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RESUMEN

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una patologia frecuente que afecta del 1% al 3% de
las mujeres de la poblacion general menores de 40 afios. No existen datos especificos en la
poblacion colombiana, lo cual seria un punto importante a determinar teniendo en cuenta que
se ha reportado que esta prevalencia puede variar segun el origen étnico de las pacientes. La
IOP se caracteriza clinicamente por la ausencia (amenorrea primaria) o el cese de la ovulacién
durante al menos cuatro meses (amenorrea secundaria), con un aumento de los valores
plasmaticos de FSH (hormona foliculo estimulante). Aunque se han relacionado causas
autoinmunes, metabolicas, infecciosas e iatrogénicas, en la mayoria de los casos su etiologia
es desconocida, lo que sugiere posibles causas genéticas. A pesar de numerosos intentos por
determinar estas causas, solo algunos genes han sido relacionados funcionalmente con la
etiologia de esta enfermedad. En esta tesis de Doctorado se realizé la identificacion y la

validacion de nuevas variantes y/o nuevos genes asociados a la etiologia de la IOP.

Este trabajo de tesis se divide en dos capitulos, en el primero se describe la identificacién de
variantes en el gen BMP15 y la evaluacién de cémo las mutaciones en este gen contribuyen a
la disfuncidn ovarica. Para esto se evalu6 el efecto de 10 mutaciones en BMP15 respecto a la
produccién del péptido maduro, la activacion de la sefializacion de la via SMAD vy la sinergia
con GDF9. La genotipificacion de BMP15 en 35 pacientes Colombianas permitié la
identificacion de una variante nueva (c.986C>G-p.Arg329His) y una variante previamente
reportada (c.581T>C, p.Phel194Ser). La evaluacion funcional de estas variantes, junto con
otras 8 identificadas previamente, indicd que las mutaciones p.Leul48Phe, p.Phel94Ser y
p.Tyr235Cys, estan relacionadas con la reduccion en la produccion del péptido maduro. Las
mutaciones p.Argl38His, p.Alal80Thr y p.Arg329His redujeron la actividad de BMP15

aproximadamente cuatro veces en relacion con la proteina WT (wild type) y las variantes



p.Arg68Trp, p.Phel94Ser y p.Asn196Lys redujeron la sinergia de BMP15 con GDF9. Estos
resultados sugieren que las mutaciones en BMP15 alteran la funcion ovarica por diferentes

mecanismos.

El segundo capitulo se focaliza en la identificacion de mutaciones con un efecto
moderado/severo que puedan estar potencialmente relacionadas con la etiologia de la 10P
mediante NGS (secuenciacién de siguiente generacion). Se tuvieron en cuenta tres
aproximaciones: la primera consistié en el disefio de un subset de genes candidatos para la
secuenciacion especifica de la region codificante de 70 genes, la segunda se centr6 en la
secuenciacion de exoma en una familia afectada por IOP y la tercera se enfocod en la
secuenciaciéon de exoma en pacientes no relacionados (casos no familiares). Estas
aproximaciones permitieron la identificacién de aproximadamente 60 variantes posiblemente
relacionadas con la etiologia de la IOP. Adicionalmente, se encontrd que algunas pacientes
eran portadoras de al menos dos variantes en diferentes genes, este hallazgo refuerza la

hipétesis sobre la etiologia poligénica de esta enfermedad.

Finalmente, se describe la validacion funcional de algunas de las mutaciones identificadas.
Estos ensayos experimentales in vitro permitieron confirmar que las mutaciones en los genes:
BMPR2 (c.2960C>T-p.Ser987Phe), MSH4 (c.2355+1G>A-p.lle743_Arg785del), ATG7
(c.1209T>A-p.Phe403Leu), ATGY9A (c.2272C>T-p.Arg758Cys) y NOTCH2 (c.5411C>T-
p.Serl804L, ¢.6947>T-p.Ala2316Val y c.7075C>G-p.Pro2359A) modifican la funcion cada

una de las proteinas WT (wild type). sugiriendo una contribucion a la etiologia de la 10P.

La identificacion de nuevos genes y de variantes potencialmente deletéreas, asi como su

validacién a través de estudios funcionales, permitié aportar nuevo conocimiento en la



etiologia molecular de la IOP. Estos hallazgos pueden ser utilizados para propositos

diagnosticos y/o prondsticos de la enfermedad.



SUMMARY

Primary ovarian insufficiency (POI) is a frequent pathology affecting 1% - 3% of women from
the general population under 40 years old. There are not specific data related Colombian
population, however, this could be an interesting point to be determinate taking account the
variation of POI prevalence according ethnical origin. POl is characterized by the absence
(primary amenorrhea) or the cessation of ovulation (secondary amenorrhea) for at least four
months, as well as high plasmatic levels of FSH (Follicle Stimulating Hormone).
Autoimmune, metabolic, infectious and iatrogenic causes have been related to the disease
pathogenesis. However, in the majority of cases, the aetiology remains undiscovered. Despite
numerous attempts to identify these genetic causes, only a few genes have been functionally
related to POT’s etiology. This Ph.D. thesis focuses on the identification and functional

validation of new variants and/or new genes related to POI’s etiology.

