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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios el aumento sustancial de la incidencia de la infertilidad humana ha
convertido esta patologia en un problema real de salud publica: alrededor del 15% de las
parejas consultan por esta causa. Entre las causas femeninas de infertilidad, la falla
ovarica prematura (FOP) es extremadamente frecuente puesto que afecta entre el 1 y el
3% de las mujeres de la poblacion general. Multiples etiologias de FOP se han descrito
(e.g. autoinmunes, infecciosas, iatrogénicas) pero desafortunadamente en mas de 80% de
los casos no se conocen las causas, lo que sugiere mecanismos genéticos subyacentes.
Algunas causas genéticas se han descrito, especialmente relacionadas con formas
sindrémicas de la enfermedad (e.g. sindromes de Turner y BPES). En estos casos se
evidencian principalmente alteraciones cromosémicas y mutaciones especificas en genes
participantes en la foliculogénesis. En otros casos, la presentacion de la enfermedad es
aislada y se relaciona con mutaciones en genes especificos localizados en los autosomas
y en el cromosoma X. Sin embargo, la complejidad genética, la baja heredabilidad y el
caracter cuantitativo de los fenotipos asociados a la reproduccion en los mamiferos
implica que en casos fisioldgicos y patolégicos (hipofertilidad e infertilidad) cientos de
genes participen en una red de sutil regulacion. En este contexto, recientemente se han
propuesto una cantidad significativa de genes candidato para la FOP. Por consiguiente el
estudio de genes potencialmente candidatos en la etiologia de la FOP por aproximaciones
gen candidato, entre ellos CDKN1B y CITEDZ2, es de especial interés en la comprension
de los mecanismos subyacentes de esta en enfermedad. Ademds, es una etapa
necesaria en la busqueda de nuevos marcadores de esta patologia que permitan en un

futuro mejorar el asesoramiento genético y proponer alternativas terapéuticas.

Durante este trabajo de tesis nos hemos focalizado en la busqueda de variantes en la
secuencia codificante de CDKN1B y CITED2 en mujeres FOP. Nuestros resultados

sugieren que estos genes son dos nuevos factores etioldgicos de la enfermedad.



2. MARCO TEORICO

2.1 DETERMINACION SEXUAL Y DESARROLLO GONADAL

El estudio y la observacion de los rasgos distintivos de los fenotipos masculinos y
femeninos resultantes de la diferenciacion sexual no son nuevos. Aristételes sugirid, por
ejemplo, que la diferenciacidbn sexual es debida a la temperatura del semen en el
momento de la cépula: esperma caliente genera hombres mientras que el semen frio
genera mujeres. Desde entonces, el conocimiento de los eventos celulares, genéticos y
epigenéticos sobre el tema ha avanzado sustancialmente. En los Gltimos afios, se han
reportado numerosos estudios en el area de la determinacion y de la diferenciaciéon sexual
en los mamiferos que sugieren la existencia de diversas interacciones entre las sefales
genéticas, hormonales y celulares durante el proceso que define la formacion del fenotipo
masculino o femenino. Este proceso implica dos etapas: la diferenciacion sexual que
corresponde a la formacién de los tractos genitales internos y externos debido
principalmente a factores hormonales, y la determinacion sexual, que esta gobernada por

genes que se encuentran tanto en los cromosomas sexuales como en los autosomas.

En la especie humana, una mujer posee dos cromosomas X (46,XX), mientras que un
hombre es portador de un cromosoma X y uno Y (46,XY). Sin embargo, en ocasiones se
pueden encontrar simultineamente en un individuo tanto las caracteristicas fenotipicas
masculinas como femeninas. Es entonces posible identificar mujeres XY y hombres XX.
Esta situacion es conocida como reversion sexual (ver mas adelante). El estudio de
estos individuos ha ayudado a revelar algunos factores genéticos implicados en la
determinacion sexual, entre ellos el gen SRY, que codifica para una proteina esencial
para la formacion de los testiculos. EI gen SRY (sex-determining region Y gene) se
localiza en el cromosoma Y, y es necesario en el inicio de la determinacion testicular.
Partiendo del hecho que el gen SRY humano es similar en términos de secuencia y de
expresion al gen Sry del ratén, se han desarrollado una cantidad importante de modelos
murinos que han permitido una mejor comprension de la funcién de este gen en los
mamiferos y especialmente en humanos. Esto ha sido particularmente importante en el

descubrimiento de las interacciones de la proteina Sry con otros genes de la



determinacion sexual masculina. Asi pues, el objeto de este capitulo, es el de describir los
principales mecanismos de diferenciacion y de determinacion sexual observados en los

mamiferos, partiendo del estudio de los modelos murino y humano.

2.1.1 DIFERENCIACION SEXUAL

Las gonadas son consideradas como los 6rganos principales de la reproduccion puesto
que su funcion primordial consiste, en apoyar el desarrollo y la maduracion de las células
germinales masculinas (los espermatozoides) y femeninas (los ovocitos). Las gonadas
masculinas, los testiculos, se encargan del desarrollo y de la maduracion de los
espermatozoides, y de la sintesis y de la secrecion de la hormona esteroide sexual
masculina, la testosterona. Las génadas femeninas, los ovarios, tienen a su cargo el
desarrollo y la maduracion del ovocito, y la sintesis y la secrecion de las hormonas
esteroides sexuales femeninas, los estrégenos y la progesterona (Gilbert. 2006). La
diferenciacion sexual incluye el desarrollo de las génadas, del conducto genital interno y
de los genitales externos (MacLaughlin y Donahue, 2004). Los rasgos fenotipicos
masculinos o femeninos pueden caracterizarse a partir de tres aspectos: a) el sexo
genético, segln los cromosomas sexuales sean, XY o XX, b) el sexo gonadal, que
depende de la morfologia gonadal (testiculos y ovarios), y c) el sexo fenotipico o genital

(rasgo morfolégicos macho o hembra) (Figura 1).

2.1.1.1 SEXO GENETICO Y GONADAL

Los cromosomas sexuales (XY en hombres y XX en mujeres) determinan el sexo
genético. A comienzo de los afios 90, se determind que el cromosoma Y es necesario
pero no suficiente para la diferenciacion masculina (Lovell-Badge y Robertson. 1990,
Koopman et al. 1991). Ademas, se evidencié que este proceso requiere de hormonas

androgénicas secretadas por los testiculos y de receptores de andrégenos localizados en



los tejidos efectores del conducto genital masculino y de los genitales externos. Durante
las primeras cinco semanas de vida gestacional en el humano, las gonadas son
indiferenciadas o bipotenciales, es decir, que no se evidencian rasgos fenotipicos
masculinos o femeninos. Entre las seis y las siete semanas de desarrollo intrauterino
comienzan a desarrollarse los testiculos en el hombre. A las nueve semanas los ovarios
empiezan a formarse en la mujer. La presencia de génadas masculinas o femeninas, es
decir, de testiculos u ovarios, define el sexo gonadal. Las gonadas contienen células
germinales y células secretoras de hormonas esteroides. Los testiculos constan de tres
tipos de células: germinales, de Sertoli y de Leydig (Rey et al. 1993). Las células
germinales sufren un proceso de diferenciacion (desde espermatogonias hasta
espermatozoides) mientras que las células de Sertoli sintetizan una hormona glicoprotéica

denominada hormona antimilleriana (AMH). Las células de Leydig sintetizan testosterona.

Los ovarios poseen igualmente tres tipos de células: germinales, de la granulosa vy
tecales. Las células germinales producen ovogonias que de manera analoga a las
espermatogonias sufren un proceso de desarrollo con el fin de producir células sexuales
maduras (los ovocitos). Las ovogonias meiéticas estan rodeadas por células de la
granulosa y por estroma. Estas células permanecen quiescentes hasta la pubertad en la
profase de la meiosis | en tanto ocurre la ovulacion. Alrededor de las células sexuales
femeninas se encuentran las células de la granulosa y tecales formando los foliculos. Las
células de la granulosa cumplen funciones cruciales para el ovocito, como las de sostén,
nutricion y comunicacién molecular bidireccional con el ovocito. Adema4s, sintetizan
estradiol, una molécula responsable del crecimiento del utero, las trompas de Falopio y la
vagina en las mujeres. Asimismo, estimula el desarrollo de la gldndula mamaria y el

crecimiento de los érganos genitales externos.

Es importante sefialar que, contrariamente a las génadas femeninas, durante la aparicion
del sexo fenotipico masculino los testiculos sintetizan AMH y testosterona. Estas
hormonas son decisivas para determinar el fenotipo masculino. Si no existen gonadas
masculinas, el feto tiene aspecto femenino por “default” como se mencionara mas

adelante en el capitulo de determinacion sexual.



2.1.1.2 SEXO FENOTIPICO

Las caracteristicas morfolégicas del conducto genital interno y de los genitales externos
definen el sexo fenotipico. En hombres el conducto genital interno incluye la prostata, las
vesiculas seminales, el conducto deferente y el epididimo. Los genitales externos del
hombre son el escroto y el pene. En las mujeres, los genitales internos son las trompas de
Falopio, el utero y el tercio superior de la vagina. Los genitales externos de las mujeres
son el clitoris, los labios mayores los labios menores y los dos tercios inferiores de la
vagina (Brennan J y Capel B, 2004, Yao. 2005). Como se mencion0 anteriormente, la

hormona producida por las génadas determina el sexo fenotipico de la siguiente manera:

Fenotipo masculino: las gobénadas masculinas sintetizan y secretan hormona
antimilleriana y testosterona, ambas necesarias para el desarrollo del fenotipo masculino.
Embriolégicamente, los conductos de Wolff dan origen al epididimo, al conducto
deferente, a las vesiculas seminales y a los conductos eyaculadores. Los conductos de
Wolff se desarrollan tanto en el embrién masculino como en el femenino. Sin embargo,
mientras en el embridon femenino existe una regresion del conducto en el masculino se
desarrolla por la accion de la testosterona. La testosterona, presente en las génadas
masculinas, estimula el crecimiento y la diferenciacion de los conductos de Wolff. La
testosterona de cada testiculo actia sobre el mismo lado, es decir, sobre su propio
conducto de Wolff. Al mismo tiempo, la hormona AMH producida por las células
testiculares de Sertoli causa atrofia de un segundo conjunto de conductos, los conductos
millerianos. En la especie humana los genitales externos masculinos, pene y escroto, se
diferencian entre las semanas nueve a diez de gestacion. El crecimiento y el desarrollo de
los genitales externos durante la pubertad depende de la conversién de la testosterona en
dihidrotestosterona y de la presencia de receptores androgenos en los tejidos efectores
(Kobayashi y Behringer. 2003, Barsoum y Yao. 2006, Gilbert. 2006).

Fenotipo femenino: las gbnadas femeninas secretan estrégenos y no secretan hormona
antimilleriana ni testosterona. Por consiguiente, estas Ultimas se desarrollan para formar

los genitales internos de la mujer (trompas de Falopio, Utero y tercio superior de la



vagina). El crecimiento y el desarrollo de los genitales externos (clitoris, labios mayores y

menores, porcion inferior de la vagina) no responden a los estrogenos.

XY
{— GONADABIPOTENCIAL

Sexo gonadal Testiculos Ovarios

sl

CélulasdeSertoli  Células de Leydig Ausencia de Hormona Antimiilleriana

Sexo genético XX

l Ausencia de Testosterona
Hormona
Antimiilleriana Testosterona
I Y
SexoFenotipico  Conducto genital masculino Conducto genital femenino
y genitales extemos y genitales extemnos

Figura 1. Diferenciacion sexual de las gbénadas. Rasgos fenotipicos masculinos o
femeninos pueden caracterizarse a partir de tres aspectos: el sexo genético, el sexo

gonadal y el sexo fenotipico.



Hasta aqui, se han descrito brevemente los procesos que definen el fenotipo de los
genitales internos y externos, es decir de la diferenciacion sexual. Cada etapa de este
proceso se refiere a la adquisicion de las caracteristicas o funciones de las estructuras
anatémicas que difieren de los primordios originales (MacLaughlin y Donahue. 2004).

A continuacion, se revisaran los eventos fisiologicos y moleculares de la determinacion
sexual, es decir, de los mecanismos moleculares que permiten la formacion de los ovarios
y de los testiculos. Como mencionado anteriormente, estas etapas han sido
particularmente bien estudiadas en modelos murinos, razon por la cual, en buena parte de

este manuscrito, se hara referencia a este proceso en ratones.

Seguidamente describiré, en primer lugar, los mecanismos moleculares involucrados en la
diferenciacion testicular para luego discutir lo que actualmente se conoce sobre el

desarrollo del ovario.

2.2 FACTORES MOLECULARES RESPONSABLES DEL INICIO DE LA
DETERMINACION SEXUAL. LA BUSQUEDA DEL “SANTO GRIAL”

La busqueda de los factores genéticos implicados en la determinacion sexual se inicia a
comienzos del siglo XX. En 1916 Brigdes describe los cromosomas sexuales de la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster) (Brigdes. 1921). A pesar que hoy se sabe que en los
mamiferos las hembras poseen dos cromosomas sexuales X y los machos un cromosoma
Xy uno Y, en Drosophila la presencia del cromosoma Y no determina el sexo masculino.
Cada género es determinado por un equilibrio transcripcional entre los genes de los
autosomas y los genes del cromosoma X (Lucchesi. 1973, Maroni y Plaut. 1973, Stewart y
Merriam. 1978). Por consecuente, el género en las mosca de la fruta es determinado por
la relacion cuantitativa entre el cromosoma X y los autosomas. Esto remite a dividir el
namero de cromosomas X por el nimero de conjuntos haploides de cromosomas
autosomicos: en hembras 2:2 (XX,AA) y en machos, 1:2 (XY, AA), atribuyendo los
mecanismos de determinacion sexual al cromosoma X (Lucchesi. 1977, Stewart y
Merriam. 1980, Baker y Belote. 1983).



Cuando los cromosomas humanos X y Y fueron observados por primera vez por Painter
en 1921 (Karl y Capel, 1995), surgio la idea de que en los humanos pudieran presentarse
mecanismos de determinacion sexual similares a los observados en Drosophila
melanogaster. Treinta afios después, se observaron las primeras anomalias del nimero
de los cromosomas sexuales en humanos. Individuos con cariotipo XXY, desarrollaron
testiculos e individuos con cariotipo XO desarrollaron ovarios (Jacobs y Strong. 1959,
Ford et al. 1959). En consecuencia, sila determinacion sexual estuviera dada por la
relacion cuantitativa entre el cromosoma X y los autosomas, siguiendo el mecanismo de
determinacion sexual en Drosophila, la presentacion de los 6rganos sexuales en estos
individuos habria sido contraria a lo observado. De esta forma, se demostré6 de manera

concluyente que la determinacion sexual de los humanos no depende del cromosoma X.

Mas adelante en 1947, Alfred Jost desarroll6 una serie de experimentos buscando definir
de manera mas precisa en los mamiferos los procesos de determinacion y de
diferenciacién sexual (Jost et al. 1973). Jost demostr6 en embriones de conejo que la
extirpacion intrauterina de las génadas (ovarios o testiculos) produce el desarrollo de
caracteristicas sexuales femeninas, independientemente del sexo cromosomico del
embriébn. En otras palabras, un individuo que en principio debia desarrollarse
fenotipicamente como macho (de acuerdo con sus cromosomas sexuales), se desarrollé
morfolégicamente como hembra al eliminar los testiculos en formacion. De esta forma, se
introdujo la idea que el fenotipo femenino se desarrolla por “default”, al no estar presente
el factor masculino. Esta afirmacion perdurd durante cerca de cuarenta afios y en la
actualidad se habla mas de cascadas moleculares testiculares y de factores pro-ovaricos
(ver més adelante). Esto permiti6 concluir que los testiculos producen algunas
“sustancias” capaces de inducir el desarrollo de los conductos de Wolff e inhibir la
diferenciacién de los conductos miillerianos en el embrion macho (XY). Esto demostro
ademds el papel crucial de las génadas en especial de la masculina en la determinacion
sexual. Es importante agregar que estos resultados estimularon notablemente la
investigacion en el tema y permitieron plantear nuevos interrogantes, mas precisos, que
permitieran entender mejor los factores moleculares implicados en la determinacion

sexual.



En 1959, se identificd la presencia del cromosoma Y como el principal factor en la
determinacion sexual masculina. Se estudiaron, tanto en humanos, como en ratones,
individuos portadores de cariotipos XXY que se desarrollaron fenotipicamente como
machos con la presencia de testiculos. Estas observaciones indicaron que el desarrollo
testicular esté determinado por la presencia del cromosoma Y de manera independiente al
namero de cromosomas X (Jacobs y Strong, 1959, Cattanach, 1961). De esta forma, se
sugirié que un factor codificado por algin gen localizado en el cromosoma Y pudiera ser
responsable del desarrollo testicular. Este factor se denomind Factor de Determinacion

Testicular (TDF en humanos, Tdy en el raton).

Para la identificacion del TDF, varios estudios se basaron en el analisis de casos
esporadicos de reversion sexual en humanos. La reversion sexual 46,XX puede
generarse mediante la traslocacion del TDF al cromosoma X, por recombinacion entre el
cromosoma X y el Y durante la meiosis masculina. La reversion sexual 46,XX es un
estado patologico poco frecuente, que se caracteriza por la presencia de desarrollo
testicular en ausencia del cromosoma Y. Clinicamente, los pacientes pueden ser
categorizados en tres tipos: varones XX con genitales masculinos normales, varones XX
con ambigliedad genital y hermafroditas verdaderos con tejido ovérico y testicular con
genitales anormales. Las mujeres normalmente presentan un par de cromosomas X
homélogos, que pueden recombinar durante la meiosis al igual que los cromosomas
autosomicos. En los hombres la homologia entre el cromosoma X y Y esta restringida a
una pequefa region denominada regién pseudoautosémica (PAR) donde se efectia la
recombinacion meidtica. Normalmente, la recombinacion se puede producir en regiones
adyacentes no-homologas a la region pseudoautosémica, generando el intercambio de
ADN especifico del cromosoma Y dentro del cromosoma X. En muchos casos la
recombinacion permite el intercambio del TDF, debido a su proximidad (35 kilobases, Kb)
con la regiéon pseudoautosémica (Figura 2). Esta disfuncion en la recombinacion se ha
observado frecuentemente en los casos de reversion sexual masculina 46,XX y permitio la

localizacion del gen SRY en el locus del TDF.
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Figura 2. Reversion sexual en humanos causada por recombinacién X-Y anormal.
Durante la meiosis masculina los cromosomas X y Y recombinan en la region
pseudoautosémica. Recombinacion X-Y anormal (Derecha). Recombinacion X-Y normal
(Izquierda). Modificado de Wilhelm et al. 2007.
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El gen TDF se mape6 mas finamente e identifico en humanos luego del analisis de cuatro
individuos de fenotipo masculino con cariotipo 46,XX que presentaban la insercion de un
fragmento de 60 Kb del cromosoma Y en el cromosoma X (Palmer et al. 1989). La
basqueda de secuencias conservadas en el fragmento de 60 Kb en estos individuos,
permitid rapidamente la identificacion del marco abierto de lectura (ORF) del gen Sex
Determining Region, Y (SRY) (Sinclair et al. 1990). Para validar la evidencia de que SRY
correspondia a TDF, se estudiaron personas 46,XY con fenotipo femenino sin aparentes
anormalidades cromosOmicas estructurales. Dos de ellas presentaban una mutacion no-
sinbnima (p.Met64lle) (Berta et al.1990) en el gen SRY mientras otra presentaba una
delecion de cuatro bases entre los nucleotidos 773-776 (Jager et al. 1990) en el dominio
de uniéon al ADN, modificando el marco de lectura del gen y generando una proteina
truncada. De manera interesante, el padre de la paciente present6 un fenotipo normal y
un cariotipo 46,XY, y no era portador de la mutacion. De esta forma fue posible concluir
gue SRY corresponde al TDF (Berta el al. 1990, Jager et al. 1990).

2.2.1 SRY: EL SWITCH MOLECULAR

En el dia 10.5 dpc (dias post coito) en el raton, se inicia la expresion del gen Sry. Como
se menciond anteriormente, el gen Sry es necesario y suficiente para iniciar la
determinacion testicular y por consiguiente el desarrollo de las caracteristicas sexuales
masculinas. Estudios de la proteina Sry demostraron su funciébn como activador y represor
transcripcional (Cohen et al. 1994, Du et al. 2002). Con respecto al papel como modulador
transcripcional, se ha descrito un dominio conservado de trans-activacién y trans-
represion (ver mas adelante) tanto en ratones como en humanos (Desclozeaux et al.
1998, Dubin et al. 1994). En ratones, la eliminacion de la secuencia en el gen Sry que
codifica para este dominio, inhibi6 el desarrollo fenotipico masculino (Bowles et al. 1999).
Sin embargo, es de precisar que este dominio estd presente Unicamente en ciertas
subespecies, como Mus musculus molossinus lo que sugiere que algunos resultados
obtenidos en ratones transgénicos en estudios previos no reflejaban por completo la

importancia funcional de esta region (Dubin et al. 1995).
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La proteina Sry es un miembro de una gran familia de factores de transcripcion
caracterizados por un dominio de union al ADN conocido como High Mobility Group
(HMG). Hasta la fecha mas de veinte miembros han sido identificados. EI dominio HMG
de la proteina SRY, reconoce la secuencia nucleotidica AACAATG en los promotores de
genes blanco en humanos, mientras que en ratones Sry reconoce la secuencia CATTGTT
(Giese et al. 1992, Harley et al. 1994). Este reconocimiento se realiza en el surco menor
de la hélice del ADN, lo que genera un cambio importante en su conformacion, induciendo
un cambio en la curvatura estructural de 70 a 95 grados dependiendo de la secuencia
diana (Lnenicek-Allen et al. 1996, Sebastian et al. 2009, Zhang et al. 2009). No se conoce
la funcidn precisa de la variabilidad de la curvatura del ADN dirigida por la proteina. Sin
embargo, se ha observado que su interaccidn origina una expansion en el surco menor,
desenrollando el ADN, lo que probablemente altera la arquitectura del ADN en la
cromatina, permitiendo la interaccién de otros complejos proteicos con el ADN (Harley et
al. 1992, Jager et al. 1992, Pontiggia et al. 1994, Schmitt-Ney et al. 1995).

