009 Deletéreo(0) e S
64 5% |
6L
CL8OT pAlad73Val Heterocigoto (4)  rs1042579  62:25% 429 51165 016 €09 T007CO0% T.005 073  Tolerado(0,42) Beningno(0) Si
Gd: 25%
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2.3.3.2 Estudio de la expresion de THBD WT y mutante en células
THP-1

Para identificar la expresion enddégena de THBD, se realizd un Western blot
utilizando el extracto total de proteinas de células THP-1 no transfectadas (Figura
6). La expresion de las versiones de THBD WT y mutante (luego de su sobre-
expresion) en la membrana celular de THP-1 se analizé por citometria de flujo. Se
demostré que ambas versiones de la proteina se expresan en la membrana celular,
sin diferencias estadisticamente significativas ente ellas. Cuando se
permeabilizaron las células, se evidencié un aumento en las intensidades de
fluorescencia en comparaciéon con las intensidades de la membrana célular, tanto
para las células transfectadas con la version WT, como para la mutante. Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
intensidades de fluorescencia de las células permeabilizadas vs. las intensidades
de la membrana celular con cada una de las versiones de THBD (WT y mutante)

(Figura 7).

Figura 6. Expresion enddégena de THBD en la linea celular THP-1. M: marcador de
peso (Opti-Protein XL Marker). 1: THBD (104 KDa). 2: B-actina (42 KDa).
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Figura 7. Citometria de flujo de células THP-1 transfectadas con la version THBD
WT y mutante. A. Expresidn en la membrana celular de las células THP-1
transfectadas con la versién THBD WT y mutante. B. Intensidades de fluorescencia
en células permeabilizadas y sin permeabilizacion.
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2.3.3.3 Estudio de la localizacion subcelular de THBD WT vy

mutante

Para determinar la localizacion subcelular de THBD WT y mutante (THBD -
p.Trp153Gly), se transfectaron células CHO y COS-7 usando una construccién con
el ORF de la proteina en fase con GFP y se usé en paralelo la técnica de IFI para
ambas lineas celulares y para las células THP-1. Se identificaron senales de
fluorescencia, tanto en la membrana citoplasmatica, como en el citoplasma de estas

células mediante ambas aproximaciones.

Se describieron diferentes perfiles de localizacion subcelular: la delimitacion o no de
la membrana celular (MCD+ y MCD-, respectivamente), la presencia o no de
agregados-like en la region perinuclear (AG+ y AG-, respectivamente) y, a su vez,
esta categoria se dividié dependiendo de si los agregados-like eran masivos (+) o
no (-) (Figuras 8 y 9). El conteo celular con los perfiles previamente descritos
demostré que tanto la version WT de la proteina como la mutante podian localizarse
en la membrana celular. Sin embargo, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con la presencia de agregados-like vs. la ausencia de estos agregados
en la region perinuclear entre la version WT (68,5% y 31,5%, respectivamente) y
mutante (78% y 22%, respectivamente) (p=0,041). Para el perfil de agregados-like
perinucleares masivo (+) y (-) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las células transfectadas con la version WT (21% y 47,5%,
respectivamente) y mutante (38% y 40%, respectivamente) de la proteina (p=
0,0019). Para la combinacion de los perfiles MCD(-)/AG(+)/Masivo(+) y MCD(-) /AG
(+)/Masivo(-) se encontré también diferencias estadisticamente significativas
(p=0,0237) entre la version WT (13,5% y 32%, respectivamente) y mutante (22% vy
25,5%, respectivamente) (ver Tabla 10).

En las células THP-1 transfectadas con las versiones WT y mutante de THBD, se
identificd sefal de fluorescencia en el citoplasma de las células, sin delimitacion de
la membrana celular. Los perfiles que se describieron de localizacion subcelular
fueron la presencia o no de agregados-like citoplasmaticos (AG+ y AG-,
respectivamente) (Figura 10). El conteo celular con los perfiles previamente
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descritos demostré diferencias estadisticamente significativas con la presencia de
agregados-like vs. la ausencia de éstos entre la version WT (26% y 74%,
respectivamente) y mutante (63% y 37%, respectivamente) (p=1,05 e*'3) (ver Tabla
11).

Tabla 10. Categorias encontradas por IFl en células CHO transfectadas con la
version WT y mutante de THBD

WT - MUT - Valorp
Categorias nimero de | nimerode | (Fisher’'s
células (%) | células (%) test)
MCD (+) 79 (39,5%) | 87 (43,5%)0 0.4775
MCD (-) 121(60,5%) | 113(56,5) ’
AG 0, 0,
(+) 137 (68,5%) | 156 (78%) 0,0418
AG (-) 63 (31,5%) | 44(22%)
Masivo (+) 42 (21%) 76 (38%)
. 0,0019
Masivo (-) 95(47,5%) | 80 (40%)
MCD (+) / AG (+) 46 (23%) | 61(30,5%) 0.1438
MCD (+) / AG(-) 33(16,5%) | 26(13%) ’
MCD (+) /AG (+)/MASIVO (+) | 15(7,5%) | 32(16%)
0,0501
MCD (+) /AG (+)/MASIVO (-) | 31(15,5%) | 29 (14,5%)
MCD (-) / AG (+) 91 (45,5%) | 95 (47,5%) 01065
MCD (-) / AG (-) 30(15%) 18 (9%) ’
MCD (-) /AG (+)/MASIVO (+) | 27(13,5%) | 44 (22%)
0,0237
MCD (-) /AG (+)/MASIVO (-) | 64(32%) | 51(25,5%)

Tabla 11. Categorias encontradas por IFI en células THP-1 transfectadas con la
version WT y mutante de THBD.

WT Mut
Categorias Numero de | Numero de
células (%) células (%)

Valor p
(Fisher’s test)

Agregados (+) 52 (26%) 126 (63%)

1,05 e™3
Agregados (-) 148 (74%) 74 (37%)
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Figura 8. Perfiles de localizacion subcelular de la linea celular CHO transfectada con las construcciones de THBD WT y
mutante (THBD- p.Trp153Gly).
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Figura 9. Perfiles de localizacion subcelular de la linea celular COS-7 transfectada con las construcciones de THBD WT y

mutante (THBD- p.Trp153Gly).
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Figura 10. Perfiles de localizacidon subcelular de la linea celular THP-1 transfectada con las construcciones de THBD WT

y mutante (THBD- p.Trp153Gly).
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2.3.3.4 Estudio del efecto de la mutacion THBD p.Trp153Gly en la
expresion de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina
HMGB1

La mutacion de THBD-p.Trp153Gly se encuentra dentro del dominio tipo lectina (C-
type lectin domain - CTLD) de la proteina, el cual se ha visto involucrado en
procesos anti-inflamatorios por el secuestro de la citoquina HMGB1. Este secuestro
permite la hidrolisis de la citoquina y evita su unidn al receptor con funcién pro-
inflamatoria RAGE. La expresion endogena de éste en las células THP-1 se

evidencio por medio de RT-PCR (Figura 11).

Figura 11. Expresion endogena del receptor RAGE en células THP-1.

1. RAGE:534 pb
2. GAPDH: 953 pb
3. C-RAGE

4. C- GAPDH

Para determinar si la mutacion generaba la expresion diferencial de algunos
transcritos corriente-abajo de la cascada pro-inflamatoria de HMGB1, se realizd
gPCR con el ADNc de las células THP-1 transfectadas con cada version de la
proteina y estimuladas con HMGB1.
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Los resultados de este ensayo demostraron que los genes GM-CSF (aumento de
3,8 veces, p <0,0001), IL-10 (aumento de 1,4 veces, p=0,018), NOS2 (aumento de
1,8 veces, p=0,011), FLT1 (aumento de 1,3 veces, p <0,0001), IKBKB (disminucion
de 1,2 veces, p=0,02), IL-8 (aumento de 1,5 veces, p=0,008) y CCL2 (aumento de
1,3 veces, p=0,0229) se encontraban diferencialmente expresados con significancia
estadistica entre el WT y el mutante. Ademas, se demostr6 un aumento en la
expresion de los genes IL-1B, TNF-a, MAP2K1, PGF, STAT3 y VCAM1 entre las
células transfectadas con la versidon WT y mutante, sin diferencias estadisticamente

significativas (Figura 12).

53



Figura 12. Expresion diferencial de los genes que participan en la cascada pro-inflamatoria de HMGB1 en células THP-1
transfectadas con la version WT y mutante de THBD. * valor p <0.05, ** valor p <0.01 y *** valor p <0.001.
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3.3.3.5 Modelamiento in silico del efecto de la sustitucion

p.-Trp153Gly en el dominio lectina de la proteina THBD

El BLASTp para el modelamiento in silico del efecto de la sustitucion p.Trp153Gly
en el dominio lectina de la proteina THBD identificd que la estructura cristalografica
con mayor similitud fue el receptor de manosa CTLD3 humano (PDB ID: 5XTS), con
un 30% de similitud, y un 16% de identidad (BLOSUMG62 matriz) (Figura 13).

Figura 13. Alineamiento de los dominios lectina analizados por BLASTp

*

PXTS [VllH SOWWPYAGH HPDEKKI Lll RKE G---YEPND NDIKI : 7
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FOW G .J!JJ']L'.' H (V b W CE  G56C

El mejor modelo calculado por homologia en I-TASSER para el dominio lectina de
THBD resulta tener una calidad estructural pobre (contactos a menos de 0,4 A,
rotdmeros no favorecidos y divergencias en el mapa de Ramachandran), mostrando
un puntaje para Molprobity de 3,19 (siendo 0 el éptimo) y de -6,73 para QMEAN4
(siendo valores < -4,0 indicadores de baja calidad). Después del proceso de
refinamiento, la calidad de los modelos mejor6 significativamente. El puntaje para
Molprobity del modelo WT fue de 1,20 y para el modelo MT fue de 1,19. En
QMEAN4, el modelo WT obtuvo un puntaje de -3,75 y el modelo MT de -3,80 (Figura
14).

La mutacion p.Trp153Gly se encuentra en el interior de la proteina (Figura 15) y los
modelos WT y MT tienen un RMSD de 3,032 A considerando cadenas laterales y
de 1,37 A considerando unicamente el esqueleto. Esta diferencia implica un cambio
de volumen de 186 A% (WT=20958 A3 y MT=20772 A3), siendo mayor el volumen
del modelo WT comparado con el MT.
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Figura 14. QMEAN4 normalizado. Se comparan los modelos estudiados con
estructuras cristalograficas reportadas. El refinamiento aproxima el modelo crudo a
parametros estructurales aceptables.
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Figura 15. Modelo por homologia del dominio de lectina de THBD. Modelo WT
(verde) y MT (rojo) mostrando la posicion 153 ubicada en el core hidrofébico de la
proteina, Trp (blanco) y Gly (verde).
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Por otro lado, el cambio en el area superficial ocurre en sentido opuesto, siendo
mayor el area superficial del modelo MT (8008 A2) comparada con el WT (7831 A2).
Asi mismo, al comparar el mapa de potencial electrostatico para los modelos WT y
MT, es notoria la diferencia en los rasgos ente éstos (Figura 16).