This manuscript is divided in two chapters. The first one describes the identification of new
BMP15 variants and the evaluation of how these variants may contribute to ovarian
dysfunction. The effect of ten BMP15 mutations in mature peptide production, activation of
SMAD signaling and GDF9 synergy were assessed. The BMP15 screening on 35 Colombian
patients led to the identification of a new variant (c.986C>G-p.Arg329His) and a previously
reported one (¢.581T>C, p.Phe194Ser) associated with POI. Assessing the expression/activity
of these and other 8 BMP15 mutants allowed to describe that: (1) multiple variants, including
p.Leul48Phe, p.Phel94Ser and p.Tyr235Cys reduced mature protein production; (2) other
variants (p.Argl38His, p.Alal80Thr and p.Arg329His) displayed lower the activity than wild-
type BMP15; and (3) some variants (p.Arg68Trp, p.Phel94Ser and p.Asn196Lys) reduced
GDF9 synergy. These results showed that BMP15 mutations can disrupt ovarian function

through different mechanisms.



The second chapter focuses on the identification of rare variants with a moderate/severe effect
potentially related to POI’s etiology. For this purpose, we used NGS (Next Generation
Sequencing). We used account three approaches: the first one was performed on a gene subset
(n=70). The second one was based on whole exome sequencing (WES) assays in a family
affected by POI. The third one was performed using WES in non-related patients (non-familial
cases). These approaches led to the identification of approximately 60 variants possibly related
to POI’s etiology. Furthermore, the identification of patients with at least two mutations in

different genes argued in favor of a polygenic nature of POI.

Finally, we performed the functional validation of some mutations. These in vitro assays
confirmed that mutations in BMPR2 (c.2960C>T-p.Ser987Phe), MSH4 (c.2355+1G>A-
p.lle743_Arg785del), ATG7 (c.1209T>A-p.Phe403Leu), ATG9A (c.2272C>T-p.Arg758Cys)
and NOTCH2 (c.5411C>T-p.Serl804L, ¢.6947>T-p.Ala2316Val and c.7075C>G-
p.Pro2359A) genes could modify the WT protein function and suggesting contribute to POI

etiology.
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1. INTRODUCCION

Alrededor de 7 millones de foliculos primordiales estan presentes en el ovario en desarrollo durante la
embriogénesis. La mayoria se pierden mediante el proceso de atresia y Unicamente entre 400 y 500 son
ovulados antes de la menopausia. Sin embargo, existen alteraciones tales como la disminucién en el
numero inicial de foliculos primordiales, la atresia folicular acelerada o la alteracion en la maduracion
folicular, por las cuales una mujer puede experimentar menopausia temprana (1). Clinicamente, la
insuficiencia ovérica primaria (IOP) se define como la ausencia (amenorrea primaria) o el cese de la
ovulacion durante al menos cuatro meses (amenorrea secundaria) en mujeres menores de 40 afios, con

un aumento de los valores plasmaticos de FSH (>25 UI/L) (2).

La IOP es una patologia frecuente, pues afecta del 1% al 3% de las mujeres de la poblacion general
(3). No existen datos especificos en la poblacion colombiana, lo cual seria un punto importante a
determinar teniendo en cuenta que se ha reportado que esta prevalencia puede variar segin el origen
étnico de las pacientes. Por ejemplo, las mujeres caucasicas, afroamericanas e hispanas tienen una
mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad que las mujeres japonesas (4). Factores ambientales y
culturales también pueden estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, el uso
de hormonas, la osteoporosis y el consumo de cigarrillo se asocian al desarrollo de IOP en mujeres
caucasicas. En las mujeres afroamericanas los factores asociados son el indice de masa corporal
elevado y el uso de hormonas (4). Un estudio realizado en poblacion coreana demostr6é que factores
relacionados con la ovulacién, como la menarquia tardia, la menstruacién irregular y la lactancia

materna prolongada, reducian significativamente el riesgo de sufrir la enfermedad (5).

La etiologia de la 10OP es heterogénea, pues se han descrito causas autoinmunes, metabolicas,
infecciosas e iatrogénicas. Sin embargo, en més del 50% de los casos sus causas son desconocidas, lo
que sugiere un posible origen genético (6). Alteraciones en los cromosomas sexuales y autosoémicos se
han relacionado con IOP, las cuales pueden estar o no asociadas a presentaciones sindromicas de la
enfermedad. En cuanto a la IOP no sindrémica, se han validado aproximadamente 50 mutaciones
puntuales en tan solo nueve genes involucrados en los procesos de meiosis, determinacion sexual,
foliculogénesis y ovulacién (7). La mayoria de estos genes y mutaciones se han identificado mediante
la técnica de secuenciacion de Sanger. Sin embargo, por la gran cantidad de genes potencialmente

asociados a la etiologia de la IOP, en los Gltimos afios, la secuenciacion de siguiente generacion (NGS)
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ha permitido identificar eficientemente nuevos genes y mutaciones causales del fenotipo (8). Este

abordaje experimental hace parte de este trabajo de tesis (ver mas adelante).

El objetivo principal de esta tesis consistio en identificar y validar mediante ensayos funcionales
nuevas variantes y/o nuevos genes asociados a la etiologia de la IOP. La identificacion de nuevos
marcadores moleculares ofrecerd a la comunidad médica y cientifica nuevos elementos para la
comprension de los mecanismos genéticos responsables de esta patologia y ayudara a mejorar las
herramientas diagnosticas actuales. De esta manera, permitird que las mujeres IOP y sus familias se
beneficien de tratamientos tempranos como la criopreservacion de dévulos o la planeacion de un

embarazo con anticipacion.