Algunos andlisis efectuados en mujeres 46,XY permitieron identificar que la mayoria de
las variantes en la secuencia de la proteina SRY, se localizan en el dominio HMG,
sugiriendo que las deméas regiones de la proteina juegan un papel menor en comparacion
al del dominio HMG (Wilhelm et al. 2007). Esta idea se basa, entre otros, en el hecho de
que los demés aminoacidos que no corresponden al dominio HMG de la proteina, no se
encuentran fuertemente conservados en las diferentes especies (Figura 3) (Katoh y
Miyata. 1999, Pamilo et al. 1997, Tucker et al. 1993, Whitfield et al. 1993). Es importante
sefialar que estudios de la proteina Sry, permitieron describir otra familia de factores de

transcripcion, los factores SOX (SRY-related HMG box protein) (ver mas adelante).
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MSRY en amarillo. Modificado de Wilhelm et al. 2007

A pesar de que el gen Sry se describié hace mas dos décadas, sus genes blanco no han
sido identificados in vivo. Hasta la fecha, Sox9 ha sido el potencial gen blanco directo de
Sry mejor estudiado. Sox9 pertenece a la familia de genes SOX que codifican un grupo de
factores de transcripcion definido por la presencia del dominio HMG de unién al ADN. Los
genes de la familia SOX juegan un papel importante en la determinacion sexual al igual
gue en la formacién de tejidos y érganos durante el desarrollo (Buescher et al. 2002,
Gubbay et al. 1990, Overton et al. 2002, Sincalir et al. 1990). Sox9 se expresa
inicialmente en la gbnada bipotencial a los 10.5 dpc (Gasca et al. 2002). Posteriormente,
se expresa en la gonadas XY a los 11.5 dpc, momento en el que su participacion en las
gonadas XX es inexistente (Morais et al. 1996, Kent et al. 1996). Ensayos realizados en

una linea de ratones Knockin (KI) XX con sobreexpresion de Sox9 mostraron una
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reversion sexual XX masculina, lo que sugiere que Sox9 es capaz de cumplir las
funciones de Sry (Qin et al. 2005, Canning et al. 2002). Adicionalmente, se ha sugerido
que Sry actua directamente inhibiendo la expresion del gen supresor de tumor de Wilms
(Wtl), sin embargo, esta evidencia proviene de la sobreexpresion del gen Sry en una
linea celular ES (Embryonic stem cell) de raton con cariotipo XX (Toyooka et al. 1998). Es
importante precisar que, al ser un sistema artificial, estos datos pueden no representar

completamente lo que ocurre in vivo

2.2.2 SOX9: UNA MOLECULA DOWNSTREAM DE SRY

Como se menciond anteriormente un gen blanco candidato coherente de Sry es Sox9.
Sox9 se expresa inicialmente en la gonada bipotencial y su expresion aumenta
dramaticamente en las células de Sertoli inmediatamente después de la expresion de Sry
(Kent et al. 1996, Morais da Silva et al. 1996). Sin embargo, a diferencia de la expresion
de Sry, la expresibn de Sox9 se mantiene en las células de Sertoli después del
nacimiento. Ademas, Sox9 se expresa durante la condrogenesis, estimulando la
diferenciacién de las células mesenquimales condroprogenitoras hacia condroblastos
(Wright et al. 1995, Zhao et al. 1997). En consecuencia, mutaciones de SOX9 en
humanos han sido asociadas a la displasia campomélica. De manera interesante, una
proporcion importante de pacientes con displasia campomélica y cariotipo XY presentan
reversion sexual lo que sugiere que SOX9 es necesario para el desarrollo fenotipico
masculino (Foster et al. 1994, Tommerup et al. 1993, Wagner et al. 1994). Esta teoria fue
confirmada con la generacion de ratones Knockout (KO) para el gen Sox9. Un raton KO
es un animal genéticamente modificado al cual se le invalida (se elimina) un gen en
particular. Los ratones KO son modelos esenciales para estudiar la accién de un(os)
gen(es) particular(es) en términos bioquimicos y fisioldgicos. Se demostrd que las
goénadas de los embriones XY, Sox9 " se desarrollaron como ovarios y no como testiculos
(Barrionuevo et al. 2006, Chaboissier et al. 2004). Ademas, se observd que la
autorregulacion de Sox9 era un elemento fundamental para su propia funcion (Polanco y
Koopman. 2007). Recientemente, un elemento regulador responsable de la expresion

especifica testicular de Sox9, fue identificado a 13 Kb upstream de su sitio de inicio de la
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transcripcion (Sekido et al. 2008). Esta region se denomind TES (testis-specific enhancer
of Sox9). Posteriormente, se identifico dentro de TES una region de 1.4 Kb altamente
conservada denominada TESCO (core region within TES) (Sekido y Lovell-Badge,
2008). Es importante destacar que la expresion de Sox9 depende de la presencia de los
genes Sry y Sfl (Steroidogenic factor-1, también llamado Nr5al) y de su union a TESCO.
Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) mostraron que SRY y SF1 se
unen directamente a varios motivos dentro de TES in vivo (Sekido y Lovell-Bagde, 2008).
Por otra parte, al mutar estos sitios de union en ensayos de co-transfeccion in vitro y en
ratones transgénicos, se evidencié que Sry y Sfl actian sinérgicamente regulando la
expresion de Sox9 (Sekido y Lovell-Badge, 2008, Sekido y Lovell-Badge, 2009). La
regulacion transcripcional de Sox9 se compone de al menos tres fases (Sekido y Lovell-
Bagde, 2009) (Figura 4 y 5): inicio independiente de SRY, regulacion dependiente de
SRY y mantenimiento en ausencia de SRY.

Mantenimiento
B FGF9
Regulacion /-

SOX9

. o W

0 A\ |

105 115 (dpc)

Expresion de Sox9

Figura 4. Modelo de la regulacién transcripcional de Sox9. Se compone de tres fases:

Inicio. Regulacion. Mantenimiento. Modificado de Sekido y Lovell-Bagde, 2009.
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Investigaciones en ratones Sfl” sefialan que Sox9 no se expresa en las génadas
masculinas, lo que sugiere que este gen puede ser necesario para la regulacion positiva
de Sox9 (Lovell-Badge et al. 2002, Sekido et al. 2004). Este modelo se apoya en un
experimento efectuado en ratones XX transgénicos para Sry, en los que Sry induce la
expresion de Sox9 solamente en los ratones que expresan Sf-1 (Kidokoro et al. 2005). Por
consecuente, Sfl es un buen candidato para activar la expresion de Sox9 de manera

independiente a la participacion de Sry.

Como se menciond anteriormente Sox9 es un factor de transcripcién constituido por dos
dominios de transactivacion y dos secuencias de localizacion nuclear. Sin embargo, hasta
la fecha, poco se conoce sobre los genes que Sox9 transactiva durante la determinacion
testicular. Hasta el momento solo se han descrito dos genes regulados directamente por
Sox9. El primero de ellos es Sf1. Se ha demostrado en experimentos in vitro que Sox9
mantiene los niveles de expresion de Sfl en las células de Sertoli sin ser su activador
primario (Shen et al. 2002). El segundo es la Amh. Estudios revelaron que Sox9 regula la

expresion inicial de la Amh (Arango et al. 1999).

Por otra parte, es importante sefialar que Sox9 se expresa de manera especifica en las
gonadas masculinas en muchas especies de no-mamiferos que no poseen SRY. En todos
estos casos Sry no puede ser el activador de la transcripcion de Sox9, lo que sugiere la
existencia potencial de otros factores de activacion. De manera interesante, ratones XY,
KO para el gen Dax1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on
chromosome X, gene 1) muestran una reversion sexual con niveles de Sry normales pero
con niveles de expresion de Sox9 disminuidos con respecto a los ratones wild type (WT).
Daxl es crucial para el mantenimiento de la expresion de Sox9 (Meeks et al. 2003,
Schmahl et al. 2004). Adicionalmente, hallazgos recientes permitieron identificar que el
factor 9 de crecimiento de fibroblastos (FGF9) es una proteina importante para el
mantenimiento de la expresion de Sox9. En ratones XY Fgf9 ” la expresién de Sox9 no se
detecto en la gbnada del raton, lo que se tradujo en una reversion sexual macho-hembra.
Por lo tanto, se pudo concluir que Fgf9 es esencial para el mantenimiento de la expresion
de Sox9 (Kim et al. 2006). Estas observaciones sugieren que Dax1 y Fgf9 desempefian

un papel importante en la regulacion y en la expresion de Sox9 como vias paralelas a Sry.
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En resumen, la induccion y el mantenimiento de la expresion de Sox9, es esencial para el
desarrollo del testiculo funcional. EI modelo actual de regulacion de Sox9 propone que su
expresion se inicia a través del elemento TESCO por intermedio de Sfl a los 10.5 dpc y
se incremente posteriormente al actuar Sry a los 11.5 dpc. Sox9 es un factor crucial para
el desarrollo de las células de Sertoli y para la diferenciacion y determinacion masculina.
Otro factor importante, implicado de igual forma en el desarrollo de las células de Sertoli
es Fgf9, que estd ampliamente expresado en el embridon del ratén (Colvin et al. 1999).
Fgf9 puede ser detectado a partir del 11.5 dpc en ambos géneros (Schmahl et al. 2004).
Mas tarde, su expresion se observa exclusivamente en el cordon testicular de la gonada
XY, pero no se expresa en la génada XX. Ratones XY Fgf9” muestran una reversion
sexual en algunos fondos genéticos. En estos animales la génada XX se desarrolla
normalmente (Colvin et al. 2001, Schmahl et al. 2004) lo que implica que la reversion
sexual XY esta ligada, en parte, a la reduccion en la tasa de proliferacion celular de la
gonada combinada con la alteracion en la proliferacion de las células pre-Sertoli (Schmahl
et al. 2003). Esto se traduce en una disminucion del nimero minimo de células necesarias

para la diferenciacién testicular (Burgoyne y Thornhill, 1993).

Otro gen implicado en la determinacion sexual es DAX1. Este gen se traduce en un factor
de la super familia de receptores nucleares. Se dice que este factor es “huérfano” puesto
gue hasta la fecha no se ha identificado su ligando. En el extremo N-terminal de la
proteina se encuentra la secuencia de aminocidos LXXLL que media la interaccion
proteina-proteina (Suzuki et al, 2003, Zanaria et al. 1994, Zhang et al. 2000). En el
extremo C- terminal, alberga un dominio de trans-represion (lto et al. 1997, Zazopoulos et
al. 1997). El principal modo de accién de DAX1 est4 relacionado con la interaccion con
otros receptores nucleares como SF1. Algunos de ellos son los receptores de estrégeno
ERa y ERB, el receptor de andrégenos y el receptor de progesterona (Lalli et al. 1997,
Nachtigal et al. 1998, Susuki et al. 2003 Zhang H et al. 2000 Agoulnik et al. 2003, Holter et
al. 2002). Durante el desarrollo embrionario, Dax1 se expresa en la glandula suprarrenal,
las gonadas, el hipotalamo y la hipdfisis (Hanley et al. 2000, Ikeda et al. 1996-
2001). Durante el desarrollo testicular del ratén, Dax1 se expresa en las células somaticas
antes que Sry. Su expresién aumenta drasticamente en las células de Sertoli a los 12.5
dpc y posteriormente disminuye. Sin embargo, posteriormente se presenta un nuevo

aumento en su expresion, esta vez en las células intersticiales, entre los 13.5 y 17.5
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dpc. Durante el desarrollo ovarico murino Dax1 es expresado hasta por lo menos los 14.5
dpc (Ikeda et al. 2001). Con base a la identificacion de duplicaciones observadas en
DAX1 en humanos afectados por reversion sexual XY se penso inicialmente que este gen
pudiera ser un determinante especifico del ovario o un factor anti-testicular (Bardoni et al.
1994, Swain et al. 1996). Por lo tanto, fue sorprendente observar que la pérdida de la
funcién de Daxl en ratones hembras no tuvo consecuencias reproductivas, a pesar de
gue el desarrollo testicular en los animales XY se vio afectado (Bouma et al. 2005, Meeks
et al. 2003, Yu et al. 1998). Sin embargo, el mecanismo molecular que subyace al
desarrollo testicular frente a la funcion anti-testicular de Dax1 aun no es claro. Es posible
que los niveles de expresion de DAX1 durante la diferenciacién gonadal jueguen un papel
importante tanto en el humano como en el ratén, lo que sugiere que un desequilibrio en
los niveles de este gen puedan inclinar la balanza hacia cualquiera de las dos vias
(macho o hembra) (Ludbrook et al. 2004).

En los seres humanos, la duplicacion de la region Xp21 que incluye a DAX1 se asocia a la
existencia de mujeres 46,XY. Estas observaciones condujeron a la hipétesis original que
DAX1 podria ser el gen determinante ovarico (Bardoni et al. 1994, Swain et al. 1996). Sin
embargo, como se menciond, la inactivacion del gen en ratones no perjudica el desarrollo
del ovario o de otros aspectos de la diferenciacion sexual de las hembras. Por el contrario,
causa deficiencias en la espermatogénesis y defectos en el desarrollo testicular temprano.
La opinién actual es que DAX1 cumple funciones tanto en el desarrollo testicular como
ovarico y que al parecer existe un requisito diferente en términos de dosis de acuerdo al

tipo de determinacion (masculina/femenina).

2.3 DESARROLLO OVARICO TEMPRANO

En ausencia del gen Sry, las gonadas XX se desarrollaran como ovarios. Analisis
transcriptomicos han revelado que de manera similar a lo que sucede en las gonadas XY,
un programa genético robusto de determinacion sexual se inicia en las gonadas XX
aproximadamente a los 11.5 dpc (Cederroth et al. 2007). Sin embrago, no existen
diferencias morfoldgicas evidentes hasta el dia 13.5 dpc, momento en el cual, las células

germinales inician la meiosis I. En contraste con lo que sucede en las gonadas XY, en
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las goénadas XX, las células germinales son cruciales para la formacion y para el
mantenimiento de la estructura del ovario. En los ultimos afios, avances importantes han
permitido la identificacion de las bases moleculares de la determinacion sexual hembra.
Estos hallazgos sugieren que al menos dos factores o vias de sefializacion
independientes, actian de manera complementaria para promover la formacion del ovario
y reprimir la via de determinacién masculina. Estas son la via R-spondin1/Wnt4/B3-catenina

y la del factor de transcripcion FOXL2 (Figura 5).

2.3.1 VIA DE SENALIZACION R-SPONDIN1/WNT4/B-CATENINA

Recientemente se ha identificado a la R-spondinl (Rspol) como una proteina clave en la
determinacion sexual femenina (Parma et al. 2006). Este factor es un potente modulador
de la cascada de sefalizacion de Wnt4 (Wingless-type mmtv integration site family,
member 4) y es capaz de activar la via canonica B-catenina (Fleming y Vilain, 2005,
Chassot et al. 2008). La expresion de la Rspol aumenta en las células sométicas de las
gonadas XX a partir del 11.5 dpc. En los seres humanos, las mutaciones que implican
pérdida de funcién en este péptido conducen a una reversion sexual XY (Parma et al.
2006). Estudios recientes en ratones sugieren que Rspol es necesario para la expresion
de Wnt4 en las génadas XX, para las estabilizacion de la B-catenina en la estimulacion
del desarrollo ovéarico y para bloquear el desarrollo testicular (Chassot et al. 2008,
Maatouk et al. 2008).

En ratones Rspol” se observé un bloqueo de la determinacién ovérica y el desarrollo de
ovotesticulos (gbnadas compuestas de tejido ovarico y testicular) en las gbénadas XX
(Chassot et al. 2008). Este fenotipo es el producto de la inhibicion de la expresion de
Wnt4, lo que se asocia a la vascularizacion del testiculo y a la aparicion de células
productoras de andrégenos. Ratones XX Wnt4 ” muestran una reversion sexual parcial
lo que sugiere que Wnt4 regula positivamente la determinacion ovarica. En estos
animales las gonadas tienen la apariencia de testiculos, son redondeados, no

encapsulados, sin conductos miillerianos y con una diferenciacién de los conductos de
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Wolff. Sin embargo, las gonadas no forman cordones testiculares y expresan marcadores
especificos de las células de Sertoli (Vainio et al. 1999). En humanos, las mutaciones de
WNT4 conllevan a un inicio tardio de la determinacién sexual lo que se asocia a una

reversion parcial similar al fenotipo observado en el ratén (Vainio et al. 1999).

WNT4 pertenece a una gran familia de proteinas secretadas ricas en cisteinas que actian
como moléculas de sefalizacion intercelular durante el desarrollo embrionario (Katayama
et al. 2006). La expresion de Wnt4 se inicia en el mesénquima mesonéfrico y en el epitelio
celémico a partir de los 9.5 dpc. A los 11.5 dpc, Wnt4 se expresa en el mesénquima de la
gonada bipotencial y en el mesonefros, pero 12 horas mas tarde su expresion disminuye
en la gonada masculina y persiste en la gonada femenina y en el mesénquima que rodea
los conductos millerianos (Stark et al. 1994, Vainio et al. 1999). Wnt4 tiene diferentes
funciones durante la diferenciacion sexual. Se requiere para la morfogénesis del
conducto milleriano y para la inhibicion de la formacién de la vascularizacion especifica
del testiculo (Vainio et al. 1999, Heikkila et al. 2005).

Se ha sugerido que Dax1 es un gen blanco de Wnt4. Estudios in vitro muestran que Wnt4
activa y regula la expresion de Dax1 por medio de la via WNT/B-catenina (Mizusaki et al.
2003). Esta hipotesis se apoya en un caso humano de disgenesia gonadal causada por
duplicaciones en el gen WNT4 (Jordan et al. 2001). En este caso, el fenotipo se asemeja
a lo observado en pacientes con duplicaciones del gen DAX1 como se menciono
anteriormente. En sintesis, Rspol, Wnt4 y (B-catenina son componentes de una via Unica

que promueve el desarrollo del ovario y suprime la formacion testicular.

2.3.2 FOXL2 UN POTENCIAL FACTOR DETERMINANTE OVARICO

Ademés de la via de sefalizacion Rspol/Wnt4/B-catenina, el factor de transcripcion
FOXL2 también se ha propuesto como gen candidato en la determinacion sexual
femenina. FOXL2 es un miembro de la gran familia de factores de transcripcion forkhead.

Se ha demostrado que es esencial para la diferenciacion de las células de la granulosa y
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para el mantenimiento del ovario en ratones (Moumné et al. 2008 Schmidt et al. 2004). Su
expresion, que es independiente de Rspol, se inicia a los 12.5 dpc en las células de la
pre-granulosa (Schmidt et al. 2004). Foxl2 ha sido implicado en casos de reversion sexual
XX en cabras (Pailhoux et al. 2002). En ratones FoxI2" el fenotipo de reversién sexual es
parcial y estd acompafiado de una deplecién precoz de los foliculos ovéaricos en las
hembras (Uda et al. 2004, Schmidt et al. 2004). Ademas, se observan malformaciones de

los parpados.

En humanos, mutaciones en FOXL2 causan el sindrome de Blefarofimosis, Ptosis,
Epicantus-Inversus (BPES), que se caracteriza por anormalidades en los parpados y esta
asociado, en algunos casos a Falla Ovarica Prematura (FOP) (Crisponi et al. 2001). Estas
observaciones muestran un papel funcional de FOXL2 en el desarrollo y en el
mantenimiento de los ovarios. Hasta la fecha no se han reportado casos de BPES con
reversion sexual (Schmidt et al. 2004). Los diferentes efectos de las mutaciones pérdida
de funcion de FOXL2 en cabras, ratones y humanos han suscitado controversia sobre el
papel de este gen como un factor determinante ovarico. Sin embargo, hallazgos recientes
sugieren que FOXL2 y la via de sefializacibn Rspol/Wnt4/B-catenina pueden actuar de
forma independiente, pero de manera complementaria (sinérgica), para promover el
desarrollo del ovario y reprimir la via masculina. La generacion de un ratén doble KO para
Wnt4 y Foxl2 condujo a una reversion sexual XX, permitiendo la expresion de Sox9 y de
la hormona antimilleriana (Ottolenghi et al. 2007). De igual forma, se observo la presencia
del corddn testicular y de espermatogonias. Esto indica que el fenotipo de reversion
sexual del doble KO es més drastico que el de FoxI2 . A pesar de estos resultados debe
aclararse que la reversion sexual del ratén doble KO no fue completa, lo que sugiere que
factores adicionales u otras vias de sefializacion podrian promover también el desarrollo

ovarico.

Muy recientemente se han identificado nuevos factores involucrados en la via de
determinacion sexual femenina. Uno de ellos es el gen Sfl, necesario para la expresion
de las enzimas de la esteroidogénesis (Lourenco et al. 2009, Combes et al. 2010).
Durante el desarrollo temprano del embrion, Sfl se expresa en la gonada bipotencial y
posteriormente presenta diferentes niveles de expresion durante el desarrollo fetal ovarico

(Takayama et al. 1995, Hanley et al. 1999). Durante la etapa de foliculogénesis, Sfl se
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expresa en los foliculos pre-antrales, en las células de la teca interna, en las células
luteinizadas y no-luteinizadas de la granulosa, en el cuerpo lateo durante la fase litea, y
en los foliculos atrésicos (Takayama et al. 1995). Mutaciones de SF1 se han asociado con
FOP en mujeres 46,XX (Lourenco et al. 2009). Este fenotipo es probablemente causado
por una regulacion andmala en las células de la teca y de la granulosa, de genes
necesarios para la esteroidogénesis ovarica, del crecimiento y de la maduracion del
foliculo. Entre ellos se encuentran STAR, CYP11A1, CYP17A1, CYP19Al, LHCGR e
INHA (Lavorgna et al. 1991, Keri et al. 1996, Weck et al. 2006, Zhao et al. 2007, Lin et al.
2008).

Otro gen potencialmente implicado en la determinacion sexual femenina es CITED2. Las
caracteristicas moleculares de este gene serdn desarrolladas en extenso mas adelante
puesto que una parte de los estudios experimentales de este trabajo de tesis se
fundamenta en la exploracion de sus variantes en mujeres FOP (ver mas adelante).
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2.4 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA FEMENINA

Las gbénadas femeninas, el Gtero y las trompas de Falopio constituyen el conducto
reproductivo femenino. Se ha considerado que los ovarios tienen dos funciones
principales: la ovogénesis y la secrecion de las hormonas esteroides sexuales
femeninas, la progesterona y el estrégeno. Desde un punto de vista histolégico el
ovario posee tres zonas. La corteza que es la zona mas extensa y externa. Esta
revestida por epitelio germinal y contiene los ovocitos, cada uno encerrado en un
foliculo. La médula que se encuentra entre la corteza y el hilio esta constituida por una
mezcla de diferentes tipos de células. Entre ellas se encuentran células de sostén,
fibroblastos, foliculos en diferentes estados de maduracion, los cuerpos luteos, el
cuerpo albicans y las células intersticiales, tecales y deciduales. Finalmente, el hilio

es la zona interna en la que se encuentran los grandes vasos sanguineos y linfaticos.

Las hormonas esteroides ovaricas tienen funciones paracrinas y endocrinas.
Localmente, en los ovarios, las hormonas esteroides actlan para sustentar el
desarrollo folicular. Sistémicamente, estos péptidos actdan sobre varios tejidos
efectores, incluyendo el Utero, la glandula mamaria, el hueso y la hipdfisis. La unidad
funcional de los ovarios es el foliculo ovarico, que contiene una célula germinal
(ovocito) rodeada por células endocrinas (de la granulosa y tecales). El foliculo ovéarico
desarrollado posee varias funciones decisivas en la biologia reproductiva. Suministra
nutrientes para el ovocito en desarrollo, libera el ovocito en el momento apropiado
(ovulacion), prepara la vagina y las trompas de Falopio para la fecundacién y modula

el desarrollo del endometrio para la implantacién del embrion.

2.4.1 LA FOLICULOGENESIS

En los mamiferos, las células germinales primordiales de origen extraembrionario son
precursoras de los espermatozoides en los machos y de los ovocitos en las hembras.
El desplazamiento de estas células hacia la cresta genital se efectia de manera
pasiva y activa. El desplazamiento pasivo tiene lugar por la traslocacion de dichas
células junto con el endodermo y el mesénquima durante la formacion del intestino
primitivo posterior y el primordio del mesenterio intestinal. Posteriormente, se inicia la

migracion activa, que se manifiesta por la emision de pseuddpodos que permiten una
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capacidad de locomocion para emerger del intestino y atravesar la lamina basal que lo
cubre, continuando su camino hacia las crestas genitales. Este proceso ocurre entre la
cuarta y la quinta semana de gestacion en el humano. Una vez las células germinales
primordiales se localizan en las crestas genitales pierden sus caracteristicas
migratorias. Las células germinales primordiales, junto con otros tipos de células
somaticas, forman la gbénada bipotencial, que es idéntica en ambos sexos. Ante la
ausencia del gen SRY, las células germinales primordiales se diferencian a ovogonias
(Lovell-Badge y Robertson, 1990, Koopman et al.1991). Estas ultimas se multiplican
por medio de mitosis hasta que comienzan a rodearse de una capa de células de la
granulosa formando los foliculos primordiales, dentro de los cuales, los foliculos
primarios permanecen detenidos en la profase de la meiosis |, hasta el inicio de la vida

reproductiva.