Figura 16. Mapas de potencial electrostatico de los modelos WT y MT. Se
evidencian diferencias en la distribucién de cargas (azul=positivo, rojo=negativo) y
en la disposicion y concentracion de las lineas de campo.

El cambio energético implicado en la mutacién p.Trp153Gly muestra que, en
promedio, el modelo MT (E= -1222,5 kcal/mol) es mas estable que el WT (E= -
1195,7 kcal/mol). La distribucién de la energia calculada mostré una clara diferencia
en la distribucién para WT y MT (Figura 17). La diferencia entre las medias de las
dos distribuciones es de 26,83 kcal/mol con un error estandar de 0,47 kcal/mol. Esta

diferencia resulta significativa segun el t-test efectuado (p=0,05). La diferencia
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segun la moda (valor mas frecuente) de las distribuciones es de 34,89 kcal/mol
(Ewt=-1196,01 kcal/mol y Emt=-1230,90 kcal/mol).

Figura 17. Distribucion de las energias calculadas para los modelos THBD WT vy
THBD p.Trp153Gly.
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2.3.4 Secuenciacion directa y ensayos funcionales de las mutaciones
de EPAS1

Los resultados de la secuenciacion directa de las 224 pacientes francesas con AER
para los exones codificantes para los dominios de degradacion dependiente de
oxigeno (exén 10) y para el de N-transactivacion (exén 11 y 12) del gen EPAS1
(Figura 18) mostraron 2 variantes missense (c.1400 G>A - p.Ser467Asn y c.1790
C>T- p.Thr597lle).
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Figura 18. Diagrama del gen EPAS1 y de las mutaciones encontradas en el exoma
y por secuenciacion directa.
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Cada variante fue encontrada en una paciente de las 224 tamizadas. Estas habian
sido reportadas previamente en las bases de datos publicas con un MAF <1%. Sin
embargo, éstas no mostraron resultados potencialmente deletéreos en los
predictores de patogenicidad SIFT y PolyPhen por lo cual no se consideraron con
significancia funcional para realizar el screening en controles y para realizar estudios

funcionales in vitro (Tabla 12).

Tabla 12. Secuenciacion directa de exones 10, 11y 12 de EPASI en pacientes francesas con AER

EPAS1 Pacientes| Cambio Nt | Cambio AA |  MAF Rs SIFT PolyPhen Co:vs;:ltai:iaén
Exdn 10 1/197 |c. 1400 G>A|p.Serd67Asn| 0.00003 | rs772047070 | Tolerado (0,42) Benigno (0,004) NO
Exon 11 2/216 |c.1512C5T|p.LleuSO4leu| . . . Sl
Exon 12 1/224 | ¢.1790C>T | p.Thr5971le | 0.000008 | rs777113349 | Tolerado (0,19) Benigno (0) Sl

Para el estudio gen reportero bajo condiciones de hipoxia de las mutaciones EPAS1

identificadas por NGS (p.Tyr488Cys y p.Leu504Val), hasta la fecha, se realizdé un

ensayo gen reportero de estandarizacion bajo condiciones de hipoxia quimica con

el promotor del gen INHA. Los resultados de este primer ensayo no mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre la células transfectadas con la

version WT y las versiones mutantes (Figura 19).
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Figura 19. Resultados de la estandarizacion ensayo gen reportero de EPAS1 WT y
mutantes con el promotor de INHA.

URLs

2.4 Discusion capitulo |

2.4.1 Abordaje NGS para la busqueda de mutaciones en pacientes con
AER

La secuenciacion de exoma que realizamos presentd una profundidad de
secuenciacion promedio de 30X. La profundidad de secuenciacion es fundamental

para disminuir los posibles falsos positivos en el llamado de variantes 1.
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Se ha estimado que se necesita una profundidad de 40X a 80X en promedio para
genotipificar con precisiéon >90% de los genes secuenciados por WES y para una
sensibilidad adecuada en la deteccion de SNPs heterocigotos. Cuando se usa NGS
con una profundidad promedio de 10X a 60X se recomienda realizar secuenciacion
directa para validar las variantes encontradas. Para fines diagndsticos es ideal una
profundidad de 120X para identificar las variantes no-sindnimas potencialmente
involucradas en una patologia °7-142143_|a profundidad de secuenciacion de nuestro
exoma fue suficiente para identificar numerosas variantes heterocigotas candidatas

en genes de AER. Estas variantes fueron validadas por secuenciacion directa.

El analisis de los exomas se efectud principalmente en el subset de 234 genes
candidato (234-RPL) que hacen parte de las cascadas moleculares involucradas en
el proceso de implantacién. Las variantes candidatas fueron seleccionadas
mediante filtros dirigidos a la busqueda de variantes nuevas (no reportadas en
bases de datos), con cambios a nivel de proteina y en regiones evolutivamente
conservadas. A diferencia de la aproximacion de GWAS (que usa marcadores en
desequilibrio de ligamiento y permite la identificacion de variantes comunes), el
exoma permite la identificacion de variantes causales raras de enfermedades
complejas. En nuestro estudio encontramos un enriquecimiento de las variantes
missense en el subset de genes candidato (234-RPL) y escogimos las variantes con
potenciales efectos deletéreos asociadas a la patologia de AER. Este tipo de disefio
permite el estudio clinico en pacientes individuales o en una poblacién pequefa de
50-100 casos '04144-146  En cuanto al uso del subset de genes, O’Roak et al.,
demostraron que en un subset de genes se identificO un exceso de variantes de
novo asociadas al autismo, indicando que éstas tenian un efecto severo y que los
genes de subset eran genes mayores que contribuian a la enfermedad '#7. Sin
embargo, el exoma (en comparacién con otras técnicas como el GWAS o el WGS)
no permite identificar variantes en regiones promotoras, de splicing o UTRs.
También, presenta baja cobertura en regiones repetitivas o ricas en GCs, lo que
puede contribuir al fendbmeno denominado heredabilidad perdida.
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Con la metodologia utilizada en el presente trabajo, se obtuvieron 27 variantes en
22 genes candidato que posiblemente podrian generar alteraciones funcionales
(Figura 3 y Tabla 6). Con esta aproximacion encontramos que 20 de 49 pacientes
presentaron variantes no sinébnimas en los genes candidato y la mayoria presentaba
pérdidas tempranas de la gestacion. Siete de estos pacientes tenian mas de una
variante en el mismo o en diferentes genes, lo que podria sugerir un efecto aditivo
epistatico dentro de la patogénesis del AER. El proceso desde la fertilizacion hasta
la implantacion se ha conservado evolutivamente entre las diferentes especies de
mamiferos (Lee and DeMayo, 2004). Por lo cual una gran cantidad de moléculas
controlan e interactian de manera regulada en las cascadas de fecundacién, pre-
implantacion embrionaria, implantacion y placentacion. Esta complejidad molecular
determina en parte la naturaleza poligénica de las patologias complejas de la
reproduccion (e.g. AER, insuficiencia ovarica prematura - IOP, FIR). Fonseca D et
al. (2015) utilizaron un custom array de secuenciacion NGS en pacientes no-
relacionadas con IOP y demostraron que 25% de las pacientes presentaban
mutaciones potencialmente deletéreas en diversos genes relacionados con esta
fisiopatologia 1%. En el caso de Patifio L et al. (2017), usando la aproximacién NGS
se evidencid que el 42% de las pacientes con IOP presentaban al menos 2
mutaciones en distintos genes, lo que demostro la caracteristica poligénica de esta
enfermedad '"°. Es importante sefialar que recientemente nuestro grupo efectud
ensayos funcionales positivos de mutaciones identificadas en pacientes con IOP a
partir de una metodologia similar de seleccién de mutaciones 19148, Esto demostrd
que la aproximacion de NGS y el estudio de un subset de genes (enriquecido por
variantes con alteracién a nivel de la proteina) podria considerarse como una
herramienta util para el tamizaje de pacientes con AER. Las variantes identificadas
en nuestro NGS se encontraban en genes relacionados con procesos biolégicos
importantes durante la implantacion como la interacciéon del trofoblasto al
endometrio, las cascadas de la coagulacion y la angiogénesis, la
inmunomodulacion, el metabolismo celular, la organizacion de la matriz extracelular,
la proliferacién y la migracién celular, entre otros (Tabla 6). Dentro del analisis

bioinformatico, se realizd la prediccién de patogenicidad de las variantes usando
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programas con altos niveles de prediccion positiva 149150, El 27% de la variantes
fueron positivas para un efecto potencial deletéreo en los 4 programas incluyendo
la mutacion THBD-p.Trp153Gly, la cual fue seleccionada para los posteriores
ensayos funcionales in vitro (Tabla 7).

2.4.2 Mutaciones candidatas en la etiologia del AER

Entre las 27 variantes validadas por secuenciacion de Sanger, se identificé una
mutacion en el gen TRO (c.2909G>A, p.Gly970Asp) el cual esta implicado en la
implantacion ya que permite la interaccion del trofoblasto con la membrana apical
del endometrio (Fukuda and Sugihara, 2012, 2008). Esta mutacién se encuentra en
el dominio que contiene repeticiones en tandem de decapéptidos, por lo cual podria
alterar las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina y su interaccion con las
proteinas tastina y bistina que en conjunto permiten la adhesion entre el trofoblasto
y el endometrio. Ademas, se encontraron mutaciones en las proteinas implicadas
en las cascadas de coagulacion relevantes en el proceso de decidualizacion del
endometrio como F5 (p.Glu1512Ala y p.Thr1950Pro), THBD (p.Trp153Gly) y FGA
(p.Phe685Cys). Estudios previos han demostrado una asociacién entre las
variantes encontradas en el gen F5 y el fenotipo de AER '°'-1%3_ | as dos mutaciones
encontradas en F5 se encuentran localizadas en dominios funcionales de la
proteina. La mutacion F5 p.Glu1512Ala se localiza en el dominio B de la proteina,
el cual interactua con F10 para activarla y es necesario para el clivaje realizado por
la trombina para su inactivacion °4-1%6 La mutacion F5 p.Thr1950Pro se localiza en
el dominio C1 de la proteina que esta involucrado en el ensamblaje del complejo

protrombinasa y en la regulacién de la trombina 157,

También se encontraron variantes relevantes en otros procesos bioldgicos de la
implantacion como la inmunomodulacién (IDO2 p.Phe180Cys y p.Phe250Ser, TLR3
p.Ala795Val), la proliferacion y la diferenciacion endometrial (LIFR p.Arg780Cys), y
la angiogénesis (EPAS1-p.Tyr488Cys y p.Leu504Val). La mutacion EPAS1-
p.Tyr488Cys se encontré en dos pacientes. Por esta razén, y debido a que es un

factor de transcripcion relevante en la implantacion, se escogieron las mutaciones
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en este gen para realizar un tamizaje en una cohorte de pacientes francesas con

AER idiopatico y para su posterior estudio funcional.