El presente trabajo de tesis se desarrolld en dos capitulos. En el primero se describe la identificacién
de nuevas mutaciones en BPM15, un gen que cumple numerosas funciones en el ovario (ver mas

adelante). Se evaluaron 10 mutaciones, una nueva y 9 previamente reportadas.

El segundo capitulo consistié en la identificacion de nuevos genes mediante la herramienta de NGS y
la validacion funcional de algunos de ellos por experimentos in vitro. Los resultados presentados
permiten aportar nuevo conocimiento en la etiologia molecular de la IOP. El producto final de este

trabajo se materializ6 en ocho articulos cientificos, 6 aceptados y 2 sometidos.

A continuacién se realizara la introduccion de los dos capitulos de esta tesis.

12



2. CAPITULO I

Identificacion de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos funcionales in

vitro

El gen BMP15 (Bone morphogenetic protein 15) codifica para una proteina perteneciente a la
superfamilia de factores de crecimiento transformantes  (TGF-B), los cuales cumplen numerosas
funciones en el desarrollo y en la homeostasis de practicamente todos los tejidos. Esta ubicado en el
cromosoma X (Xpll.22) y se expresa en el ovario, en testiculos y en la hipdfisis (9-11).
Especificamente en el ovario, BMP15 se expresa en los oocitos desde los estadios tempranos de la
foliculogénesis hasta los mas avanzados de la maduracion folicular (9). Inicialmente, la proteina
BMP15 estimula la proliferacion de células de la granulosa de una manera independiente de FSH (12).
En estadios tardios es capaz de modular el efecto de la FSH mediante la supresion de la expresion del
receptor de la FSH (FSHR) en las células de la granulosa. Adicionalmente, BMP15 inhibe la expresién
de las proteinas StAR (proteina reguladora aguda esteroidogénica), Cypllal, 3-p hidroxiesteroide
deshidrogenasa, receptor de la LH y las subunidades de inhibina/activina (13), proteinas involucradas
en procesos de esteroidogénesis. Adicionalmente, en el proceso post-ovulatorio actla sobre la
expansion y el metabolismo de las células del cimulo (14,15). De manera interesante, la expresién de
BMP15 estimula la produccién de KL (Kit-ligando) en las células de la granulosa, KL via c-kit inhibe
la expresion de BMP15, produciéndose un feedback negativo. El incremento de la expresion de KL y
la subsequente reduccién en la accion de la FSH permite la induccion de la proliferacién de las células

de la granulosa (12).

En cuanto a procesamiento de esta proteina, BMP15 es sintetizada como un pro-péptido, en el cual la
region N-terminal corresponde a un péptido sefial y un prodominio, y la region C-terminal al péptido
maduro. Una vez el péptido sefial se ha removido, la pre-proteina se dimeriza. Pre-BMP15 tiene la
capacidad de formar homodimeros (BMP15:BMP15) o heterodimeros cuando se une con GDF9, otro
miembro de la familia TGF- (BMP15:GDF9) (16). De esta manera, BMP15 es secretada desde el
oocito como dimeros de pro-péptido y péptido maduro unidos de manera no-covalente. En la region
extracelular y posterior a la dimerizacion, proteasas como la furina clivan las pre-proteinas en la
region conservada RXXR (17,18), para luego unirse el péptido maduro a sus receptores tipo serina

treonina quinasa localizados en la superficie de las células de la granulosa. Esta interaccion activa las
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proteinas citoplasméaticas SMAD, las cuales se translocan al nicleo y transactivan a genes especificos

involucrados en la expansion de las células del camulo (e,g. PTX3, HAS2 y PTGS2) (19) (Figura 1).

La relacion entre las mutaciones en BMP15 y los fenotipos ovaricos se inici6 con la identificacion de
dos mutaciones en ovejas (p.Val299Asp y p.GIn291Ter), las cuales, en estado heterocigoto mostraron
un incremento en la tasa de ovulacion y en el tamafio de las camadas, mientras que en estado
homocigoto mostraron infertilidad debido al blogueo de la foliculogénesis en el estadio primario (20).
Posteriormente, ratones knockout (KO) para Bmp15 (Bmp15”") mostraron una ligera disminucién en el
nGmero de las camadas, pero sus ovarios fueron similares a los de ratones heterocigotos (Bmp157*) 0 a
los de ratones control, debido a que estos ovarios contenian foliculos en todos los estadios del
desarrollo folicular (21). Estos resultados diferenciales entre especies pueden estar relacionados con la
respectiva actividad de los homo/heterodimeros demostrado por Peng y colaboradores. Los
homodimeros (BMP15:BMP15) son activos en humanos y ovejas (especies mono-ovulatorias),
mientras que son inactivos en el ratdén (especie poliovulatoria). No obstante, los heterodimeros

(BMP15:GDF9) son activos en las tres especies, especialmente en ovejas y humanos (Figura 1) (19).