En los ovarios en desarrollo, las células germinales primordiales producen ovogonias
por divisiones mitdticas hasta las semana 20 a 24 de la gestacion. En ese momento
hay aproximadamente 7 millones de ovogonias. (Baker 1963, Forabosco et al. 1991).
Al comienzo de las semanas octava y novena de gestacion, algunas de estas
ovogonias entran a la profase de la meiosis | y se convierten en ovocitos primarios.
Los procesos meidticos continlan hasta casi seis meses después del nacimiento
periodo en el cual todas las ovogonias se han convertido en ovocitos. Estos ultimos
permanecen en un estado de profase latente de la meiosis | que solamente concluye
en el momento de la ovulacion afios mas tarde durante la adolescencia. Sin embargo,
la gran mayoria de estos ovocitos nunca llegan a la ovulacién, puesto que son
sometidos a un proceso de atresia fisioldgica. Durante la segunda mitad del desarrollo
prenatal ocurre una primera fase de atresia masiva de los foliculos primordiales. Se
estima que al momento del nacimiento una mujer tiene cerca de 1 millones de ovocitos
(Block 1953, Carlson 2004). Posteriormente, durante la infancia, la atresia continta. En
el momento de la menarquia se observan cerca de 300.000 a 500.000 células
germinales y solo algunos cientos de ellas sufren una maduracién folicular conducente
a la ovulacion (Speroff L et al. 2005). Durante la edad fértil de la mujer, todos los
meses, alrededor de 1000 foliculos inician el proceso de atresia. Al final de la cuarta
década, ocurre una disminucién acelerada de la reserva de foliculos, anunciando el fin
de la etapa feértil. Cuando no se tienen mas foliculos en el ovario, o que el pool de
foliculos esta préximo a extinguirse, se presenta la Ultima menstruacion que da inicio

al proceso denominado menopausia. Recientemente, el paradigma que afirma que la
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mujer nace con un numero finito de ovocitos ha sido revaluado (Johnson J et al. 2004,
Johnson J et al. 2005, Johnson J et al. 2005, Lee HJ et al. 2007). En estos estudios,
luego de someter los ovarios de ratones a radiacion y verificar la ausencia de ovocitos,
la implantacion de células madre del epitelio superficial del ovario o de la médula 6sea
en el ovario del raton adulto, conduce a un proceso de neo-ovogénesis. Estos nuevos
datos apoyan la posibilidad de restaurar la fertilidad de forma experimental en las
mujeres que sufren de FOP. Sin embargo, ningun otro grupo de investigacion ha
replicado los hallazgos reportados y existe un amplio debate sobre esta idea (Byskov
et al. 2005, Telfer et al. 2005, Eggan et al. 2006, Faddy y Gosden 2007, Bristol-Gould
et al. 2008). Esta situacion indujo la discusion sobre la posibilidad de que mujeres
irradiadas que han sido sometidas a trasplante de médula y que recobran la fertilidad,
puedan tener hijos a partir de material genético del donante. Sin embargo, a pesar de
que esta hipotesis ha sido explorada en humanos no ha sido validada (Veitia et al.
2007).

Después del nacimiento, los foliculos primordiales son gradualmente separados por un
abundante estroma de tejido conectivo. Los foliculos primordiales estdn compuestos
por un ovocito en crecimiento, rodeado por un numero especifico de células planas
(pre-granulosas) que ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y sobre el
crecimiento ovocitario (Picton, 2001). A diferencia de los foliculos primordiales, los
foliculos en estadios mas avanzados de crecimiento se encuentran siempre en la
frontera coértico-medular altamente vascularizada. La transformacion de foliculos
primordiales en foliculos primarios es insensible a las gonadotropinas. En el interior de
los foliculos primarios estan presentes los ovocitos, rodeados por una capa unilaminar
de células pre-granulosas de morfologia plana. Estas células presentan gran actividad
mitotica dando lugar progresivamente a una diferenciaciéon en un perfil similar a un
epitelio estratificado. Entre el ovocito y las células de la granulosa circundantes se
originan espacios extracelulares, donde se deposita una sustancia que define el inicio
de la formacién de la zona pelicida (ZP). Sobre la ZP, puede decirse que es una
caracteristica del foliculo preantral primario. Cuando se alcanza esta etapa, las células
pre-granulosas no ejercen ningun efecto inhibidor sobre el crecimiento del ovocito pero
si sobre la meiosis (Thibault et al.1987). En este estadio, estas células inician
adicionalmente una fase de mitosis al mismo tiempo que el ovocito aumenta de
tamafio. De este modo, el foliculo primario se transforma en foliculo preantral

multilaminar (foliculo secundario) lo que implica la transformacion de las células pre-
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granulosas formando un epitelio estratificado. A partir de este momento se denominan
células de la granulosa. En la parte externa de la ldAmina basal que separa las células
de la granulosa del estroma, empiezan a diferenciarse otro tipo de células, las células
tecales. Posteriormente, cuando las células de la granulosa alcanzan un numero
elevado como respuesta a la FSH se forman cavidades en el espacio extracelular
llenas de un fluido denominado fluido folicular. A medida que la cantidad de este
liquido aumenta, las cavidades que ocupan también aumentan de tamafio para formar
el antro. Méas tarde, con la aparicion de la cavidad antral, el foliculo se denomina
foliculo antral (o foliculo terciario). Mas adelante, las células de la granulosa se
diferencian en dos subpoblaciones. Las primeras revisten la pared del foliculo y forman
un epitelio estratificado en contacto con la l[Amina basal. Otras, forman el cumulus
oophorus en una estructura de varias capas de células cilindricas alrededor del ovocito
(Canipari, 1994). En este estadio, comienzan las mitosis de éstas células y al mismo

tiempo el ovocito aumenta de tamafio.

Durante la prolongada etapa preantral de la foliculogénesis, el desarrollo del ovocito
depende especialmente de su estrecha relacion con las células de la granulosa.
También durante esta fase de crecimiento se forma la zona pellcida. La capa de
células mas cercana a la ZP se denomina corona radiata. Mientras se produce el
desarrollo folicular, se inicia una cooperacion metabdlica entre las células de la
granulosa y el ovocito. En esta etapa de crecimiento se establece la comunicacion
entre las células del cumulus y el ovocito mediante procesos citoplasméaticos de las
células de la corona radiata que atraviesan la ZP y conectan con el oolema. En
importante sefialar que las células de la granulosa también se interconectan entre ellas

mediante uniones tipo gap (Anderson y Albertini, 1976).
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2.5 ETIOLOGIA DE LA FALLA OVARICA

La falla ovérica prematura (FOP) afecta aproximadamente al 1.5% de las mujeres
menores de 40 afios y al 0.1% menores de 30 afos (Coulam et al. 1986, Luborsky et
al. 2003). Clinicamente, la FOP se define como el cese de la menstruacién antes de
los 40 afios de edad (amenorrea mayor a 6 meses asociado a niveles séricos de FSH
superiores a 40 Ul/l) (Coulam. 1982). Hoy en dia, existen marcadores directos para
evaluar la funcion del ovario y la reserva folicular. Entre estos, se encuentran la
medicién de la inhibina B producida por las células de la granulosa durante el proceso
de desarrollo folicular, el conteo de foliculos antrales (AFC), y la cuantificacion de la
AMH. La AMH ha sido evaluada en varios estudios y se ha establecido como un
marcador de la pobre respuesta a la fertilizacion in vitro, en el sindrome del ovario
poliquistico, y en el hipogonadismo hipogonadotrépico (Kalantaridou et al. 2000,
Broekmans et al. 2006, Broekmans et al. 2008, Van Disseldorp et al. 2009).

Es importante sefialar que, el diagnostico de la FOP trae un fuerte impacto emocional
y psicoldgico para las mujeres que la presentan (Liao et al. 2000, Groff et al. 2005).
Ademas en la mayoria de las mujeres que desarrollan FOP los signos y sintomas que
preceden la enfermedad no son claros (Woad et al. 2006). El diagnostico definitivo es
dificil de obtener puesto que los criterios diagndsticos no estan estandarizados por
dificultades en la definicién precisa de la FOP (Panay y Kalu 2009). La mayoria de los
diagnosticos se basan en amenorrea de 3 a 6 meses y concentraciones mayores a 40
mUl/ml de FSH obtenidos dos veces en un intervalo de un mes. Adicionalmente, es
necesario descartar otras causas gue ocasionan amenorrea, tales como el embarazo,

el sindrome de ovario poliquistico, la hiperprolactinemia y la disfuncion tiroidea.

En la actualidad no se conocen con certeza los mecanismos que conducen a la
diminucion de la cantidad de los foliculos (Figura 6). No es claro aun si las mujeres
FOP nacen con un numero reducido de foliculos y/o presentan alteraciones en los
mecanismos reguladores de la foliculogénesis que conllevan al aumento de la atresia
folicular. Sin embargo, distintos modelos murinos genéticamente modificados (KO y Kil)
han permitido identificar algunos mecanismos potencialmente relacionados con el
fenotipo (ver mas adelante). En la busqueda de factores genéticos etioldégicos de

enfermedades humanas (especialmente de origen monogénico) el estudio de casos
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familiares es de crucial importancia. Sin embargo, por las caracteristicas inherentes al
fenotipo, los casos familiares son infrecuentes. Sin embargo, algunos estudios de
familias afectadas reportan modos de herencia autosémica dominante o ligada al X
con penetrancia incompleta (Vegetti W et al. 1998, Coulam CB et al. 1983, Mattison et
al. 1984, Bondy et al. 1998, Chistin-Maitre et al. 1998). En la actualidad, se estima que
la reproduccion en los mamiferos, y por consiguiente los fenotipos patoldgicos, son el
resultado de la interaccion de cientos de genes en una red de regulacion sutil, lo que
sugiere su estudio desde Opticas cuantitativas (QTL, Quantitative Trait Loci). Por su

extension, en este manuscrito no seran revisados conceptos de genética cuantitativa.

GENETICA | IDIOPATICAS

Figura 6. Etiologia Falla Ovarica Prematura.

2.5.1 CAUSAS IATROGENICAS

Una de las causas frecuentes de FOP se asocia a iatrogenia. Por ejemplo, en
pacientes que desarrollan patologias oncogénicas y que son sometidas a cirugia
pélvica, radioterapia y/o quimioterapia desarrollan FOP. Ademas, las intervenciones
quirargicas de cualquier tipo en la cavidad pélvica e incluso abdominal pueden dejar
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secuelas como isquemia secundaria a procesos cicatriciales (Hoyer et al. 2005, Woad

et al. 2006) que pueden conducir a la enfermedad.

2.5.2 CAUSAS AUTOINMUNES

Algunos casos de FOP pueden ser originados en disfunciones del sistema inmunitario
causando una reduccién del namero de foliculos o la destruccion acelerada del tejido
ovarico (Irvine WJ. 1969, Luborsky et al. 2002, Luborsky JL 2002, Meyer et al. 1990).
Se considera que el 20% de los pacientes con FOP presenta enfermedades
autoinmunes, principalmente enfermedad tiroidea autoinmune (Hoek et al. 1997). La
caracteristica principal en estos casos, es la presencia de auto-anticuerpos,
especialmente anti-ovario que, al parecer, soélo estan presentes en la fase inicial de la
destruccion folicular. Entre las asociaciones descritas con condiciones autoinmunes se
encuentran la presencia de auto-anticuerpos contra el ovario, la infiltracion linfocitica

ovarica y la relacion entre el desarrollo de FOP y otras enfermedades autoinmunes

Dentro de las enfermedades endocrinas y no endocrinas autoinmunes asociadas a la
FOP se encuentran (Tabla 1) (Hoek et al. 1997, Betterle et al. 2005).

Tabla 1. Causas Autoinmunes de la Falla Ovéarica Prematura
Endocrinas No endocrinas
Tiroidismo Candidiasis crénica Anemia perniciosa

Hipoparatiroidismo Purpura trombocitopenica | Lupus eritematoso sistémico

idiopatica
Diabetes mellitus Vitiligo Artritis reumatoidea
Hipofisitis Anemia hemolitica | Enfermedad de Crohn
autoinmune
Sindrome de Sjogren Cirrosis biliar primaria
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2.5.3 CAUSAS GENETICAS

La mayoria de los casos de FOP son idiopéticos. Se considera que hasta el 80% de
las pacientes FOP pertenecen a esta categoria. Sin embargo, la observacién de casos
familiares, indica la participacion en su patogénesis de alteraciones genéticas
(Conway, 1996). Andlisis de familias afectadas por la enfermedad sugieren diferentes
modos de herencia, incluyendo formas dominantes y recesivas por transmision
materna o paterna (Vegetti et al. 1998). La forma de herencia materna més frecuente
es ligada al cromosoma X con penetrancia incompleta (Davis et al. 2000, Toniolo
2006, Persani et al. 2009). Sin embargo, diferentes casos familiares indican
igualmente que la FOP puede ser una enfermedad genética con expresividad variable
(Tibiletti et al. 1999) lo que apoya la opinion de que es una enfermedad compleja y
multifactorial (Toniolo 2006). A la fecha multiples regiones y genes candidatos han sido
propuestos (Laissue et al. 2008). Sin embargo, la complejidad intrinseca de los
procesos moleculares de la reproduccién en la que cientos de genes estan implicados
se traduce en estudios en los cuales, al analizar uno o pocos genes simultaneamente,
se asocian variantes en <1% de los casos (Gambaro et al. 2000, Nelson et al. 2003).
El objetivo de esta revision es ilustrar las principales asociaciones genéticas descritas
en la patogénesis de la FOP (Tabla 2). Se revisaran desde esta Optica tanto las

formas no-sindrémicas como las sindrémicas.

2.5.3.1 CAUSAS SINDROMICAS

Casos familiares y esporadicos de FOP pueden indicar aberraciones en el
cromosoma X, como la monosomia del X (Sindrome de Turner), la trisomia del X,
defectos estructurales, deleciones y translocaciones (Zinn, 2001). Genéticamente, el
sindrome de Turner es la consecuencia de la ausencia total o parcial de un
cromosoma X en la mujer. En aproximadamente el 50% de los casos, se produce una
pérdida completa de un cromosoma X, mientras que en el resto de los pacientes se
presentan mosaicismo (presencia de dos lineas celulares diferentes con cariotipo
distinto procedentes del mismo zigoto) o alteraciones estructurales del cromosoma X
gue llevan a un fenotipo més leve (Bharat et al. 2010). La prevalencia del sindrome de
Turner es de aproximadamente 1:2500 mujeres nacidas vivas (Sybert y McCauley

2004). En mujeres con cariotipo 45,X la pérdida de los ovocitos se produce en las
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primeras etapas de la profase meidtica |, lo que resulta en una disgenesia gonadal y
en amenorrea primaria asociada a niveles plasmaticos elevados de FSH (Reynaud et
al. 2004, Fechner et al. 2006). El fenotipo ovéarico de esta enfermedad puede
explicarse por varios mecanismos que incluyen la sincronizacion defectuosa de los
cromosomas X en la meiosis (Ogata y Matsuo 1995) y la haploinsuficiencia de genes
ligados al X (como el gen SHOX) que escapan a la inactivacién y que son necesarios

para la correcta funcién ovérica (Zinn y Ross, 1998).

2.5.3.1.1 GALACTOSEMIA

La galactosemia es un trastorno hereditario del metabolismo de la galactosa causado
por deficiencia de la enzima GALT (galactosa-1-fosfatasa uridil transferasa). La
incidencia de esta enfermedad en Europa y América del Norte es de alrededor de
1:30000 - 1:50000 nacidos vivos (Rubio-Gozalbo et al. 2010). M&s de 220 mutaciones
han sido descritas en el gen GALT (Calderon et al. 2007). Sin embargo, dos
mutaciones (p.GIn188Arg y p.Lys285Asn) representan mas del 70% de las mutaciones
de este gen (Tyfield et al.1999). En general, las mujeres portadoras de mutaciones
homocigotas en el gen GALT presentan FOP. En estos casos, la actividad de la
enzima e nula o se encuentra disminuida (Waggoner et al. 1990). El dafio del ovario
puede ser inducido por la acumulacion de metabolitos toxicos de la galactosa
causando apoptosis del ovocito (Liu et al. 2000), o por deficiencia de glicoproteinas
ylo glicolipidos, necesarios para el funcionamiento de la FSH y de su receptor,
disminuyendo a su vez la estimulacién ovérica y aumentando la tasa de atresia
folicular (Tedesco y Miller 1979, Jaeken et al. 1992, Ornstein et al. 1992).

2.5.3.1.2 SINDROME POLIGLANDULAR AUTOINMUNE TIPO |

El sindrome poliglandular autoinmune tipo | (APS1) o poliendocrinopatia autoinmune-
candidiasis-distrofia ectodérmica (APECED) es una enfermedad autosémica recesiva
caracterizada por la presencia de 2 de los 3 siguientes rasgos clinicos: enfermedad de
Addison, hipoparatiroidismo y candidiasis mucocutanea crénica. El inicio de las
manifestaciones clinicas se produce con frecuencia durante la infancia. Los pacientes

con APECED habitualmente presentan un numero variable de otras manifestaciones
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autoinmunes como: tiroiditis, diabetes tipo 1, insuficiencia ovérica y hepatitis (Paterson
y Peltonen 2005). Se considera que es un trastorno monogénico. El APS1 es un
trastorno raro, pero con una prevalencia particular en ciertas poblaciones como la

finlandesa, judia, irani y sarda (Cervato et al. 2009).

2.5.3.1.3 ATAXIA TELANGIECTASIA

El gen ATM codifica una proteina quinasa que esta implicada en la regulacion del ciclo
celular (Shiloh 2003, Kastan y Bartek 2004). Mutaciones en ATM que conlleven a la
pérdida total de la proteina causan ataxia telangiectasia (AT) (Lakin et al.1996). La AT
es un desorden autosémico recesivo caracterizado por movimientos descoordinados y
telangiectasias oculares (Savitsky et al. 1995). Algunos pacientes con AT presentan
insuficiencia ovérica asociada a hipoplasia gonadal (Miller y Chatten 1967, Boder
1975, Sedgwick y Boder 1991). La deficiencia de Atm en ratones XX genera la pérdida
de foliculos primordiales y la formacion de ovarios pequefios. Los foliculos
primordiales se pierden durante la profase de la meiosis | en la gametogénesis (Barlow
et al. 1996).

2.5.3.1.4 SINDROME BPES

El Sindrome de blefarofimosis, ptosis, epicanto inverso (BPES) es una enfermedad
autosdmica dominante. Las malformaciones palpebrales en esta enfermedad pueden
estar asociadas (tipo 1) o no (tipo Il) con FOP. Mutaciones en el gen FOXL2 causan el
sindrome de BPES (Crisponi et al.2001). El gen FOXL2 codifica un factor de
transcripcidn que contiene un dominio altamente conservado de union al ADN y un
tracto de polialaninas constituido por 14 residuos. Ratones KO para Fox|2 presentan
alteraciones craneofaciales caracteristicas del BPES e infertilidad en las hembras
secundaria a la detencién del desarrollo folicular temprano (Schmidt et al. 2004, Uda et
al. 2004). FOXL2 esta implicado principalmente en la transicion morfolégica de las
células de la granulosa de escamosas a cubicas y en el proceso de activacion de los
ovocitos (Schmidt et al. 2004, Uda et al. 2004). Debe anotarse que mutaciones en este
gen han sido descritas en pocos casos de FOP no-sindromica (Harris et al. 2002,
Gersak et al. 2004)
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2.5.3.2 CAUSAS NO-SINDROMICAS

2.5.3.2.1 GEN DEL RETRASO MENTAL DEL X FRAGIL 1

El gen del retraso mental del X fragil 1 (FMR1) se localiza en locus Xg27.3 y es
responsable del sindrome del X fragil, una forma de retraso mental ligado al
cromosoma X. Cuando el trinucleétido CGG en la region 5’ del gen se expande mas de
200 repeticiones se genera esta enfermedad. Mujeres que presentan 50 a 200
repeticiones de CGG, en el gen FMR1 presentan FOP en el 30% de los casos
(Wittenberger et al. 2007). La prevalencia de FOP en mujeres con un alelo premutado,
es de alrededor del 16% (Wittenberger et al. 2007). La asociacion entre el tamafio de
las repeticiones y el riesgo de padecer FOP no es lineal, ya que el riesgo parece ser
mayor entre 79 y 99 repeticiones, y mucho menor para repeticiones entre 55y 78 y
para mas de 100 (Allen et al. 2007, Wittenberger et al. 2007).

2.5.3.2.2 PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 15

BMP15 es una proteina especifica de los ovocitos (Dube et al. 1998, Chang et al.
2002, McNatty et al. 2005, Shimasaki et al. 2004). EI gen BMP15 codifica una pre-pro-
proteina formada por un péptido sefial, una regién pro-péptido y el péptido maduro
gue, luego de modificaciones post-traduccionales, puede formar homo o hetero-

dimeros con otros factores como GDF9 (Chang et al.2002).

Las principales funciones de BMP15 son: a) la participacion en la maduracion folicular
al estimular el crecimiento (mitosis) de las células de la granulosa, la regulacion de la
sensibilidad de estas células a la accion de la FSH y la prevencion de su apoptosis
(Shimasaki et al. 2004, Hashimoto et al. 2005, Hussein et al. 2005, 2006, Fabre et al.
2006). La importancia de BMP15 en la foliculogénesis se observé inicialmente tanto en
modelos experimentales (ratones) como de manera espontanea en ovejas. La
alteracion experimental (KO) del gen Bmpl15 en ratones causa un defecto leve en
términos reproductivos (hipofertilidad por disminucién de la tasa de ovulacion) (Yan et
al. 2001). En ovejas, las mutaciones espontaneas heterocigotas causan

hiperprolificidad mientras que las homocigotas causan infertilidad secundaria a un
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blogqueo completo de la foliculogénesis (Galloway et al.2000, Davis 2004, Hanrahan et
al.2004, McNatty et al.2005, Bodin et al. 2007).

En humanos, mutaciones en el gen BMP15 se han encontrado asociadas con
amenorrea primaria y secundaria. La primera mutacién reportada en BMP15
(p.Tyr235Cys) se encontrd6 en dos hermanas italianas con insuficiencia ovéarica (Di
Pasquale et al. 2004). Otras variantes se han identificado luego del tamizaje de mas
de 600 pacientes FOP (Di Pasquale et al. 2006, Dixit et al. 2006, Laissue et al. 2006,
Rossetti et al. 2009, Tiotiu et al.2010, Wang et al.2010). Sin embargo, los ensayos
funcionales que han buscado validar de manera definitiva la implicacién de este gen

en la patogénesis de la enfermedad son aln hoy controversiales.