2.4.3 Analisis in silico del potencial efecto deletéreo de las mutaciones
candidatas de AER

Se realiz6 un analisis de FMO con las proteinas que incluyeran dentro de su
estructura la region donde se encontraban las mutaciones de interés. Las proteinas
que cumplieron este criterio de seleccion fueron FGA y MMP-10. FMO es un método
computacional quimico-cuantico que analiza sistemas moleculares complejos
incluyendo el ambiente atémico que lo rodea. EI FMO se fundamenta en fragmentar
las estructuras proteicas para calcular la descomposicién de las interacciones
energéticas en términos de electrostatica, repulsidon, transferencias de carga y
dispersion 129, Otras metodologias similares como la aproximacién campo
mutualmente consistente (CMF) y el método de correlacién incremental permiten
calcular la energia de interaccidn electrostatica y de polarizacion, y la correlacion
energética entre moléculas, respectivamente %81, |a teoria explicita de
polarizacion (X-Pol) es otra aproximacion que se fundamenta en la estructura
electronica de macromoléculas en la que un sistema condensado es fragmentado
en subsistemas individuales para determinar sus diferencias energéticas . La
diferencia entre estos métodos y el FMO es la aproximacion que se utiliza para
estimar las interacciones entre los fragmentos y que la FMO permite calcular
diferentes tipos de interacciones energéticas entre éstos. La aproximacion de FMO
es mas robusta en términos computacionales, ya que permite descomponer el
ambiente atdmico que rodea el residuo de interés en términos de electrostatica,
repulsion, transferencias de carga y dispersién. Ademas, nuestro abordaje es
innovador pues es la primera vez que se ha usado una técnica quimica-cuantica
para simular las interacciones energéticas asociadas a mutaciones presentes en

enfermedades de la reproduccion humana 10116,

FGA es una glicoproteina que forma la subunidad alfa del fibrinbgeno y es

importante en el proceso de coagulacion como la fibrindlisis, la agregacion de
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plaquetas y la interaccion con la trombina. El analisis de FMO demostré que el
cambio en FGA p.Phe685Cys produce inestabilidad por el aumento de la interaccion
energética de la region cerca al aminoacido de interés secundaria a la pérdida de 3
puentes de hidrégeno no clasicos (Figura 4). Esto sugiere que se puede producir
una alteracion en la estructura de la proteina que pueda conducir a alteraciones
funcionales. MMP-10 es una proteina involucrada en la degradaciéon de la matriz
extracelular durante la invasion del sincitiotrofoblasto. El analisis de FMO demostro
que la mutacion MMP-10 p.Asp199Asn producia un aumento significativo en las
energias totales de interaccion secundarias a la pérdida de las interacciones con un
puente de sal (Lys165) y el bloque de Zn?* (Figura 5). Este bloque es funcional para
la regulacion de MMP-10, ya que es el sitio catalitico donde se unen los TIMPs para
inhibir su funcion 8. Este resultado sugiere que la mutacién podria producir un

efecto patogénico por inestabilidad de la proteina en las pacientes con AER.

2.4.4 Tamizaje de la mutacion THBD p.Trp153Gly en la poblacion
colombiana afectada por AER

En este capitulo del trabajo de tesis también se realizé el tamizaje de la mutacién
THBD p.Trp153Gly y los ensayos in vitro. Es importante recordar que ésta es una
glicoproteina que se localiza en la membrana celular y es expresada por el
sincitiotrofoblasto durante la decidualizacion. Su funcion biologica es participar en
el proceso de coagulacion, activacion del complemento, migracién, adhesion
celular, e inflamacion 8889.162-167 THBD esta compuesta por 5 dominios: el CTLD, el
de tipo EGF, un dominio rico en serina/treonina, un dominio transmembrana y un
dominio citoplasmatico. ElI dominio tipo EGF es esencial para la unién con la
trombina y para la activacion de la proteina C sirviendo como intermediario en el
proceso de anticoagulacién (inactivaciéon de los factores Va y Vllla) y en la
regulacién de la fibrinogénesis 68.16°. Modelos murinos Thbd”- demostraron letalidad
embrionaria debido a un aumento en la actividad procoagulante y la generacién de
trombina. Esto generaba alteraciones en el desarrollo placentario °'-170, Estudios

han demostrado que las pacientes con AER presentan una disminucién en la
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expresion de THBD en el tejido de placenta generando un estado de

hipercoagulabilidad 168171,

La mutacion THBD-p.Trp153Gly se identifico en el presente trabajo por medio de
NGS y en el tamizaje de pacientes colombianas con AER, mostrando diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias alélicas entre los casos y los
controles (Tabla 9). Estos resultados sugieren que esta variante es especifica de la
poblacién colombiana y podria ser causal del AER en mujeres con un fenotipo
temprano (<10 semanas de gestaciéon) '72. Esta mutacion afecta un residuo
evolutivamente conservado. Los programas de prediccion de patogenicidad
identificaron que el cambio de un triptéfano por una glicina generaba un efecto
potencialmente deletéreo en la proteina. Esto podria considerarse en diferencias
fisicoquimicas de los residuos. La mutacion se encuentra localizada en el dominio
CTLD, el cual se ha relacionado con procesos anti-inflamatorios, de regulacion del

complemento, y la migracion y la adhesion celular 88:89.166,167,173

2.4.5 Estudio de la localizacion subcelular de THBD WT y mutante

Los resultados de la localizacidon subcelular usando el gen reportero GFP y la IFI,
demostraron diferencias estadisticamente significativas con la presencia de
agregados-like en la region perinuclear entre la version WT y mutante (68,5% vs.
78%, p=0,041) y para el perfil de agregados-like perinucleares masivo (+) y (-) (21%
vs. 38%, p=0,0019) (Tabla 10) en las lineas celulares CHO y COS-7. En las células
THP-1, se demostro diferencias estadisticamente significativas con la presencia de
agregados-like vs. la ausencia de éstos entre la version WT (26% y 74%,
respectivamente) y mutante (63% y 37%, respectivamente) (p=1,05 e'3) (Tabla 11).
Estas lineas expresan enddégenamente THBD, por lo que deberian generar las
modificaciones post-transduccionales requeridas para el buen funcionamiento de la
proteina sobre-expresada tanto WT como mutante. Los agregados de la proteina
THBD-p.Trp153Gly en la region perinuclear y citoplasmatica de estas lineas
celulares podria sugerir que hay un plegamiento anormal de ésta, alterando su

transporte hasta la membrana celular. En el dominio CTLD se encuentran algunos
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sitios de N- y O-glicosilacion y, por programas bioinformaticos, la posicion 153 de
THBD es un sitio de prediccion de unidon a carbohidratos. Esto podria sugerir que la
mutacion puede cambiar la afinidad a los carbohidratos que se encuentran en el
reticulo endoplasmatico, ocasionando que no pasen los puntos de control de
glicosilacion por alteraciones en el plegamiento correcto de THBD, quedando

secuestrada en el reticulo y/o en el citoplasma 74175,

2.4.6 Estudio del efecto de la mutacion THBD-p.Trp153Gly en la
expresion de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina
HMGB1

En el presente trabajo también se determind el posible efecto funcional que
generaba la mutacién THBD-p.Trp153Gly en la actividad anti-inflamatoria del CTLD
88,89.165 | j et al., demostraron que, en el modelo murino con la region CTLD ausente
de Thbd, se generaba aumento de la respuesta inflamatoria dada por el incremento
en la expresion de citoquinas 8. La actividad anti-inflamatoria de este dominio se
encuentra relacionada con el secuestro de la citoquina HMGB1 (high mobility group
box 1), que es secretada al espacio extracelular bajo condiciones de necrosis y en
respuesta a un ambiente celular pro-inflamatorio 88. EI CTLD se une covalentemente
a HMGB1, evitando la unién de esta citoquina al receptor pro-inflamatorio RAGE. El
clivaje de HMGB1 se genera por la formacién del complejo THBD/Trombina 176177,

Se realizé qPCR para determinar si la mutacion THBD-p.Trp153Gly podia generar
la expresion diferencial de los genes de la cascada corriente debajo de HMGB1
aumentando la respuesta inflamatoria, que conlleve al desarrollo de AER. Los
resultados mostraron un aumento estadisticamente significativo en la expresion de
los genes GM-CSF, IL-10, NOS2, FLT1, IL-8 y CCL2, al igual que una disminucién
estadisticamente significativa en la expresion de /IKBKB (Figura 12). Se ha
evidenciado que la estimulacion con HMGB1 produce el aumento en la expresion
de GM-CSF e IL-10, sugiriendo que esta citoquina podria actuar paracrinamente
como factor de estimulacion del crecimiento y como promotor la liberacion de otras

citoquinas 178179,
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GM-CSF induce el crecimiento y la diferenciacion de los monocitos, contribuyendo
a la estimulacion de la respuesta inflamatoria. En el caso de IL-10, que actua como
una citoquina anti-inflamatoria, se ha evidenciado que su aumento durante la
respuesta inflamatoria contribuye a la supresion de la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias, generando un balance de esta respuesta 78180 Estudios también han
demostrado que HMGB1 participa en proceso de estrés oxidativo por el aumento de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y del éxido nitrico (NOS2) 177181182 En
células trofoblasticas y endoteliales de cordon umbilical, se ha evidenciado que
HMGB1 actua como mediador de la inflamacion aumentando el estrés oxidativo por
la via RAGE/NF-k 81,

En los trofoblastos, se ha observado la sobre-expresién de FLT1 por medio de la
cascada de RAGE durante el primer trimestre de gestacion, produciendo disfuncion
endotelial debido a la disminucion en la expresion de VEGF, lo que promueve el
desarrollo de enfermedades de la reproduccion como la preeclampsia '83. Por otra
parte, IL-8 es una quemoquina que actua durante los procesos inflamatorios para
atraer neutrofilos. Se ha evidenciado que HMGB1 genera la sobre-expresion de ésta
en enfermedades pro-inflamatorias como la osteoartritis y bajo condiciones de
hipoxia 82184  |os niveles de esta citoquina junto con CCL2 se encuentran
aumentadas en pacientes con preeclampsia, quienes presentan una respuesta
inflamatoria aumentada por acumulacion de monocitos y macréfagos alrededor de
los trofoblastos '8'. CCL2 es una quemoquina que se produce via HMGB1/RAGE y
que actla en la quimiotaxis y migracion de los monocitos y macréfagos '85. La
produccion de la respuesta pro-inflamatoria esta regulada por la via de sefalizacion
NF-kB, la cual es estimulada por la union de HMGB1 al receptor de RAGE '77. La
proteina IKBKB se encarga de fosforilar el inhibidor de NF-k@ (IkB), para permitir la
translocaciéon de este factor de transcripcion al nucleo y transactivar genes
involucrados en la respuesta inflamatoria '86. Nuestros resultados demostraron una
disminucién en la expresion de IKBKB con la estimulacion de HMGB1 en la version
mutante de THBD, lo cual sugiere que las células podrian estar regulando el

ambiente inflamatorio, controlando la expresion de genes pro-inflamatorios.
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Con estos resultados, concluimos que la mutacion THBD-p.Trp153Gly genera el
aumento en la expresion de genes asociados a la cascada pro-inflamatoria de
HMGB1, propiciando un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio, lo que podria
contribuir al desarrollo del AER.