En humanos, Di Pasquale y colaboradores describieron en 2004 la primera mutacion en BMP15
causante de IOP (10). La mutacion heterocigota (c.704A>G, p.Tyr235Cys) fue identificada en dos
hermanas con amenorrea primaria y secundaria, la cual, segun estudios funcionales mostr6 un efecto
dominante negativo al disminuir la proliferacion de las células de la granulosa (10). Actualmente,
alrededor de 1000 pacientes IOP provenientes de diferentes regiones del mundo han sido
genotipificadas para BMP15 con el fin de identificar mutaciones asociadas al fenotipo (10,22—-29). Sin

embargo, sélo algunas han sido evaluadas funcionalmente (29,30).
En el presente trabajo de tesis se realizo la genotipificacion de BMP15 en 35 pacientes colombianas

con IOP, y la evaluacién de la funcién de acuerdo a potenciales cambios de expresion, actividad

biolégica y efecto sinérgico con GDF9.
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Figura 1. Accién de los homo/heterodimeros de BMP15 y GDF9 en diferentes especies de mamiferos.
A. En los humanos y las ovejas la actividad de los homodimeros GDF9:GDF9 es casi nula. Los
homodimeros BMP15:BMP15 se unen a BMPR2 y ALKG®6 para regular la actividad de genes responsables de
la expansién de las células del cimulo mediante la via de sefializacion SMAD1/5/8, mientras que en
heterodimero GDF9:BMP15 se une al complejo de receptores BMPR2/ALK4/ALKGS6 transmitiento una sefial
muy potente mediante la via de sefializacion SMAD2/3. B. En el raton, el dimero Bmpl5:Bmpl5 es
inactivo, pero el heterodimero se comporta de manera similar en humanos y ovejas. Modificado de: (19).

A. Humano y oveja B. Raton
&/ Ovucit.o.'. &/ Ovoci’tn.‘.
\ @ 9
F N )

PTX3, HAS2, PTG \ Ptx3, Has2, Ptgs2 \

ﬁ BMPR2 rALKE rALKII . GDF9 @ BMP15

El articulo publicado con los resultados de este capitulo (Anexol) describe la identificacion de una
variante nueva en el gen BMP15 (c.986G>A, R329H) en una paciente IOP colombiana. Esta mutacion
junto con otras nueve previamente reportadas, fueron caracterizadas funcionalmente. Se evalu6 la
produccion del péptido maduro luego de la transfeccion con los plasmidos BMP15-WT y mutantes. Se
realiz6 una cuantificacion de la banda obtenida en el WB (western blot), con el peso esperado
correspondiente al péptido maduro (~17 KDa) mediante densitometria, como referencia se tuvieron en
cuenta diferentes cantidades de proteina BMP15 recombinante (R&D Systems) sembrados en el
mismo gel. Para la evaluacion de la bioactividad de BMP15, las células de la granulosa COV434

fueron tratadas con diferentes concentraciones de proteina recombinante purificada mediante
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cromatografia de afinidad con el anticuerpo anti-FLAG, seguido de la evaluacion de la activacion
transcripcional de la via de sefializacion SMAD1/5/8 (activada por los homodimeros BMP15:BMP15)
con el constructo reportero BRE (BRE-luciferase reporter construct) (31). Adicionalmente, se
realizaron ensayos similares para evaluar la sinergia con GDF9 utilizando el elemento de respuesta a
activinas/TGF-B (ARE) y adicionando al tratamiento proteina GDF9 recombinante (GDF9r).
Finalmente, se cultivaron células de la granulosa de ratones hembra (C57BL/6), las cuales se trataron
con las proteinas BMP15 recombinantes junto con GDF9r para analizar los niveles de expresion de

genes responsables de la expansion de las células del cimulo (Ptx3, Ptgs2 y Tnfaip6) (19).

Los resultados demostraron que las mutaciones en BMP15 disminuian la funcion de la proteina por
tres mecanismos: 1) La disminucion en la expresion del péptido maduro (mutaciones R138H, L148P,
F194S, Q211X, Y235C); 2) La disminucion de la actividad de BMP15 (R138H, R329H) y 3) la
inhibicion del sinergismo con GDF9 (R68W, F194S, N196K). Estos resultados indicaron que la

alteracion de cualquiera de estos mecanismos era capaz de modificar la funcion ovarica (Tabla 1).

Tabla 1. Evaluacién de las mutaciones en BMP15 respecto a la expresion del péptido maduro, su
bioactividad y la accidén sinérgica con GDF9. Las variantes evaluadas disminuyen o bloquean alguno de estos

tres mecanismos.
s
WT ++++ ++++ ++++

R68W
R138H
L148P
Al180T
F1948

R206H
Y235C
R329H

B HHHE
H H B H E

o+
+
+
+++
++
N196K 4+
o+
++
o+
Q211X -
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3. CAPITULO II

Identificacién por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiologia de la IOP y

validacién funcional in vitro

El segundo capitulo de esta tesis de doctorado se focalizd en la identificacion de mutaciones con un
efecto moderado/severo que pudieran estar potencialmente relacionadas con la etiologia de la 10P,
utilizando la técnica de NGS. Los genes involucrados en los procesos, desde la determinacion sexual
hasta la ovulacién, son particularmente interesantes de evaluar ya que sus mutaciones podrian
contribuir con esta etiologia. Estas etapas involucran cientos de genes que se sobreponen en las
diferentes cascadas moleculares que regulan la biologia ovarica. Como se menciond anteriormente,
numerosos genes se han analizado principalmente mediante la secuenciacion de Sanger con el fin de
identificar variantes que contribuyan con la etiologia de esta enfermedad. A pesar de que esta téchica
continlla proporcionando la mayor especificidad para la identificacion de variantes gendmicas
puntuales, permite Gnicamente el analisis de hasta 700 pb en cada reaccion, lo que constituye una
limitacion para el estudio de regiones extensas del genoma. Por esta razén, en este capitulo se utilizo la
técnica de NGS, la cual permite procesar millones de nucleétidos de manera simultanea y eficiente
(32). Adicionalmente, algunas de las variantes identificadas fueron evaluadas mediante ensayos in

vitro para confirmar su posible patogenicidad y de esta manera, su asociacion con la enfermedad.