2.5.3.2.3 FACTOR DE CRECIMIENTO DE DIFERENCIACION 9

Ademas de BMP15, otros miembros de la familia TGF tienen un papel relevante en el
desarrollo de la foliculogénesis. GDF9, un gen paralogo de BMP15, se expresa
especificamente en el ovocito. Los péptidos maduros pueden formar homo o
heterodimeros con otros miembros de la familia, en especial BMP15 (Yan et al. 2001).
Mutaciones espontaneas de este gen en ovejas Cambridge y Belclare, producen
efectos similares en el ovario a los observados en animales portadores de mutaciones
en BMP15 (Hanrahan et al. 2004). Se ha demostrado in vitro que GDF9 estimula la
expansion del camulo y con la induccion de la expresion de sintasa de &cido
hialuronico 2, de ciclooxigenasa 2 y de la proteina STAR (Elvin et al. 1999). En
mujeres FOP se han detectado variaciones en el gen GDF9 que afectan la pro-region
(Dixit et al. 2005, Laissue et al. 2006, Kovanci et al. 2007, Zhao et al. 2007).

2.5.3.2.4 RECEPTORES DE GONADOTROFINAS

Los receptores FSHR y LHR son hormonas glicoproteicas que pertenecen a la familia
de receptores unidos a proteina G (GPCR) (Themmen y Huhtaniemi 2000). De igual

forma que las hormonas LH y FSH, estos receptores son esenciales para la funcion
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reproductiva en ambos sexos. Mutaciones que afecten la funcion de estos receptores
causan resistencia a las gonadotrofinas presentandose  hipogonadismo
hipergonadotrofico. Sin embargo, estas mutaciones son muy raras. Un andlisis de
ligamiento en una poblacién finlandesa revel6 la asociacion entre el locus 2p21 y la
disgenesia ovarica. Este loci contiene los genes que codifican para los receptores
FSHR y LHR. En 1995 al secuenciar el gen FSHR se encontrd la mutacion homocigota
p.Alal89Val en el dominio extracelular del receptor (Aittomaki et al. 1995). Estudios in
vitro, permitieron establecer que esta mutacion en el receptor altera el plegamiento de
la proteina manteniendo el receptor en el citoplasma de la célula (Aittomaki et al. 1995,
Rannikko et al. 2002). La mutacion p.Alal89Val parece ser propia de la poblacion
finlandesa lo que sugiere un efecto fundador (da Fonte Kohek et al. 1998, Jiang et al.
1998, Layman et al. 1998, Loutradis et al. 2006, Prakash et al. 2009). Diferentes
mutaciones se han identificado en diversas regiones del gen FSHR que afectan la
union del ligando al receptor. Otras mutaciones se han localizado en el dominio
transmembranal afectando parcialmente la cascada de sefializacion hormonal (Beau et
al.1998, Touraine et al. 1999, Doherty et al. 2002, Allen et al. 2003, Nakamura et al.
2008).

Las mutaciones en el gen LHR (MIM 152790) son una causa rara de FOP en mujeres
con cariotipo 46,XX. La presentacion clinica de la enfermedad se caracteriza por
niveles de LH mas elevados que los niveles de FSH. La evidencia particular del
fenotipo en mujeres con insuficiencia ovarica y resistencia a la LH fue obtenida
inicialmente por estudios en varones con hipoplasia de las células de Leydig (Latronico
et al. 1996, 1998). A diferencia de los varones, para causar FOP, el grado de
resistencia a la LH debe ser severo y se caracteriza por oligoamenorrea 0 amenorrea
secundaria con evidencias ecogréficas de multiples foliculos antrales. Biopsias de
ovario revelan en estos casos desarrollo folicular en todas sus etapas hasta la etapa

pre-ovulatoria y por lo general la ovulacién no se produce.

2.5.3.2.5 NR5A1

El gen NR5AL, también denominado factor esteroidogénico 1 (SF1), codifica un
receptor nuclear expresado en la goénada bipotencial desde el inicio del desarrollo
embrionario. NR5A1 es un importante regulador transcripcional de los genes

implicados en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (Luo et al. 1994). Estos incluyen
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STAR, CYP11Al1, CYP17Al1, CYP19Al1, LH/CGR, e INHA. Hasta el 2008, 18
mutaciones de NR5A1 fueron descritas en casos de trastorno del desarrollo sexual
(DSD) con o sin insuficiencia suprarrenal (Achermann et al. 1999, Lin et al. 2007).
Recientemente, el papel de este factor en el desarrollo y en la funcién ovérica se ha
puesto de manifiesto. Diecinueve mutaciones adicionales, incluyendo deleciones y
cambios no-sindnimos, se detectaron en miembros de cuatro familias con historia de
46, XY DSD y 46,XX FOP, al igual que en 2 casos aislados de insuficiencia ovarica
(Lourenco et al. 2009). Las mutaciones se asociaron con una serie de anomalias en
los ovarios que incluyen disgenesia gonadal con amenorrea primaria y secundaria. El
andlisis funcional revel6 que en las proteinas mutantes se altera su actividad de
transactivacion de promotores de genes gonadales importantes para el crecimiento y
la maduracion folicular. Estos trastornos de la transcripcion en el ovario dan lugar a

una foliculogénesis alterada y a insuficiencia ovéarica (Bashamboo y McElreavey 2010).

2.5.3.2.6 FACTORES DE TRANSCRIPCION

La familia de factores de transcripcion forkhead esta constituida por mas de 100
factores que participan en diversos procesos del desarrollo. Estos incluyen la
mediacion de las sefales de la superfamilia TGFf al unirse a los miembros de la

familia de proteinas Smad (Attisano et al. 2001)

Adicionalmente a FOXL2 (ver més arriba), algunos miembros de una subfamilia de
factores forkhead (FOXO3a, FOX0Ola y FOX04) han demostrado jugar un papel clave
en la funcién ovérica. En estudios in vitro, se demostr6 que FOXO3A tiene un rol
importante en el crecimiento de los ovocitos y en la activacion folicular (Liu et al. 2006,
Reddy et al. 2005). En un estudio realizado por Castrillon y colaboradores en 2003, en
un modelo de ratén KO para Foxo3a, se reportd un fenotipo especifico en el ovario. En
estas investigaciones se observé un aumento sustancial en el numero de foliculos
activados a partir del dia 14 con respecto al ratén WT. En el ratén Foxo3a™, en la
semana 18 de edad, los ovarios estaban desprovistos de foliculos viables. Estos
ratones eran infértiles en la semana 15, lo que demostrd que la ausencia de Foxo3a,
produce la sobreactivacion de los foliculos primarios indicando un papel angular de
este gen en la represion de la activacion de los foliculos primarios (Castrillon et al.,
2003, Hosaka et al., 2004, Lin et al., 2004).
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Para comprender mejor el significado fisiologico de FOXO3A en cuanto a su expresion
en los ovocitos y su funcion en la foliculogénesis, Liu y colaboradores en 2007
generaron un modelo murino transgénico (Tg, KlI) en el cual se expresa de forma
constitutiva Foxo3a en los ovocitos. Los hallazgos de este estudio mostraron que la
expresion del gen Foxo3a en los foliculos primarios se relaciona con un retraso en el
crecimiento folicular, o que a su vez se traduce en una reduccion significativa de la
cantidad de foliculos secundarios. Considerando de forma conjunta los estudios de
Castrillon et al. 2003 y de Liu et al. 2007, es claro como en el ovocito miembros de la
via PI3K (ver m4s adelante) juegan un papel importante durante el crecimiento y el
desarrollo folicular. Como se observé en el ratén Foxo3a™ la funcién de este gen en el
ovario no parece ser compensada por otros miembros de la familia FOXO.Ortos
hallazgos importantes en el estudio de Liu, demuestran que la proteina P27 o
CDKN1B implicada previamente en la detencién del ciclo celular y la apoptosis (Fero
et al., 1996), estaba presente en el nlcleo de los ovocitos. Estos hallazgos ilustran un
rol importante de CDKN1B en la inhibicion del desarrollo folicular (Ver también
capitulo sobre CDKN1B).

A pesar de que modelos murinos sugieren la implicacion de Foxola en el desarrollo
folicular, la secuenciacibn del gen en 90 pacientes no FOP mostré variantes
relacionadas con el fenotipo (Watkins et al. 2006). El gen FOXO4 se mapeo en el
locus Xqgl13.1y es un potente regulador del ciclo celular. En el ovario se ha observado
su expresion en las células de la granulosa. El andlisis de la region codificante de
FOXO4 por parte de nuestro grupo de investigacion en un panel de 116 pacientes con
FOP idiopatica, no mostré una vinculacion del gen con la enfermedad (Fonseca et al.

Clinical Endocrinology, articulo sometido, ver anexos).

Dos factores de transcripcion adicionales han sido relacionados con la FOP en
humanos. Los genes NOBOX (Newborn ovary homeobox) y FIGLA (factor alfa de
linea germinal) codifican dos factores de transcripcion especificos del ovocito. Nobox
es un gen homeobox critico para la expresion especifica de genes propios del ovocito
como Mos, Oct4, Rfpl4, Fgf8, Zarl, Dnmtlo, Gdf9, Bmpl5, y Hloo (Rajkovic et al.
2004). En ratones KO para Nobox se observo la pérdida acelerada de ovocitos y un
fenotipo similar a la FOP. En grupos de pacientes FOP caucasicos de Estados Unidos
se encontré una variante (p.Arg355His) (Qin et al.2007) relacionada con la etiologia-

Esta mutacion interrumpe la unién del homeodominio al ADN (Qin et al.2007).

38



FIGLA es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes de la zona
pelicida. En ratones XX KO para Figla se observé la pérdida rapida de ovocitos
después del nacimiento y la no-formacién de foliculos primordiales. El fenotipo de los
ovarios de estos ratones sugirid6 que mutaciones en FIGLA podrian contribuir a la
aparicion de FOP en humanos. Hasta la fecha, el Unico estudio del gen FIGLA en
mujeres FOP permitié identificar deleciones heterocigotas en dos casos de mujeres
no-relacionadas (Zhao et al. 2008). Los analisis funcionales mostraron que estas
variantes pueden jugar un papel patogénico. De manera mas precisa, una de estas
deleciones traduce una proteina truncada (p.Gly6fsX66) que podria explicar el fenotipo
por un mecanismo de haploinsuficiencia. La segunda delecion c.419_421delACA, lleva
a la pérdida de un amino&cido (p.Asnl40del). Estudios in vitro de esta mutacion
demostraron una alteracion en la heterodimerizacion de la proteina mutante con otros
factores de transcripcion nuclear, lo que sugiere un efecto dominante negativo causal
de FOP (Zhao et al. 2008).

A pesar de méas de dos décadas de busqueda de genes FOP, hasta la fecha adn no se
conocen factores genéticos causales mayores de la enfermedad. A continuacion se

resumen los genes mas relevantes asociados con la enfermedad.

Tabla 2. Genes reportados, asociados a disfunciones reproductivas vy
candidatos para FOP

LOCUS

GEN NOMBRE MODELO REFERENCIA
HUMANO
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
DDX20 1p13.1 Raton |LeeK, etal. 2005
box polypetide 20
Raton | Pangas SA et al. 2006
LHX8 |LIM homeobox 8 1p31.1
Humano | QinY etal. 2007
Trasnforming grown factor beta Dixit H et al. 2006
TGFBR3 1p33-p32 | Humano
receptor Ill Chand AL et al. 2007

Wingless-related MMTV o
Wnt4 1p35 Raton | VainioSetal. 1999
integration site 4

Bmp8b | Bone morphogenetic protein 8b | 1p35-p32 Raton |Zhao GQ et al. 1996

Gpr3 | G protein-coupled receptor 3 1p36.1-1- Raton |LedentC et al. 2005
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p35 Humano | Kovanci E et al. 2007

Folliculogenesis specific basic Raton | Soyal SM et al. 2000
FIGURALA 2p13.3
helix-loop-helix Humano | Zhao H et al. 2008
Luteinizing Hormone Receptor Zhang FP et al. 2001
LHR 2p21 Raton
(LHCGR) LeiZM et al. 2011

Ratén Dierich A et al. 1998
FSHR FSH receptor 2p21-p16
Humano | Aittomaki K et al. 1995

Eukaryotic translation initiation )
ELF5B 2g11.2 Humano | Fogli A et al. 2004
factor 5B

Inhibina, Alpha Dixit H, etal. 2004
INHA 2933-q36 | Humano
Sundblad V et al. 2006

Ruggiu M et al. 1997

Raton Dorfman DM et al. 1999

DAZL | Deleted in azoospermia-like 3p24
Humano | TungJ et al. 2006

De Baere etal. 2001
Harris SE et al. 2002
FOXL2 | Forkhead box L2 3023 Raton | Schmidt D et al. 2004
Humano | Uda M et al. 2004
Crisponi L et al. 2004

Fst Follistatin 5q11.2 Raton | Matzuk MM et al. 1995

ADAM metallopeptidase with
Adamts19 _ _ 5g31 Raton | Menke DB et al. 2002
thrombospondin type 1 motif, 19

Dong Jet al. 1996
Elvin JA etal. 1999
Raton | Dixit H et al. 2005
GDF9 | Grown differentiation factor 9 5931.1 Humano | Chand AL et al. 2006
Laissue P et al. 2006
Kovanci E et al. 2007
Zhao H et al. 2007

Ratén | Edelmann W et al.1999
MSH5 | mutS homolog5 6p21.3
Humano | Mandon-Pepin B et al.2008

Castrillon DH et al. 2003
Foxo3a | FOXO subfamily 32 6021
Watkins WJ et al. 2006
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Ratén

LiuL etal. 2007

Humano | Gallardo TD et al. 2007
Vinci G et al. 2007
ESR1 | Estrogen Receptor a 6025.1 Humano | Bretherick KL et al. 2007
Rajkovic A et al.2004
NOBOX | Newborn ovary homeobox gene 7935 Raton | Zhao XX et al. 2005
Humano | QinY et al. 2007
Nuclear receptor subfamily 5,
NR5A1 9g33.3 Humano | Lourenco D et al. 2009
group A, member 1
Spermatogenesis and oogénesis
SOHLH1 9g34.3 Raton | Pangas SA et al. 2006
specific basic helix-loop-helix 1
Raton | Matthews CH et al. 1999
FSHB | FSH hormona subunit 11p13
Humano | Kumar KA et al. 2005
Cyclin-Dependent Kinase 12p13.1-
Cdknlb Raton | Singareddy R et al. 2007
Inhibitor 1B pl12
Raton | Cunningham MA et al. 2004
Foxola |Forkhead box 1 13q14.1
Humano | Watkins WJ et al. 2006
POLG | Polymerase DNA Gamma 15g25 Humano |LuomaP etal. 2004
Sh2bl | SH2B adaptor protein 1 16p11.2 Raton | Ohtsuka S et al. 2002.
17p11.2- Ratéon | Yuletal 2001
Ybx2 | Y box bindibg protein 2
p13.1 Humano | YangJetal. 2005
Kosaki K et al. 2004
NOG Noggin 17g22 Humano
Laissue P et al. 2007
anti-Mullerian Hormone Raton | Behringer RR et al. 1994
AMH 19p13.3
Humano | Durlinger AL et al. 1999.
Luteinizing hormone Takahashi K et al. 1999
LHB 19913.32 | Humano
Betapolypeptide Lofrano-Porto A. 2007
Cdc25b | Cell division cycle 25 homolog B 20p13 Raton | Lincoln Al et al. 2002
BMP7 | Bone morphogenetic protein 7 20q13 Raton |Lee WSetal. 2001
AIRE | Autoimmune regulator (auto- 21g22.3 Humano |Laml T et al. 2002
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inmune polyendocrinopathy
candidiasis ectodermal

dystrophy

Disrupted meiotic CONA

Mandon-Pepin B et al. 2008

DMC1 |1 homolog 21q13.1 Raton | Pittman DL et al. 1998
Humano | Yoshida K et al.1998
Laitinen M et al. 1998
Di Pasquale E et al. 2005
Ledig S et al. 2006
BMP15 | Bone morphogenetic protein 15 Xp1l.2 Raton | Chand AL et al. 2006
Humano | Di Pasquale E et al. 2006
Laissue P et al. 2006
Dixit H et al. 2006
o ) ) Xp22.2-
Zfx Zinc finger protein, X linked Raton | Luoh SWetal. 1997
p21.3
Ar Androgen receptor Xq1l.2-q12 Raton | ShiinaH et al. 2005
Dachshund homolog 2
) Prueitt RL et al. 2002
DACH2 | (Drosophila) Xq21 Humano
Bione S et al. 2004
Xqg21.1- Bione S et al. 2003
FOP1B | Preamture ovarian failure, 1B Humano
g21.2 Lacombe A et al. 2004
SRY (Sex determining region Y) - )
Sox3 Xg27.1 Raton | WeissJ etal. 2003
box3
) ) Allingham-Hawkins DJ et al.
FMR1 | Fragile X mental retardation 1 Xg27.3 Humano
1999
FMR2 | Fragile X mental retardation 2 Xq28 Humano | Murray A etal. 1999.
Brown CJ etal. 1991
X (inactive)-specific transcript Inactive Sato K et al. 2004
XIST Humano
( non-proteincoding) XQg13.2 Bretherick KL et al. 2007

Yoon SH et al. 2008
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2.5.4 CDKN1B Y CITED2: DOS NUEVOS GENES RELACIONADOS CON LA FOP

A continuacion se revisaran los genes CDKN1B y CITED2 en el contexto de la
fisiologia ovérica y la etiologia de la FOP. Estos genes hacen parte de los estudios
experimentales que sustentan esta tesis. La metodologia, los resultados y su discusion

seran expuestos mas adelante.

2.5.4.1 CDKN1B - LA VIA PI3K

La via PI3K (fosfatidil inositol 3 kinasa) es una cascada de sefalizacion en la que
participan proteinas de diferentes familias como quinasas, fosfatasas y factores de
transcripcion. Estas proteinas establecen sefiales intracelulares fundamentales para la
regulacion de la proliferacion celular, la migracién, la sobrevida y el metabolismo
(Blume-Jensen and Hunter, 2001, Cantley. 2002, Stokoe, 2005). Distintas rutas de
transduccién de sefiales convergen o regulan la enzima PI3K. Diferentes estimulos,
como por ejemplo la activacion de los receptores del tipo tirosin quinasa, la activacion
de receptores acoplados a proteinas G y la activacion de la proteina Ras, pueden
activar a PI3K. Una vez activa, esta enzima cataliza la fosforilacion en la posicién 3'-
OH los anillos porfirinicos de fosfatidilinositoles (PI) especificos para prodcuir

fosfatidilinositol 3,4,-bisfosfato y fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato.

Estos lipidos son potentes efectores reconocidos por proteinas que contienen
dominios PH (pleckstrin homology domains), entre ellas la enzima serina/treonina
guinasa PKB/Akt (Wymann et al.1998). El dominio PH de Akt recluta este enzima en
la membrana mediante el reconocimiento de lipidos inositoles generados por la
activacion de PI3K. Este cambio de localizacién subcelular, permite que Akt sea
fosforilada por enzimas de la familia PDKs (phosphoinositide-dependent kinases) en
las posiciones Thr-308 y Ser-473 activando su actividad catalitica. La enzima Akt
activada, fosforila los amino&cidos serina o treonina de varias de proteinas que poseen
la secuencia aminoacidica consenso RXRxxS/T en su estructura primaria para generar

sefiales de citoproteccion (Datta et al.1999).
Akt es una molécula perteneciente a la via PI3K. Su activacion regula la sintesis de

glicogeno (fosforilando e inactivando la glucégeno sintasa quinasa 3, GSK3) y modula

el ciclo celular evitando la fosforilacion de GSK3-8 y la degradacion de la ciclina D1
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(Diehl et al., 1998). Este proceso se efectia por intermedio de la regulaciéon negativa
del inhibidor de la ciclina dependiente de kinasa 1B (CDKN1B o p27kipl (p27) (Blume-
Jensen and Hunter, 2001, Shin et al., 2005, Viglietto et al., 2002).

En los mamiferos, Akt fosforila tres residuos de serina o treonina muy conservados en
los factores de transcripcion forkhead de la subfamilia FOXO, entre ellos FOXO1
(FKHR), FOXO3A (FKHRL1l) y FOXO4 (AFX) (Arden and Biggs, 2002). Esta
modificacion post-traduccional evita que estos factores se trasloquen al nicleo e
inhiban su funcién. Estudios in vitro han demostrado que los factores FOXO, juegan un
papel importante en la inhibicion del ciclo celular y la en apoptosis (Burgering and
Medema, 2003).

Con respecto a su papel en la biologia de la reproduccion, estudios recientes han
demostrado, como la via PI3K afecta la maduracién de los ovocitos (Jin et al., 2005,
Reddy et al., 2005). Moléculas de la via PI3K como Akt, Foxo3a, GSK-3a y GSK-3f3 ,
Foxol y p27, han demostrado participar en la regulacién del el crecimiento de los
ovocitos murinos (Zhang et al., 1999, Reddy et al., 2005, Castrillon et al. 2003,
Singareddy et al. 2007).

2.5.4.1.1 CDKN1B - INHIBIDOR DE CICLINA DEPENDIENTE DE QUINASAS-1B

El gen CDKN1B en humanos est4 localizado en el brazo corto del cromosoma 12,
esté constituido por dos exones codificantes y se traduce en un factor perteneciente a
la familia de proteinas inhibidoras de ciclinas dependientes de quinasas Cip/Kip.
Desde un punto de vista funcional, la proteina Cdknlb impide la activacion de los
complejos ciclina E/Cdk2, Ciclina A/Cdk2 o ciclina D/Cdk4, controlando la progresion
del ciclo celular en la fase G1 (Lloyd et al. 1999). Estudios han revelado que CDKN1B
usa el sitio de union al ATP para inhibir el complejo Ciclina A/CDK 2 (Russo et al.
1996).

CDKN1B es una de las moléculas importantes en la via PI3K (figura 7). Esta proteina
regula de forma negativa el crecimiento y el ciclo celular en los mamiferos (Fero et al.,
1996). Este papel lo desempefia segun su localizacion celular ya sea en el citoplasma
o en el nicleo. Su ubicacién subcelular en el citoplasma permite la proliferacion celular

mientras que su ubicacion nuclear se asocia a la inhibicién del ciclo celular. La funcion
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de Cdknlb es modulada por Akt y Foxo3a. Akt fosforila directamente a Cdknlb en la
tirosina 187 exportdndola del nicleo hacia el citoplasma (Cunningham et al. 2004, Shin
et al. 2005, Viglietto et al. 2002). Foxo3a regula la expresion de Cdknlb por medio de
procesos de sefializacion en la via PI3K/Akt upstream a Foxo3a (Chandramohan et al.
2004, Dijkers et al. 2000). Ademas FOXO3A trans-activa a CDKN1B (Dijkers et al.
2000, Medema et al. 2000, Stahol et al. 2002).
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Figura 7. Regulacion de CDKN1B en la via PI3K.

En el ovario, Cdknlb esta expresado en el nacleo de los ovocitos de los foliculos
primordiales, primarios y secundarios (Zhang et al. 1999). En ratones KO para
Cdknlb, los foliculos primordiales se sobre-activan, lo que genera hembras infértiles y
un aumento en la atresia folicular y una disminucién del stock folicular (Singareddy. et
al. 2007).

Estos resultados indican que Cdknlb regula negativamente el crecimiento de los
ovocitos y el desarrollo folicular temprano. Una desregulacion de Cdknlb puede
entonces dar lugar a defectos en el desarrollo folicular y a trastornos en la funcion

ovarica (Singareddy et al. 2007).
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Estos hallazgos nos permitieron proponer a CDKN1B como un gen candidato
para la FOP y realizar una aproximacion experimental en humanos. Este estudio
hace parte del desarrollo de esta tesis de maestria y seran expuestos mas
adelante. Los resultados han sido publicados muy recientemente en la revista

Fertility and Sterility (Ojeda et al. 2011, ver anexos).