2.4.7 Modelamiento in silico del efecto de la sustitucion p.Trp153Gly en
el dominio lectina de la proteina THBD.

Para el modelamiento in silico del efecto de la sustitucion p. Trp153Gly en el dominio
lectina de la proteina THBD se realizé6 un BLASTp con el que se identificd la
estructura cristalografica del receptor de manosa CTLD3 humano (PDB ID: 5XTS),
con un 16% de identidad (Figura 13). A pesar de la baja identidad, se preservan los
residuos aromaticos que estan relacionados con la conservacion de la estructura
terciaria en proteinas, bien sea por interacciones aromaticas o por reducciéon en la
hidratacion del esqueleto de la proteina 87188 E| triptéfano que sufre la sustitucion
por glicina en la posicidn 153 es conservado entre ambas proteinas. De igual forma,
se observa la identidad de cisteinas en las posiciones 35, 52, 137, 158 y 167, que
estan involucradas en la generacion de puentes disulfuro, importantes en el
plegamiento. Los resultados obtenidos con el modelamiento in silico mostraron que,
a pesar de que la mutacion no ocurre en la superficie del dominio modelado, tiene
un claro impacto tanto en la estabilidad de la proteina como en su potencial
capacidad de interaccion, ya que implica cambios en el volumen, el area superficial,
los paisajes electrostaticos y energéticos. EI modelo con la sustitucion THBD
p.Trp153Gly presentd un menor volumen, una mayor area superficial y un cambio
energético estabilizante, comparado con el modelo THBD WT (Figuras 16 y 17),
implicando posibles diferencias en la capacidad de interaccion con ligandos
potenciales como HMGB1'8, Es importante mencionar que esta citoquina es
secretada al espacio extracelular por los monocitos, macrofagos, uNKs y células
dendriticas. Durante la fase secretora del endometrio y en la gestacion temprana,
los macrofagos y los monocitos representan el 20% de los leucocitos que se
encuentran en el endometrio. Estas células son estimuladas especificamente por

HMGB1 %, Bhutada et al., demostraron que HMGB1 es expresada por las células
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del epitelio endometrial y que, a su vez, es secretada en la cavidad uterina '%'. Los
niveles de esta citoquina disminuye durante la fase receptiva del endometrio que se
caracteriza por un aumento en la expresion de THBD, lo que podria sugerir que los
bajos niveles de HMGB1 se deben al secuestro por THBD para permitir la adecuada
implantacién del blastocisto '92. La propagacién de la respuesta pro-inflamatoria de
HMGB1 se da por unién con los receptores RAGE y a los receptores toll like (TLR2
y TLR4). Esto produce la activacion de la via NF-kf3 y la expresion de TNF-q, IL-6 e
IFN-y, las cuales estan aumentada en pacientes con AER, sugiriendo que altos
niveles de HMGB1 podrian estar asociados con el ambiente pro-inflamatorio de la

cavidad uterina de estas pacientes 181.193.194,

Estos resultados sugieren que la mutacion THBD-p.Trp153Gly participa en la
generacion de un ambiente pro-inflamatorio asociado a disfunciones en la
implantacion y AER. Esta mutacion podria alterar la interaccion con la citoquina
HMGBH1, la cual no se hidrolizaria de manera adecuada, promoviendo su unién con

receptores de la respuesta inflamatoria como RAGE, TLR2 y TLR4.

2.4.8 Tamizaje de las mutaciones de EPAS1 y estudio funcional in vitro

Otras de las mutaciones escogidas para realizar ensayos funcionales fueron
EPAS1-p.Leu504Val y EPAS1-p.Tyrd88Cys. EPAS1 es un factor de transcripcion
que presenta una alta similitud con el factor inducible de hipoxia 1a (HIF-1a). Se
encuentra involucrado en la adaptacion al ambiente hipoxico por la induccién de
genes como la eritropoyetina (EPO) y VEGF, entre otros. Este factor de
transcripcion actua por heterodimerizacion con ARNT y su interaccion con los sitios
de union a HIF-1. A diferencia de HIF-1a su expresion es especifica en ciertos
tejidos como la placenta y el sincitiotrofoblasto, los cuales estdn sometidos a
condiciones de hipoxia durante la gestacion 19519, Las mutaciones encontradas en
el presente trabajo se encuentran localizadas entre el dominio de degradacion
dependiente de oxigeno (ODDD) y el dominio de N-transactivacién (Figura 18).
Estos dominios estan sujetos a hidroxilacion durante condiciones de hipoxia para

regular la estabilidad y la activacion transcripcional de EPAS1.
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En el presente trabajo, realizamos un tamizaje en pacientes francesas con AER
para identificar posibles mutaciones en los exones que codifican para estos

dominios (exones 10, 11y 12).

A las variantes encontradas en el tamizaje (p.Serd67Asn y p.Thr597lle) no se les
realizd ensayos funcionales. Sin embargo, Maemura et al., realizaron deleciones
seriadas de estos dominios y demostraron que la transactivacion del promotor de
VEGF se inhibe significativamente en comparacion con la version completa de
EPAS1 97, En la presente tesis se efectué un ensayo de estandarizacion gen
reportero con la version WT y las mutaciones de EPAS1 identificadas por NGS
(p.Tyr4d88Cys y p.Leu504Val) y con uno de los promotores de los genes blanco de
EPAS1 (INHA). Se escogio el promotor de INHA porque su expresion aumenta en
el sincitiotrofoblasto sometido a condiciones de hipoxia. Depoix et al., demostraron
que EPAS1 regula la expresién de INHA bajo condiciones de hipoxia durante la
diferenciacion de los citotrofoblastos a sincitiotrofoblastos en el primer trimestre de
gestacion 198 Nuestros experimentos no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre la versiéon WT y las mutaciones (Figura 19).

En sintesis, los resultados presentados en este primer capitulo generan informacién
relevante para la comprension de las posibles alteraciones moleculares asociadas
a la patogénesis del AER. Los estudios realizados de THBD demostraron por
primera vez que mutaciones en el dominio CLTD pueden estar asociadas al AER al
generar un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio por alteracién en su
interaccién con HMGB1. La mutacién de THBD-p.Trp153Gly encontrada mediante
el analisis bioinformatico innovador del exoma completo y tamizada en pacientes
colombianas no relacionadas con AER idiopatico podrian servir como biomarcador
para el diagnostico y prondstico de la enfermedad.
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3. Capitulo Il: Estudios moleculares y

funcionales del gen FOXD1
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3.1 Introduccion

El uso del modelo murino ‘interspecific recombinant congenic strain” (IRCS) ha
permitido el estudio de QTL asociados a la fertilidad femenina y masculina 19°-201,
Con el modelo IRCS se han podido determinar algunos QTL responsables de la
reabsorcion embrionaria, un fenotipo analogo al AER en los humanos 43201-203 Este
modelo ha sido usado eficientemente para estudiar fenotipos complejos pues una
de sus ventajas es que permite medir rasgos de manera indefinida a lo largo del
tiempo pues los fragmentos de estudio han sido fijados en el genoma de las lineas
consanguineas. Ademas, presenta frecuentemente diferencias fenotipicas
estadisticamente significativas entre las lineas de estudio y los individuos parentales
(lo que se traduce en altos valores de LOD score) y porque los fragmentos
mapeados son relativamente cortos. Una desventaja de los IRCS es que son de
dificil reproduccion pues se cruzan dos especies de ratones evolutivamente
distantes. Ademas, se facilita una seleccion negativa debido a un efecto de shock

transcriptémico 200,204,205

El modelo murino congénico IRCS se realizé a partir del cruce inicial entre dos
subespecies de ratones (M. musculus y el M. spretus) separadas por
aproximadamente 2 millones de afios de evolucion lo que representa diferencias
fenotipicas y genotipicas muy relevantes entre las lineas parentales. El cruce inicial
(“outcross”) se realiza entre una hembra “inbred” de M. musculus (C57BL/6J) y un
macho “inbred” de M. spretus (SEG/Pas). A partir del resultado del cruce inicial (F1),
realizaron dos cruces consecutivos “backcross” entre las hembras obtenidas en F1
y F2 con un macho C57BL/6J de la linea parental para disminuir el genoma del M.
spretus en el fondo genético del C57BL/6J hasta en un 12.5%. Después se
realizaron 20 cruces adicionales entre hermanos/hermanas que permitieron fijar en
estado homocigoto los fragmentos M. spretus en el fondo genético de M. musculus
(Figura 20) 2%, Es importante mencionar que la linea de spretus contiene
aproximadamente un SNP cada 80 — 100 pares de bases (comparado con el M.

musculus) lo que permiti6 la utilizacibn de mapeo de alta
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Figura 20. Modelo murino IRCS. Se realizé un cruce inicial entre una hembra
C57BL/6J y un macho SEG/Pas (Spretus). A partir de la F1, se realizaron dos cruces
backcross (BC) entre las hembras F1 con un macho parental C57BL/6J y una
hembra F2 con un macho parental C57BL/6J. Después se realizaron cruces entre
hermanos/hermanas (F3 a F20) para fijar en estado homocigoto los fragmentos M.
spretus en el fondo genético de M. musculus.
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densidad para localizar con la precision los fragmentos de M. spretus en el fondo
genético de M. musculus 2%. Ademas, determinan en parte las diferencias
fenotipicas interespecificas resultantes de la divergencia entre las regiones
codificantes (especialmente de los factores de transcripcion) y de los promotores
durante el proceso de especiacion. Este fendmeno fue denominado en este modelo