La identificacion de mutaciones potencialmente causales en el segundo capitulo de esta tesis se realizd

de acuerdo a tres aproximaciones:

o Disefio de un subset de genes candidatos para la secuenciacion especifica de regiones
codificantes (Seccién 3.1.)
e Secuenciacion de exoma en una familia afectada por 0P (Seccion 3.2.)

e Secuenciacion de exoma en pacientes con IOP (casos no familiares) (Seccién 3.3.)

Estas aproximaciones seran detalladas a continuacion.
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3.1.Diseflo de un subset de genes candidatos para la secuenciacion especifica de regiones

codificantes

Para esta aproximacion, se realizé la secuenciacion de la region codificante de 70 genes candidatos en
12 pacientes colombianas con 10P. Estos genes fueron escogidos teniendo en cuenta: su expresion en
el ovario, modelos animales con IOP, ensayos funcionales previos positivos y moléculas que hubieran
mostrado previamente una relacion directa con el fenotipo I0P. Se identificaron cuatro variantes
heterocigotas en tres pacientes; ADAMTS19-p.Thr943lle, BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p. Asn99Ser
y LHCGR-p.Serl76Pro. La conservacion evolutiva de los residuos mutados sugirio un efecto
patogénico segun el anélisis in silico. De manera interesante, una de las pacientes presentaba dos
mutaciones (BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p.Asn99Ser). Estos resultados permitieron sugerir, por
primera vez en la literatura, un efecto aditivo implicado en la etiologia de la IOP (Anexo 2). Entre las
mutaciones identificadas por esta aproximacion, la mutacién BMPR2-p.Ser987Phe fue evaluada

mediante ensayos in vitro para determinar su posible patogenicidad.

3.1.1. Estudio de la localizacién subcelular de BMPR2

El gen BMPR2 (bone morphogenic protein receptor type 2) codifica para un receptor tipo serina
treonina quinasa miembro de la familia de los TGF-B. Actia como un receptor de las proteinas
solubles BMPs junto con los receptores de tipo | para la activacion de la cascada de proteinas SMAD
mediante series de fosforilacion. Como se indic6 anteriormente, corriente abajo, el complejo de
proteinas SMAD se transloca al nicleo y produce la transcripcion de genes diana. Las mutaciones
heterocigotas en BMPR2 se han relacionado con el desarrollo de hipertensién pulmonar primaria (33).
En el ovario, esta proteina se expresa en oocitos y en células de la granulosa en todos los estadios
foliculares a excepcion de los foliculos primordiales y actia como un receptor de los
homo/heterodimeros de GDF9 y BMP15 (34).

En este trabajo de tesis, se evaluaron las diferencias en los perfiles de localizacion subcelular de la
proteina BMPR2 luego de la transfeccion de constructos con las versiones WT (wild type) y mutante
(BMPR2- p.Ser987Phe) en células CHO. Se establecieron categorias fenotipicas y se realiz6 un
recuento celular el cual indic6 un perfil de localizacién subcelular anormal para las células que
expresaban la proteina mutante. Se determind que las células transfectadas con el constructo mutante

se relacionaban con la categoria fenotipica “ER+” (un patron similar a la formacion de agregados en la
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region perinuclear que se colocalizaba con la tincién del reticulo endoplasmatico), sugiriendo una

posible agregacion de la proteina mutante en este organelo celular (Anexo 3).

3.2.  Secuenciacion de exoma en una familia afectada por IOP

En la segunda aproximacién experimental para la identificacion de mutaciones por NGS, se realizo la
secuenciacion de exoma completo de dos hermanas con IOP y una hermana sana pertenecientes a una
familia proveniente de Boyaca (Colombia). Luego del analisis de los datos y la filtracion de las
variantes, se identificd una mutacién en el sitio donador del splicing en el gen MSH4 (MutS Homolog
4). La funcién de la proteina MSH4 consiste en formar un complejo con MSH5, para estabilizar y
preservar las uniones de Holliday durante la meiosis |, asegurando una adecuada segregacion
cromosomica (35,36). Mediante la técnica de minigenes (exon trapping), se generd un cassette
funcional con o sin la mutacion (c.2355+1G>A) (Figura 2). Estos plasmidos fueron transfectados en
celulas HelLa para estudiar el efecto de la mutacion sobre los transcritos post-transfeccion. La
secuenciacion de la RT-PCR demostr6é que la mutacion gener6 la proteina predicha
p.lle743_Arg785del como consecuencia de la delecion del exdn 17. Nuestros ensayos sugirieron que
la mutacion identificada mediante el analisis de exoma en esta familia estaba asociada con la etiologia
de la IOP (Anexo 4). Ademas, este estudio permiti6 por primera vez describir una mutacién en MSH4

relacionada con el fenotipo.

Figura 2. Disefio de minigenes para MSH4. Esquema de los constructos realizados mendiante exon trapping
desde la regidn codificante para el ex6n 16 hasta la region codificante para el exén 18, con un codoén de inicio y
de parada artificial. La versién WT no tenia la mutacion (c.2355+1G>A).