2.5.4.2 CITED2 (Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu / Asp-rich carboxy-
terminal domain 2)

CITED es una familia de co-activadores transcripcionales sin un dominio tipico de
union al ADN. La familia CITED estd compuesta por cuatro proteinas nucleares:
CITED1 (MSG1), CITED2 (MRG1), CIITED3 y CITED4 (MRG2) (Figura 8) (Andrews et
al. 2000, Shioda et al. 1996, Braganca et al. 2002, Dunwoodie et al. 1998, Shioda et al.
1997, Sun et al. 1998). Las proteinas de la familia CITED poseen en la region C-
terminal (CR2) una region rica en Glutamato y Aspartato determinante en la funcién de
trans-activaciéon al unirse directamente a CBP-p300 para activar la transcripcion
(Bhattacharya et al. 1999). La regidon conservada 1 (CR1) se encuentra altamente
conservada Unicamente entre CITED1, CITED2 y CITED3. En la regién N-terminal de
la proteina la region CR3 esta conservada entre CITED2, CITED3 y CITED4 pero no
en CITEDL1 (Yahata et al. 2002).

Cited2, es un gen monoexénico en humanos y roedores, y codifica una proteina que
de acuerdo al contexto celular tiene funciones como co-activador o co-represor
transcripcional (Braganca et al. 2003, Bhattacharya et al. 1999). Los embriones de
ratones Cited2” mueren en Utero al presentar malformaciones cardiacas, agenesia
adrenal, ganglios craneales anormales y exencefalia. Dentro de los defectos cardiacos
observados en los embriones se encuentran defectos septales ventriculares y
auriculares y ductus arterioso persistente (Bamforth et al. 2001,Kranc et al. 2003, Yin
et al. 2002). Ademas los embriones Cited2” muestran un aumento de la apoptosis en
la regionl cerebral media y una disminucién en la expresion de ErbB3 (v-erb-b2
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 avian) en las células de la cresta
neural. Experimentos adicionales determinaron que Cited2 interactia y coactiva las
isoformas TFAP2A y TFAP2B del factor de transcripcion AP2 esenciales para el
desarrollo de la epidermis y la migracion celular hacia la cresta neural (Bamforth et al.

2001). De acuerdo a datos obtenidos en modelos in vitro, la isoforma TFAP2 es
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esencial para el desarrollo de la cresta neural, el tubo neural y el desarrollo cardiaco.
Por lo tanto, defectos morfolégicos observados en el embrion del raton Cited2 -/-
pueden ser atribuidos a la no-activacion de Tfap2, (Bamforth et al. 2001).
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Figura 8. Alineamiento de las proteinas de la familia Cited. Las secuencias se

alinearon con el programa PRALINE. El espectro de color de azul oscuro a rojo

representa los aminodcidos menos conservados a los mas conservados.
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La corteza adrenal y la corteza gonadal son los principales tejidos productores de
esteroides en los mamiferos. A pesar de que producen hormonas esteroides diferentes
en el adulto, estudios histolégicos y moleculares han demostrado que comparten un
precursor comun durante el desarrollo embrionario. Andlisis de expresion Sf-1 han
permitido identificarlo como un factor esencial en el desarrollo de la corteza gonadal y
adrenal (Luo et al. 1994,. Val et al. 2003) lo que condujo a que originalmente estos dos
tejidos fueran llamados primordio adreno-gonadal (AGP) (Hatano et al. 1996, lkeda et
al. 1994). Con respecto al papel de Cited2 en la formacion de la corteza adrenal, al
estudiar embriones Cited2”” se pensé que la agenesia adrenal dependia
especificamente del desarrollo de la cresta neural (Bamforth et al. 2001). Sin embargo
estudios posteriores permitieron identificar a Cited2 como un factor clave en el
desarrollo de la corteza adrenal y del AGP. Se evidenci6 que el desarrollo de la
corteza es independiente del desarrollo de la cresta neural y que Cited2 tiene una
funcién en el desarrollo adrenal al regular la expresion de Sfi(Val et al. 2007). Estas

conclusiones derivan de una serie de datos que incluyen:
1) Cited2 y Sf-1 se colocalizan en el AGP antes del desarrollo adrenal.

2) En ratones Sf1”, no se observan eventos de diferenciacion adrenal de forma similar

a lo observado en embriones Cited2” (Bland et al. 2004, Luo et al. 1994).

3) En animales Cited2™ los niveles de expresién de Sfl son mas bajos en un 36%, con

respecto al WT en el AGP a 10.5 dpc antes de la diferenciacién adrenal.

4) Los embriones Cited2™ Sf1*" muestran un retraso en el desarrollo adrenal en

comparacion con los embriones SF-1*" o Cited2™".

5) Se constato la interaccion genética fisica y funcional entre Cited2 y Wtl que permite
la co-transactivacion del promotor de Sfl y el aumento en los niveles de expresion de
Sfl en el AGP.

Es importante sefialar que en ratones Sfl” no se presentd desarrollo adrenal o
gonadal mientras que en ratones Sf1"" se observd un deterioro en el desarrollo
temprano adrenal, lo que dio origen a la formacion de glandulas adrenales pequefias
(Bland et al. 2004, Bland et al. 2000). Existe una correlacion directa entre los niveles
de Sfl (y su expresion en el AGP) con la induccion del desarrollo adrenal y gonadal.

En embriones Cited2” los niveles de expresién de Sfl disminuyeron en un 36% con
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respecto al WT, impidiendo el desarrollo adrenal (Val et al. 2007). Sin embargo, el
proceso de determinacién sexual y el desarrollo gonadal no fueron afectados. Los
niveles de expresion de Sfl se asocian con diferentes efectos en la génada en
desarrollo. En ratones Sf1”, la ausencia total de Sfl1 impide que la génada bipotencial
se desarrolle debido a que las células inician un proceso de apoptosis inducido por la
degeneracion de la génada (Kreidberg et al. 1993). Mutaciones heterocigotas en SF1
en humanos exhiben una amplia gama de fenotipos que va desde la reversion sexual
46,XY, hasta la disgenesia gonadal. En ratones KO heterocigotos se observa una
reversion sexual parcial (Buass et al. 2009) o un retraso en el desarrollo gonadal
(Acherman et al. 1999, Correa et al. 2004, Lin et al. 2008, Park et a. 2005). Los niveles
de expresion de Sfl en ratones Cited2"” Wt1*", son suficientes para asegurar la
formacion adrenal, lo que muestra que Cited2 y Wtl co-transactivan a Sfl induciendo
niveles de expresion de Sfl por encima de un umbral minimo necesario para el
correcto desarrollo del AGP (Bamforth et al. 2001, Val et al. 2007).

Adicionalmente, se ha detectado la expresion de Cited2 en el epitelio celomico y en el
mesénquima de la cresta genital en 10.5-11.5 dpc (Buass et al. 2009). A diferencia de
la corteza adrenal, Cited2 se expresa en niveles bajos en la génada bipotencial. En
ratones Cited2” no se present6 reversién sexual pero si un retraso transitorio en el
desarrollo de las gonadas masculinas y una disminucion en la expresion de Sox9 a
11.5 dpc. Este retraso en el desarrollo fue sutil y no se observaron problemas mayores
en el desarrollo murino (Val et al. 2007). Estudios posteriores analizaron ratones XY
Cited2"* y Cited2”, a los 12.5 dpc (Val et al. 2007). En los ratones XY Cited2** el
desarrollo morfolégico del testiculo se inici6 normalmente con la formacién del vaso
celémico y del cordén testicular. En los ratones XY Cited2” no se evidenci6 la correcta
formacion del cordon testicular ni del vaso celémico. La morfologia testicular se
observo interrumpida. Sin embargo, el desarrollo testicular fue restablecido a 13.5 dpc
(Val et al. 2007).

Para determinar si las alteraciones en el corddn testicular de las gonadas de ratones
dependia de la migracion celular o de la ausencia de expresion de Cited2, se
establecié un modelo experimental de ratones XY Cited2” (Combes et al. 2010). Los
resultados mostraron que en las gbnadas de estos animales no se alter6é la migracion
celular (Combes et al. 2010). No obstante y de forma sorprendente, se demostrd que

en ratones XX Cited2” y Cited2™ la migracién celular estaba interrumpida y se
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presentaba de manera ectépica siendo mayor en las génadas XX Cited2” que en las
Cited2"" (Combes et al. 2010).

De esta forma, estos experimentos permitieron establecer que en estos ratones la
determinacion sexual femenina (al igual que la masculina) presentaba un retraso inicial
con tendencia hacia una recuperacion subsecuente. En 10.5 dpc se presentd la
disminucion de la expresion de Wnt4, Rspol y Foxl2. Sin embrago, los niveles de
expresion de factores propios de la determinacion masculina como Sox9 y Fgf9 se
incrementaron (Combes et al. 2010). En 12.5 dpc los niveles de Wnt4, Rspol y FoxI2
en las goénadas de Cited2” eran similares a los niveles de las génadas WT, lo que
indica que el programa de determinacién sexual femenina fue restaurado (Combes et

al. 2010) (Ver capitulo determinacion sexual).

En conclusion, este estudio demostr6 que la ausencia de Cited2 en las gonadas
disminuye los niveles de Sfl generando un retraso en la determinacion sexual
femenina, lo que a su vez, ocasiona un aumento transitorio de la expresion de los
marcadores masculinos y la induccion de la migracion celular ectopica (Combes et al.
2010). A pesar de que este proceso ocurre en una pequefia ventana de tiempo (11,5-
12.5 dpc en el embridn del ratén), el programa de diferenciacion del ovario se corrige o
compensa. Estos datos muestran entonces que Cited2 es un factor necesario para el

desarrollo gonadal temprano en el ovario.

En este contexto, se planted la hipotesis de que esta inhibicién temporal de
genes puede ser suficiente para provocar una deficiencia del desarrollo de las
gbénadas femeninas, sugiriendo el posible papel de CITED2 en la patogénesis de
la FOP en humanos. Este estudio hace parte del desarrollo de esta tesis de

maestria. los resultados han sido sometidos a Human Reproduction.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios el aumento sustancial de la incidencia de la infertilidad humana ha
convertido esta patologia en un problema real de salud publica: alrededor de 15% de
las parejas consultan por esta causa (Smith et al. 2003). Entre las causas femeninas
de infertilidad, la falla ovarica prematura (FOP) es extremadamente frecuente puesto
que afecta entre el 1 y el 3% de las mujeres de la poblacion general (Coulam et al.
1986, Conway et al. 2000).

Clinicamente, la FOP se caracteriza por amenorrea antes de los 40 afios y niveles
elevados de FSH, hallazgos que traducen una infertilidad precoz. Mdltiples etiologias
de FOP se han descrito (e.g. autoinmunes, infecciosas, iatrogénicas) pero
desafortunadamente en mas del 80% de los casos no se conocen las causas
(Goswami et al. 2005). Esta alta prevalencia de casos idiopéaticos sugiere causas

genéticas y ambientales.

Desde el punto de vista genético, deleciones y traslocaciones de tres grandes regiones
del cromosoma X se han asociado con la enfermedad. Formas sindromicas que
asocian FOP han sido descritas (e.g. sindrome de Turner) (Laissue et al. 2008). Las
mutaciones en algunos genes autosomicos y ligados al X se han relacionado
igualmente con la etiopatologia (Laissue et al. 2006, 2008). Sin embargo, la
complejidad de los procesos fisioldgicos, celulares y genéticos subyacentes a la
foliculogénesis y la ovulacion sugieren la participaciéon de numerosos genes regulados
de una manera sutil y precisa en cada etapa del desarrollo. Esta situacién se ha
documentado extensamente en los Ultimos afios puesto que una cantidad importante
de genes candidato se han identificado (Matzuk et al. 2002, 2008).

Entre ellos, el gen que codifica para la ciclina dependiente de quinasa-1B (CDKN1B o
p27KIP1) ha revelado un particular interés en la fisiologia ovarica de los roedores
(Rajareddy et al. 2007, Liu et al. 2007, Pelusi et al. 2008). De manera mas precisa, se
ha demostrado que Cdknlb participa en la regulacion y la activacién del stock folicular
asi como en la activacién de su apoptosis (Rajareddy et al. 2007). La invalidacion
murina del gen simula de cerca las condiciones fisiopatoldgicas de la FOP en

humanos lo que lo convierte en un excelente candidato susceptible de ser estudiado.
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En los ultimos afios factores especificos de la determinacion femenina han sido
identificados (Veitia, 2010). Diferentes estudios permitieron describir mutaciones en
genes que acttan en las primeras etapas de la determinacion sexual asociados a la
FOP (FOXL2, SF1) (Qin et al. 2007, Zhao et al. 2008, Beysen et al. 2009, Lourenco et
al. 2010). Un estudio reciente reveld que la invalidacién genética del gen Cited2
ocasiona un retraso temporal en la determinacion sexual femenina (Combes 2010),

sugiriendo un papel potencial de este gen en la patogénesis de la FOP en humanos.

Por consiguiente el estudio de genes potencialmente candidatos en la etiologia de la
FOP por aproximaciones gen candidato, entre ellos CDKN1B y CITED2, es de
especial interés en la comprension de los mecanismos subyacentes de esta en
enfermedad. Ademas, es una etapa necesaria en la busqueda de nuevo marcadores
de esta patologia que permitan en un futuro mejorar el asesoramiento genético y

proponer alternativas terapéuticas.
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4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

4.1 OBJETIVO GENERAL

Este estudio pretende, en primer lugar, ofrecer nuevos elementos para la comprensién
de los mecanismos genéticos responsables del desarrollo folicular, a partir del estudio
puntual de los genes CDKN1B y CITED2 en pacientes con FOP no-sindromica e
idiopatica. Ademés busca que los resultados sean Utiles en la sensibilizacion de la
comunidad médica sobre la importancia creciente de la exploracibn gendémica de
patologias frecuentes (en este caso la infertilidad femenina) aplicada al diagnéstico,

prondstico y potencial tratamiento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la frecuencia de las variaciones (sustituciones sinénimas y no-sinébnimas)
de los genes CDKN1B y CITED2 en mujeres FOP, al igual que en grupos controles.
Esta aproximacion permitira observar si existen variaciones exclusivas de las
pacientes que pudieran estar asociadas al fenotipo. Ademas, por aproximaciones in
silico queremos evaluar el impacto funcional (el potencial patogénico) de las
mutaciones. Las mutaciones que sugieran una asociacion con la etiopatologia
serviran para el inicio, en proyectos posteriores, de experimentos in vitro que
confirmen (o invaliden) su carécter deletéreo. Buscamos publicar asi los primeros
articulos en la literatura que describan variantes de CDKN1B y CITED2 en pacientes
FOP.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES Y METODOS: SECUENCIACION Y ANALISIS DE CDKN1B

5.1.1 POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio se incluyeron 87 mujeres tunicinas diagnosticadas con FOP idiopatica,
provenientes del Hospital Farhat Hached University Teaching de la ciudad de Sousse
en Tunez (Tabla 3). Se incluyeron ademas 263 controles de dos origenes étnicos
distintos con el objetivo de comparar las variantes del gen CDKN1B con las del grupo
FOP.

Criterios de inclusién del grupo FOP:

e Amenorrea mayor a 6 meses. Se incluyeron Unicamente mujeres que

presentaron amenorrea primaria o secundaria antes de los 40 afios.
¢ Niveles séricos de FSH mayores de 40 IU/ml.
e Cariotipo normal 46,XX.

Criterios de exclusion

e Presentar antecedentes de: enfermedad autoinmune, intervenciones
quirargicas en cavidad pélvica, infertilidad, disfuncion ovéarica y quimio o
radioterpia.

El grupo de pacientes fue constituido por 43 mujeres con amenorrea primaria y 44 con
amenorrea secundaria. La poblacion control fue constituida por dos grupos
poblacionales:

e Elgrupo A: Conformado por 137 mujeres tunicinas.
e Elgrupo B: Conformado por 126 mujeres colombianas.

Todos los participantes del estudio, firmaron un consentimiento informado y

previamente avalado por el Comité de Etica de la Universidad del Rosario.
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Tabla 3. Poblaciéon de estudio CDKN1B

POBLACION

CONTROLES PACIENTES

TUNEZ COLOMBIA
GRUPO-A GRUPO-B

5.1.2 EXTRACCION DE ADN

Se tomaron de cada individuo participante 10 ml de de sangre periférica en tubos con
EDTA. Se efectud la extraccion de ADN gendmico total a partir de la técnica de Probe.
En un tubo falcén de 15 ml, se midieron 6.0 ml de buffer de lisis de glébulos rojos y
sobre este se adicionaron 5 ml de sangre total. Luego de centrifugacion, se descartd
el sobrenadante y conservo el pellet. Se agregaron 2.5 ml de una solucion de lisis
celular y se adicionaron 10 pl de proteinasa K (10mg/ml). Se incubé por cuatro 4 horas
a 55°C. Transcurrido este tiempo se afiadié a cada tubo 800 pl de solucion precipitante
de proteinas para luego centrifugar. Finalmente, todo el sobrenadante fue vertido
sobre un tubo de 15 ml que contenia 2.4 ml de isopropanol frio. Se dej6é en reposo 5
minutos. Utilizando una pipeta pasteur de vidrio se extrajo el ADN y fue suspendido en
300ul de TE 1X. La concentracion del ADN se cuantificd en un espectrofotometro
NANODROP 2000c (Thermo SCIENTIFIC®).
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5.1.3 DISENO DE PRIMERS

Las secuencias de oligonuecleotidos, para amplificar los 2 exones de CDKN1B, se
disefiaron empleando el programa Primer3. Primer3 es una herramienta bioinformética
gue permite disefiar primers para una gran cantidad de aplicaciones como por ejemplo
STSs (sequence tagged sites) y para amplificar por PCR secuencias de interés. El
programa primer 3 considera ciertos parametros como: temperatura de melting,
longitud del primer, contenido de GCs, estabilidad del extremo 3", la formacion de
estructuras secundarias y la formacion de dimeros. De igual forma permite seleccionar
el tamafio del fragmento que se quiere amplificar (Rozen S y Skaletsky. 2000). Para el
desarrollo de este trabajo se disefiaron dos pares de primers para cada fragmento
gendmico utilizando los pardmetros por defecto del programa. Los primers de PCR se
disefiaron fuera de la region codificante para poder secuenciar todo el marco abierto
de lectura del gen CDKN1B. Para la secuenciacion se disefié un primer interno de
secuenciacion para cada fragmento (Tabla 4 y 5). Los primers se verificaron por medio
de BLASTN para asegurar que no fueran complementarios a otras secuencias del

genoma.

Tabla 4. Primers de amplificacion CDKN1B.

Gen Exoén Secuencia del Primer
Forward|5” -AGTACCCCTCCAGCAGTCAC- 3~
CDKN1B 1
Reverse|5” -TCTGATTTAGCTTTGGGAGAGC-3~
Forward|5” -CGGAGAATGCACTTTCTGTTT- 3”
CDKN1B 2

Reverse|5” -TGGTTGCTGGCAAATTAAAA- 37

Tabla 5. Primers de secuenciacion CDKN1B

Gen Exoén Secuencia del Primer
CDKN1B 1 Forward |57 -CTCTCCGCTTGCCTGGTC- 37
CDKN1B 2 Forward |5 -CCTCCTGGCTAGGGAAAGAG-3”
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5.1.4 AMPLIFICACION DEL ADN

Para amplificar toda la region codificante (dos exones) del gen CDKN1B se utilizaron
los oligonucleotidos anteriormente mencionados. Los fragmentos amplificados tienen
las siguientes longitudes.

1. Exo6nl un fragmento: 1259pb.
2. Exon2 un fragmento: 610pb

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25ul con 100ng de ADN. Se
utilizé el reactivo GoTaq® Green Master Mix (Promega) 1x que contiene el tampén y la
Taq polimerasa. Se utilizé6 1uM de cada uno de los primers y agua hasta completar
25ul. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador MJ Research

PTC-100® con un programa especifico para cada uno de los fragmentos a amplificar.
(Tabla6y 7)

Tabla 6. Programa de PCR para el exén 1.

Programa Termociclador: _
MJ Research PTC-100® Tiempo

A. Denaturacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35
B1. Denaturacién 95°C 40 segundos
B2. Anillamiento 64°C 30 segundos
B3. Elongacion 72°C 1:30 minutos
C. Elongacion final 72°C 10 minutos
D. 4°C
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Tabla 7. Programa de PCR para el exén 2.

Programa Termociclador:

MJ Research PTC-100® Tiempo
A. Denaturacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35
B1. Denaturacién 95°C 40 segundos
B2. Anillamiento 64°C 30 segundos
B3. Elongacion 72°C 40 segundos
C. Elongacion final 72°C 10 minutos
D. 4°C

Para la deteccién del producto amplificado se analizaron 5ul del producto de cada

reaccion por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X. Se

compararon las tallas de los fragmentos amplificados con las de un patrén de peso

molecular (100pb, Invitrogen) (Figura 9).

1 2 PPM 4

e 125800

Figura 9. Amplificacion region codificante CDKN1B. (1) Blanco. (2) Exon 1.

Fragmento 610pb (3) Marcador de peso molecular. (4 y 5) Exén 1. Fragmento 1259pb
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5.1.5 SECUENCIACION DIRECTA

Los productos de PCR fueron purificados antes de la secuenciacion usando fosfatasa
alcalina y exonucleasa | (remocién enzimatica del exceso de nucleétidos y primers)
(USB, Cleveland, Ohio, USA). Este protocolo permite de forma sencilla la purificacion
de los productos de PCR antes de la secuenciacion. Disminuye ademas la
probabilidad de contaminacion de los productos de PCR ya que la reaccion se lleva a
cabo dentro del mismo tubo de PCR. La exonucleasa | remueve el exceso de primers,
mientras que la fosfatasa alcalina elimina el exceso de dNTPs. El protocolo de

purificacién se realiz6 de la siguiente manera:

En cada reaccion de PCR de 25uL se afadieron 10 pL de un mix de purificacion
compuesto por: 0.250uL de fosfatasa alcalina (1U/uL), 0.025 pL de exonucleasa | (
20U/uL) y 9.725 pL de agua milliQ. Se Incubaron las muestras a 37 °C por 30

minutos y luego a 95°C por 5 minutos en el termociclador para inactivar las enzimas.

La secuenciacion directa se realizé utilizando primers internos (Tabla 8) a la secuencia
de PCR utilizando un secuenciador ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). La presencia de cada variante fue confirmada por una nueva

amplificacién/secuenciacion.

Tabla 8. Primers de secuenciacion CDKN1B

Gen Exoén Secuencia del Primer

CDKN1B 1 |Forward|5”-CTCTCCGCTTGCCTGGTC- 3~

CDKN1B 2 |Forward|5”-CCTCCTGGCTAGGGAAAGAG-3~

5.1.6 ALINEAMIENTOS DE SECUENCIA

Los alineamientos multiples se realizaron con el programa ClustalW. ClustalW es una
de las herramientas bioinforméaticas mas usadas. Permite el alineamiento simultdneo
de secuencias nucleotidicas o aminoacidicas. Se compararon las secuencias de
nucledtidos y proteinas mutantes de los pacientes con la secuencia WT de CDKN1B
(Gl: 4757962)
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De igual forma esta herramienta se utilizé para realizar el alineamiento de secuencias
proteicas mutantes CDKN1B humanas con las de diferentes especies como C.

familiaris, R. norvegicus, M. musculus, S. scrofa, F. catus y B. taurus.
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6. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados del trabajo experimental sobre CDKN1B y FOP han sido publicados en
la revista Fertility and Sterility. Los resultados sobre el estudio de CITED2, han sido
enviados para evaluacion a la revista Human Reproduction. Finalmente, un estudio
adicional sobre FOX0O4 y mujeres FOP ha sido sometido a Clinical Endocrinology. Los
dos primeros articulos mencionados hacen parte integral de este manuscrito. El tercer
articulo no ha sido incluido para evaluacién durante el proceso de defensa de esta

tesis. Los tres articulos estan incluidos como anexos.