“shock transcriptomico” 204,

Laissue et al. (2009), por medio de ecografia de alta frecuencia en hembras IRCS
gestantes (E8.5-E12.5) demostraron que algunas lineas de ratones con tres
fragmentos de spretus presentaban un aumento en la reabsorcion embrionaria en
comparacion con las lineas de ratones C57BL/6J x C57BL/6J (grupo control) 2°'. En
este estudio se analizaron 207 hembras gestantes de 39 lineas IRCS y 22 lineas
del grupo control. De las 39 lineas IRCS estudiadas se identificaron 4 que
mostraban un aumento en la reabsorcion embrionaria (denominadas 66H, 103C,
135B y 135E) en comparacion con el grupo control. La linea 66H presentaba tres
fragmentos gendmicos de spretus localizados en los cromosomas MMU1, MMU13
y MMU18. Para determinar con precision la contribucion del genotipo al fenotipo, se
separaron los fragmentos gendmicos de spretus y se generaron cinco sublineas de
las cuales 3 eran co-isogénicas (66HMMU1, 66HMMU13 y 66HMMU18). Este
modelo se realizé mediante cruces entre hembras 66H con machos C57BL/6J para
obtener una F2 con un unico fragmento de spretus (co-isogénico) los cuales se
fijaron en estado homocigoto en el fondo genético de M. musculus por medio de un
intercross y genotipificaciones seriadas 2°'. A las hembras gestantes de cada
sublinea se les realiz6 nuevamente ultrasonografias las cuales evidenciaron que la
mayor tasa de reabsorcion embrionaria, en comparacioén con el grupo control, se
presentaba en las sublineas 66HMMU1 (24,6% p=0,013) y 66HMMU13 (14,7%
p=0.01) 291,

En un estudio reciente de Laissue et al. (2016), que representa la continuidad del
abordaje previamente descrito, se exploré6 de manera especifica la sublinea IRCS
66HMMU13 la cual, por ultrasonografia, presentaba una tasa alta de reabsorcion

embrionaria 43201, Esta sublinea presentaba un fragmento Unico de spretus de

75



aproximadamente 2,6 Mb localizado entre los marcadores rs120693734 y D13Mit47
en el cromosoma MMU13. Este fragmento contenia 31 genes dentro de los cuales
se encontraban genes codificantes para factores de transcripcion 2°'. Se realizaron
experimentos de transcriptomica por microarreglos en 8 hembras de la sublinea
66HMMU13 cruzadas con machos C57BL6/J. Se extrajo el ARN total de la placenta
y el endometrio de hembras gestantes de la sublinea 66HMMU13 (hembras
66HMMU13 x machos C57BL/6J) y de un grupo control C57BL/6J (C57BL/6J x
C57BL/6J). En los experimentos de transcriptdmica se compararon los niveles de
expresion, por microarreglos, del endometrio y de la placenta entre la sublinea
66HMMU13 y el grupo C57BL/6J. Se demostrd que en el endometrio de la sublinea
66HMMU13, 6,8% de los genes se encontraban sobreexpresados, mientras que el
4,3% se encontraban subexpresados en comparacion con el grupo control. En la
placenta de ratones 66HMMU13, 3,6% de los genes estaban sobreexpresados y
7,2% subexpresados en comparacion con el grupo control. Luego, se seleccionaron
los 50 genes mayormente sobreexpresados y los 40 genes mas subexpresados.
Mediante un analisis bioinformatico de los sitios potenciales de unién a factores de
transcripcion (TFBS) usando Genomatix y un analisis estadistico se identificaron,
en los promotores mayormente desregulados, una sobre-representacion de TFBS
de algunas familias de factores de transcripcion. La familia forkhead box (FKHD) de
factores de transcripcidn se encontro en el primer lugar de significancia estadistica
(p=0,0009). EI fragmento de spretus en el cromosoma MMU13 de la sublinea
66HMMU13 contenia un unico factor de transcripcion perteneciente a la familia de
los forkhead (Foxd1) 3. Esto lo convirtido en un gen candidato en la etiologia de la
reabsorcion embrionaria pues variantes en su secuencia, originadas en la
divergencia evolutiva entre M. musculus y M. spretus, podrian estar relacionados

con modificaciones en la regulacion de genes blanco.

La secuenciacion directa de la regidon codificante de Foxd7 de Mus spretus y de la
sublinea 66HMMU13 mostrd 5 variantes no-sinonimas (p.Asp73Glu, p.Asn126Glu,
p.Thr152Ala, p.Asp76_Leu77InsAsp y p.Pro319del) en comparacion con el grupo
control. La variante p.Thr152Ala se encontrd en el sitio de uniéon del ADN de este

factor de transcripcion en una posicion conservada evolutivamente. Los analisis de
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la potencial patogenicidad, usando SIFT, mostraron que este cambio tenia un efecto
potencialmente deletéreo. Para determinar el efecto funcional de la variante se
realizd un ensayo gen reportero con los promotores de genes blanco directos para
Foxd1 que se encontraron desregulados en el analisis transcriptomico (Pgfy C3) y
que representaban moléculas importantes en el mantenimiento de la gestacion en
el raton. Se determind que la variante p.Thr152Ala disminuia la habilidad de Foxd1
para transactivar el promotor de Pgf pero no afectaba la transactivacion del
promotor de C3 43. Con estos resultados se determind que la version de spretus,
representada principalmente por p.Thr152Ala, tenia un efecto funcional y podria ser

la responsable de las camadas pequenas de spretus observadas en la naturaleza.

En el mismo estudio se sugiri6 que las mutaciones en FOXD1 podian estar
implicadas en el AER. Por esta razon, se secuencio la regidon codificante de FOXD1
en 556 pacientes y en 271 controles “3. Se encontraron 10 variantes no-sinénimas
en estado heterocigoto en las pacientes con AER (5,9%, p=0.00056). El riesgo
relativo de tener AER al presentar variantes de FOXD1 en estas pacientes fue de
10,3 (IC: 1,4-77,2). La variante que mostré6 mayor significancia estadistica fue la
insercion de dos residuos de alanina en la posicion 429 de FOXD1 (p.429AlaAla)
(p=0,015). Los ensayos funcionales con esta variante y la variante p.Ala356Gly
demostraron la incapacidad de FOXD1 mutante para transactivar el promotor de
PGF, mientras que la transactivacién del promotor de C3 no mostré cambios con la
variante p.429AlaAla, pero si una disminucion significativa con la variante
p.Ala356Gly 43. La variante p.lle364Met retuvo su capacidad de transactivar el
promotor de PGF como la version WT, pero aumentaba significativamente la
transactivacion del promotor C3. Con estos hallazgos se pudo concluir que FOXD1
no solo cumple una funcion importante en la implantacion de los ratones, sino que

las mutaciones de FOXD1 son una causa frecuente de AER.

En este contexto, es posible que las mutaciones de este gen estén asociadas a la
falla de implantacién recurrente (FIR) y a patologias de la placenta (el estudio de

esta hipotesis se desarrollo en el presente trabajo de tesis).

77



En sintesis, el modelo IRCS permitié efectuar el clonaje posicional de FOXD1. Los
resultados se aplicaron de una especie inbred a una outbred (humanos) con éxito.
Estos aspectos hacen parte del review publicado en la revista Journal of Molecular
Medicine (IF: 4.9 — 2016) bajo el titulo “The multisystemic functions of FOXD1
in development and disease” (Ver Anexo IV) 207, Parte de este trabajo de tesis
se focalizé en el estudio de la funcion de FOXD1 en la biologia de la implantacién y

de la placentacion.

3.2 Metodologia

En este capitulo del trabajo de tesis se realizd un abordaje experimental que
permitié responder a preguntas de investigacion referentes a la funcion de FOXD1
(Figura 21):

1- ¢, COémo mutaciones nuevas de este factor de transcripcion podrian modificar la
transactivacion de genes blanco directos conocidos y cual seria su potencial

relacion funcional con la FIR, el IUGR y la PE ?
2- ; Qué nuevos genes son blanco directos de FOXD1 en un contexto placentario?

Para responder a la pregunta 1 se desarrollaron los pasos metodolégicos descritos
en los puntos 3.2.1, 3.2.2 'y 3.2.7. Para responder a la pregunta 2 se desarrollaron

los pasos metodoldgicos descritos en los puntos 3.2.3, 3.2.4, 3.2.5, 3.2.6y 3.2.7.
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Figura 21. Metodologia para el estudio molecular y funcional de FOXD1.

Objetivo

Identificar variantes candidatas en
pacientes con Fl, AER, PE y RCIU

Identificar genes blanco directos
nuevos

Metodologia

Secuenciacion directa del ORF FOXD1

ChlIP-seq

Ensayo gen reportero

Matriz de trabajo

ADN pacientes con FI, AER, PE,
RCIU y controles

ADN de tejido placentario fresco

Construcciones FOXD1 WT,
mutaciones sobre promotores
nuevos y conocidos
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3.2.1 Inclusién de pacientes y de controles con FIR, AER, PE, Y RCIU

Para determinar si las pacientes con AER idiopatico colombianas y con FIR
presentaban variantes en el gen FOXD1 que pudieran ser usadas como marcadores
moleculares, se incluyeron 31 pacientes colombianas con AER y 30 pacientes con
FIR. Las pacientes con AER fueron remitidas de los centros de reproduccién
asociados a la Universidad del Rosario, las consultas privadas de gineco-obstetras
de Cecolfes y de los genetistas de Mederi y la Universidad del Rosario. Las
pacientes con FIR fueron remitidas de centros de asistencia a la reproduccioén (e.g.
Cecolfes) quienes presentaron dos o mas fallas recurrentes de la implantacion en
al menos 2 ciclos consecutivos de FIV en los que un unico embrién de alta calidad
fue transferido en cada ciclo. A estas pacientes se les efectué seguimiento de los
niveles séricos de B-HCG para determinar si habia o no implantacion. Los criterios
de exclusion para las pacientes con FIR fueron: pacientes con sindrome
antifosfolipido, alteraciones en el cariotipo materno, coagulopatias, anormalidades
anatémicas en el utero, miomatosis uterina, hidrosalpinx y alteraciones en los
factores masculinos de las parejas. Los criterios de exclusion para las pacientes con
AERy el grupo control fueron descritos en la metodologia del Capitulo | del presente
trabajo. El grupo control para FIR fue constituido por 100 pacientes del mismo origen
étnico a quienes se les realizé un ciclo de FIV y tuvieron un embarazo exitoso. A las
pacientes y a los controles se les explico los objetivos del estudio y, previa firma del
consentimiento informado, se les tomd una muestra de sangre periférica para

realizar la extraccion del ADN por medio del método de salting-out.