Exén 16 (119 pb) Exén 17 (129 pb)  Intrén 17 (ultimas 7433 pb)

5-ATG- -TAG-3

Intrén 16 (1326 pb) ‘llntrén 17 (primeras 183 pb) Exoén 18 (175 pb)

c.2366+1G>A

3.3.  Secuenciacion de exoma en pacientes con IOP (casos no familiares).

3.3.1. Busqueda de mutaciones potencialmente asociadas al fenotipo 0P

En esta aproximacion efectuamos la secuenciacion de exoma completo en pacientes no relacionados

con IOP. Se realiz6 el analisis de un subset de 420 genes candidato en los exomas de 69 mujeres
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caucasicas con IOP. En 33 de las 69 pacientes (48%) se identificaron mutaciones potencialmente
relacionadas con la enfermedad. En total, se identificaron 55 variantes en 49 genes. Adicionalmente,
entre las pacientes con mutaciones identificadas, el 42% presentaban al menos dos mutaciones en
diferentes genes. Esto permitié sugerir nuevamente una etiologia poligénica de esta patologia (Anexo
5).

3.3.2. ldentificacion de una nueva mutacion en el gen KHDRBS1 (Sam68) en pacientes 10P.

Es importante sefialar que los datos obtenidos de la NGS se pueden reanalizar de acuerdo a nuevos
hallazgos y la formulacién de nuevas hip6tesis. Wang y colaboradores en el 2017 identificaron una
mutacion en el gen KHDRBS1 (Sam68) en pacientes I0OP. Los autores describieron que la mutacion
heterocigota c.460A>G (p.Met154Val) alteraba la expresion del mRNA vy el splicing alternativo de
diferentes genes blanco, aumentando el riesgo de desarrollar IOP (37). De acuerdo a estos hallazgos,
re-analizamos nuestros datos de secuenciacion de exomas de pacientes IOP buscando variantes en este
gen y disminuyendo la astringencia de algunos filtros presentados en el Anexo 5. Se identifico la
mutacion p.Pro296Leu. El residuo Pro®* se encontré altamente conservado en la evolucion. Ademas,
esta ubicado en una region rica en prolinas, la cual permite la interaccion proteina-proteina mediante
los dominios SH3. Esta evidencia permitié sugerir que la mutacion podria disminuir la unién de
Sam68 al ARN (38) y asociarse con la etiologia de la IOP. Esta variante es candidata a ser evaluada

mediante ensayos in vitro (Anexo 6).

3.3.3.  Validacioén funcional de las mutaciones ATG7-p.Phe403Leu y ATG9A-p.Arg758Cys.

Los genes ATG (autophagy related genes) son los principales reguladores de la macroautofagia (de
ahora en adelante autofagia), proceso en el cual se engloba el citoplasma en vesiculas de doble
membrana denominadas autofagosomas, para posteriormente fusionarse con los lisosomas y degradar
su contenido (39). La autofagia basal es importante en el mantenimiento de la funcién celular de
proteinas y organelos. Bajo condiciones de estrés, la autofagia principalmente se encarga de suplir los
nutrientes necesarios para la supervivencia celular. Este proceso estd bajo el control de multiples
proteinas ATG, pero solo la proteina LC3 y los miembros de la familia de proteinas ATGS8
permanecen anclados en la membrana del autofagosoma (40). La forma citos6lica de la proteina LC3
(LC3-I) se conjuga con fosfatidil etanolamina para formar el conjugado LC3-fosfatidil etanolamina
(LC3-I1), el cual es reclutado en la membrana del autofagosoma. LC3 actla como un sustrato
autofagico, por lo cual, esta proteina ha sido ampliamente utilizada para evaluar la actividad

autofagica (41) (Figura 3). En el ovario, los procesos de autofagia constituyen un mecanismo de
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supervivencia celular para mantener el numero inicial de células germinales antes del establecimiento
del pool de foliculos primordiales (42). Los estudios de Song, et al. (2015) en modelos murinos
mostraron que la deficiencia del gen Atg7 en células germinales disminuia el nimero de foliculos tanto

primordiales como activados, resultando en ratones con fenotipo de IOP (43).

Figura 3. Etapas de la macroautofagia. El proceso de macroautofagia consiste en diferentes etapas. La
iniciacion comienza con la formacién del complejo ULK1/ULK2 y ATG13 el cual estd bajo el control del
complejo MTORC1. La segunda etapa consiste en la nucleacion de la membrana autofgica, lo cual es
controlado por el complejo de nucleacion formado por las proteinas PIK3C3/VPS34, BECN1 y PIK3R4/VPS15.
Este punto es considerado un check point ya que la proteina BECNL1 interactda con proteinas reguladores de la
apoptosis (ATG14, UVRAG y BCL2). Luego el fag6foro comienza un proceso elongacion para la formacion del
autofagosoma. Este paso involucra dos sistemas de conjugacién donde interviene la proteina ATG7 e involucra
la proteina transmembranal ATG9 en el reclutamiento doble membranas. El autofagosoma ya formado se
fusiona con el lisosoma para llevar a cabo la degradacion lisosomal. Modificado de: (44)
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En este trabajo de tesis, se evalud el efecto funcional de dos mutaciones en dos genes relacionados con
autofagia (ATG7-p.Phe403Leu y ATG9A-p.Arg758Cys). La mutacion en ATG7 fue identificada en
nuestro estudio de 2017 (Anexo 5). La mutacion ATG9A-p.Arg758Cys la identificamos realizando un
nuevo anélisis de los datos de los 69 exomas IOP (Anexo 5). La validacion funcional para estas
variantes se realiz0, luego de la transfeccion de las versiones WT y mutantes, y luego de la induccion
de la autofagia, de la siguiente manera: 1) Teniendo en cuenta que la proteina LC3-11 se asocia con la
membrana del autofagosoma resultando en la formacion de estructuras punteadas, estas estructuras
fueron visualizadas y cuantificadas mediante el marcaje de LC3-1I enddgeno observado por
inmunofluorescencia mediante microscopia confocal. 2) Se monitore6 por WB la expresion de LC3-11