6.1 RESULTADOS CDKN1B

El analisis de la regién codificante del gen CDKN1B en los pacientes mostré6 dos

variantes no-sinénimas localizadas en el primer exén del gen (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados del analisis de secuenciacién de 87 pacientes FOP.

CAMBIO EN LA SECUENCIA c.326T>G c.356T>C
dbSNP-ID 1s2066827 | e
REGION Exon 1 Exon 1
CAMBIO DE AMINOACIDO p.Val109Gly p.lle119Thr
AS 39/44 (88,6%) 0/44
8 |PACIENTESFOP| AP 37/43 (86%) 1/43 (2,3%)
55’ TOTAL 76/87 (87,4%) 1/87 (1,1%)
§ CONTROLES GRUPO A | 111/137 (81,02%) 0/137
GRUPO B | 29/126 (23,01%) 0/126

Cambio en la secuencia de nucleétidos (CN). La numeracion hace referencia a la

region codificante, cambio de aminoacido (AA), nimero de pacientes y controles utilizados y la
frecuencia de cada variante. AS: amenorrea secundaria AP: amenorrea primaria dbSNP-ID:

cddigo de SNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).
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6.1.1 EXON 1 VARIANTE ¢.326T>G (p.Val109Gly)

La variante ¢.326T>G, es un cambio de una timina por una guanina en el nucleétido

situado en la posicién 326 de la region codificante del gen (Figura 10).

Wild type

A G ¢ ’
Cambio ¢.326T>G

Figura 10. Cromatograma con el cambio ¢.326T>G. Parte superior secuencia WT.

Parte inferior secuencia con el cambio homocigoto ¢.326T>G.

Este cambio se encontr6 en 76 pacientes FOP es decir, en el 87.4% de los casos. En
el grupo control A se analizaron 137 mujeres, de las cuales el 81,02% eran portadoras
de esta variante. En el grupo control B el 23.01% de las mujeres presentaron este
cambio en la secuencia. Este cambio habia sido anteriormente reportado en la base
de datos de SNPs del NCBI (rs2066827).

La variante ¢.326T>G genera un cambio no-sinénimo. Produce una sustitucién de una

valina por una glicina en la posicion 109. Al realizar el alineamiento multiple para
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verificar si la posicion de este aminoacido se encuentra conservada durante la
evolucion (Figura 11), se evidencid una alta conservacion. Estas secuencias
corresponden a todas las especies cuya region codificante se encuentra disponible y

validada.

HOMO Saplens PPRPPKGACK VPAQESQ5V§ GSRPAAPLIG
i
;!
Homo sapiens(p-Vall09Gly) PPRPPKGACK VPAQESQDG§I GSRPAAPLIG
[

Rattus norvegicus PPRPPKSACK VPAQESL:DVSJI GSRQAVPSIG
|
Mus muscullus PPRPPKSACK VLAQESdDVSi GSRQAVPLIG
|
Sus scrofa PPRPPKGACK VPAQEGqus: GTRQAVPLIG
1
Felis catus PPRPPKGACK VPAQES({IDvé GNRQAVPLIG
1
Canis familiaris PPRPPKGACK VPAQEsq:Dvs: GTRQAGPLLG

Bos taurus

PPRPPKGACK VPAQEGQDAQI GARPAVPLLG
|

- 1

Figura 11. Alineamiento de la Proteina CDKN1B. Alineamiento del aminoacido 91
hasta el amino&cido 120 en diferentes especies. Con una linea punteada y en negrilla

se resalta la posicion 109.
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6.1.2 EXON 1 VARIANTE ¢.356T.>g (p.lle119Thr)

La variante ¢.356T>G, corresponde a un cambio de una timina por una guanina en el

nucledtido situado en la posicion 356 de la region codificante del gen (Figura 12).

-
) ¢

Wild type

A

f "-.‘l «‘/’\."u ~
AVAVAV)
X

el
-
D

1
=

Change ¢.356T>C

N A
[ [ { \. "
AVAY VAVA

{
\ A\

N
F

Figura 12. Cromatograma con la variante ¢.356T>G. Parte superior: secuencia WT.
Parte inferior: secuencia con el cambio heterocigoto ¢.356T>G.

Esta segunda variante se encontr6 exclusivamente en una paciente con amenorrea
primaria, en estado heterocigoto como se observa en la figura 12. Debido a que esta
variante no se encontrd en el grupo control A, la poblacién control se expandié a un
segundo grupo étnico. De esta forma, se analizaron 126 mujeres control colombianas
(Grupo B). De igual forma, la mutacion ¢.356T>G no se encontré en el grupo control B.

Esta variante no se encontré en las bases de datos de SNPs.

La variante ¢.356T>G genera un cambio no-sinbnimo y se traduce en una mutacion de
una isoleucina por una treonina en la posicién 119. La sustitucion de una isoleucina
por una treonina implica un cambio de hidrofobicidad puesto la cadena lateral de la

isoleucina es no polar mientras que la de la treonina es polar (Figura 13).
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+ CcCOO™
H:N—C—H . |

H3N—¢.l'_ —H

H—CI—CH3

CH, H —cl— OH
|
CHs CHs
Isoleucina Treonina
Grupo Algullio Grupo Hidroxiio
{No polar) {Polar)

Figura 13. Estructuras de los aminoécidos Isoleucina y Treonina.

Se realiz6 un alineamiento multiple (Figura 14) utilizando las secuencias de CDKN1B
de diferentes especies disponibles en las bases de datos. Se observd una alta
conservacion evolutiva de la isoleucina en la posicién 119 (Homo sapiens, Sus scrofa,
Mus musculus, Rattus norvegicus, Felis catus). Sin embargo algunas especies (Bos

taurus and Canis lupus familiaris) presentan en esta posicion una leucina.

|Homo sapiens SGSRPAARLI: GAPANSEDTH LVDPKTDPSD
| .

[Homo sapiens(11e119Thr) SGSRPAA#LT; GAPANSEDTH LVDPKTDPSD
. I

[Rattus norvegicus SGSRQAVP%I EGSQANSEDRH LVDQMPDSSD

[Mus musculus SGSRQAVPLI EGSQANSEDRH LVDQMPDSSD
. I

Sus scrofa SGTRQAVPiI EGSQANSEDTH LVDQKTDAPD

[Felis catus SGNRQAVP;I EGSQANTEDTH LVDQKTDTSD
|

[Canis familiaris SGTRQAGP?L; GSQANSEDTH  LVDQKTDAPD

Bos taurus SGARPAVPLLE GSQANPEDTH LVDQKTDAPD

Figura 14. Alineamiento de la Proteina CDKN1B. Alineamiento del amino&cido 110
hasta el amino&cido 139 en diferentes especies. En linea punteada y en negrilla se

resalta la posicion 119.
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6.2 CONCLUSIONES CDKN1B

En el ovario, Cdknlb es expresado en el nucleo de los ovocitos de los foliculos
primordiales, primarios y secundarios (Zhang et al., 1999). De manera interesante, la
sobre-activacién de los foliculos que se presenta en los ovarios Cdknlb” se asocia
con una deplecién folicular precoz, es decir con una FOP. Debe anotarse que a pesar
de que un numero importante de modelos murinos se han asociado a infertilidad
femenina pocos de ellos presentan un fenotipo tan claro como este de disfuncion
ovarica, analogo a la FOP en humanos. Por lo tanto, estos hallazgos permitieron
proponer a CDKN1B como un gen candidato para la falla ovarica prematura en

humanos.

Este estudio describe dos variantes no-sinénimas del gen CDKN1B en pacientes con
FOP. EIl primero de ellos es ¢.326T>G (p.Vall09Gly). Este cambio est4 presente en
las mujeres de los dos grupos control (A y B). Esta variante ha sido recientemente
descrita en pacientes con FOP y en mujeres con fertilidad normal lo que sugiere que
no existe una relacion con el fenotipo (Wang B et al.2010). Por consecuente, la

variante ¢.326 T>G (p.Vall09Gly) no tiene asociacion con la patogénesis de la FOP.

Por el contario, la segunda mutacion, p.llel19Thr, sugiere un potencial efecto
deletéreo. En efecto esta variante no se encontr6 en los controles, no ha sido
reportada en las bases de datos de SNPs y se localiza en una region conservada en
términos evolutivos, lo que sugiere un impacto funcional. Ademas, la sustitucion de
una isoleucina por una treonina implica un cambio importante en cuanto a propiedades
de hidrofobicidad. Es importante sefialar que a pesar de que la proteina CDKN1B no
ha sido cristalizada, en la posicion 119 de la estructura secundaria CDKN1B adopta
una conformacion de una hoja beta (Russo et al. 1996). Esta mutacion podria
entonces afectar el adecuado plegamiento y funcionamiento de la proteina. En este
contexto, sugerimos que de manera analoga a lo que se observa en modelos murinos

esta mutacion pueda afectar el desarrollo folicular y producir FOP.
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Sin embargo, para confirmar la implicacion de esta nueva mutacion en la etiologia de

la FOP estudios funcionales in vitro y/o in vivo son necesarios. Sobre este punto

hemos previsto realizar pruebas funcionales in vitro (ver més adelante perspectivas)
7. MATERIALES Y METODOS CITED2

7.1 POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio se incluyeron 116 mujeres tunicinas diagnosticadas con FOP
idiopatica (tabla 10), provenientes del Hospital Farhat Hached University Teaching de
la ciudad de Sousse, Tunez. Se incluyeron ademéas 290 controles de dos origenes

étnicos diferentes.

Tabla 10. Poblaciéon de estudio CITED2.

POBLACION
CONTROLES PACIENTES
TUNEZ COLOMBIA
GRUPO-A GRUPO-B

Los criterios de inclusion y exclusion utilizados en este trabajo son idénticos a los

TUNEZ

utilizados para el tamizaje de variantes en CDKN1B en mujeres FOP (Ver materiales
y métodos CDKN1B).
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7.2 DISENO DE PRIMERS
Estas secuencias se disefiaron con el programa Primer3 (Tabla 11 y 12) (Ver
materiales y métodos CDKN1B). Los primers se verificaron por medio de BLASTN

para asegurar que no fueran complementarios a otras secuencias del genoma.

Tabla 11. Primers de Amplificacion CITED2.

Gen | Fragmento Secuencia del Primer

Forward | 5”-GGTGCACAGGCTGTTAGTGG-3~
CITED2 1

Reverse| 57 -GGGTAGGGGTGATGGTTGAAAT- 3~

Forward | 5”-ATTTCAACCATCACCCCTACCC-3”

CITED2 2
Reverse | 57 -TTGTTTCCAAGTTCTCAAACCTTTC- 3~

Tabla 12. Primers de secuenciacién CITED2.

Gen |Fragmento Secuencia del Primer
CITED2 1 Forward |5”- GGCAGAGGCGAGCAAAAGTGG -3~
CITED2 2 Reverse |5”- GTTCTCAAACCTTTCAAGATCTG-3~

7.3 AMPLIFICACION DEL DNA
Para amplificar toda la region codificante del gen CITED2 se utilizaron los

oligonucledtidos anteriormente mencionados. Los fragmentos amplificados tienen las

siguientes longitudes.
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1. Fragmento 1: 545pb.
2. Fragmento 2: 574pb

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25ul con 100ng de ADN. Se
utilizé el reactivo GoTaq® Green Master Mix (Promega) 1x que contiene el tampén y
Taq polimerasa. Se utiliz6 1uM de cada uno de los primers y agua hasta completar
25ul. La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador MJ Research
PTC-100® con un programa especifico para cada uno de los fragmentos a amplificar
(Tabla 13y 14).

Para el fragmento 2 de CITED2 se estandariz6 una PCR de variacion touchdown. En
esta técnica se utiliza una temperatura inicial de annealing de 5-10°C por arriba de la
temperatura de annealing de los primers que permitiria, en un caso hipotético, la
hibridacion o6ptima de los primers para obtener una banda Unica en gel. En los
siguientes ciclos la temperatura de annealing se reduce progresivamente de 1-2

°C/Ciclo, tratando de igualar a la Tm inicial de los primers o 2-5°C por debajo de esta.

En este estudio se utilizé este tipo de PCR por la obtencion de productos inespecificos
en la estandarizaciéon con una PCR convencional. La PCR touchdown permitio
aumentar la especificidad del producto esperado y la eliminacion de productos

inespecificos para finalmente purificar y secuenciar una banda unica.

Tabla 13. Programa de PCR para el Fragmento 1.

Programa Termociclador: _
MJ Research PTC-100® Tiempo

A. Denaturacion Inicial 95¢C 10 minutos
Numero de ciclos 35
B1. Denaturacién 95°C 40 segundos
B2. Anillamiento 64°C 30 segundos
B3. Elongacion 72°C 40 segundos
C. Elongacion final 72°C 10 minutos
D. 4°C
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Tabla 14. Programa de PCR-touchdown para el Fragmento 2.

Programa Termociclador: _
MJ Research PTC-100® Tiempo

A. Denaturacion Inicial 95°C 10 minutos
B. Numero de ciclos 06
B1. Denaturacién 95°C 40 segundos
B2. Anillamiento 68°C 30 segundos
B3. Elongacion 72°C 40 segundos
C. Numero de ciclos 03
C1. Denaturacion 95°C 40 segundos
C2. Anillamiento 66°C 30 segundos
C3. Elongacion 72°C 40 segundos
D. Numero de ciclos 02
D1. Denaturacién 95°C 40 segundos
D2. Anillamiento 64°C 30 segundos
D3. Elongacion 72°C 40 segundos
E. Numero de ciclos 04
El. Denaturacion 95°C 40 segundos
E2. Anillamiento 62°C 30 segundos
E3. Elongacioén 72°C 40 segundos
F. Numero de ciclos 19
F1. Denaturacién 95°C 40 segundos
F2. Anillamiento 60°C 30 segundos
F3. Elongacion 72°C 40 segundos
G. Elongacion final 72°C 10 minutos
H. 4°C

Para la deteccién del producto amplificado se analizaron 5ul del producto de cada

reaccion en una electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X. Se
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compararon las tallas de los fragmentos amplificados con las de un patrén de peso

molecular de 50pb (Invitrogen) (Figura 15).

1 2 PPM 3 4

s 57410
545ph = P

Figura 15. Amplificacion region codificante CITED2. (1y 2) Fragmentol. 545pb (3)
Marcador de peso molecular. (4 y 5) Fragmento 2. 574pb

7.4 SECUENCIACION DIRECTA

Los productos de PCR fueron purificados antes de la secuenciacion usando fosfatasa
alcalina y exonucleasa I, siguiendo el protocolo del proveedor (USB, Cleveland, Ohio,
USA) (Ver materiales y métodos CDKN1B). La secuenciacién directa se realizo
utilizando primers internos a la secuencia de PCR y utilizando un secuenciador ABI
3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La presencia de cada variante fue

confirmada por una nueva amplificacién/secuenciacion.
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7.5 ANALISIS BIOINFORMATICOS

7.5.1 ALINEAMIENTOS DE SECUENCIA

Los alineamientos multiples se realizaron con el programa ClustalW. Se compararon
las secuencias de nucleétidos y de proteinas mutantes de los pacientes con la
secuencia WT de CITED2.

Las secuencias de las proteina mutantes CITED2 humanas, se alinearon con las de
diferentes especies: R. norvegicus, M. musculus, B. taurus, S. labiatus, G.gallus, X.

laevis, X. silurana_tropicalis, D. rerio y C. idella.

7.5.2 PREDICCION DE EFECTO DELETEREO

El andlisis del potencial efecto deletéreo de los cambios no-sindbnimos se evalué
utilizando el programa Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (Adzhubei
et al. 2010).

Polyphen-2 predice el posible impacto de la sustitucion de un aminoacido en la
estructura y funcion de una proteina. Polyphen-2 es diferente a la version anterior
PolyPhenl principalmente en los algoritmos empleados y en los pardmetros de
clasificacion para evaluar el resultado (Adzhubei et al. 2010). Algunos parametros que
utiliza Polyphen-2 son: la comparaciéon de secuencias de proteinas de diferentes
especies tanto ortdlogas como pardlogas y las caracteristicas fisicoquimicas del

cambio del residuo.

Utilizamos Polyphen 2 puesto que representa una herramienta bioinformatica robusta
respecto a otros programas predictores de efectos deletéreos, como Polyphenl, SIFT,
SNAP Y SNPs3D (Adzhubei et al. 2010). La tasa de falsos positivos de Polyphen-2 es
menor y la tasa de verdaderos positivos mayor con respecto a los demés predictores
(Adzhubei et al. 2010).
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8. RESULTADOS Y CONCLUSIONES CITED2

El andlisis de la region codificante del gen CITED2 en los pacientes FOP permitié
establecer la presencia de ocho variantes de las cuales cinco son sinénimas y tres no-

sinbnimas, como se observa a continuacion (Tabla 15).

De las ocho variantes reportadas en este estudio, solamente una (p.Ala7Ala) se
encontr6 reportada en las bases de datos de SNPs (rs1131400). Las demds
variantes son nuevas: ¢.510G>C (p.Serl70Ser), c.582C>T (p.Gly194Gly), c. 612C>G,
(p-Ser204Ser), c.630T>A, (p.Ala210Ala), c.539A>G, (p.Glyl80Asp) y c.574A>G,
(p-Ser192Gly). Entre ellas, p.Pro202Thr fue seleccionada como potencialmente
patogénica puesto que se encontré exclusivamente en mujeres FOP, no ha sido
reportada en bases de datos publicas y los andlisis in silico (ver mas adelante)

sugieren un impacto funcional.
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Poblaciéon

Variacion . Tdnez
en la Total )
Secuencia ID AA ota Pacientes FOP
pacientes
FOP AP AS Grupo A Grupo B

c.21C>A rs1131400 p.Ala7Ala 30/116 (25,9%) | 14/57(24,6%) | 16/59 (27,1%) | 33/140 (23,6%) | 47/150 (31,3%)
c.510G>C | --------- p.Ser170Ser 1/116 (0.86%) 1/57 (1.8%) 0/59 1/140 (0,71%) 0/150
c.539A>G | - p.Gly180Asp 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)
c.574A>G | ---mee- p.Ser192Gly 0/116 0/57 0/59 0/140 8/150 (5,3%)
c.582C>T | - p.Gly194Gly 1/116 (0.86%) 0/57 1/59 (1.7%) 1/140 (0,7%) 0/150
C.604C>A | ---moeeem p.Pro202Thr 1/116 (0.86%) 0/57 1/59 (1.7%) 0/140 0/150
C.612C>G | - p.Ser204Ser 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)
Cc.630T>A |  -——ommme- p.Ala210Ala 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)

Tabla 15. Resultados del analisis de secuenciacion de CITED2. La numeracion hace referencia a la regién codificante, cambio de

aminoacido (AA), AP: amenorrea primaria AS: amenorrea secundaria. dbSNP-ID: cédigo de SNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).
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8.1 VARIANTE ¢.604C>A (p.Pro202Thr)

La variante c.604C>A, representa el cambio de una citosina por una adenina en el
nucledtido situado en la posicion 604 de la region codificante del gen (Figura 16).

Wild type ----
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Figura 16. Cromatograma con el cambio c¢.604C>A. Parte superior secuencia WT.
Parte inferior secuencia con el cambio heterocigoto c.604C>A.
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La variante ¢.604C>A genera una mutacion a nivel el proteico. Una prolina es sustituida
por una treonina en la posicion 202. La prolina en la posicién 202 se encontr6 fuertemente
conservada en las diferentes especies analizadas (Figura 17).

H.sapiens(WT) GGSGSGN :MP%SVAH VPAAMLP  PNVIDTD
H.sapiens(Pro202Thr) GGSGSGN EMTASVAH VPAAMLP  PNVIDTD
R.norvegicus GSGGGST :MP%SVAH VPAAMLP  PNVIDTD
M.musculus GSGGGST :MP4SVAH VPAAMLP  PNVIDTD
S.labiatus GGSGSSN iMP%SVAH VPAAMLP  PNVIDTD
M.mulatta GGSGSSN :MP%SVAH VPAAMLP  PNVIDTD
B.taurus GGGSSSN EMP4SVAH VPAAVLP PNVIDTD
G.gallus  —————- :LP%AVPH VPAAMLP  PNVIDTD
X.laevis —————— :LPqSVSH VPAAILP PGVIDTD
D.rerio  ——————- dePGHH MPAAMLP  PNVIDTD

Figura 17. Alineamiento de la proteina CITED2. Alineamiento del aminoacido 194 hasta
el aminoacido 221 en diferentes especies. En linea punteada y en negrilla se resalta la

posicion 202.

La sustitucién de una prolina por una treonina implica un cambio importante en términos
de estructura e hidrofobicidad. La prolina es un amino&cido no-polar mientras que la
treonina es un aminodcido polar. El cambio p.Pro202Thr podria eventualmente tener un
efecto deletéreo en la funcion de la proteina teniendo en cuenta las propiedades
fisicoquimicas de los aminodcidos intercambiados. Para evaluar el potencial efecto
deletéreo de esta mutacion se utilizé el programa Polyphen2 obteniéndose un score de
0.991, compatible con un efecto patogénico (Figura 18).
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This mutation is predicled fobe PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.991 (sensifraty: 0.63; specricity: 0.96)
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Figura 18. Resultados programa Polyphen2. Score de 0.991 compatible con un efecto

patogenico

Los datos clinicos de la historia reproductiva de la paciente portadora de la mutacion
p.Pro202Thr son los siguientes: menarquia a los 13 afios, seguida por tres ciclos
menstruales normales y tres afios de espaniomenorrea. El cese de los ciclos menstruales
ocurrio a los 16 afios con niveles elevados de FSH (63 IU/mL), LH (90 IU/mL). La
ecografia pélvica mostr6 un utero hipoplésico y ovarios pequefios sin foliculos. Ningun

antecedente familiar de FOP o infertilidad fue reportado.

8.2 CONCLUSIONES CITED2

En los dltimos afios factores especificos de la determinacion femenina han sido
identificados (Veitia, 2010). Diferentes estudios permitieron describir mutaciones en genes
que actuan en las primeras etapas del desarrollo gonadal asociados a FOP (FOXL2, SF1,
Nobox, FIGLA) (Qin et al. 2007, Zhao et al. 2008, Beysen et al. 2009, Lourenco et al.
2010). Un estudio reciente revel6 que la invalidacién genética del gen Cited2 ocasiona el
retraso temporal en la determinacion sexual femenina (Combes 2010). Sugiriendo el

posible papel de este gen en la patogénesis de la FOP en humanos.

En este estudio, el andlisis de la region codificante del gen CITED2 permitio identificar

ocho variantes en la secuencia (Tabla 14). Se consideré que las variantes c.21C>A,
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€.510G>C, ¢.539A>G, c.574A>G, ¢.582C>T, ¢.612C>G y ¢.630T>A no se relacionan con
la etiologia de la enfermedad. Estas variantes no se asociaron porque algunas estaban
presentes en pacientes y en controles, las demas eran sustituciones sindnimas y/o se han

identificado sélo en mujeres con fertilidad normal.