Las pacientes francesas con PE (n=31), con RCIU (n=39) y con PE/RCIU (n=27)
fueron atendidas en el Instituto Cochin (Paris, France). Los criterios de inclusion
para las pacientes con PE fueron: presién sistélica >140 mmHg, presion diastdlica
>90 mmHg y proteinuria >0,3 gr/dia. Los criterios de inclusion para RCIU fueron
reduccion del crecimiento fetal durante la gestacién con un peso al nacer por debajo
del percentil 10. Los criterios de exclusion para ambos grupos fueron diabetes,

malformaciones cromosomicas y fetales, infeccion materna y tratamiento con
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aspirina. Los controles para este grupo de pacientes fueron los reportados en el

estudio de Laissue et al, 2016 *3.
3.2.2 Secuenciacion directa del gen FOXD1

La region codificante completa del gen FOXD1 se amplificé en dos fragmentos 43.
Los amplicones fueron purificados mediante exonucleasa | y fosfatasa alcalina. Se
realizd secuenciacion de Sanger usando los primers disefiados en el interior del
amplicon para cada fragmento. Se efectué un analisis bioinformaticos
(alineamientos multiples interespecificos, SIFT y Polyphen) y la busqueda de las
variantes en las bases de datos publicas de SNPs (NCBI, EXAC y Ensembl) para
determinar su potencial patogenicidad. Las variantes candidatas fueron tamizadas
en el grupo control descrito previamente. Las variantes nuevas que se encontraron
en las pacientes y no en el grupo control fueron seleccionadas para su validacion

mediante estudios funcionales.

3.2.3 Preparacion de la muestra de placenta para experimentos de ChiP-

seq

Para determinar los genes blanco directos no conocidos de FOXD1 en la placenta
humana se realiz6 ChIP-seq de las vellosidades coridnicas de tejido placentario
sano a término. A partir de una placenta humana, previo lavado con solucion salina,
se disecaron las vellosidades placentarias evitando el corte de las membranas y los
vasos maternos. Se tomaron muestras de aproximadamente 200 mg (1 cm), las
cuales se almacenaron en nitrégeno liquido y en trizol. Antes del envio de la muestra
para ChlP-seq (Epigentek Inc., USA) se realizé la extraccion de ADN para la
secuenciacion directa de FOXD1 (para determinar si la donante presentaba alguna
variante en este gen). Ademas, se extrajo el ARN total para efectuar RT-PCR y
determinar la expresion de FOXD1 en el tejido placentario, al igual que la extraccion
de proteinas totales para confirmar la presencia de FOXD1 en la placenta por
Western Blot (WB). Luego de la verificacion de la expresion de FOXD1 en la
placenta, una muestra en fresco de 200 mg fue enviada a Epigentek Inc. (USA) para

realizar los experimentos de ChlP-seq.
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3.2.4 ChIP-seq

Para determinar los blancos directos no conocidos de FOXD1 en el tejido
placentario se efectud la siguiente metodologia en la plataforma externa Epigentek
Inc. (NY, USA).

Se realiz6 la extraccion de ADN de la biopsia de tejido placentario normal y se
preparé segun el protocolo de ChIP (inmunoprecipitacién de la cromatina). Se aislé
la cromatina de la muestra usando el kit ChromaFlash Chromatin Extraction
(EpiGentek, Cat. #P-2001) y se realizdé un cross-linking de FOXD1 al ADN con
formaldehido. La cromatina se fragment6 entre 200 — 1000 pb usando el sistema
EpiSonic 2000 Sonication (EpiGentek, Cat. #£EQC-2000). La concentracion de la
cromatina fue medida por fluorescencia y 5 ul de la cromatina fueron usados para
purificar el ADN que sirvié como “input”. Los tamafios de los fragmentos de ADN
(100 — 600 pb) fueron determinados por el equipo Bioanalyzer Agilent. El anticuerpo
anti-FOXD1 (invitrogen # PA5-35145) fue validado usando el kit Pre-Sure ChIP
Antibody Validation (EpiGentek, Cat. #P-2031). El grado de intensidad para ChIP
(CGl) del anticuerpo fue de 4,2 (referencia: CGI > 3). Para la reaccion de ChIP se
usaron 10 pg de cromatina con 5 ug del anticuerpo, 10 pl de perlas y 500 ul del
buffer para ChlP. La reaccion fue incubada a temperatura ambiente por 3,5 horas
en rotacion continua. Después de la incubacion, las perlas fueron lavadas y el
“ChiPed” ADN fue purificado y eluido en 20 pl de agua. Para la preparacion de la
libreria se ligaron los adaptadores a los extremos de los fragmentos de ADN, se
realizd una amplificacion clonal usando primers universales y se purifico. La libreria
fue verificada usando el equipo Bioanalyzer y cuantificada por KAPA gPCR. 10nM
de la muestra fueron secuenciados por NGS usando la plataforma lllumina HiSeq
4000.
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3.2.5 Analisis bioinformatico de la secuenciacion y depuracion de los

datos

El analisis de los datos primarios de la ChlP-seq se realiz6 usando Bowtie2 version
2.2.6 y MACS version 2.1.0 como se ha reportado en la literatura 208210, E| control
de calidad de los datos generados por la secuenciacién de lllumina fue realizado
usando FastQC, version 0.10.1

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Estos datos fueron

mapeados con la secuencia del genoma humano (hg19) usando Bowtie, fueron
convertidos de archivos SAM a BAM y fueron ordenados por coordenadas usando
SAMtools version 0.1.19 2", Las estadisticas del mapeo se realizaron usando

Picard, version 1.90 (http:/picard.sourceforge.net/). Estos resultados fueron

sometidos al llamado de picos enriquecidos contra la muestra “input” usando los
parametros por defecto de MACS2 con un valor de corte para p de 0,1. Los picos
encontrados fueron filtrados contra la lista de ENCODE para hg19 usando Bedtools,
version v2.25.0 212213 Este analisis se realizo en la plataforma externa Epigentek
Inc. (NY, USA).

3.2.6 Analisis de los picos encontrados por ChIP-seq

Se filtraron los picos manualmente usando los valores de enriquecimiento
(“fold_enrichment”) y los valores de alineamiento (“pile_up”). Para determinar el
punto de corte para el enriquecimiento, se realizd un conteo de los picos para cada
valor y, asi, realizar una grafica de distribucion para determinar el umbral de estos
valores representativos para ~10,000 picos. Se realiz6 la misma metodologia para
determinar el umbral para los valores de alineamiento 208214-216_ | os picos
encontrados bajo estos umbrales fueron filtrados teniendo en cuenta las siguientes
localizaciones: corriente arriba del gen (“Upstream”), dentro del gen (“Inside”),
sobrelapado al inicio del gen (“OvelapStart’) e incluyendo todo el gen
(“IncludeFeature”) 2'7. Para determinar los picos cercanos a los sitios de inicio de la
transcripcion (TSS) de los genes blanco, se uso el valor de la distancia mas corta

con un valor de corte de <2,000 bp desde el TSS mas cercano
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(“shortestDistance”)?'®. Para correlacionar la localizacién del pico con un gen
blanco, se filtr6 por la categoria RefSeq (“NM_id”") y se visualizd usando la
herramienta IGV. Se escogieron los genes blanco teniendo en cuenta la funcién
biolégica en la gestacion y en la placenta usando las bases de datos de genes
GeneCards (http://www.genecards.org/), UniProt (https://www.uniprot.org/), NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) y Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html).

Se utiliz6 la herramienta bioinformatica Genomatix para determinar los sitios
putativos de uniéon a FOXD1 en los promotores de estos genes blanco y se utilizé la
informacion de los resultados generados por transcriptdmica de los genes blanco
diferencialmente expresados de Foxd1, obtenidos en el estudio de Laissue et al. %3,
para escoger los genes blanco candidatos para los estudios funcionales posteriores.

3.2.7 Ensayos gen reportero

Se crearon construcciones plasmidicas (pcDNA 3.1 Zeo (+)) que contenian la region
codificante de FOXD1 WT y mutantes de acuerdo con las variantes encontradas en
las pacientes con FIR, AER y RCIU (Tabla 13).

Tabla 13. Construcciones de las mutaciones FOXD1

Patologia Cambio proteina
AER Yy FIR p.Gly103Asp
FIR p.His267Tyr
RCIU p.Arg57del
p.Arg55Pro
AER p.Ala356Gly
p.lle364Met

Se realizaron clonajes de las regiones promotoras blanco de FOXD1 en el plasmido
pGL4.22[luc2CP/Puro], el cual incluye la secuencia del gen reportero de luciferasa

(luc2CP - Photinus pyralis). En este plasmido se clonaron los promotores de los
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genes blanco de interés identificados en el estudio previo de Laissue et al.: PGFy
C3 43, También se crearon las construcciones con los promotores que se
encontraron por la técnica ChlP-seq descrita anteriormente (Ver resultados mas
adelante). Se uso6 un plasmido que contenia la secuencia codificante de Renilla, el
cual se empled como normalizador de la transfeccion. Se realizd6 una co-
transfeccion en células COS-7 con las 3 construcciones: la que contenia el ORF WT
o mutante de FOXD1, la que contenia la secuencia de alguno de los promotores
blanco y la que codificaba para la Renilla. Los niveles de Ila
transactivacion/transrepresion se analizaron usando el sistema Dual-Luciferase
Reporter Assay (Promega, Madison, WI, USA). La actividad de la luciferasa en cada
replica fue dividida por la actividad reportada para la Renilla. Con los resultados se
realizé un estudio estadistico usando la prueba t-student para determinar si existian
diferencias significativas entre las condiciones WT y las mutantes. Se realizaron 5

réplicas biolégicas con 6 réplicas técnicas cada una.

3.3 Resultados

3.3.1 Estudio de FOXD1 como un potencial marcador molecular de AER,
en Fl durante FIV (ART), RCIU y PE

El analisis de secuenciacion identificé 8 variantes heterocigotas no-sinénimas
(Tabla 14). Las variantes FOXD1 p.Arg57del y p.His267Tyr no se han reportado en
las bases de datos publicas ni previamente, mientras que las variantes FOXD1
p.Ala356Gly y p.lle364Met presentan un MAF bajo en las bases de datos y fueron
reportadas previamente en pacientes con AER “3. Ninguna de estas variantes fue
encontrada en grupos control. La variante FOXD1 p.His267Tyr fue encontrada en
pacientes colombianas con FIR, mientras que la variante FOXD1 p.Arg57del se

encontré en una paciente francesa con RCIU.
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Tabla 14. Resultados de la secuenciacién del ORF de FOXD1 en pacientes colombianas con AER, FIR, PE,RCIU e individuos control