luego del tratamiento con cloroquina (CQ, inhibidor de la funcion lisosomal) a las 2 y 4 horas. Los
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resultados presentados en el Anexo 7 muestran una disminucién en la cantidad estructuras punteadas
en las células que expresan las proteinas mutantes en relacion con las proteinas WT. Adicionalmente,
en la cuantificacion por WB se observé que los niveles de LC3-11 en las células que expresaban las
proteinas WT aumentaron luego de las 2 y 4 horas de tratamiento con CQ, mientras que en el caso de
las células que expresaban las proteinas mutadas, los niveles de LC3-I1 a las 2 y 4 horas no cambiaron.
Estos resultados demostraron por primera vez la posible relacion de mutaciones en los genes ATG con
la patogénesis de la IOP (Anexo 7).

3.3.4. Validacién funcional de las mutaciones en NOTCH2.

Se ha demostrado que la via de sefializacion de NOTCH es un medio importante de comunicacién
intrafolicular. En el ovario, esta via se activa con la interaccién de los receptores NOTCH con los
ligandos transmembranales JAGGED1 y JAGGED 2 (45). La sefial inducida por la unién con el
ligando involucra el clivaje de las proteinas NOTCH, liberando el dominio intracelular (NID) el cual
es translocado al nucleo. De esta manera, el NID forma un complejo con la proteina RBPjk (conocida
en mamiferos como CSL) y activa la transcripcion de genes de la familia HEY y HES. Estos ultimos
codifican para proteinas encargadas de la represion de la transcripcion (46) (Figura 4). Estudios
previos han demostrado la importancia de NOTCH2 en la formacion de los foliculos primordiales y en
la regulacion de la esteroidogénesis (47,48). En este trabajo de tesis se evalu6 el efecto funcional de
mutaciones previamente reportadas por nuestro grupo (Anexo 5): NOTCH2-p.Ser1804L, NOTCH2-
p.GIn1811His y NOTCH2-p.Leu2408H, y de otras dos identificadas mediante un nuevo analisis de los
datos presentados en el Anexo 5: NOTCH2-p.Ala2316Val, NOTCH2-p.Pro2359A. Se utiliz6 un
plasmido con un elemento de respuesta de la via de sefializacion de NOTCH que permite la expresion
de la luciferasa como gen reportero (12XCSL-pGL4). Las mutaciones NOTCH2-p.Ser1804Leu,
NOTCH2-p.Ala2316Val, y NOTCH2-p.Pro2359Ala, tuvieron un impacto funcional demostrado por
los niveles significativamente menores de la expresion de la luciferasa en relacion con las células que

expresaban la proteina WT (Anexo 8).
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Figura 4. Sefalizacion de las proteinas NOTCH.

A. Los receptores NOTCH son glicosilados en el aparato de Golgi, donde ademas son clivados por una
convertasa tipo furina. Durante su transporte hacia la superficie celular son expresados como heterodimeros. B.
La unidn receptor-ligando activa la via de sefializacion. C. Se produce un primer clivaje en el dominio
extracelular a cargo de la metaloproteinasa TACE (tumor necrosis factor a-converting enzyme). D. El dominio
extracelular es endocitado por la célula vecina, este proceso es controlado por ubiquitin-ligasas. E. El segundo
clivaje se presenta en el dominio transmembranal y es mediado por la una secretasa-gamma y un complejo multi-
proteico de presenilinas. F. EI dominio intracelular de NOTCH (NICD) que se ha liberado se transloca al nicleo
donde se une al factor de transcripcion CSL (CBF1 en humanos). Esta interacccion permite la activacion
transcripcional

mediante el desplazamiento de corepresores (CoR) y el reclutamiento simultaneo de
coactivadores (CoA),

incluyendo  MAML1 (mastermind-like proteins). Glicosil-T: glicosiltransferasa.
Modificado de: (49).
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4. CONCLUSIONES

Capitulo I. Identificacion de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos

funcionales in vitro.

Las mutaciones en BMP15 identificadas en mujeres con IOP pueden alterar la funcion ovérica
por tres mecanismos: la disminucién de la secrecion de péptido maduro, la disminucion en la
actividad de BMP15 o la inhibicion de la sinergia con GDF9.

La disminucién de la bioactividad de BMP15 con la mutacién identificada en este estudio

(p.Arg329His), sugiere una relacién con el fenotipo 10P

Capitulo I1. Identificacién por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiologia

de la IOP y validacién funcional in vitro.

En este trabajo de tesis se identificaron aproximadamente 60 variantes potencialmente
relacionadas con la etiologia de la IOP, involucradas en distintas cascadas moleculares. Entre
ellas, al menos 6 fueron evaluadas positivamente mediante ensayos in vitro con el fin de
verificar una disfuncién de la proteina mutada.