La variante ¢.604C>A (p.Pro202Thr) se observé en una paciente con FOP y no se
observo en el grupo control (Grupo A y Grupo B). El andlisis genético de CITED2 se
realizé en las hermanas de la paciente. Las hermanas de la paciente no son portadoras
de la variante p.Pro202Thr y no presentan disfuncion ovérica. Estas caracteristicas

sugieren el posible papel de la variante p.Pro202Thr en la patogénesis de la FOP.

El analisis in silico de la proteina CITED2 mutante mostré un potencial efecto patogénico.
La prolina en la posicion 202 se encuentra altamente conservada entre especies de
vertebrados. Lo que sugiere un papel crucial de la prolina en la funciéon de la proteina
(Figura XX). La sustitucion de una prolina por una treonina implica modificaciones
importantes en términos de estructura e hidrofobicidad. De hecho, la prolina es un residuo
hidrofébico no polar mientras que la treonina es un aminoacido polar que posee
propiedades hidrofilicas. Estas diferencias pueden alterar el plegamiento de la proteina y
su funciéon. Por ende, en la herramienta PolyPhen-2 se obtuvo un score de 0.991,

compatible con un efecto patogénico.

La mutacion p.Pro202Thr se encuentra proxima a la region serine-glycine rich junction
(SGJ) de la proteina (aminoacidos 162-199), que se ha descrito
como un hot spot mutacional (Sperling et al. 2005). De hecho, tres mutaciones
heterocigotas en esta region (p.Serl70_Glyl78del, p.Glyl78 Serl79ins9 vy
p.Serl98_Gly199del) se identificaron en pacientes afectados por cardiopatias congénitas
(Sperling et al. 2005). En el estudio de Sperling, las tres proteinas mutantes mostraron
reduccion en la capacidad de tran-represion de CITED2 sobre HIF1A. Por otra parte, la
mutacion p.Serl70_Glyl178del se asocié con niveles de expresion disminuidos de
TFAP2C. Estos resultados llevaron a proponer que mutaciones en la region SSJ podrian
alterar la capacidad de union o interaccién de CITED2 con cofactores esenciales (Sperling

et al. 2005). De este modo, la mutacién p.Pro202Thr podria interferir con el plegamiento
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normal de la SGJ o con la conformacién de la proteina, modificando sus propiedades de
trans-represion/trans-activacion.

La paciente aqui mencionada presenta amenorrea secundaria a la edad de 16 afios. En
el contexto del ovario, el fenotipo observado argumenta un efecto dréstico funcional de la
mutacion p.Pro202Thr. Por lo tanto proponemos que la haploinsuficiencia de CITED2
puede afectar la expresion normal de factores esenciales que participan en el programa
de desarrollo gonadal femenino como SF1, FOXL2, RSPO1 y WNTA4.

Esta hipotesis es probable, puesto que se ha demostrado que el desarrollo gonadal de los
mamiferos (asi como la cascada de regulacion Cited2-WT1, SF1) es extremadamente
sensible a la dosis génica (Barrionuevo et al. 2006, Bouma et al. 2007, Buaas et al. 2009,
Veitia 2010). Ademas, mutaciones en SF1 y FOXL2 se han relacionado con casos no
sindrémicos e idiopaticos de FOP (Beysen et al. 2009, Lourenco et al. 2010). Sin embargo
para confirmar el impacto funcional de esta nueva mutacion (p.Pro202Thr) en la etiologia

de la FOP estudios funcionales in vitro son necesarios (ver mas adelante, perpectivas).
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9. DISCUSION GENERAL

La FOP es una patologia frecuente que conduce a la infertilidad. Se estima que entre el
1% y el 3% de las mujeres sufren de esta enfermedad (Coulam et al. 1986, Conway et al.
2000). La alta incidencia de casos idiopéaticos (més del 60%) sugiere factores genéticos
subyacentes y su interacciéon con el medio ambiente. Esta patologia se ha observado
asociada tanto a presentaciones sindrémicas, acompafiando a otros hallazgos clinicos,
como a casos esporadicos. La descripcion de mutaciones puntuales asociadas a la
patogénesis de la FOP se inici6 en 1994 cuando, a partir de un estudio realizado en
familias finlandesas se cartografié una regién, en el cromosoma 2p (llamada-ODG1 para
ovarian dysgenesis-), asociada al fenotipo (Aittomaki et al. 1994). A partir de estos
resultados se identificaron mutaciones en dos genes, FSHR y LHR, localizados en el
fragmento cromosomico de interés (Aittomaki et al. 1995, Latronico et al. 1996). Mas
recientemente se han definido mutaciones en otros genes como etologicas de FOP. Es el
caso, por ejemplo, de los genes BMP15, GDF9, INHA, GALT, NOBOX, FIGURALA,
FOXL2, SF-1 (Crisponi et al. 2001, Goswami et al. 2005, Laissue et al. 2006, 2008,
Moumné et al. 2008,Qin et al. 2007, Zhao et al. 2008, Lakhal et al. 2009, Lourenco et al.
20009).

A pesar de que las mutaciones confirmadas como causales de FOP se han identificado en
un numero relativamente bajo de genes, desde la implementacion en 1989 de la técnica
de recombinacion homodloga para crear ratones KO, por lo menos 300 modelos murinos
gue presentan disfunciones reproductivas han sido descritos (Matzuk et al. 2002, Roy et
al. 2006). Estos estudios evidentemente sugieren genes candidatos relevantes para la
FOP. Ademés, modelos murinos transgénicos (e.g. KI) han permitido conocer de manera
mas precisa la funcibn de numerosos factores genéticos implicados en cada etapa del
desarrollo folicular (Barnett et al. 2006). Este es el caso de los dos genes estudiados
durante este trabajo de tesis que ha permitido proponer nuevas asociaciones genéticas
etiolégicas de la enfermedad. A pesar de que las dos mutaciones descritas como
potencialmente patoldgicas revelan que variantes en estos genes son infrecuentes, los
resultados son similares a otros descritos anteriormente. Sobre este aspecto es

importante sefialar que nuestros resultados confirman la utilidad de las aproximaciones
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gen candidato en la busqueda de factores etiologicos de la infertilidad. Es evidente que
frente a enfermedades complejas esta aproximacion es relativamente costosa puesto, que
desde un inicio, se esperan encontrar variantes que expliquen cerca del 1% de los casos.
Esta situacidén se ve agravada por los fenotipos estudiados. Es evidente que los genes y
las cascadas moleculares implicadas en estos procesos fisioldgicos se superponen como
consecuencia de mecanismos de seleccion natural destinados a conservar las especies.
Sobre este aspecto, es importante sefialar que nuevas técnicas de secuenciacion a gran
escala permitirdn préximamente avanzar sustancialmente en la busqueda de genes FOP

(ver mas adelante, perspectivas).

En sintesis, nuestros resultados son prometedores puesto que permiten proponer un
nuevo punto de partida para el estudio de las vias regulatorias (tanto upstream como
downstream) de los genes CDKN1B y CITED2 en las fisiologia y patologia ovérica. Asi,
proponemos estudios funcionales in vitro que permitan primero validar la implicacion
funcional de las mutaciones descritas en este estudio (Ver mas adelante, perspectivas),
para luego profundizar en los mecanismos de desregulacion ovarica resultantes y en la

busqueda de nuevos mecanismos causales de la enfermedad.
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10. PERSPECTIVAS

Nuestro grupo pretende proximamente identificar, con ayuda de técnicas de
secuenciacion a gran escala, nuevas mutaciones y genes causales de FOP. Para esto
hemos disefiado un microarreglos de secuenciacion que incluye las regiones codificantes
de 70 genes candidato (250kb). De manera similar, buscaremos entender mejor cémo
estos genes estan regulados al analizar sus regiones promotoras minimas (1000bp). En lo
concerniente a las mutaciones de CDKNB1 realizaremos el clonaje de las versiones WT y
mutante para la mutacién p.lle119Thr con el objetivo de observar, en un sistema celular in
vitro, el impacto sobre procesos como la apoptosis (ensayo de TUNNEL). De manera
analoga, clonaremos la mutacién p.Pro202Thr de CITED2 (y la version WT) con el
objetivo de cotranfectarlas con vectores que permitan la expresion de algunos de sus co-
factores. De esta forma, podremos observar si existe una modificacion en la
colocalizacién de la proteina (con ayuda de proteinas fluorescentes tipo GFP y RFP
situadas en los vectores). Adicionalmente por ensayos de luciferasa determinaremos si
existe una modificaciébn de la expresion de genes blanco directos. Para las dos
mutaciones de estos genes planeamos igualmente efectuar ensayos de transcriptomica

global con el objetivo de estudiar su efecto sobre las cascadas moleculares downstream.
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11.1 ANEXO 1.

Sequence analysis of the CDKN1B gene in patients with premature ovarian failure
reveals a novel mutation potentially related to the phenotype.

Ojeda D, Lakhal B, Fonseca DJ, Braham R, Landolsi H, Mateus HE, Restrepo CM,
Elghezal H, Saad A, Laissue P.

Fertil Steril. 2011 May 14. ARTICLE IN PRESS
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Sequence analysis of the CDKN1B gene
in patients with premature ovarian failure
reveals a novel mutation potentially

related to the phenotype

Earlier reports demonstrated a key role of Cdkn1b during mouse ovarian development. In this study, the sequencing
analysis of the complete coding region of this gene in a panel of premature ovarian failure patients and control sub-
jects reveals a novel mutation potentially related to the phenotype. (Fertil Steril® 2011; Il : Il —l. ©2011 by Amer-

ican Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: Premature ovarian failure (POF), CDKNIB, mutations, sequencing

Premature ovarian failure (POF) is one of the most common
diseases that lead to female infertility. It is estimated that POF
prevalence can reach ~1.5% (1). Clinically, POF is defined as
> 6 months of amenorrhea that occurs before 40 years of age and
is associated with elevated plasma levels of FSH (>40 IU/mL)
(2). The hypergonadotropic hypogonadism observed in these
patients indicates the lack of ovarian responsiveness to inhibit pitu-
itary gonadotropin synthesis, an essential regulatory step of the
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hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Several etiologies have been
related to POF, such as autoimmune and infectious diseases, chemo-
therapy, metabolic disorders, and pelvic surgery. Nevertheless, the
majority of cases are considered as idiopathic, which suggests
genetic, epigenetic, and environmental etiologic factors.

From a genetic point of view, in syndromic and nonsyndromic
POF cases, X and autosomal abnormalities have been identified
(3). In Turner syndrome (45,X monosomy), the haploinsufficiency
of pseudoautosomal loci, as well as the unspecific meiotic break-
down, has been proposed as molecular causative mechanisms (4).
In the X fragile syndrome, premutations and microdeletions of, re-
spectively, FMRI and FMR2, are considered to be predisposing
factors (5, 6). In addition, rearrangements and deletions of the X
chromosome led to identifying candidate POF regions (named
POF-1, POF-2, and POF-3) (7-10). Some sequence variants in
X-linked and autosomal genes have also been related to POF
pathogenesis, as is the case for BMP15, GDF9, FOXL2, LHR,
FSHR, NOBOX, FIGLA, SF-1, and FOXO3A (11-20).

Owing to the intrinsic difficulty in identifying familial POF
cases (that allow genetic linkage analysis), the study of candidate
genes issued from genetically modified mouse models is particu-
larly interesting (21). Early studies demonstrated that Foxo3a,
a forkhead transcription factor, has a key role during the earlier
stages of follicular growth, because it negatively regulates their ac-
tivation (22). Foxo3a—'— female mice showed massive follicular
activation which results in premature follicular stock depletion
and, in fine, to infertility (22). In these animals, the phenotype
mimics the ovarian dysfunction observed in POF cases. More re-
cent studies reported FOXO3A sequence variants potentially
related to POF pathogenesis (19, 20). Interestingly, in the
ovarian context, FOXO3A is a downstream mediator of the
phosphatidylinositol 3-kinase signaling pathway which has an
important regulatory function during mammalian follicular
development (23, 24). In 2007, Liu et al. (25) created a transgenic
(Tg) mouse model constitutively expressing Foxo3a in oocytes.
Females showed infertility due to a delay in the oocyte growth, es-
pecially those of secondary follicles. In Foxo3a-Tg oocytes, the
expression of Cdknlb (a negative regulator of the cell cycle) was
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TABLE 1

Results of the sequence analysis of CDKN1B in 87
premature ovarian failure (POF) patients.

Sequence variation

c.326T > G c.356T>C
dbSNP-ID rs2066827 —
Region Exon 1 Exon 1
AA change p.Val109Gly p.lle119Thr
Population
POF
PA 37/43 (86%) 1/43 (2.3%)
SA 39/44 (88.6%) 0/44
Total 76/87 (87.4%) 1/87 (1.1%)
Control
A 111/137 (81%) 0/137
B 29/126 (23.01%) 0/126

Note: The overview includes base substitutions at the genomic level.
Amino acid (AA) change refers to number of patients and control
subjects tested and the frequency of each variant. dbSNP-ID =
single-nucleotide polymorpism code (www.ncbi.nim.nih.gov/snp);
PA = primary amenorrhea; SA = secondary amenorrhea.

Ojeda. Correspondence. Fertil Steril 2011.

maintained, preserving its growth-inhibitory function. Subsequent
studies, performed in p27—/— female mice, demonstrated a key
role of this factor during ovarian development, because it sup-
presses follicular formation and activation, as well as stimulating
physiologic follicular atresia before puberty (26). These animals
displayed an overactivation and premature depletion of the follic-
ular stock, leading to infertility. Therefore, CDKNIB is a coherent
candidate gene in POF pathogenesis.

Therefore, the aim of the present study was to identify CDKNIB
mutations that could explain the POF phenotype. For this purpose,
we analyzed the complete coding sequences of the gene in a panel
of 87 POF patients. The results were compared with a control pop-
ulation (see below). POF women were recruited from Farhat
Hached University Teaching Hospital, Sousse, Tunisia. Inclusion
criteria were primary (43 individuals) or secondary (44 individ-
uals) amenorrhea, occurring before the age of 40 years, with ele-
vated plasma levels of FSH (>40 IU/mL) and normal 46,XX
karyotype. Patients with clinical antecedents of autoimmune dis-
ease, anticancer treatments, and pelvic surgery were excluded
from the study. The control population group included 137 Tuni-
sian (group A) and 126 Colombian (group B) women >50 years
old without clinical antecedents of autoimmune pathology, infer-
tility, or ovarian dysfunction. In addition, control individuals had
at least one child. The study was approved by the Institutional
Review Board of each participant institution. Each of the patients
and control subjects signed a written informed consent.

Genomic DNA was obtained from whole blood samples using
the standard phenol-chloroform protocol. The complete coding re-
gion of CDKNIB was amplified in all patients and control subjects

using 5’ and 3’ flanking oligonucleotides. Primer sequences and
polymerase chain reaction conditions are available on request.
Each amplicon was purified by using shrimp alkaline phosphatase
and exonuclease I, as described by the manufacturer (USB). Direct
sequencing was performed with internal primers using an ABI
3100 sequencer (Applied Biosystems). Alignments of the wild
type (GI: 4757962) and mutant proteins were performed by using
ClustalW software.

The analysis of the coding sequence of CDKNIB in POF pa-
tients revealed two nonsynonymous variants, both located on the
first exon of the gene (Table 1). These results were first compared
with those from control group A. The ¢.326T>G (p.Vall09Gly)
variant was found in, respectively, 76 (87.4%) POF and 111
(81%) control women. This substitution was previously reported
in single-nucleotide polymorphism (SNP) databases (rs2066827)
as well as in women with normal fertility (see below). The second
variant (c.356T>C, p.Ile119Thr) was present in one patient in het-
erozygous state. Because we did not find this variant in women
from control group A, we expanded its screening to women with
normal fertility from a distinct ethnical origin (control group B).
Similarly, the p.Ile1 19Thr mutation was absent in the control pop-
ulation from Colombian origin. This variant was not found in SNP
public databases. Protein alignments of this region, using available
sequences at public databases, revealed that the isoleucine residue
at position 119 is strictly conserved among the majority of mam-
malian species (Homo sapiens, Sus scrofa, Mus musculus, Rattus
norvegicus, Felis catus; Supplemental Fig. 1, available online at
www.fertstert.org). The remaining mammalian species (Bos taurus
and Canis lupus familiaris) displayed at this position a leucine
instead of an isoleucine.

The present study describes two nonsynonymous variants of
CDKNIB present in nonsyndromic idiopathic POF cases. One of
them (p.Vall09Gly) can be considered to be an SNP that lacks
an association with POF pathogenesis, because it is present in
women from control populations of two distinct ethnical origins.
In addition, this variant has been recently described in Chinese
POF cases and women with normal fertility (27).

The novel p.Ile119Thr mutation suggests a potential deleterious
effect, as the substitution Ile-to-Thr implicates a relevant change in
hydrophobicity (Ile > Thr) and modifications in terms of structure.
This mutation, which is located on a predicted beta-sheet region,
could affect the adequate folding of the protein and its function.
Furthermore, protein alignments argue in favor of a functional
role of the Ile at this position, because it is conserved among mam-
malian species. In this context, the presence of a Leu instead of an
Ile in some species may not disturb the protein function, because
both have very similar structures and properties in terms of
hydrophobicity.

We estimate that, to confirm the implication of CDKNI1B in POF
etiology, the new potentially deleterious mutation described here
deserves further functional studies. Finally, additional screening
of mutations in this gene in large panels of patients and control
subjects should reveal new insights into POF pathogenesis.

2] Ojeda et al. Correspondence

Vol. B, No. H, W 2011




[ ReFERENCES |

—_

123

W

~

I

©

. Luborsky JL, Meyer P, Sowers MF, Gold EB,

Santoro N. Premature menopause in a multi-
ethnic population study of the menopause transi-
tion. Hum Reprod 2003;18:199-206.

Coulam CB. Premature gonadal failure. Fertil Steril
1982;38:645-55.

. Laissue P, Vinci G, Veitia RA, Fellous M. Recent

advances in the study of genes involved in
nonsyndromic premature ovarian failure. Mol Cell
Endocrinol 2008;282:101-11.

. Sybert VP, McCauley E. Turner’s syndrome. N Engl

J Med 2004;351:1227-38.

. Allingham-Hawkins DJ, Babul-Hirji R, Chitayat D,

Holden JJA, Yang KT, Lee C, et al. Fragile X
premutation is a significant risk factor for
premature the
collaborative POF in fragile X study—preliminary
data. Am J Med. Genet 1999;83:322-5.

ovarian failure: international

. Murray A, Webb J, Dennis N, Conway G,

Morton N. Microdeletions in FMR2 may be
a significant cause of premature ovarian failure.
J Med Genet 1999;36:767-70.

Tharapel AT, Anderson KP, Simpson JL, Martens PR,
Wilroy RS, Llerena JC, et al. Deletion (X)
(q26.1—q28) in a proband and her mother:
molecular characterization and phenotypic karyotypic
deductions. Am J Hum Genet 1993;52463-71.
Davison RM, Fox M, Conway GS. Mapping of the
POF1 locus and identification of putative genes for
premature ovarian failure. Mol Hum Reprod 2000;6:
314-8.

Marozzi A, Manfredini E, Tibiletti MG, Furlan D,
Villa N, Vegetti W. Molecular definition of Xq
common-deleted region in patients affected by prema-
ture ovarian failure. Hum Genet 2000;107:304—11.

. Lacombe A, Lee H, Zahed L, Choucair M,

Muller JM, Nelson SF, et al. Disruption of POF1B
binding to nonmuscle actin filaments is associated
with premature ovarian failure. Am J Hum Genet
2006;79:113-9.

11.

. Aittomaki K,

Di Pasquale E, Beck-Peccoz P, Persani L.
Hypergonadotropic ovarian failure associated with
an  inherited
morphogenetic protein-15 (BMP15) gene. Am J
Hum Genet 2004;75:106—-11.

mutation of human  bone

. Laissue P, Christin-Maitre S, Touraine P, Kuttenn F,

Ritvos O, Aittomaki K, et al. Mutations and
sequence variants in GDF9 and BMP15 in patients
with premature ovarian failure. Eur J Endocrinol
2006;154:739-44.

. de Baere E. Role of FOXL2 impairment in

syndromic and nonsyndromic premature ovarian
failure (POF). Ann Endocrinol (Paris) 2010;71:214.
JL, Pakarinen P,
Perheentupa J. Mutation in the follicle-stimulating
hormone receptor gene causes hereditary hypergo-
nadotropic ovarian failure. Cell 1995;82:959-68.

Lucena

. Latronico AC, Anasti J, Arnhold 1J, Rapaport R,

Mendonca BB, Bloise W, et al. Brief report:
testicular and ovarian resistance to luteinizing
hormone caused by inactivating mutations of the
luteinizing hormone-receptor gene. N Engl J Med
1996;334:507-12.

. Qin Y, Choi Y, Zhao H, Simpson JL, Chen ZJ,

Rajkovic A. NOBOX homeobox mutation causes
premature ovarian failure. Am J Hum Genet
2007;81:576-81.

. Zhao H, Chen ZJ, Qin Y, Shi Y, Wang S, Choi Y,

et al. Transcription factor FIGLA is mutated in
patients with premature ovarian failure. Am J
Hum Genet 2008;82:1342-8.

. Lourenco D, Brauner R, Lin L, de Perdigo A,

Weryha G, Muresan M, et al. Mutations in
NR5A1 associated with ovarian insufficiency.
N Engl J Med 2009;360:1200-10.

. Watkins WJ, Umbers AJ, Woad KIJ, Harris SE,

Winship IM, Gersak K, et al. Mutational screening of
FOXO3A and FOXOIA in women with premature
ovarian failure. Fertil Steril 2006;86:1518-21.

20.

2

—

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Gallardo TD, John GB, Bradshaw K, Welt C, Reijo-
Pera R, Vogt PH, et al. Sequence variation at the
human FOXO3 locus: a study of premature
ovarian failure and primary amenorrhea. Hum
Reprod 2008;23:216-21.

. Matzuk MM, Lamb DJ. The biology of infertility:

research advances and clinical challenges. Nat
Med 2008;14:1197-213.

Castrillon DH, Miao L, Kollipara R, Horner JW,
DePinho RA. Suppression of ovarian follicle
activation in mice by the transcription factor
Foxo3a. Science 2003;301:215-8.

Reddy P, Shen L, Ren C, Boman K, Lundin E,
Ottander U, et al. Activation of Akt (PKB) and
suppression of FKHRL1 in mouse and rat oocytes
by stem cell factor during follicular activation and
development. Dev Biol 2005;281:160-70.

Liu K, Rajareddy S, Liu L, Jagarlamudi K,
Boman K, Selstam G, et al. Control of
mammalian oocyte growth and early follicular
development by the oocyte PI3 kinase pathway:
New roles for an old timer. Dev Biol 2006;299:
1-11.

Liu L, Rajareddy S, Reddy P, Du C, Jagarlamudi K,
Shen Y, et al. Infertility caused by retardation of
follicular development in mice with oocyte-
specific expression of Foxo3a. Development
2007;134:199-2009.

Rajareddy S, Reddy P, Du C, Liu L, Jagarlamudi K,
Tang W, et al. p27kip! (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B) controls ovarian development by
suppressing follicle endowment and activation and
promoting follicle atresia in mice. Mol Endocrinol
2007;21:2189-202.