Pacientes con AER colombianas

ADN

Proteina

Rs Pacientes Controles

MAF

SIFT

PolyPhen

Conservacion

evolutiva
c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335( 5/31 6/100 0,18 Tolerado (0,52) Benigno (0) Si
€.308G>AR p.Gly103AspQ rs1369199745 1/31 1/100 0,000008 Tolerado (0,46) Benigno (0,334) Si
Pacientes con FIR colombianas
C 7
ADN Proteina Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen onserva'cmn
evolutiva
c.263C>G p-Ala88Gly rs77053350 2/30 6/100 0,18 Tolerado (0,99) Benigno (0) Si
€.308G>AR p.Gly103AspQ rs1369199745 1/30 1/100 0,000008 Tolerado (0,46) Benigno (0,334) Si
. , Posiblemente .
c.799C>Tnl p.His267Tyrl - 1/30 0/100 _ Deletéreo (0,04)R ) Si
deletéreo (0,69)
Posibl t
C.976G>AT p.Ala326Thri rs552595262 & 1/30 2/100 0,0142 Deletéreo (0,07) ostbiemente si
deletéreo (0,69)
Pacientes francesas con RCIU
. R Conservacion
ADN Proteina Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen R
evolutiva
c.168_170delGCG p.Arg57del rs750578392 1/39 0/271 0.0065 _ _ Si
c.263C>G p-Ala88Gly rs7705335 4/39 23/271 0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si
.976G>A p.Ala326Thr rs552595262 1/39 8/271 0.0142  Deleterious (0,07) Pos'b'y(gzlge)ter'ous si
c.1092C>G p.lle364Met rs992724147 1/39 0/271 0.001 Deleterious (0) Deleterious (0,99) Si
c.1146_1158del CAGGCCGCCGCC p.GIn383_Ala387delQAAA rs771204220 4/39 13/271 0,006 o . NA
Pacientes francesas con PE
C 7
ADN Proteina Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen onserva'cmn
evolutiva
c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335 6/31 23/271 0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si
. Posibly deleterious .
c.976G>A p.Ala326Thr rs552595262 2/31 8/271 0.0142 Deleterious (0,07) (0,69) Si
Pacientes francesas con PE+RCIU
Conservacion
ADN Proteina Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen R !
evolutiva
c.263C>G p-Ala88Gly rs7705335 1/27 23/271 0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si
c.1067C>G p.Ala356Gly rs917127030 1/27 0/271 0.0003 Deleterious (0,01) Benign (0,001) Si
c.1187C>T p.Pro396Leu rs540644822 1/27 1/271 0,0002 Tolerate (0,2) Benign (0,1) Si
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En este grupo de pacientes una con RCIU/PE presentaba la variante FOXD1
p.Ala356Gly y una con RCIU presentaba la variante FOXD1 p.lle364Met. El resto
de las variantes se consideraron polimorfismos, ya que presentaban un MAF>1%
en las bases de datos publicas y estaban presentes en la poblacion control. Los
analisis de la potencial patogenicidad, usando los predictores SIFT y PolyPhen,
mostraron que la mutacién FOXD1 p. His267Tyr tenia un efecto potencialmente

deletéreo.

3.3.2 Ensayo gen reportero

Para estudiar el efecto funcional de algunas de las mutaciones previamente
encontradas sobre las transactivacion de promotores blanco ya conocidos de
FOXD1 se realizaron ensayos gen reportero. Se usaron las construcciones
plasmidicas FOXD1 WT (pcDNA3.1 Zeo (+)) y las que incluian las mutaciones
encontradas en las pacientes con FIR y RCIU. Para el promotor del gen blanco C3,
identificado en el estudio realizado por Laissue et al., se utilizdé la construccion
subclonadas en el plasmido pGL4.22 43,

Los resultados del ensayo gen reportero demostraron que FOXD1 transactiva el
promotor de C3 cuando se compara con el vector vacio (1,9 veces, p=0,0024). La
actividad transcripcional del promotor presentd un aumento estadisticamente
significativo cuando se sobre-expresan las mutaciones de FOXD1 encontradas en
las pacientes con FIR y RCIU en comparaciéon con la version WT. La mutacién
FOXD1 p.His267Tyr aumenté 1,25 veces (p=0,03) y FOXD1 p.Arg57del aumento
1,5 veces (p=0,0004) (Figura 22).

Los resultados antes mencionados fueron sometidos en la revista Human Mutation
(IF: 5,4 — 2017) bajo el titulo “FOXD1 mutations are related to repeated
implantation failure, intra-uterine growth restriction and preeclampsia” (Ver
Anexo V).
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Figura 22. Ensayo gen reportero de FOXD1 WT y mutantes con el promotor de C3.
* p<0.05, *** p<0.001

l *k%x |

URLs

3.3.3 Identificacion de nuevos genes blanco directos de FOXD1

Para determinar los genes blanco directos no conocidos de FOXD1 se realizé ChiP-
seq de las vellosidades coridnicas de tejido placentario sano a término. Los analisis
previos al envio mostraron que la paciente presentaba una variante sinénima
frecuente en el ORF de FOXD1-p.Ser436Ser (rs2972191, MAF 0.3). Tanto la RT-
PCR como el WB demostraron la expresion de FOXD1 en el tejido placentario
(Figura 23).
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Figura 23. Expresion de FOXD1 en tejido placentario sano a término. A. La RT-
PCR muestra la presencia del transcrito en la placenta. Se us6 el gen housekeeping
GAPDH. B. EI WB demuestra la expresion de FOXD1 en el extracto total de
proteinas de placenta. Se utilizé la proteina housekeeping de B-actina. M: marcador
de peso (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).
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1. FOXD1: 46 kDa || 2.B-actina: 42 kDa

El control de calidad de los datos primarios de la ChIP-seq mostré una gran cantidad
de valores con una distribucion adecuada en el puntaje de calidad, sugiriendo que
la secuenciacion cumplié con los estandares técnicos. Se mapearon entre 79,72%
y 95,32% de todos los datos.

Durante el llamado en la anotacion de los picos se utilizaron los puntos de corte
para el valor de p de 0,01 y 0,05 los cuales generaron 4 y 10 picos, respectivamente.
Por esta razon, se usé el valor p de 0,1 para el analisis bioinformatico subsiguiente.
Debido a que el valor de p ajustado para cada pico no mostré diferencias
estadisticamente significativas con el “input’” se realizaron los filtros manuales
usando los valores de enriquecimiento (“fold_enrichment”) y de alineamiento
(“pile_up”). La grafica de distribucion para el enriquecimiento mostré que ~20,000
picos se encontraban dentro del umbral de 1,27 (Figura 24). La mayoria de los picos
mostraban valores de enriquecimiento bajos lo que sugiere ruido de fondo. Usando
este filtro, se obtuvieron 19,744 picos de los 680,728 picos totales encontrados en
el ChlP-seq. Se realizd el mismo analisis para determinar el valor de corte del

alineamiento. El resultado de la distribucibn mostré que ~32,000 picos se
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encontraban dentro del umbral de 0,41 (Figura 25). Se us6 este umbral para filtrar

los picos obtenidos con el umbral del enriquecimiento generando 8,878 picos.

Figura 24. Grafica de distribucion del conteo de los picos vs. valor de
enriquecimiento. Se muestra que en el valor de enriquecimiento 1,27 (umbral) se
encuentran ~20,000 picos que conforman la meseta de la distribucion.
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Figura 25. Grafica de distribucion del conteo de los picos vs. valor de alineamiento.
Se muestra que en el valor de enriquecimiento 0,4 (umbral) se encuentran ~32,000
picos que conforman la meseta de la distribucion.
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Los 8,878 picos se filtraron usando las categorias de localizacién: corriente arriba
del gen (“Upstream”), dentro del gen (“Inside”), sobrelapado el inicio del gen
(“OvelapStart”) e incluyendo todo el gen (“IncludeFeature”). Se obtuvieron 5,903
picos de los cuales la mayoria se encontraban localizados corriente arriba del gen
(69%) (Figura 26).

Para determinar los picos que se encontraban cerca a los TSS de los genes blanco
se filtré por la distancia de < 2,000 pb del TSS obteniendo 574 picos. Esta region
fue escogida arbitrariamente asumiendo que contiene el promotor minimo regulador
de la transcripcion. La correlacion de estos picos con el gen blanco se realizd
filtrando por la identificacion de RefSeq con lo cual se obtuvieron 177 genes, el resto
de los picos no tenian RefSeq asignado o pertenecian a RNAs no codificantes
(Figura 27). 18,8% de los picos sin identificacion fueron visualizados con la

herramienta IGV obteniendo la identificacidén de su gen blanco.

Figura 26. Grafica de localizacién de los picos.
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Figura 27. Grafica de la distribucién de la identificacion de los genes blanco. NM:
con RefSeq, NA: no identificado, NR: RNAs no codificantes.

ENM mNA mNR

Utilizando manualmente las bases de datos para determinar la plausibilidad
bioldgica de los 177 picos de genes blanco dentro de la fisiologia de la gestacion y
el desarrollo de la placenta, se encontraron 28 picos que estaban involucrados
dentro de las cascadas moleculares de ambos procesos fisioldgicos. Los
promotores de estos genes se analizaron mediante la herramienta Genomatix para
identificar los sitios putativos de union a FOXD1. Se identificaron 12 genes con sitios
putativos de union. De éstos, 6 genes se encontraron sub-expresados en el estudio
de transcriptomica realizado por Laissue et al., (2016) 3. Los genes blanco CTSC,
TRPC6, MMP-8, CD226 y CD86 se encontraron sub-expresados en el tejido
placentario de las hembras IRCS con la mutacion Foxd1-p.Thr152Ala, mientras que
el gen blanco CMA1 se encontraba sub-expresado en el endometrio de este modelo
murino. Por esta razén, se escogieron los genes blanco CTSC, TRPC6, CD86 y
CMA1 para realizar las construcciones plasmidicas y los estudios funcionales

posteriores a la validacion de la ChIP-seq.
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Se realizé una primera aproximacion del ensayo gen reportero utilizando las
construcciones de los promotores CD86 y CTSC. Se evidencid que FOXD1
generaba un aumento estadisticamente significativo de la transactivacién del
promotor de CD86 y de CTSC (4,9 y 1,8 veces, respectivamente) en comparacion
con el vector vacio (p=0,001 y p=0,026, respectivamente) (Figura 28). Estos
resultados seran confirmados por EMSA/Supershift, puesto que el ensayo gen

reportero es un aproximacion indirecta.

Figura 28. Ensayo gen reportero de FOXD1 WT con el promotor de CD86y CTSC.
* p<0.05, *** p<0.001
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3.4 Discusioén capitulo Il

3.4.1 Estudio de FOXD1 como un potencial marcador molecular de AER,
en Fl durante FIV (ART), RCIU y PE

En este capitulo del trabajo de tesis se realizé el tamizaje de mutaciones de FOXD1
en pacientes con FIR, AER, RCIU y PE, al igual que ensayos funcionales para las
mutaciones FOXD1 p.His267Tyry p.Arg57del. Los resultados del tamizaje realizado
por secuenciacion de Sanger en poblacién colombiana y francesa sugirieron que
estas mutaciones podrian ser causales de la FIR y del RCIU. Estas mutaciones

afectaron residuos conservados evolutivamente.