Mediante la aproximacion “Disefio de un subset de genes candidatos para la secuenciacion
especifica de regiones codificantes” se identificaron cuatro variantes heterocigotas en tres
pacientes: ADAMTS19-p.Thr943lle, BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p. Asn99Ser y LHCGR-
p.Serl76Pro. La identificacion de dos de estas mutaciones (BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-
p.Asn99Ser) en una paciente sugiere un efecto aditivo en la etiologia de la IOP.

La colocalizacién de la proteina BMPR2-p.Ser987Phe con el reticulo endoplasmatico sugiere
una agregacion de la proteina mutante en este organelo, lo cual podria disminuir la
biodisponiblilidad de este receptor en la membrana de la célula de la granulosa y de esta
manera contribuir con la etiologia de la IOP.

La mutacion ¢.2355+1G>A en el gen MSH4 puede estar asociada a la etiologia de la IOP en la
familia estudiada.

La identificacion de pacientes con al menos dos mutaciones en diferentes genes (Anexo 2 y
Anexo 5) sugiere la etiologia poligénica de la IOP.

La variante ¢.887C>T (p.Pro296Leu) en el gen KHDRBS1 es candidata a ser evaluada

mediante ensayos funcionales para determinar su relacion con la etiologia de la IOP
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Las mutaciones en los genes ATG7 (p.Phe403Leu) y ATG9A (p.Arg758Cys) disminuyen la
capacidad de la célula de responder a la induccidn de autofagia.

Los ensayos realizados indican que las mutaciones en NOTCH2: p.Ser1804L, p.Ala2316Val y
p.Pro2359A alteran la funcion del dominio intracelular de esta proteina.

Los nuevos genes y mutaciones validados funcionalmente pueden ser utilizados como

marcadores moleculares de la enfermedad.
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5. PERSPECTIVAS

Capitulo I. Identificacion de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos

funcionales in vitro.

Evaluar si las mutaciones identificadas en GDF9 en pacientes con IOP (25,50-52), alteran la
sinergia con BMP15.

Evaluar la interaccion de BMP15 con otras proteinas para determinar si existen otros factores
moleculares que regulen la unién de los homo u heterodimeros a su receptor, o si BMP15

cumple otras funciones al interactuar con proteinas de la matriz extracelular.

Es importante precisar que el éxito de la funcion ovarica depende también del adecuado
funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-ovario y del feedback negativo para su regulacion.
Este eje fundamentalmente depende de la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) en el hipotdlamo en forma pulsétil. La GnRH se une a receptores
especificos localizados en la superficie de las células gonadotropas situadas en la hipdfisis
anterior, estimulando la liberacién de FSH y LH. Estas hormonas pasan a la circulacién y
acttian sobre el ovario a través de los receptores de membrana. En el ovario contribuyen a la
produccion de estrégenos, la maduracion folicular y la ovulacion (53). Mutaciones en los genes
que codifican para proteinas involucradas en este eje también pueden causar IOP. Este es el
caso de las mutaciones en el receptor de la GnRH (p.Thr284Cys y p.Arg262GIn), INHA
(p.Ala257Thr) y FSHR (p.l1le160Thr, p.Ala419Thr y p.Arg573Cys) (54-57). Dentro de los
genes evaluados en este trabajo de tesis, BMP15 es uno de los que ha demostrado que una
funcién importante en la regulacién del eje hipotalamo-hip6fisis-ovario. Otsuka y Shimasaki en
el 2002 demostraron la expresion de esta proteina en la hip6fisis y observaron que BMP15
estimulaba la transcripcion de la subunidad beta de la FSH (FSHP) en las células LBT2 (células
gonadotropas murinas) sin afectar la transcripcion de LHP ni del receptor de GnRH, sugiriendo
un posible mecanismo de control autocrino selectivo para la sintesis de FSHP} por parte de
BMP15 (11).

Por esta razdn seria interesante determinar si las mutaciones en BMP15 evaluadas en esta tesis

alteran la funcidn reguladora de FSH en células de la hipdfisis y en el ovario.
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Capitulo I1. Identificacion por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiologia

de la IOP y validacién funcional in vitro.

Teniendo en cuenta que los datos de la secuenciacion de exoma permiten ser reanalizados, es
posible incluir otros genes no contemplados en el subset inicial y/o realizar analisis con

enfoques diferentes.

Evaluar si la mutacion p.Ser987Phe en BMPR2 inhibe o disminuye la sefializacion de la via

SMAD en respuesta a la unién de los homo u heterodimeros de BMP15.

Se ha evidenciado la interaccién del dominio intracitoplasméatico de BMPR2 con proteinas del
citoesgueleto (58). Teniendo en cuenta que la p.Ser987Phe en BMPR2 estd en la region
intracelular, se podria evaluar si esta mutacion inhibe o altera la interaccion con otras

proteinas.

Validar mediante ensayos in vitro o in vivo otras variantes identificadas en esta tesis

Se ha identificado que Notch2 se expresa en las células embrionarias progenitoras de la
hipéfisis anterior (E12.5 hasta E14.5). La adecuada regulacion de la expresion de Notch2
interfiere en la diferenciacion de las células gonadotropas (encargadas de producir la FSH y la
LH) (59). Seria interesante evaluar si las mutaciones identificadas en esta tesis de NOTCH2

interfieren en esta diferenciacion celular.

Evaluar si las mutaciones en NOTCH2 alteran la expresion de los genes blanco de esta cascada

de sefializacion (e.g. HES y HEY).
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