Wang B, Ni F, Li L, Wei Z, Zhu X, Wang J, et al.
Analysis of cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
mutation in Han Chinese women with premature
ovarian failure. Reprod Biomed Online 2010;21:
212-4.

Fertility and Sterility®




suPPLEMENTAL FIGURE 1 [N

Multiple protein sequence alignments of CDKN1B between
mammalian species displaying human lle at position 119 (bold).

Homo sapiens SGSRPAAPLI GAPANSEDTH LVDPKTDPSD
Rattus norvegicus SGSRQAVPSI GSQANSEDRH LVDQMPDSSD
Mus musculus SGSRQAVPLI GSQANSEDRH LVDQOMPDSSD
Sus scrofa SGTRQAVPLI GSOQAINSEDTH LVDQKTDAPD
Felis catus SGNRQAVPLI GSQANTEDTH LVDQKTDTSD
Canis familiaris SGTRQAGPLL GSQANSEDTH LVDQKTDAPD
Bos taurus SGARPAVPLL GSQANPEDTH LVDQKTDAPD
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Abstract

BACKGROUND: Anomalies in gonadal development in a mouse knock-out model of
Cited2 have been described previously. In Cited2 ™ female gonads, ectopic cell
migration was observed and the molecular program of gonadal development was
transiently delayed. We hypothesize that, in humans, a similar transient delay might be
sufficient to provoke a developmental impairment of the female gonads, conducive to
premature ovarian failure (POF). In order to establish whether CITED2 mutations are a
common cause of the disease, we performed a mutational analysis of this gene in a
panel of POF patients and in a group of control woman with normal fertility.
METHODS: We amplified and directly sequenced the complete open reading frame of
CITED?2 in 149 POF patients and 290 controls.

RESULTS: This study revealed five synonymous and three non-synonymous variants.
Among these, seven are novel. The non-synonymous variant ¢.604C>A (p.Pro202Thr)
was found uniquely in one woman from the POF group and was not previously
described. In silico analysis of this mutation indicated a potential deleterious effect.
CONCLUSIONS: Our results suggest a novel role of CITED2 during human female
gonadal development and POF origin. Furthermore, we provide novel data that

potentially relates CITED2 mutations with POF pathogenesis.

Key words: CITED2, female infertility, premature ovarian failure.



Introduction

Premature ovarian failure (POF) is a frequent pathology which affects up to ~1.5% of
women (Luborsky et al. 2003). POF is defined as at least 6 months of amenorrhea
associated with elevated plasma levels of FSH (>40 1U/mL) in women under 40 years
old (Coulam et al. 1982). From an etiological point of view, several causative factors
have been described such as infectious process (e.g. viral oophoritis), autoimmune
conditions (diabetes), iatrogeny (pelvic surgery) and anti-cancer treatments.
Nevertheless, despite advances in diagnosis and treatment of human infertility, the
majority of cases are considered idiopathic, suggesting the participation of genetic,

epigenetic and environmental factors.

Some genetic abnormalities have been identified in syndromic and non-syndromic
forms of POF (Laissue et al. 2008, Persani et al. 2010). Concerning syndromic POF
cases, distinct mechanisms have been related with the pathogenesis of the disease. In
Turner’s Syndrome, the happloinsufficiency of pseudoautosomal loci that escape
inactivation should be the cause of the ovarian dysfunction (Zinn and Ross 1998, Sybert
and McCauley 2004). In Fragile X Syndrome, premutations and microdeletions of
FMR1 and FMR2 have been proposed as molecular mechanisms that predispose to the
phenotype (Allingham-Hawkins et al 1999, Murray et al. 1999, Allen et al. 2007). In
BPES syndrome, mutations in a forkhead transcription factor (FOXL2) have been
identified as causative of the premature depletion of follicles and ultimately of POF
(Crisponi et al. 2001, Beysen et al. 2009). In addition, sequence variants in autosomal
and X linked genes (e.g. FSHR, LHR, FIGLA, NOBOX, FOXO3A, GDF9, BMP15) have
been associated with the etiology of non-syndromic POF cases (reviewed by Laissue et

al. 2008 and Persani et al. 2010).



Up to now, genetic linkage analysis of affected families has been frequently employed
in order to identify POF candidate genes. However, familial POF cases are uncommon.
Therefore, in recent years the study of genes identified from genetically modified mouse
models displaying reproductive dysfunctions has expanded the repertoire of etiological

genes in human (Barnett et al. 2006, Matzuk et al. 2008, Jagarlamudi et al. 2010).

Recently, Combes and coworkers described anomalies in gonadal development in a
mouse knock-out (KO) model of Cited2 (Combes et al. 2010). Cited2 is a
transcriptional co-activator without classical DNA-binding domain which acts in
diverse physiological cascades in order to co-regulate, with transcription factors, the
expression of target genes (Bhattacharya et al. 1999, Braganca et al. 2003). In mice,
Cited2 has been related with distinct developmental process such as adrenal gland,

neural tube and heart morphogenesis (Bamforth et al. 2001, Yin et al. 2002).

During testis development, Cited2 cooperates with Wtl (Wilms Tumor 1) to increase
the expression of SF1 and Sry (Buaas et al. 2009). Sfl (Steroidogenic Factor 1, also
known as Nr5al), is an orphan nuclear receptor which modulates the expression of
genes belonging to the hypothalamic-pituitary-gonadal axis (Luo et al. 1994, Lin et al.
2008). This gene exhibits a crucial function during male sex determination. It
participates with Sry (the sex determining region of the Y chromosome) in Sox9
regulation, which in turn, stimulates the expression of specific genes responsible for
testis differentiation (Vidal et al. 2001, Sekido and Lovell-Badge 2008). Unfortunately,
due to the rapid gonadal regression observed in the Sf1-KO animals the study of the
gene remained difficult. In order to overcome these features Combes et al. used a KO
model of Cited2 that displays reduced levels of Sf1 (Combes et al. 2010). Interestingly,

in Cited2 " females gonads ectopic cell migration was observed and the female program



of gonadal development was transiently delayed. In fact, at 10.5 days post coitum (dpc)
the expression levels of pro-ovarian genes (Foxl2, Rspol and Wnt4) were decreased but
subsequently restored at 12.5 dpc. In this context, we hypothesize that this temporary
inhibition of genes should be sufficient to provoke a developmental impairment of the

female gonads, conducive to POF.

Here, in order to establish whether CITED2 mutations are a common cause of the
disease, we performed a mutational analysis of this gene in a panel of 143 idiopathic
POF patients and in a group of 290 control woman with normal fertility. We find the
first mutation in POF patients potentially related with the etiology. Our results argue in
favor of a previously unrecognized role for CITED2 during human female gonadal

development.

Materials and Methods

Patients and controls

The POF patient group comprised 143 women. One hundred and six were of Tunisian
origin and attended the Farhat Hached University Teaching Hospital (Sousse, Tunisia).
Twenty-seven were of Australian origin and were recruited from the Murdoch Research
Institute, Melbourne, Australia. All patients displayed a normal 46, XX karyotype,
primary or secondary amenorrhea occurring before the age of 40 and FSH plasma levels
under 40 IU/mL. Patients presenting antecedents of pelvic surgery, chemotherapy or
radiotherapy treatments, and/or autoimmune diseases were excluded from the study.
The control group included 290 women over 50 years old, who lack antecedents of

ovarian and autoimmune diseases as well as infertility of any type. Additionally, these



women had at least one living child. Among these, 140 were of Tunisian and 150 of
Colombian origin. All clinical and experimental steps of this study were approved by
the Institutional Ethics Committee of each participant institution. Patients and controls

provided written informed consent.

CITED2 mutational analysis

Genomic DNA from patients and controls were extracted from whole blood samples
using the standard phenol-chloroform procedure. In all patients and controls the
complete open reading frame of CITED2 was amplified by PCR using exon-flanking
oligonucleotides. Primer sequences and PCR conditions are available on request. Each
amplicon was sequenced with internal primers in an ABI 3100 sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The presence of each non-synonymous variant was
confirmed by an additional PCR and sequencing assay. In silico analysis of mutant
proteins from patients was performed using ClustalW and PolyPhen2 software. We
aligned human wild type (WT) sequence (Gl: 270288756) with those from numerous
vertebrate species (Rattus norvegicus, Mus musculus, Saguinus labiatus, Macaca
mulatta, Bos taurus, Gallus gallus, Xenopus laevis, Danio rerio). The potential

pathogenic effect of non-synonymous variants was evaluated using PolyPhen2 software

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). The PolyPhen2 prediction values are the result
of an algorithm which includes distinct features such as comparative analysis of
proteins sequences from different species, physicochemical characteristics of the
exchanged amino acids and mapping of residue replacement to available 3D structures.

Its positive predictive rate ranges between 73% and 92% (Adzhubei et al. 2010).


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

PolyPhen results are assessed as a quantitative value (probability of being deleterious)

and as qualitative feature (benign, possibly damaging, or probably damaging).

Results

Sequence analysis of the complete CITED2 coding region in patients and controls
revealed five synonymous and three non-synonymous variants (Table 1). Among these,
seven are novel and one (p.Ala7Ala) was previously reported in public SNP databases
(rs1131400). The three synonymous variants were found in both POF and control
groups: ¢.21C>A (p.Ala7Ala), c.510G>C (p.Ser170Ser) and ¢.582C>T (p.Gly194Gly).
Two synonymous (c. 612C>G, p.Ser204Ser and ¢.630T>A, p.Ala210Ala) and two non-
synonymous (c.539A>G, p.Gly180Asp and c.574A>G, p.Serl92Gly) variants were
found only in control individuals from Colombian origin.

The non-synonymous variant (c.604C>A, p.Pro202Thr) was found uniquely in one
woman from the POF group and was not previously described. Comparative protein
analysis between vertebrate species demonstrated a strict conservation of the Pro
residue at position 202 (Figure 1). Polyphen2 analysis of this mutation displayed a
score of 0.991 (probably damaging).

The patient carrying the p.Pro202Thr mutation is a 34-year-old woman of Tunisian
origin presenting with secondary amenorrhea. External genitalia and pubertal
development were normal. Menarche appeared at 13 years of age, with three menstrual
cycles followed by 3 years of spaniomenorrhea. Amenorrhea and abnormal high levels
of FSH (63 IU/mL), LH (90 1U/mL) were recorded at 16 years. Pelvic ultrasonography
showed a hypoplastic uterus and small ovaries lacking follicles. An echocardiogram
performed at 34 years of age displayed minimal mitral insufficiency. The father of the

patient suffered a mitral valve prolapse. Subsequently, he was affected by rheumatoid



arthritis of the heart, which finally led to the replacement of both mitral valves.
Unfortunately, we could not obtain clinical data and biological samples from the
mother. No additional familial antecedents of cardiac or fertility dysfunctions were
recorded. CITED2 sequence analysis in the father and two unaffected sisters of the

patient did not reveal the p. Pro202Thr mutation.

Discussion

Ovarian and testicular morphogenesis is initiated during early embryo development
from a common tissue, the genital ridge. At this stage, the gonads are considered
bipotential since their cell lineages (somatic and germ) can differentiate into ovarian or
testic types. From a genetic point of view, it has been demonstrated in the early 90°s
that the SRY gene located on the Y chromosome is responsible for activating the
molecular pathway leading to the formation of the male gonads (Koopman et al. 1991).
In addition, some specific pro-ovarian molecules have been identified in recent years
(Veitia, 2010). As a result, causative POF mutations in genes participating in early
stages of gonadal development have also been identified (e.g. FOXL2, SF1, NOBOX,
FIGLA) (Qin et al. 2007, Zhao et al. 2008, Beysen et al. 2009, Lourenco et al. 2010).
The recent findings of Combes et al. (Combes et al. 2010) revealing a temporary delay
of the female pathway caused by Cited2 gene deletion strongly suggests the potential

role of this gene during human POF pathogenesis.

In the present study, sequence analysis of the CITED2 coding region in a panel of POF
women and control individuals revealed eight sequence variants, seven of which are

novel (Table 1). Most of these are unlikely to be related with the etiology of the disease



since they are present in POF and control groups, they are silent substitutions and/or

they have been identified only in women with normal fertility.

The remaining ¢.604C>A (p.Pro202Thr) variant was observed in one POF patient and
was absent in control woman of two distinct ethnical origins. Two sisters of this
patient, who did not show ovarian dysfunction, lacks p.Pro202Thr variant. Although we
could not definitely establish the parental origin of the variant, these features suggest its
potential role during POF pathogenesis. Furthermore, in silico analysis of the mutant
protein argues in favor of a pathogenic effect since the proline residue at position 202 is
strictly conserved among vertebrate species suggesting its crucial functional role
(Figure 1). The presence of a Pro instead a Thr is predicted to alter both structure and
hydrophobicity of the encoded protein. Indeed, proline is a non-polar hydrophobic
residue while threonine is a polar aminoacid possessing hydrophilic properties. These
differences might alter the protein folding and its function. Accordingly, the PolyPhen
bioinformatic tool displayed a score compatible with a potential pathogenic effect (score
0.991, probably damaging). The CITED2 p.Pro202Thr mutation found in our case is
located in the vicinity of the serine-glycine rich junction (SGJ) of the protein (residues
162 to 199) which has been previously described as a mutational hotspot. Indeed, three
heterozygous mutations in this region (p.Ser170_Gly178del, p.Gly178_Ser179ins9, and
p.Ser198 Gly199del) identified in patients affected by cardiac defects have been
functionally characterized (Sperling et al. 2005). In the study by Sperling and
coworkers, all three mutant proteins displayed a reduction in HIF1A transcriptional
repressive capacity of CITED2. Moreover, the p.Serl70_Gly178del mutation was
associated with diminished levels of TFAP2C coactivation. These results led to the

proposal that mutations of the SJS could alter the capacity of the CITED2-EP300
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binding domain to recruit or interact with essential cofactors (Sperling et al. 2005).
Similarly, the mutation found in our case might interfere with the normal folding of the
SGJ or  with the protein conformation itself, modifying its

transrepression/transactivation properties when coupled with transcriptions factors.

In the ovarian context, the phenotype observed in our case argues in favor of a drastic
functional effect of the p.Pro202Thr mutation since the patient presented secondary
amenorrhea at the age of 16. Thus, we hypothesize that the happloinsufficiency of
CITED2 might affect the normal expression of further essential factors which
participates of the female gonadal differentiation program such as SF1, FOXL2, RSPO1
and WNT4. This assumption is plausible since it has been demonstrated that
mammalian gonadal development (as well as the Cited2-WT1-SF1 regulatory cascade)
is extremely sensitive to gene dosage (Barrionuevo et al. 2006, Bouma et al. 2007,
Buaas et al. 2009, Veitia 2010). Furthermore, mutations in SF1 and FOXL2 have been
related with non-syndromic and idiopathic POF cases (Beysen et al. 2009, Lourenco et
al. 2010). In our patient, mild cardiac dysfunction has been recorded since the
echocardiogram revealed a minimal insufficiency of the mitral valve. This observation
differs from those of other patients carrying CITED2 mutations, in which distinct
morphological impairments were described such as atrial and ventricular septal defects,
and abnormal pulmonary venous return to the right atria (Sperling et al. 2005). Since the
father of the patient, who does not carry the mutation, was affected by mitral valve
pathology we estimate that the p.Pro202Thr mutation might not be related to the
phenotype. However, it could be possible that the p.Pro202Thr, as well as other
CITED2 mutations, possesses differential pathogenic effects during cardiac or ovarian

development due to a distinct proteomic environment between these tissues. In this
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context, it would be interesting to know whether the patients described by Sperling and

cowaorkers display reproductive dysfunctions.

Taken together, our results suggest a novel role of CITED2 during human female
gonadal development. Furthermore, we provide novel data that potentially relates
CITED2 mutations with POF pathogenesis. Thus, in order to validate the functional
impact of CITED2-p.Pro202Thr mutation, further in vitro and animal model studies are
required. Finally, we propose that the sequencing analysis of CITED2 in largest panels
of POF patients, affected or not by cardiac phenotypes, would expand the spectrum of

variants and should permit to establish an accurate genotype/phenotype correlation.
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Tables and Figures

Table 1: Sequence analysis of the CDKN1B gene in patients affected by POF.

18

Population
- Tunes
?lzcr]itgir;%e deSIZI)\IP AR BRGNS Total POF POF Patients Controls
patients PA SA Group A Group B
c.21C>A | rs1131400 p.Ala7Ala 30/116 (25,9%) | 14/57(24,6%) | 16/59 (27,1%) | 33/140 (23,6%) | 47/150 (31,3%)
€.510G>C | --mm--ee- p.Ser170Ser 1/116 (0.86%) | 1/57 (1.8%) 0/59 1/140 (0,71%) 0/150
C.539A>G | - p.Gly180Asp 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)
C574A>G | e p.Ser192Gly 0/116 0/57 0/59 0/140 8/150 (5,3%)
c.582C>T | - p.Gly194Gly 1/116 (0.86%) 0/57 1/59 (1.7%) 1/140 (0,7%) 0/150
C.604C>A | -——m p.Pro202Thr 1/116 (0.86%) 0/57 1/59 (1.7%) 0/140 0/150
C.612C>G | -----mm- p.Ser204Ser 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)
C.630T>A | ---momee- p.Ala210Ala 0/116 0/57 0/59 0/140 1/150 (0,7%)




Figure 1: Protein alignment of the region including the p.Pro202Thr mutation.

H.sapiens (WT) NSG--- GGSGSGNMPASVAHVPAAMLPPNVIDTD
H.sapiens (P202T) NSG--- GGSGSGNMTASVAHVPARMLPPNVIDTD
R.norvegicus SAG--- GSGGGSTMPASVAHVPAAMLPPNVIDTD
M. musculus SAG--- GSGGGSTMPASVAHVPAAMLPPNVIDTD
S.labiatus NSGGGS GGSGSSNMPASVAHVPAAMLPPNVIDTD
M.mulatta NSGGGS GGSGSSNMPASVAHVPAAMLPPNVIDTD
B. taurus NSGGGS GGGSSSNMPASVAHVPAAVLPPNVIDTD
G.gallus === @ memm—e ee————— LPPAVPHVPAAMLPPNVIDTD
X.laevis  mmmmee —m————— LPPSVSHVPAAILPPGVIDTD
D.rerio = mm———— —————— VPLPGHHMPAAMLPPNVIDTD
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Abstract

Premature ovarian failure (POF) is a common disease leading to female infertility. In
recent years, the study of genes encoding proteins belonging to the forkhead (fkh)
family of transcription factors has demonstrated their crucial role during several mouse
and human physiological processes, including gonadal development and fertility. It has
been proposed that the FOXO modulation of reactive oxygen species may have a
regulatory role during oocyte maturation and folliculogenesis. Since FOXO4 is
expressed in granulosa cells of the immature mice as well as in human luteinized mural
granulosa cells we estimate that this gene constitutes a coherent candidate associated
with POF pathogenesis. In this study we analyzed the complete open reading frame of
FOX0O4 in a panel of 116 POF patients and 143 controls. We indentify the
IVS2+41T>G sequence variant located on the second intron of the gene. This nucleotide
change, which was previously reported in public databases of SNPs is present at similar
frequencies in both POF and control groups. The results do not reveal further sequence
variants. We conclude that mutations in the coding region of FOX0O4 should not be a
common cause of the disease. However, we do not exclude that sequence variations
located on the regulatory regions of the gene might modify its expression and cause the

disease.



©CoO~NOUTA,WNPE

Clinical Endocrinology

Premature ovarian failure (POF) is a frequent pathology which affects 1% of women.
Clinically, POF is defined as at least six months of amenorrhea occurring under 40
years old associated with elevated plasma levels of FSH (>40IU/1). Up to now, several
etiologies have been related with POF pathogenesis such as infectious agents,
autoimmune conditions and iatrogenic injuries. However, in the majority of cases POF
is considered as idiopathic indicating a potential involvement of genetic factors.
Chromosomal abnormalities (e.g. Turner’s syndrome) as well as mutations in autosomal
and X linked genes have been identified as causative of the phenotype. In recent years,
the study of genes encoding proteins belonging to the forkhead (fkh) family of
transcription factors has demonstrated their crucial role during several mouse and
human physiological processes, including gonadal development and fertility. At least
1800 fkh proteins have been described and classified in subfamilies. These factors share
a highly conserved ~100 aminoacid region, the forkhead domain, responsible to identify
and bind to specific DNA sequences located on the promoter regions of target genes. In
the ovarian context, FOXL2 and members of the FOXO subfamily have been implicated
in distinct normal and pathological conditions. Mutations in FOXL2 have been related
with the etiology of an autosomal dominant disease, the blepharophimosis, ptosis,
epicantus-invesrus (BPES) syndrome. BPES is characterized by eyelid abnormalities
associated (BPES type I) or not (BPES type II) with POF. In addition, mutations in
FOXL2 have been reported in isolated idiopathic POF cases. These findings are
consistent with those observed in FoxI2”" mice models in which morphological
granulosa cell impairment and premature massive follicle atresia were observed.'
Among members of the FOXO subfamily, FOXO3A and FOXO1 have been particularly
well studied since they have been related with ovulation and oocyte maturation in mice
and human. Foxo3a” female mice showed massive follicular activation leading to
premature depletion of follicles and infertility.” Indeed, FOXO3A screening for
mutations led to identify sequence variants potentially related with the premature aging
of the ovary observed in POF women. Interestingly, these findings reinforce the role of
FOXO factors during aging tissue progression. Indeed, some observations suggested
that a subset of ROS (reactive oxygen species) genes is regulated by members of the
FOXO subfamily. ? It has been proposed that ROS may have a regulatory role during

oocyte maturation and folliculogenesis.4 Concerning FOX04, it has been shown that it
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is expressed in granulosa cells of the immature mice as well as in human luteinized
mural granulosa cells.”® Thus, we estimate that FOXO4 constitutes a coherent candidate

gene associated with POF pathogenesis.

In order to establish whether FOXO4 sequence variants are a common cause of
idiopathic POF, we analyzed its complete open reading frame in a panel of 116 POF
patients who attended the Farhat Hached University Teaching Hospital, (Sousse,
Tunisia). Inclusion criteria were primary or secondary amenorrhea occurring before the
age of 40 years, normal 46,XX karyotype and elevated plasma levels of FSH (>401U/1).
We exclude from the study patients presenting clinical antecedents of pelvic surgery,
autoimmune diseases and anticancer treatments. The control group population was
composed of 143 women under 50 years old having at least one child and lacking
antecedents of reproductive dysfunctions. Furthermore, they displayed regular
menstrual cycles ranging from 28 to 32 days. The study was approved by the
Institutional Review Board of each participant institution. Genomic DNA from patients
and controls was obtained from whole blood samples using the standard phenol-
chloroform procedure. The complete coding region of the gene (three exons) was
amplified by PCR using exon-flanking primers. Each amplicon was first purified using
exonuclease I and shrimp alkaline phosphatase, and subsequently sequenced with
internal primers. Sequences of each patient were aligned and compared with those of the
FOXO04 wild type version which are available at public databases (NCBI reference
sequence: NM_005938.3). Since we amplified and sequenced the coding region of the
gene using exon-flanking oligonuclotides we were able to identify the IVS2+41T>G
sequence variant located on the second intron of the gene. This nucleotide change,
which was previously reported in public databases of SNPs (rs5980742), is present at
similar frequencies in both POF and control groups. The results do not reveal further
sequence variants. We conclude that mutations in the coding region of FOXO4 should
not be a common cause of the disease. However, we do not exclude that sequence
variations located on the regulatory regions of the gene might modify its expression and

cause the disease.
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