93



Los ensayos funcionales demostraron que las mutaciones FOXD1 p.His267Tyr y
FOXD1 p.Argb7del aumentaban significativamente (p<0,05 y p<0,001,
respectivamente) la transactivacion del promotor del gen blanco C3 4. El
incremento de los niveles de C3 podrian afectar el proceso de implantacion vy
placentacion en las pacientes con FIR/RCIU. Estudios realizados en pacientes con
FIR y en vellosidades coridnicas demostraron, por medio de transcriptomica, que se
presentaba una sobre-expresion de C3. Esta proteina esta involucrada en la
activacion de la respuesta inmune innata que conduce a la apoptosis celular y
potencia un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio 3115, Modelos murinos
deficientes de C3 han demostrado una mayor reabsorcién embrionaria (fenotipo
homologo a AER) en comparacion con los ratones WT debido a una alteracion en
el desarrollo de la placenta y del trofoblasto 2'°. Por esta razon, se debe mantener
un equilibrio entre los niveles de expresion de C3 durante la implantacion, pues su
incremento, como ocurre en los resultados previamente expuestos, puede conducir
a disfunciones en la implantacion como ocurre en el AER y la FIR, al igual que en la

placentacion como ocurre en la PE y el RCIU.

Con estos resultados establecemos que FOXD1 es un gen implicado dentro de la
patologia de FIR, AER, RCIU y PE sirviendo de marcador molecular para estas
enfermedades y para el prondstico de los tratamientos de reproduccion asistida
(FIR). Es importante mencionar que el ensayo gen reportero no permite determinar
la interaccion directa entre el factor de transcripcién y el promotor, por lo cual se
necesita una verificacion por ensayos de EMSA para determinar si las mutaciones
encontradas en estas pacientes pueden alterar la union de la proteina al promotor
de C3. Por otra parte, los ensayos se realizaron sobre un modelo celular alejado a
la células de los 6rganos en los que se desarrollan esta patologias, lo cual no ilustra
de manera precisa lo que pudiera suceder en los tejidos asociados a la implantacion
y placentacion. Modelos adicionales, fundamentados en la edicién de genoma e
implementados en modelos celulares y animales, se inscriben como una potencial
alternativa para una mejor comprensién de mecanismos moleculares especificos

asociados a estas mutaciones.
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3.4.2 Identificacion de nuevos genes blanco directos de FOXD1

Los resultados de la ChlP-seq obtenidos permitieron identificar nuevos posibles
genes blanco directos de FOXD1, lo que genera nuevo conocimiento sobre la
regulacion transcripcional de este factor de transcripcion en el proceso de
implantacion/mantenimiento de la gestacion. En los experimentos de ChlP-seq
entre el 79% y el 95% de las lecturas fueron mapeadas. Sin embargo, no se
obtuvieron picos utilizando un valor de p=0,05 para el lamado de los picos. Por esta
razon, la ChlP-seq no se consideré 6ptima en términos de especificidad. Los
promotores de genes escogidos para la posterior verificacion por ensayos gen
reportero y EMSA fueron aquellos que tenian sitios putativos de unién a FOXD1
(tamizados por Genomatix) y que tenian una expresion diferencial en el endometrio
o placenta, segun los estudios de transcriptdmica realizados por Laissue et al. 43.
En este marco, a pesar de que los genes blanco propuestos son candidatos teéricos
relevantes desde una Optica fisiopatoldgica, las limitaciones técnicas evocadas

refuerzan la necesidad de validar los resultados mediante técnicas adicionales.

Los genes blanco CTSC, CD86 y CMA1 participan en procesos inmunologicos
durante la gestacién. CTSC codifica para una cistein-proteasa involucrada en la
degradacion de proteinas intracelulares y en la activacion de la cascada pro-
inflamatoria producida por las células NK y por los linfocitos T citotoxicos 220-223,
Esta proteina se encuentra expresada en el tejido placentario y se ha sugerido que
participa en la degradacion de la matriz extracelular, en la invasion celular del

trofoblasto y en la inflamacién de la decidua 2%4.

El gen CD86 codifica para un receptor involucrado en la co-estimulacion de la
proliferacion de las células T y en la produccion de IL-2 por unién a CTLA-4. Modelos
murinos tratados con anti-CD86 han demostrado que la inhibicion de CD86 facilita
el cambio de una respuesta inmune, de Th1 a Th2, moderando la expresion de
algunas citoquinas como el IFN-y. Estos ratones también presentaban un
incremento en las células CD4*CD25* Tregs que evitan el rechazo del endometrio

contra el embridn 22°. Estudios realizados en pacientes con preeclampsia
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demostraron que alteraciones en la expresion de VEGF generaban la disminucion
en los niveles de CD86 en las células dendriticas, inhibiendo su maduracién y

alterando el balance inmunoldgico en la diferenciacion de las células ThO a Th1 228,

El gen CMA1 codifica para una proteasa secretada por los mastocitos durante la
generacion de péptidos vasoactivos y la degradacién de la matriz extracelular. Se
ha reportado que los mastocitos uterinos estan involucrados en el remodelamiento
de las arterias espirales. Alteraciones en este proceso se han relacionado con
pérdidas de la gestacion, y el desarrollo de preeclampsia o retardo del crecimiento
intrauterino 227228, En este contexto, se ha postulado que CMA1 podria regular la
tensién arterial actuando en conjunto con la angiotensina Il y podria regular la
activacién de MMPs como MMP-9 y MMP-2 229230 Meyer et al., demostraron que la
ablacion de las células uNKs y de los mastocitos uterinos generaba alteraciones en
el remodelamiento de las arterias espirales por disminucién en la apoptosis, de
manera secundaria a los bajos niveles de Cma1 (Mcpt-5) conduciendo a la
restriccion en el crecimiento fetal. Ademas, los autores demostraron que Cma1
estaba directamente involucrada en la migracién de los trofoblastos extra-vellosos
durante la gestacion. En mujeres gestantes, los mastocitos uterinos se localizan
cerca a los trofoblastos extra-vellosos sintetizando CMA1 y aumentando su
capacidad migratoria y de invasion durante el remodelamiento de las arterias
espirales 231233, En este marco, anormalidades en la expresion de esta proteasa
podrian conducir al desarrollo de patologias reproductivas, especialmente

asociadas a la implantacién/placentacion.

En lo que respecta TRPCB6, codifica una proteina que conforma los canales de calcio
que actuan directamente con IP3y DAG. Clarson et al., demostraron que TRPC6 se
encontraba expresada en el sincitiotrofoblasto durante el primer trimestre del
embarazo y en placentas a término, lo que sugiere que esta proteina podria actuar
como un operador de los canales para la entrada de calcio a la célula 234, Estudios
efectuados en modelos murinos demostraron que el aumento en la expresién de
Trpc6 produce un incremento en la entrada de calcio en los vasos placentarios

produciendo una mayor vasoconstriccion y un aumento de la presién arterial 2%,
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Estos resultados sugieren que alteraciones en la expresion de esta proteina podria

conducir a la aparicidon de preeclampsia y/o retardo del crecimiento intrauterino.

Otro de los resultados encontrados en los experimentos de ChIP-seq fue la
presencia de picos dentro regiones asociadas a RNAs no codificantes. Algunos
estudios han demostrado una relacion entre los factores de transcripcion de la
familia Forkhead (FKHD) y los IncRNAs al formar un loop en la cromatina para crear
un puente y acercar los promotores a los factores de transcripcion y a los enhancers
236 Ademas, se ha descrito que los ncRNAs se localizan cerca a algunos factores
de transcripcion FKHD en modelos murinos, como Foxa2 y Foxf1 actuando como
enhancers RNAs (eRNAs) para reclutar complejos de proteinas o proteinas
reguladoras en los sitios de transcripcion 237. Estos resultados podrian indicar que
FOXD1 actua en y sobre vias en las que participan ARNs no codificantes para

regular la expresién de moléculas corriente-abajo.
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4. Conclusiones

Los resultados de este trabajo de tesis doctoral permitieron identificar, mediante la
técnica NGS-exoma, mutaciones en nuevos genes involucrados en diferentes vias
moleculares de la implantacion, potencialmente asociadas con la etiopatologia del
AER. El analisis bioinformatico propuesto (focalizado en un subset de genes) puede
considerarse como una aproximacion eficiente para la identificacion de mutaciones

con un posible efecto funcional.

La identificacion de la variante THBD-p.Trp153Gly en mujeres colombianas con
AER y su validacion mediante ensayos funcionales in vitro sugiere, por primera vez,
una relacion directa entre formas mutantes de esta proteina y la fisiopatologia del
AER. La mutacién THBD-p.Trp153Gly se podria considerarse como un marcador

molecular para el diagndéstico en pacientes colombianas con AER idiopatico.

El tamizaje de variantes de secuencia en FOXD1 en pacientes colombianas con FIR
y AER vy, en pacientes francesas con PE y RCIU permiti6 identificar 2 mutaciones
nuevas en este factor de transcripcion: FOXD1 p.His267Tyr y FOXD1 p.Arg57del.
Los ensayos funcionales in vitro demostraron que estas mutaciones modifican la
transactivacion del promotor de C3, contribuyendo con el fenotipo. FOXD1 podria
considerarse un marcador molecular diagndstico para las pacientes con AER, FIR,
RCIU y PE.

La identificacion de los potenciales nuevos genes blanco directos de FOXD1 (CTSC,
CD86, CMA1y TRPC6) aporta al conocimiento sobre la funcién regulatoria de este
factor de transcripcidn y sobre las vias moleculares en las que podria actuar durante
el proceso de la implantacion/placentacion. La informacion generada durante este
trabajo de tesis aporta al conocimiento general sobre el origen del AER, la FIR y el
RCIU/PE. Esta puede ser de utilidad para los especialistas clinicos que trabajan en
el area de la reproduccion ya que genera nuevas herramientas potenciales para el

diagnostico de estas patologias en un contexto de medicina traslacional.
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5. Recomendaciones y perspectivas

La aproximacion NGS debe implementarse en otras poblaciones para

identificar posibles nuevas mutaciones asociadas a AER y de FIR.

Otras formatos y aplicaciones de la NGS, como la secuenciacion de genoma
completo y secuenciacion la de célula unica, podrian ampliar el conocimiento
sobre las vias moleculares que actuan en el proceso de implantacion, del
AER Yy la FIR.

La validacion funcional in vitro e in vivo de las variantes encontradas por NGS
y en FOXD1, usando la técnica de edicion del genoma CRISPR/Cas9 para
generar modelos “knock-in”, podria ampliar el conocimiento sobre las
implicaciones funcionales de estas mutaciones durante el desarrollo de la del
fenotipo. Esto  permitiria  describir nuevos biomarcadores de
diagnostico/pronodstico del AER, de la FIR, de la PE y del RCIU.

Un tamizaje genético de THBD y FOXD1 en grandes cohortes de pacientes
con AER, FIR, PE y RCIU, de diferente origen étnico, permitiria identificar
nuevas mutaciones especificas de cada poblacién y establecer una relaciéon

genotipo-fenotipo.
La validacion de los resultados de la ChlP-seq de FOXD1 por medio de

EMSA/Supershift es necesaria para generar nuevo conocimiento sobre los
genes blanco directos regulados por FOXD1 en el contexto placentario.
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